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INTRODUCTION

Presgue tous les produits utilisés par les hommes pour soulager leur maux ont trouvé
leur origine dans le végétale. Sans doute aussi ancienne gue la conscience humaine, la
correspondance entre les plantes les vertus des é éments naturels, a des fins thérapeutiques, est
illustrée par cette citation d' Hippocrate (Vers 460, 377 av J.C, «la nature est le médecin des
malades » (Aquaron, 2005).

Au cours de ces dernieres années les résultats des recherches conduit par des
spécialistes (médecins, biologistes, pharmaciens, botanistes, agronomes, écologistes et
économiste) concourent a démontrer les effets néfastes des médicaments a base de produit
chimiques pour I’organisme de I’ére humain (Messaoudi, 2005), c'est pour cela que ces
produits naturels sont trés demandés dans le monde, donc il est temps de multiplier nos efforts
pour faire évaluer ce domaine « plante médicinale et culture biologique », par I’ application
des résultats de recherches scientifiques et de techniques appropriées de production et de
dosage (M essaoudi, 2005).

Depuis 150 ans les plantes médicinales ont fourni ala pharmacie des médicaments trés
efficaces, cette découverte de nouveaux médicaments sest effectuée en recherchant les
principes actifs de plantes médicinales qui pour la plupart, était des plantes toxique. Ainsi, au
cours des dernieres décennies le corps médical a pris conscience de I’ intérét thérapeutique des
plantes pour soigner efficacement un grand nombre d’ affections d’ou la plupart d’ entre elles
n'ont pas attiré |'attention des chercheurs et leurs potentiaités thérapeutiques restants a

découvrir (Aquaron, 2005).

L’ utilisation correcte des plantes dans des buts médicinaux exige de se documenter au
moyen d’ ouvrage sérieux, en vue de |’ identification correcte des plantes et de la confirmation

de leurs propriétés thérapeutiques (Fouché et al., 2000).

Les composes phénoliques, les huiles essentielles et autres métabolites secondaire
représentent des molécules de fortes valeurs, utilisés dans les industries pharmaceutique
cosmétiques et agroalimentaire. Les activités anti oxydantes de ces produits ont été rapportées

dans des trés nombreux travaux dans le monde (Bouzouita et al., 2008).

Les composés phénoliques de Juniperus oxycedrus ont fait I’objet de plusieurs

chercheurs dont les principales études sont celles de Djeridane et al., 2006 qui ont dose les
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INTRODUCTION

composeés phénoliques des parties aériennes de |’ espéce J. oxycedrus provenant de I’ Algérie;
les composés phénolique de J. oxycedrus badia du Prtugal ont été étudié par Tavares et al.,
(2012) et enfin la plus récente éude effectuée en Turquie est celle de Taviano et al. (2013)
gui ont quantifié les composés phénoliques dans les cones de J. oxycedrus oxycedrus).

Mais aucune des ces études n'a étudié les facteurs qui peuvent influencer sur les

teneurs en composés phénoliques de cette plante.

Est- ce que le sexe et | es facteurs environnementaux peuvent vraiment influencer sur la

guantité des composes phénoliques et |e rendement en huile essentielle ?

Cest I'objectif de notre travail qui consiste a éudier les paramétres morphologiques
(biométrie des cones et des aiguilles) ainsi que les paramétres biochimiques (dosage des
composés phénoliques, extraction des huiles essentielle et I'évaluation de [I'activité
antioxydante des individus méales et femelles de |’ espéce Juniperus oxycedrus échantillonnées

dans quatre stations d’ éude a différentes altitudes.
Donc la présente étude comporte trois parties :

» Lapremiére partie est consacrée a la synthese hibliographique sur la plante éudiée, la

classification, leur composés phénoliques et terpéniques.

» Dans la deuxiéme partie, qui correspond a la méthodologie, nous présenterons nos
stations d’ éudes, notre matériel végétal (les parties du végétale traitées ainsi que les périodes
d’ échantillonnage) et nous exposerons les différentes méthodes utilisées dans notre partie
pratique pour I'extraction et le dosage des composés phénoliques (polyphénols totaux,
flavonoides et tanins condenses) , I’ extraction des huiles essentielles ainsi que les test de

I activité anti-oxydante (pouvoir réducteur et test de DPPH).

> Nous présenterons et discuterons les résultats obtenus dans la troisieme partie de ce

travail.

e Et enfin, nous terminerons par une conclusion générale.
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CHAPITRE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

- PRESENTATION DU GENRE GENEVRIER

La famille de Cupressacées comprend plus de 135 espéces appartenant a 29 genres
parmi lesquels le genre Juniperus (Akkol et al., 2009). D’ apres Adams (2011), le Juniperus,
genre contenant approximativement 68 especes et 36 variétés, se développe dans I’ éendu
Eurasiatique (Hémisphére Nord) mis a part quelques espéces qui se trouvent aussi dans
I”Hémisphére Sud comme par exemple : Juniperus procera. Hochst qui se trouve uniquement
le long des montagnes de Rift en Afrique de I'Est (Adams et al., 1993) et les especes
Méditerranéennes comme Juniperus oxycedrus L., Juniperus phoenicea L. et Juniperus
thurifera L. qui poussent dans les montagnes de I’ Afrique du Nord (Adams et al., 2003) in
(Bouadam-Far hi, 2013).

C’est un arbre ou arbrisseau qui peut avoir 5 a 10 métres de hauteur, il croit a I’ état
sauvage sur les terres arides pierreuses exposées a la sécheresse trés rustiques (Huguette,
2008).

AIRES DE REPARTITION
Le genre Genévrier selocalise en grande majorité dans I’ hémisphére Nord. Quoique J.
procera de la Section sabina se développe au sud le long des montagnes de Rif dans |’ Afrique

del’Est (Adams, 2011). Larépartition Mondiae du Juniperus est illustrée dans lafigure n® 1.

Figuren® 1. Répartition du genre Juniperusdansle monde (Mao et al., 2010) in
(Bouadam-Far hi, 2013).
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CHAPITRE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

LE GENEVRIER EN ALGERIE

Selon Quezd et Médail (2003) et Adams (2011), le genre Juniperus est représenté en
Algérie par deux sections et cing especesil s agit de:

e Section Juniperus: J. oxycedrusL. (1753) et J. communisL. (1753).

e Section Sabina: J. phoenicea L. (1753) ; J.thuriferalL. (1753), et J. sabina L. (1753)
La localisation de ces espéces a |’ échelle Mondiale et en Algérie est illustrée dans la Figure
n°2.

Figuren® 2: L ocalisation des quatre espéces dans le monde et en Algérie (Adams, 2011)
in (Bouadam-Far hi, 2013).

LA REPRODUCTION

Le Juniperus est une plante dioique c'est-a-dire que les organes males et les organes

femelle sont portés par des individus séparés donc elles sont unisexués (Van bol, 2007).

Des petites cones jeunes de quelques millimétres de longueur commencent a
apparaitre au niveau des extrémités rameaux, ces petites cones ce sont des fleurs males alors
gue les cones femelles sont formées d'écailles portant a leur base les ovule, la période

favorable pour son fleurissement est entre avril et début juin (Van bol, 2007).
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CHAPITRE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Les baies de genévriers sont en fait des cones appel és galbules comportant des écailles
plus ou moins completement soudées entre elle, qui murissent en deux ou trois ans et se

couvrent alors d une couche cireuse, lapruine (Van bol, 2007).
|-1-1- DESCRIPTION BOTANIQUE DE JUNIPERUS OXYCEDRUS

Le nom «oxycedrus» provient de deux mots grec «oxys» et «cedros» qui
signifient respectueusement aigu et cedre, c'est-a-dire « cedre a feuille épineuse » (Garnier et
al., 1961).

C'est un arbrisseau ou arbuste dressé de 1 a 8 metres, a bourgeons écailleux et a
ranules obtusément triangulaire, feuilles trés étalées, verticillées, toutes linéaires en aéene a
pointe fine et piquantes articulées, non décurrentes, marquées de deux sillons blanchétres
separées par nervure médiane en dessus et a carene obtuse et non sillonnées en dessous fleurs

dioiques, fruits rouge et luisants ala maturité, assez gros ( 8 a 10 metres) (Chaouche, 2013).

Il pousse dans les foréts des régions cotieres mediterranéennes (du Maroc al’lran) et
préfere les endroits pierreux (klimko et al., 2007 ; Mansouri et al., 2010).

NOMS COMMUNS (VERNACULAIREYS)

- Enkabyle: tagga (Trabut, 2006)
-  Enarabe: taga, Aar’ Ar (Quezel et santa, 1962)
- Enfrancais: cadier, cade genévrier oxycédre, petite cédre, petite cédre d’ Espagne.

SYSTEMATIQUE
Le genévrier oxycedre appartient a la famille des cupressacées sa position dans le

regne végétal est schématisé danslafiguren® 3.
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CHAPITRE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Figuren® 3: Classification botanique de Juniperus oxycedrus L. (Ozenda, 2000) in
(Bouadam- Farhi, 2013).

[-1-2- COMPOSITION EN METABOLITES SECONDAIRES

Les plantes appartenant au genre Juniperus contiennent divers composes tel que les
composés phénolique (polyphénols totaux, flavonoides, tanins...) (Innocenti et al., 2007 ;
Miceli et al., 2009; Taviano et al.,, 2013) et les terpenoides (huiles essentielles,
sesquiterpenoides, diterpénoides, et autres terpenes) (Loizzo et al., 2007 ; Seca et al., 2008 ;
Orav et al., 2010 ; Marijaet al., 2011).

ACTIVITE BIOLOGIQUE

Les plantes de ce genre ont des activités biologiques : Antioxydantes (Taviano et al.,
2013), antiseptiques (Miceli et al., 2009 ; Taviano et al., 2013), antivirales (Sass et al.,
2008), anti-inflammatoires (Akkol et al., 2009 ; Legak et al., 2013), nociceptifs (Akkol et
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CHAPITRE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

al., 2009), anticancéreux (Kusari et al., 2010), antidiabétiques (Orhan et al., 2012) et

neuroprotecteurs (Taraverset al., 2012).
ASPECTSPHARMACOLOGIQUE

Tout genre Juniperus possede les mémes propriétés pharmacol ogiques (L afon, 1987),
telles que I’ anti-hyperglycémie, contre |’ obésité, contre la tuberculose, contre la bronchite et
contre la pneumonie (Swanston —flatt et al., 1990 ; Sanchez de Medina et al., 1994), il est
également utilisé sous forme de décoction pour le traitement des troubles gastrique et comme
un analgésique buccal (Fernandez et al., 1996).

Ce genre est aussi utile dans le traitement de psoriasis (Koerfgen, 1964) et la névrose
neurasthénique (Jonkov et Naidenov, 1974), il est utilis¢ en dermatologie humaine et
vétérinaire pour traiter I’eczéma chronique et autre maladies de la peau (Bouhlal et al.,
1988 ; Tavareset al., 2012).

Les baies du genévrier oxycedre sont diurétiques stimulantes et vermifuges (Becker et
al., 1982). Et aussi vasoconstrictrice, elles sont employées pour soigner les troubles de la
circulation (varices, métrorragies et autres troubles de la ménopause) (Bellakhder, 1997 ;
Girre 2001), mais Cc'est surtout pour le traitement des hémorroides (affaissement des
bourrelets, diminution de la douleur et du flux sanguin (Garnier et al., 1961 ; Becker et al.,
1982).

L’insuffisance circulatoire au niveau des membres inferieurs est pareillement
combattue en utilisant ces cbnes que l'on peut en autre, tenir pour antihémorragiques,
antitussives, diurétiques et en méme temps efficaces contre |’ énurésie des enfants).

Quant aux rameaux, on les considére comme antiseptiques et antispasmodiques
(Bellakhder, 1997).

LESCOMPOSES PHENOLIQUES DU GENEVRIER OXYCEDRE

Les composés phénoliques des différentes especes du genre genévrier ont fait |’ objet
de quelques études, nous présenterons ci-dessous les travaux réalisés sur les polyphénols de
I’espéce Juniperus oxycedrus. L’analyse gqualitative des composés phénoliques dans les
extraits de genévrier oxycédre par la méhode de HPLC (Hight Performance Liquid
Chromatography) a permis I’identification de quelques classes de polyphénols ou la classe

des flavonoides est apparue la plus abondante dans cette espéece, elle est fortement représentée
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CHAPITRE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

par la quercétine isolé pour la premiére en 1998 pour Stassi et al qui I’ont isolé a partir des
extraits de Junipérus oxycedrus ssp macrocarpa provenant de Grece. En travaillant sur
Juniperus oxycedrus ssp oxycedrus et Juniperus oxycedrus ssp macrocarpa de Turquie,
Taviano et al. (2013) ont identifié I’ apigénine. La famille des tanins a été mise en évidence
par Tavares et al. (2012). Les tanins (catéchine et le procyanidol) trouvés dans les extraits de
genévrier oxycedre ssp badia du Portugal, Juniperus phoenicea ssp turbinata). Quant aux
acides phénoliques, on y rencontre en effet, |’acide gallique, I’ acide protocatéchique et le
tyrosol qui sont isolés chez Juniperus oxycedrus ssp macrocarpa par Taviano et al. (2013).
Outre la caractérisation, la quantification des polyphénols a été aussi abordée par les auteurs
cités précédemment et bien dautres. Nous rapportons dans le tableau n° |, les vaeurs
obtenues dans les études antérieures sur le dosage des composes phénoliques (phénols totaux,
flavonoides et tanins) chez le genévrier oxycedre.

Tableau n° |I: Les principaux travaux sur la teneur en composés phénoliques (phénols
totaux, flavonoides et tanins) chez les différentes parties de I’ espéce Juniperus oxycedrus

Auteurs Année | Espece Organe | Provenance | Quantité en | Quantité en
étudié phénols totaux flavonoides

Djeridaneet al | 2006 | J. oxycedrus | partie Algérie 12,66 mg EAG/g | 3,50 mg ER/g
aérienne

Tavareset al 2012 | J. oxycedrus | feuilles | Portugal 254 mg EAG/g | —----mmeeemeee-

badia

Taviano et al 2013 | J. oxycedrus | cones Turquie 514 mg EAG/g | ----------------

oxycedrus
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[-2- LESSUBSTANCESACTIVESDESPLANTES

Une plante médicinale et plus précisement une drogue végétale et a lafois produit fini
destiné a la consommation et une matiere premiere pour |’ obtention de substances actives
(Mazari, 2009).

Une grande diversité de substances secondaires comme les huiles essentielles, les
flavanes, lestanins, et les anthocyanes, se forment et s accumulent dans les plantes.

La plupart possédant les hydroxyles sur les noyaux aromatiques, il constitue ce que
I’ on appel e les composés phénoliques des plantes Fig (4) (Guignard, 2000).

OH

-

Figure n® 4: Structure de noyau phénol (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

[-2-1- LESPOLYPHENOLS

Les polyphénols également dénommés, composés phénoliques sont des molécules
spécifique du régne végétale (Guignard, 1979), avec plus de 8000 structures phénoliques
présentes dans tous les organes de la plante.

BIOSYNTHESE

Les composes phénoliques résultent bio-génétiqguement de deux voies synthétiques
principale, lavoie de schikimate et acétate. Fig (5) (Lugas et al., 2003).

> Voiedeschikimate

L’ acide cinnamique se forme par I'intermédiaire de I’ acide schikimique, autrement dit
par la voie de schikimate cette voie aussi responsable de la synthese des acides aminés, parmi
ceux-ci, la phénylalanine qui sert directement comme précurseur de I’acide cinnamique
(Richter, 1993).
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» VOIE DESACETATES

C’est une voie secondaire qui conduit & I’ élaboration des composés mixtes, dont les
représentants les plus importants sont les flavonoides et les tanins, par condensation avec le
schikimate (Guignard, 2000).

Classification des polyphénols
ACIDESPHENOLIQUES

Ce sont des composés phénoligues possédant une fonction acide en plus de la fonction

phénal.

IIs sont représentés par deux sous classes, les dérives de I’ acide hydroxy-benzoique et

I’ acide hydroxy-cinnamique (Bruneton, 2008).
e LESACIDESHYDROXY-BENZOIQUES

Ces acides sont treés connus aussi bien sous forme libre que sous forme combinée a
I état d' esters ou hétérosides (Skerget et al., 2005 ; Bruneton, 2008).

Les acides benzoiques incluent I’ acide gallique, |’ acide protocatéchique, vallique et

I’ acide syringique qui ont en commun le cycle C6-C1 (Balasundram et al., 2005).

Cette catégorie est abondante dans les végétaux et les aliments notamment les épices,

les fraises et les oignons (M anach et al., 2005).
e LESACIDESHYDROXY-CINNAMIQUES

Ces composés ont une distribution trés large, rarement libre, ils sont souvent estérifiés
et peuvent également étre amidifiés ou combinés avec des sucres ou des polyols tels que
I’ acide quinque (Skerget et al., 2005).

lls sont étudies principalement dans le café (particulierement riche en dérivés
cinnamiques). Ce sont des composés aromatiques avec trois carbones latéraux dans la chaine
C6-C3 dont I’ acide caféique, I’ acide férulique, I’ acide coumarique et |’ acide sinapique sont
les plus connus. Les différentes classes des acides phénoliques sont présentées dans | e tableau

suivant :
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Tableau n° |1 les différentes classes d’ acides phénoliques Bravo (1998).

Mono-hydroxyles Di-hydroxyles Tri- hydroxyles
R=H acide R1=R3=0OH
Protocatéchique acide gallique
Acide o OH
Acide p-hydroxybenzoique
benzoique O OH
OH
OH
R=CH3 R1=R3=0CH3
OH acide vanilique acide syringique
o OH HO. O
é‘\o,c["h H3C‘-.O O/CHS
OH OH
Acide R=H Acide
P-coumarique acide caféique sinapique
- 0 3C0 AN
Acide - HO N o OEAVS 2T
. . A
cinnamique OH HO™ Y
HO OCH:
0 HO 3
R=CH3
N 0H
acide ferulique
0
HsC Z:Q/\\)LOH
H
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|-2-2- LESFLAVONOIDES

Les flavonoides (du latin, flavus: jaune) sont des substances généralement colorées
tres répondues chez les végétaux (Guignard, 1996). Cependant, il compte aussi des composés
de couleurs variées ou méme incolores (Richter, 1993), ils sont d'une classe de faible poids
moléculaire (Lin et al., 2002).

Environ de 4000 flavonoides ont été identifiés, ils peuvent étre localisés dans divers
organes: racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (Bennick, 2002). Leur fonction
principale semble étre la coloration des plantes (Gabor et al., 1988).

Les flavonoides sont des composés possédant un squel ette de base a quinze atomes de
carbones constitués de deux noyaux aromatiques et un hétérocycle central de type pyranne,
formant une structure C6-C3-C6. Fig (6) (Singleton et Rossi, 1965).

(’W3
5 -4

Figuren® 5: Squelette de base des flavonoides (Crozier, 2003).
LA CLASSIFICATION DESFLAVONOIDES

Il existe plusieurs classes de flavonoides dont les principales sont les flavones,
flavanols, les flavane-3-ols et les anthocyanidines. La structure de base de ces différents
flavonoides peut subir de nombreuses substitutions, les groupements hydroxyles étant
généralement en positions 4, 5 et 7. Ces substances existent sous forme de glycoside (Chira
et al., 2008).

e FLAVONES

Sont caractérisés par la présence d’un groupement carbonyle en position 4 (Achat,
2005).
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e FLAVONOLS

Ces composés se différencient des flavones par la présence d'un OH en C3 (Héeller et
al., 1998). Leurs principaux présentant sont la quercitine, kaempfinol et la rutine. Les sources
les plus riches sont les oignons (Hertog et al., 1992 ; Manach, 1998), poireau, le chou et les

baiestelles queles cassis (Hakkinen et al., 1999), il existe aussi danslethé. Fig (7).

Figuren® 6 : Structure chimique des flavonols (Crosier, 2003).

e FLAVANE-3-OLS

Les flavane-3-ols ou dérives de catéchine sont la catégorie de flavonoides la plus
complexe (Achat, 2013). Les catéchines sont présentes dans le chocolat, le thé et dans les
fruits comme I’ abricot. Fig (8) (Artset al., 2000).

OH

OH i :()H
HO O \@ HO O \
m o )

OH
R /R
OH OH

Figuren® 7 : Structures chimiques de certains flavan-3-ols (Chira et al., 2008).
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e ANTHOCYANIDINES

Ce sont des pigments principalement sous forme de glycoside et hydrosoluble, rouge
en milieu acide virant au bleu-violet en milieu neutre ou faiblement acalin (Kosir et al.,
2004), ils colorent généralement les fleurs, les fruits et parfois les feuilles (Paris et
Hurabiellem, 1981), ils sont présents dans le vin rouge (Mazza et al., 1999) et dans les
oignons rouges (Fossen et al., 1996) Fig (9).

Figuren® 8 : Structure chimique de quelques anthocyanidines courantes (Han et al., 2007).

BIOSYNTHESE DESFLAVONOIDES

Elle se fait a partir d’un précurseur commun, la 4, 2', 4, 6 tetrahydroxy chalcone.
Cette chalcone est métabolisée sous I’action d’une enzyme, la chalcone isomérase, en
naringinine. Sur cette derniére agit la flavane synthétase pour donner : apigénine ou le
dihydroflavanol, ce dernier en présence de la flavanol synthétase, se métabolisé en
kaempférol ou en leucoanthocyanidol, qui semble étre le précurseur des flavane 3, 4 ols et

anthocyanidols, qui sous I’action de la 3-O-glycosyl transférase, se transforme en
anthocyanoside (M azari, 2009) Fig (10).
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Figuren® 9: Biosynthese des flavonoides Bruneton (1999).
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[-2-3- LESTANINS

Les tanins sont des métabolites secondaires polyphéniliques (Khambalee et Ree,
2001), localisés dans les vacuoles (Aguilera-carbo et al. 2008). Ils sont caractérises par leurs
propriétés de combinaison aux protéines (Paris et Hurabeillem, 1981), cette combinaison ce
fait par I'intermédiaire de liaison hydrogene entre le groupement NH2 des protéines et les

groupements OH phénoliques des tanins (Guignard, 1996).

IIs permettent d optimiser la valeur nutritive des aiments, ainsi que les qualités
organol eptiques des boissons et sont étroitement liées a la fabrication du cuivre (Bernard et
M etche, 1980), ce comportement est a la base des propriétés tannantes qu’ils exercent sur le
collagene des animaux, au cours de sa transformation en cuir (Metche et Giradin, 1980). La
masse moléculaire des tanins est comprise entre 500 et 3000 Da (Bruneton, 1999).

Les tanins sont présents dans une variété de plantes utilisées dans I'alimentation
notamment les céréales et les légumineuses (haricot secs, petit poids) et les fruits comme

orange, péche, poire, kaki, fraise et les raisins (Peronny, 2005).

Sur le plan structural, les tanins sont devisées en deux groupes: les tanins
hydrolysables et tanins condensés Fig (10) (Haslam, 1989 ; Clifford et Scalbert, 2000 ;
Santos-buelga et Scalbert, 2000).

Figuren® 10: Structures chimiques (a) d’un tanin condense et (b) d un tanin hydrolysables
(Favier, 2003).

LESTANINSHYDROLYSABLES
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Ce sont des esters du D-glucose et de I'acide gallique ou ses dérives en particulier
I’acide élagique Fig (11) (Cowan, 1999 ; O’connell et fox, 2001). Ces substances sont

facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (tannase) (Ribéreau-Gayon,
1968).

OH

OH COOH

OH

Figuren® 11: Structures del’ acide gallique (1) et ellagique (2) (Packer, 2001).

LESTANNINS CONDENSES

Les tannins condensés ou les pronthocyanidines sont des polymeres constitués d’ unités
flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4, C8 et C6 (Bruyne et al., 1999 ;
O’connell et Fox, 2001).

IIs déférent fondamentalement des tannins galliques et ellagiques, ils ne possedent pas

de sucre dans leurs molécules et sont non hydrolysable (Paris et Hurabiellem, 1981).
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ACTIVITESBIOLOGIQUES DES COMPOSES PHENOLIQUES

Tableau n° I11: les activités biologiques des composés phénoliques (Bahorun, 1997).

Polyphénols Activités
Acides phénols Antibactériennes
(cinnamiques et benzoiques) Antifongiques

Antioxydants

Coumarines Protectrices vascul aires antioedémateuses

Anti tumorales
Anti carcinogenes
Flavonoides Anti inflammatoires
Hypotenseurs et diurétiques

Anti oxydantes

Anthocyanes Protectrices capillaroveineux

Effets stabilisants sur le collagéne
Anti oxydantes
Anti tumorales
Pronthocyanidines Antifongiques

Anti-inflammatoires

Tannins galliques et catéchiques Anti oxydantes
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|-3- HUILESESSENTIELLES
INTRODUCTION

Les plantes de fagon générale, et les plantes aromatique en particulier, se caractérisent
par deux types de métabolismes :

- métabolisme primaire: fournit les constituants de base en quantité
élevée les plus importants sont les sucres et leurs dérives, leslipides et |es protéines.

- métabolisme secondaire : produits des métabolites en faible quantité,
dont leurs applications dans différents domaines, en particulier a intérét pharmaceutique et

cosmeétique, voir nutritionnel, sont de la plus grande importance (Fekih, 2015).

Les huiles essentielles sont des assemblages de molécules diverses ayant chacune leurs
propriétés particulieres (Franchomme et Penoel, 1990). Ce sont des principes volatils et
odoriférants secrétés puis excrétés par les plantes aromatiques (Duraffourd et L apraz, 2002),
il est nécessaire de les conserver correctement afin qu’ elles gardent intacts leurs principes
actifs (Besombes, 2008).

LOCALISATION DESHUILESESSENTIELLES

Les huiles essentielles n’ existent quasiment que dans les végétaux, elles peuvent étre
stockées dans tous les organes des plantes aromatiques (les fleurs, les feuilles, fruits, tiges,

rhysomes et racines, les graines, le bois et I’ écorces) (Teixeira et al., 2013).
ROLE DESHUILESESSENTIELLESPOUR LE REGNE VEGETAL

Les plantes aromatiques utilisent les huiles essentielles pour se protéger des virus, la
plus parts pensent que c’est une hormone végétale, mais d autres considéerent que les huiles
sont des messagers entre parasites et microbes (Willem, 2009).

COMPOSITIONS CHIMIQUES

Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composés
odorants distincts selon la voie métabolique utilisée, il S agit de groupe des terpenoides d’ une
part et groupe des composés aromatiques dérives de phényl propane, ce dernier est beaucoup

moins fréguent (Bruneton, 1993).
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[-3-1- LESTERPENOIDES

Les terpenoides constituent une famille de composés largement répendues dans le
regne végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leurs
squelettes d'une unité isoprénique a 5 atomes de carbones (Cs Hg). Fig (12) reconnue par
Wallach des 1887 in (Lamarti et al., 1994).

~

Figuren® 12: Molécule d'isopréne (Nsemi muanda, 2010).

MONOTERPENES

Les composés monoterpenes sont constitués de deux unités isoprene, leur formule
chimique brute est Cyo His (Rahal, 2004). Les carbures sont presque toujours présents, ils
sont acycliques Fig (13), monocycliques ou bicycliques Fig (14), ils constituent parfois 90%
d huile essentielle (Bruneton, 1999).

OH

Figuren® 13: Acycligue: myrcene et Monocyclique: thymol

(L ucette couderc, 2001).
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SESQUITERPENES

Ils comportent trois unités d'isopréne, leur formule est Cy5 Hy4 SOit une fois et demi

(sesqui) Fig (15) lamolécule des terpenes (Belaiche, 1979).

Figuren® 14: Béta-bésaboléne (L ucette couderc, 2001).

L’ allongement de la chaine (IPP) accroit le nombre de cyclisation possible. Ainsi, plus d’ une

centaine de squel ettes différents ont été décrit.

(IPP) en composeés terpéniques dans les trois compartiments: cytoplasme, mitochondries et

plastes hydrosoluble ou membranaire.
[-3-2- COMPOSES AROMATIQUES

Les huiles essentielles renferment aussi des composes aromatiques dérives de phenyle
propane (C6 — C3) mais qui sont beaucoup moins fréguents que les terpenes et dont la
biogenese est totalement différente (Paris et Hurabiellem, 1981). Un noyau aromatique est

couplé a une chaine de trois carbones. Fig (16) (Bruneton, 1993).

T
CH, OH

Figuren® 15: Lavanilline (L ucette couder c, 2001).
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ACTIVITESBIOLOGIQUESDESHUILESESSENTIELLES

Les huiles essentielles possedent de nombreuses activités biologiques Tableau (4). En
phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies
infectieuses d'origine bactériennes et dorigine fongique contre les dermatophytes
(Chaumont et L eger, 1989).

Dans les préparations pharmaceutiques, les terpenes phénoliques, comme le thymol et
le carvacrol, sont souvent utilisés comme antiseptiques, antibactériens et antifongiques
(Zambonélli et al., 2004).

Dans le domaine phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composeés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les
champignons phytopathogenes (Zambonelli et al., 2004), et les micro-organismes

envahissant les denrées alimentaires (M angena et Muyima, 1999).
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Tableau n° I V: Activités biologiques des molécul es aromatiques selon leurs fonctions

chimiques (Her mandez-Ochoa, 2005).

Composés aromatiques

Propriétés

Phénols (Carvacrol, Eugénol)

Stimulantes, Toniques, Antiseptiques,
Bactéricides, Fongicides, Antivirale,

Antiparasitaires, Irritantes.

Alcools terpéniques
(Géraniol, Citronellol)

Anti-inflammatoires, Antiseptiques,
Bactéricides, Fongicides, Antivirae,

Neurotoxiques.

Aldéhydes terpéniques
(Citronella, Citral)

Antifongiques, Sporicidas, Toxicitélieeala

présence du groupe aldéhyde, Insecticides

Ether-oxydes, peroxydes
(Cinéal)

Antibactériens, Antifongiques, Insecticides

Cétones (Carvone)

Camantes, Antivirales, Antifongiques,

Neurotoxiques, Antiépileptiques

Hydrocarbures mono-terpéniques

(limonéne), sesquiterpénes

Fongistatiques, Bactériostatiques, Insecticides
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[-4- ANTIOXYDANTS

Les antioxydants sont I’ensemble de molécules susceptibles d’inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les especes réactives de I’ oxygene, ils
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces espéces, en les piégeant pour former des
composés stables, en séquestrant le fer libre. Ou en générant du glutathion (Favier, 2003 ;
Dan, 2008). De nombreux antioxydants interviennent il s agit principalement des systémes

enzymatiques et non enzymatiques.
ANTIOXYDANTSENZYMATIQUES

Cette ligne de défense est constituée principalement de trois enzymes Fig (16): il s agit
du superoxyde dismutase (SOD), |la catalase et de glutathion peroxydase (GPx), ces enzymes
ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du superoxyde et du
peroxyde d' hydrogéne, conduisant finalement a la formation d'eau et d’ oxygéne moléculaire
(Djemai zoughlache, 2009).

Figure N° 16 : Les principales réactions participant dans laformation d' eau et d’ oxygene
moléculaire (L ehucher-Michel et al., 2001).
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ANTIOXYDANTSNON ENZYMATIQUES

Ce groupe des antioxydants renferme les protéines de séquestration des métaux qui
agissent en diminuant la disponibilité d’ agent pro-oxydant, comme Fe?*/ Fe** ou Cu** / Cu*

(exemple: latransferrine, laferaitine, I’ albumine, céruloplasmine...etc.).

D’autre part il y'a des molécules a faible poids moléculaire qui agissent soit comme

cofacteurs des enzymes citées soit comme antioxydant propre (Antwer pen, 2006).

Les antioxydants a action direct sont capable de donner des éectrons a I’ oxygene
radicalaire afin qu'ils puissent le piéger, I’empécher ains dattaquer les structures
biologiques, ils peuvent agir comme agent réducteur capable de passer leurs électrons au ROS
et les diminer (Kohen et Nyska, 2002), ces molécules proviennent soit de sources endogene
(glutathion, mélatonine, acide urique, lamélanine ...), soit de sources exogenes apportees par
I’alimentation (Exemple: les caroténoides, |a vitamine E, la vitamine C (Curtay et Robin,
2000), les composés phénoliques (Yoo et al., 2008) et surtout les acides phénoliques, les
flavonoides, les tannins et les coumarines (Siddhuraju et Becker, 2007).

e CAROTENOIDES

Sont des pigments liposolubles de couleur jaunes et rouge présent dans les fruits et
[égumes comme les carottes et les tomates (Marc et al., 2004), elles possedent une propriété
anti-oxydante qui s exerce au travers d’ une fonction de filtre de lumiére bleue prévenant ainsi
la dégénérescence premiere cause de cécité chez les personnes agé (Blumberg, 1997 ;
Landrum et al., 1997).

e VITAMINEE

Principale antioxydant liposoluble (Ré et al., 2005), il doit étre apporté sous les deux
formes o et y en quantité équivaentes, pour assurer la protection de I’oxydation des
lipoprotéines et des acides gras insaturés des membranes lipidiques (Eserbauer et al., 1991),
lavitamine E est abondante dans les germes de blé, les |égumes verts, les corps gras, les ceufs

et les noix.
e VITAMINEC

Cest I'antioxydant hydrosoluble majeur efficace contre les radicaux peroxyles,

hydroxyles et super-oxyde ainsi que contre le peroxinitrine (Ré et al., 2005), il est également
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capable de réduire les métaux de transition et donc d’ avoir des effets pro-oxydants (Buettner
et Jurkiewicz, 1996 ; Carr et Frei, 1999). La vitamine C : est abondante dans les agrumes,

les fruits rouge, les pommes de terre primeur, les brocolis (Marc et al., 2004).
e COMPOSESPHENOLIQUES

Ont été ainsi décrits comme étant des antioxydants (Middleton et al., 2000). Ils sont
en effet capables d empécher I’ oxydation des LDL (L eake, 1998 ; Osakabe et al., 2002).

Sdon Rice-Evens et packer (2003), la présence d antioxydants phénolique dans le sang
permet de limiter I’infarctus du myocarde, et également protéger I’ADN de la dégradation
oxydative (Feng et al., 2002).

e FLAVONOIDES

Sont doués d’ une activité efficace de piéger les métaux tels que le cuivre et le fer, qui a
I"état libre peuvent étre a I’ origine de la production de radicaux libres (Puppo, 1992), le
caractere antioxydant des flavonoides contribue a la prévention de pathologies telles que les

maladies cardiovasculaires (Cooke, 1998) et les cancers (Hertog et al., 1993).
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[1-1- MATERIEL ET METHODES
[1-1-1- PRESENTATION DE LA REGION D’'ETUDE

Nous avons réalisées un échantillonnage au niveau de 04 stations d’ étude répartie en
03 régions: Taref (dune et forét), Jijel (dunes) et Djurdjura (montagnes) selon un
gradient altitudinal.

ECHANTILLONNAGE

L’ échantillonnage a été réalisé au niveau d’'une forét et d’une Dune a Taref durant le
mois de Décembre 2015, au niveau du Parc National de Djurdjura durant le mois de Janvier
2016 et au niveau des dunes de Jijel durant le mois de Février 2016. Suivant un
échantillonnage aléatoire, 04 individus a raison de 02 males et 02 femelles ont été
échantillonnés dans chague station. Les échantillons ont été transportés dans des sacs en

plastique étiquetés.

La variabilité morphologique et biochimique des méles et les femelles provenant dans
04 stations a été étudie.

350 m

20 m
() 10m Cj:)

1500

Figuren® 17: Image satellitaire de lalocalisation des quatre stations d’' éude (google earth).

Page 27



CHAPIIRE 11 : MATERIELS ET METHODES

MATERIEL VEGETAL : Notre éude a porté uniquement sur les parties aériennes
(rameaux et cones) de I’ espéce Juniperus oxycedrus.

Station Taref forét (350m d’altitude) Station Taref dune (10m)

Station Jijel (20m)

Station Djurdjura (1500m)

Figuren” 18: Photos des arbustes de Juniperus oxycedrus (Photos prises par Bouadam en
2015- 2016).

SECHAGE

Les échantillons sont misa sécher al’air libre pendant 20 jours, al’ abri de lalumiere.

Le matériel végéta séché est divise en deux parties, la partie consacrée pour

I’ extraction des polyphénols est passée dans un broyeur électrique, le broyat est tamisé a
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I’aide d'un tamis de 250um de diamétre, la poudre obtenue est conservée dans un flacon
opague.

Le reste est découpé en petits morceaux pour I’ extraction des huiles essentielles.
Pour les paramétres morphol ogiques nous avons procédé directement aux mesures dés

I’ arriveé des échantillons au laboratoire a partir des échantillons frais.

I-2- METHODES
I1-2-1- ETUDE MORPHOL OGIQUE

Les individus provenant des quatre stations d'étude sont soumis a I'analyse
morphologique qui a porté sur les cones femelles et écailles.

La longueur, la largeur des cones et des écailles ont été mesurées al’aide d'un pied a
coulisse. Afin davoir une moyenne représentative, 50 répétitions (50 mesures) ont éé

effectuées pour chaque échantillon et pour chaque paramétre.
I1-2-2- ETUDE BIOCHIMIQUE

Nous avons analyse la teneur en composés phénoliques (Polyphénols totaux,
Flavonoides et Tanis condenses) ains que le rendement des huiles essentielles de 16 individus

de Juniperus oxycedrus araison quatre individus par station.
[1-2-2-1- EXTRACTION DESPOLYPHENOLS

La méthode d’ extraction utilisée dans ce travail est celle d Oomah et al. (2010), qui
consiste a dissoudre 0,8 g du broyat végétal (feuillage et cones) dans 32 ml d’ éthanol a 96%.
Le mélange est agité pendant deux heures a température ambiante suivi d’ une centrifugation
pendant 10 mn a 6000 tours/mn. Le surnageant est récupéré dans des tubes a essai puis

conservé au frais.
[1-4-2-2- DOSAGE DESPOLYPHENOLS
[1-2-2-2-2- DOSAGE DESPHENOLSTOTAUX

PRINCIPE

Page 29



CHAPIIRE 11 : MATERJELS ET METHODES

Lateneur phénolique totale est habituellement déterminée col orimétriquement avec un
spectrophotometre en utilisant I'essai de Folin-Ciocalteu. Les composés phénoliques
réagissent avec le réactif de folin-ciocateu. Le mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) €t d’ acide phosphomolybdique (HsPMO12040) est réduit, lors de I’ oxydation des
polyphénoals, en un mélange d’ oxyde bleu de tungstene (W3sO,3) et molybdene (MO8023). La
coloration produite, dont |’absorption maximale est comprise entre 725 et 750 nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les extraits végétaux (Boizot et
Charpentier, 2006).

PROTOCOLE

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-
Ciocalteu selon la méthode cité par Skerget et al. (2005) selon le protocol e suivant:

Dans des tubes a essais, on mélange 500ul de I’ extrait dilué avec 2500 pl de folin-
ciocalteu dilué (1/10). Apres agitation, le mélange est incubé pendant 3mn a température
ambiante, ensuite, on gjoute 2000 pl de NaxCOs3 (7,5%).

Les tubes sont ensuite passés dans un bain marie a 50°c pendant 5mn. Une fois

refroidis, I” absorbance est mesurée par un spectrophotometre a 760 nm.
Le balnc est préparé de laméme maniere en remplacant |’ extrait par 500ul d éthanol Fig (19).
EXPRESSION DESRESULTATS

L’ acide gallique est le standard le plus souvent employé dans la méthode au Folin-
Ciocalteu (Maisuthisakul et al., 2008). La concentration des polyphénols totaux est calculée
a partir de I’ équation de régression de la gamme d’ étalonnage, cette derniére est établie avec
le standard étalon d'acide gallique (0,01-0,1mg/ml), les résultats sont exprimés en

milligrammes d’ équivalents d’ acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/Q).
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500ul d’extrait
dilué 1/10

+

2500ul de folin-ciocalteu
dilué (1/10).

Agitation

Incubation 3min
obscurité

U

|— bain marie a 50°c

;] Ppendant Smn

L’ absorbance est mesurée par un spectrophotomeétre a 760 nm

Le balnc a été prépareé de la méme maniere en remplacant |’ extrait par |’ éthanol.
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Figuren 19: Protocole expérimenta de dosage des phénols totaux.

DOSAGE DESFLAVONOIDES

PRINCIPE

Laformation d’un complexe jaunétre, lors de I’ gout du chlorure d’ aluminium, est due
a la fixation des ions AI*" sur les atomes d oxygene, présents sur les carbones 4 et 5 des
flavonoides. La quantité des flavonoides dans un extrait devrait ére déterminée selon le
flavonoide prédominant, cependant la quercétine est largement utilisée comme standard pour

la détermination de lateneur des flavonoides dans un échantillon (Bahorun et al., 1996).
PROTOCOLE

La méthode de trichlorure d’auminium (AICI3) cité par Chang et al. (2002) et
Djeridane et al. (2006) est utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits. Le

protocole de dosage est |e suivant:

Dans des tubes a essai, on méange 1000ul d extrait dilué avec 1000 pl de solution
d AlCl3 (2%).

Apres 10 mn d'incubation a température ambiante et a |’ abri de la lumiere, la lecture

des absorbance est faite a 430 nm.

Le balnc est préparé de la méme maniere en remplacant I’ extrait par 1000 pl d éthanol Fig
(20).

EXPRESSION DESRESULTATS

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linaire réalisée par la Quercétine a différentes concentrations (0,001-0,01mg/ml) dans les
mémes conditions que I'échantillon. Les résultats sont exprimés en milligrammes

d’ équivaent de Quercétine par gramme de matiere seche (mg EQ/g).
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1000ul d’extrait diluée 1/10

+

1000ul d’AICI; dilué 2%

Agitation

U

Incubation al’ obscurité
pendant 10 min

i

i

L ecture a430nm
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Le balnc a été préparé de laméme maniere en remplacant |’ extrait par I’ éhanol.

Figuren’ 20: Protocole expérimental de flavonoides.
DOSAGE DESTANINS CONDENSES
PRINCIPE

Les tanins sont des polymeres caractérises par la présence d’un nombre suffisant de
groupe hydroxyphénoliques permettant des combinaisons plus stables avec les proténes et
alcaloides. Ces composés sont généralement amorphes, solubles dans I’ eau et insolubles dans

les solvants organiques apolaires (Quettier-Deleu et al., 2000).
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 ul de n-butanol avec 500 pl d'extrait dilué, le mélange est agité pendant
une minute, puis on gjoute 100 pl de 2 % de la solution FENH4(SO,),, 12 H,0 préparée dans
du HCI 2N. Apres agitation, I’ensemble est mis au bain marie 2 90C° pendant 20 min.

L es absorbances sont lues a 550 nm.

Le balnc est préparé de laméme fagcon en remplacant |’ extrait par 500 ul d’' éhanol Fig (21).

EXPRESSION DESRESULTATS

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

C— AM,
el

(mg/ml)

AVeC

e (: laconcentration de proanthocyanidines en mg/ml ;
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100ul d’iron reagent

MATERIELS ET METHODES

g: coefficient o extinction molaire de la cyanidine en L mol“em™;
M,,, : masse molaire de lacyanidine (égale a287,24g/mal) ;

l: largeur delacuveen cm (égadeal cm).

A: I’ absorbance de I’ échantillon.

500ul d’extrait dilué 1/20

+

3000ul d’acide butanol

!

Agitation

|

Bain marie 90°C
E J Pendant 20 mn

U

L ecture a550 nm
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Le balnc a été prépareé de laméme maniere en remplacant |’ extrait par |’ éthanol.

Figuren’ 21: Protocol expérimental des tanins.
[1-2-2-3- ACTIVITESANTIOXYDANTES
POUVOIR REDUCTEUR

Dans cet essal, la couleur jaune de la solution vire au vert ou au bleu par la conversion
du complexe Fe**/ferricyanure au fer ferreux Fe** (Deore et al., 2008), cela dépend de la
présence de réducteurs qui exposent un pouvoir antioxydant (Senevirathne et al., 2006).

Le pouvoir réducteur est étudié en utilisant |la méthode décrite par Zubia et al. (2007).

Levolume d’'1ml de I’ extrait est mélangé avec 2,5 ml du tampon phosphate (0,2M, pH
6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de potassiun (KsFe (CN) ¢) a 1%. Le méange est incubé dans
un bain marie pendant 20min a 50°C. 2,5 ml de cette solution sont mélangés avec 2,5 mi
d acide trichloracétique (TCA) a 10%, puis centrifugés 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 mi
chlorure ferrique (FeCl3.6H,0) a 0,1%. L’ absorbance du mélange ainsi obtenu est mesurée a
700 nm aprés 10 min d’incubation a température ambiante.

L’ acide ascorbique est utilisé pour la préparation de la courbe standard pour quantifier

I’ activité réductrice (annexe I 11)

Le pouvoir réducteur des extraits éthanoliques est exprimé en équivalent mg d’ acide

ascorbique par 100g d’ échantillon.
TEST DE DPPH

L’ effet scavenger des extraits éhanoliques de Juniperus oxycedrus vis-a-vis du radical
DPPH est évalué selon la méthode décrite par Chun et al. (2005). Un volume de 1900ul dela
solution de DPPH (0.24mM) est mélangé avec 100 ul des solutions d extraits. Aprés 30
minutes d'incubation a |’ obscurité et a température ambiante, |’ absorbance est lue a 517 nm.
Le pourcentage de I’ activité anti-radicalaire est calculé selon |’ équation suivante :

Avec
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Ap: Absorbance du témoin

Ag: Absorbance de |’ échantillon

[1-2-2-3- EXTRACTION DE L'HUILE ESSENTIELLE DE JUNIPERUS
OXYCEDRUS:

L'huile essentielle de Juniperus oxycedrus est extraite par hydrodistillation en utilisant
un appareil de type Clevenger, |'extraction a duré 3h30. Dans un ballon, une quantité de 120 g
d un mélange des rameaux et des cones secs est macérée avec 500 ml d'eau distillée pendant
24 heures. Le balon est porté a I'ébullition, les vapeurs d’eau contenant des gouttelettes
d huile sont condensées dans un réfrigérant puis récupérés dans une ampoule a décantation,

apreés une nuit de décantation, les huiles se séparent de I'eau par différence de densité.

Le calcul du rendement est définit comme étant le rapport entre la masse de I'huile

essentielle obtenue et |la masse de matiere végétale atraiter Belyagoubi (2006).

R : Rendement en extrait fixe en %
MHE : Quantité d'extrait récupéré (le poids de I’ huile essentielle) en g

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

Réfrigérant

Ballon

Ampoule a décantation

Chauffe ballon

Figuren’ 22: Photographie de |’ appareil utilisé pour |” hydrodistillation des huiles essentielles
(Photo prise par Bouadam en 2013).
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I11-1- RESULTATSDE LA VARIABILITE MORPHOLOGIQUE :

Notre éude a permis de réaliser une comparaison morphologique entre les plantes de
Juniperus oxycedrus en provenance de quatre stations que nous avions retenues pour

effectuer notre échantillonnage, nous avons mesuré les parameétres suivants:

e Lalongueur et lalargeur des aiguilles (écailles ou feuilles).

e Lalongueur et lalargeur des cones (fruit ou galbules).
[11-1-1- VARIABILITE MORPHOLOGIQUE DESAIGUILLES

Nous avons pris 50 aiguilles de chague échantillon et 50 cdnes pour chaque
échantillon femelle, nous avons mesuré leur longueur et leur largeur et calculé la moyenne des
50 de chaque échantillon. Les résultats des mesures sont exposés dans les figures ci-dessus.

Ecaillesdesmalesen cm

2 -
1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2

1 - m Longueur
0,8 - m | argeur
0,6
0,4 -
0,2 A

0 .

N=04
.. n . . 03 répititions
Jijel Taref dune  Taref forét Djurdjura

Figuren® 23 : Longueur et largeur moyennes des feuilles (écailles) males de Juniperus

oxycedrus

Lesfigures n° 23 et 24 : montrent que lalongueur des aiguilles change d' une station a
une autre quelque soit e sexe des plantes, les feuilles les plus longues sont rencontrées dans la
station de Taref foré avec une moyenne de 1,86cm pour les méle et 1,81cm pour les aiguilles
des femelles. Dans la station de Taref dune on constate des feuilles moins longues que Taref
forét avec une moyenne de 1,65cm pour les males et 1,49cm pour les femelles. On trouve la
station de Jijel en troisieme position avec une moyenne de 1,55cm pour les males et 1,48cm
pour les femelles. Et en fin la station de Djurdjura occupe la derniére position avec une
moyenne de 1,45cm pour les méales et 1,47cm pour les femelles. La morphologie des feuilles
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est déterminée par I'interaction des facteurs génétiques (intrinséques) de la plantes et les
facteurs environnementaux (Podsedek, 2007 ; Falleh et al., 2008), ceci expliquerait pourquoi
les feuilles sont plus longues dans les stations de Taref forét, Taref dunes et Jijel ou les
conditions climatiques et édaphiques sont plus propices a la croissance que dans la station de

Djurdjuraou il fait tres froid pendant la période hivernale et ou le sol est peu profond.

En revanche, la largeur des feuilles ne fluctue que Iégerement selon les stations et le
sexe, et présente une valeur proche de 0.2cm pour les quatre zones d’ étude.

Ecaillesdesfemellesen cm

1,8 +
1,6 -
14 -
1,2 -
1 = Longueur
0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 -

m lar geur

N= 04
03 répititions

0 -

Jijel Taref dune  Taref forét Djurdjura

Figuren® 24: Longueur et largeur moyennes des feuilles (écailles) femelles de Juniperus
oxycedrus
Les résultats obtenus sont en adéquation avec ceux de L ebreton et al. (1998) en France et en
Turquie, ains que les résultats obtenus par de Farjon (2005) qui atravaillé sur les plantes
originaires de plusieurs régions du monde in Klimko et al. (2007).

11-1-2- VARIABILITE MORPHOLOGIQUESDES CONES

Commeil est indiqué dans lafigure n® 25, lesfruits ou les cones de la station de Taref
dune sont les plus volumineux avec une longueur moyenne de 1.45cm et une largeur moyenne
de 1.21cm. Ensuite, viennent les cones de la station de Jijel avec des dimensions |égerement
inférieures, vu que les deux stations sont caractérisées par des conditions similaires. Les
gabules de la station de Taref forét, avec une longueur moyenne de 1,14cm et une largeur
moyenne de 1,01cm, se classent en troisieme position. Et en derniére position on trouve les

cones de la station de Djurdjura avec une longueur de 0,96cm et d'une largeur de 0,89cm vu
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que les conditions climatiques sont dures en hiver ou les montagnes sont couvertes de neige
pendant une longue période. Ces résultats corroborent ceux obtenus par Juan et al. (2003),
qui ont trouvés des valeurs comparables et surtout la méme tendance, a savoir les cones les
plus volumineuses sont récoltées au niveau des dunes cétieres puis le volume des galbules

diminue avec I’ dtitude.

Conesfemellesen cm
1,6 -
1,4 -
1,2 -

1 -

0,8 - m L ongueur
0,6 - m largeur
0,4 -
0,2 -
0 - N=04
03 répititions

Jijel Taref dune  Taref forét Djurdjura

Figuren® 25: Longueur et largeur moyennes des cones femelles (fruits) de Juniperus

oxycedrus

[11-2- RESULTATSDE LA VARIABILITE BIOCHIMIQUE
[11-2-1- VARIABILITE AU NIVEAU DES COMPOSES PHENOLIQUES
[11-2-1-1- LESPOLYPHENOLSTOTAUX

Les résultats des dosages quantitatifs des polyphénols totaux réalisés sur les
échantillons en provenance des différentes stations (Jijel, Taref dune, Taref forét et Djurdjura)
sont présentés sous forme d’ histogrammes en comparant entre les individus méle et femelles
selon les stations.

» STATION JIJEL

LaFigure n° 26, montre les concentrations en composés phénoliques pour la station de
Jijel, on remarque que les concentrations en polyphénols totaux sont plus éevées chez les
individus du sexe méle qui présentent une concentration de 81,18 mg EAG /g ms par apport
aux individus de sexe femelle qui ont fourni 69,50 mg EAG /g ms.
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160 Polyphénolstotaux en mg EAG/g

140 -
120 -
100 -
80 - mMéales
€0 - m Femelles
40 +
20 +
0 - gl;r%éititions

Jijel Taref Dunes Taref Forét Djurdjura

Figuren® 26 : Teneursen polyphénolstotaux dansles quatre stations d’ é&ude

» STATION TAREF DUNE
Avec une valeur de 91,34 mg EAG /g ms, les échantillons méles colléctés de la
station de Taref dune ont présenté les teneurs les plus élevées en plyphénols totaux par apport

aux femelles qui ont produit 68,65 mg EAG /g ms (Figure n°® 26).

» LA STATION TAREF FORET

Les résultats du dosage des polyphénols totaux présentés dans la figure n° 26
indiquent que la concentration moyenne la plus éevée (111,99 mg EAG /g ms) est enregistrée
au niveau des extraits éhanoliques des rameaux des méles. La concentration des femelles de
cette station est évaluée a 61,71 mg EAG /g ms.

» STATION DJURDJURA

Pour la station de Djurdjura, ¢’ est les plantes femelles qui ont enregistré les valeurs les
plus élevées avec une concentration moyenne de 74,78 mg EAG /g ms, quant aux males ont

fourni uniquement 65,81 mg EAG /g ms (Figure n° 26).

La comparaison des résultats obtenus dans les quatre stations a réevélé que les
échantillons méles collectés dans la station Taref forét ont fourni les concentrations en
polyphénols totaux les plus élevées suivis de ceux de la station Taref dunes, puis les
échantillons provenant de la station Jijel et enfin ceux récoltés de la station Djurdjura. Ce
résultat pourrait étre expliqué par I'effet de I'altitude. En effet, I'atitude influe sur la

température et sur le rayonnement solaire incident, et ces trois facteurs combinés peuvent
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avoir une influence conséguente sur le métabolisme de la plante et sur la production des
métabolites secondaires. Quant a la disparité observée entre les individus méles et femelles,
elle peut s expliquer par le niveau de la composition de la matiére végétale; la poudre obtenue
apartir des pieds femelles, en plus des ramilles (petits rameaux) et des aiguilles (feuilles), elle
contient des cbnes (fruits), ces derniers contiennent moins de composés phénoliques et
seraient plutdt riches en huiles essentielles. Nous signalons le fait qu'au Djurdjura (haute
montagne), ce sont les pieds femelles qui enregistrent les taux les plus élevés et non pas les
plantes males comme C’est le cas pour les autres stations. Les résultats d’ autres auteurs ayant
travaillé sur la méme espece montrent des teneurs trés disparates en fonction des régions du
monde et en fonction des organes de la plante. Les teneurs varient de 12.66 mg EAG/g
trouvés par Djeridane et al. (2006) qui ont analysé la partie aérienne de la plante en Algérie
a 254 mg EAG/g au niveau des feuilles au Portugal Tavares et al. (2013). Alors que Taviano
et al. (2012) ont indiqué lavaeur de 5.14 mg EAG/g au niveau des cones.

I11-2-1-2- FLAVONOIDES

Nos résultats de dosage pour les échantillons récoltés a Jijel, montrent que les teneurs
en flavonoides trouvées dans les extraits méaes sont plus élevé (8,61mg EQ/g ms) par rapport
acellesfournies par lesfemelles (6,69 mg EQ/ g ms) (Figure n°® 27).

Flavonoidesen mg EQ/ g
10 +
9 .
8 .
7 .
6 .
5 Males
4 - Femelles
3 .
2 .
1 .
N= 04
0 B ! ! ! ] ] ' O3répititions
Jijel Taref Dunes Taref Forét Djurdjura

Figuren® 27 : Teneursen flavonoides dansles quatre stations d’ étude
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Les résultats du dosage des flavonoides dans les extraits des méles collectés dans les
deux stations Taref dune et Taref forét sont exprimeés dans la figure n° 26, cette derniere
montre que les males sont riches en flavonoides dans les deux stations (7,09 mg EQ/g ms et
9,14 mg EQ/g ms) respectivement par rapport aux femelles avec une valeur de 6,04 mg EQ/ g
ms pour la station Taref dunes et 3,48 mg EQ/g ms pour les femelles de |a station de Taref
forét.

Les résultats de dosage des flavonoides trouvés dans les extraits des échantillons
provenant de la station de Djurdjura montrent que ce sont les extraits femelles qui produisent
plus de flavonoides (09,04 mg EAG/ g ms) en comparaison avec les extraits des rameaux
males (07,01 mg EAG/ g ms) (Figure n® 27)

En résumé, les teneurs en flavonoides sont importantes dans les extraits des méles
dans I'ordre décroissant suivant: Taref forét > Jijel > Taref dune > Djurdjura avec
respectivement les valeurs suivantes: 9,14> 8,61> 7,09>7,01 mg EQ/ g ms. Quant aux
concentrations enregistrées par le dosage des extraits des individus femelles, ¢’ est la station
de Djurdjuraqui enregistre la valeur la plus élevée (9,04mg EQ/ g ms), suivie par la station de
Jijel (6,69mg EQ/ g ms), puis la station de Taref dune avec une teneur égae 6,04 mg EG/ g
ms, et enfin les extraits de la station Taref forét qui ont fourni 3,48mg EQ/ g ms.

[11-2-1-3- TANINS CONDENSES

Les résultats du dosage des tanins condensés sont mentionnés dans la figure n° 28, qui
indique que les concentrations les plus élevées sont enregistrées chez les extraits males et ce
pour les trois stations Taref forét, Taref dune et Jijel, et avec respectivement les
concentrations moyennes suivantes: 0,108 mg Eqc/g ms; 0,095 mg Eqc/g ms ; 0,064mg
Eqgc/g ms. La plus faible concentration est enregistrée dans les extraits méles collectés dans la
station de Djurdjura (0,006 mg Eqc/ g ms). Par ailleurs, les extraits femelles de cette derniere
station enregistrent lavaleur la plus élevée (0,098 mg Eqc/g ms), suivie de ceux de la station
Taref dune (0,065 mg Eqc/g ms), puis de la station Taref forét (0,055 mg Eqc/g ms) et enfin
les extraits femelles de la station de Jijel avec une concentration égale a 0,037mg Eqc/g ms.
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Tanins condensés en mg EC/g
0,12 ~
0,1 -
0,08 -
0,06 - mMaéles
Femelles
0,04 -
0,02 -
N= 04
0 - T T T 1 03répititions
Jijel Taref Dunes Taref Foré  Djurdjura

Figuren® 28: Teneursen tanins condensés dansles quatre stations d’ étude
[11-3- RENDEMENT ENHUILESESSENTIELLES

Les résultats de rendement en huiles essentielles de Juniperus oxycedrus sont indiqués dans

lafigure ci dessous.

Rendement en huiles essentiellesen %
0,45 -
0,4 -
0,35 A
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15
0,1 -
0,05 -

L Males
4 Femelles

N= 04
0 T T T 1 03rép|t|t|0nS
Jijel Taref dune  Taref forét Djurdjura

Figuren® 29 : Rendement en huiles essentielles dans les quatr e stations d’ é&ude

De la figure n° 29, nos résultats indiquent que les rendements en huiles essentielles
dans les quatre stations sont plus importants chez les femelles, avec une moyenne comprise
entre 0,06% et 0,37%. Quant aux males, le rendement le plus élevé est enregistré au niveau de
la station de Jijel avec la valeur de 0,15%. Cette différence en rendement entre les

échantillons males et les échantillons femelles peut s expliquer par la présence des cones
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(fruits) riches en huile essentielle chez les femelles et leur absence chez les maes. En
opposant nos résultats des rendements en huiles volatiles avec les travaux dga publiés, on
observe que nos valeurs se rapprochent des autres auteurs, par exemple Boti et al.(2006) qui
ont travaillé sur le genévrier oxycedre en Corse, ont quantifié un rendement de 0.04-0.26%
au niveau des feuilles et 0.28-1.53% au niveau des cones. Des résultats similaires (0.21%) ont
été signalés par Amri et al. (2011) en Tunisie. Adams et al. (1999) confirment des taux

comparables variant entre 0.20 a 0.42%.

11-4- RESULTATSDE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE
[11-4-1- RESULTATSDU POUVOIR REDUCTEUR

La capacité de donnation d’électron dans une réaction d’ oxydo-réduction peut etre
auss utilisée dans la mesure de I'activité antioxydante d’un composé. Cette capacité de

donnation d’ électron est appel ée pouvoire réducteur.

L’ expression de nos résultats montre que les extraits méles des stations Taref forét,
Taref dune et Jijel présentent respectivement une meilleur activité réductrice (64,23 mg/ms;
58,67 mg/ms; 50,18 mg/ms) par rapport a ceux du sexe femelle avec des moyennes
respectivement 27,79 mg/ms; 42,31 mg/mset 34,06 mg/ms. Par contre, dans la station de
Djurdjura, c'est les extraits femelles qui présentent une forte réduction (68,67 mg/ms) par

rapport a ceux des males (37,79 mg/ms) (Figure n° 30).

Pouvoir réducteur en mg EASC/ g

80 -

70 -

60 -

50 -

40 - mMales
30 Femelles
20 A

10 -

N= 04
0 - T T T 1 03répititions
Jijel Taref Dunes Taref Forét Djurdjura

Figuren® 30 : Résultats du pouvoir réducteur dansles quatre stations d’ étude

Page 45



CHAPIIRE 111 : RESULTATS ET DISCUSSIONS

La méthode utilisée pour mésurer le povoir réducteur des éxtraits de Juniperus
oxycedrus est celle de la réduction directe de Fe**(CN)s en une forme ferreuse Fe** (CN)s qui
est determinée par la détection spectrophotometrique du complexe (Fe** )4[F®+(CN)g] 5 ayant
une forte absorption a 700 nm L e et al. (2007), cette réduction est suivie par le changement de
la couleur jaune du milieu réactionnel en vert dont I'intensité est en fonction du pouvoir

réducteur de I’ échantillon.

Les résultats s’ éxpliquent par lateneur élevée en composé phénolique dans les extraits
éthanolique des méales pour la station de Taref forét et dans les extraits éthanoliques des

femelles pour la station de Djurdjura.

[11-4-2- RESULTATSDU DPPH :

L’ activité anti oxydante d’'un composé correspond a sa capacité de résister a
I’ oxydation. Plusieur méthodes sont utilisées pour évaluer I’ activité anti oxydante par piegage
de radicaux differrents. La méthode qu' on a suivie est le radical libre DPPH (Diphényl,
Picrylhydrazyle) Sharma Om et al. (2009).

L’ activité de piegage du radical DPPH pour les stations sont indiqués dans la figure

suivante:

Activité scavenger du radical DPPH en %
60,00% -

50,00% -

40,00% -

30,00% - mMales
Femelles

20,00% -

10,00% -

0,00% - . . . N=04

B ] ] ' 03 répititions
Jijel Taref Dunes Taref Foré  Djurdjura

Figuren® 31: Résultats del’ activité scavenger du radical DPPH dansles quatr e stations
d’étude
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D’ apres les résultats obtenus dans la figure ci-dessus on remarque que les males des
trois stations (Jijel, Taref dune et Taref foét) ont une activité antioxydante plus éevée par

rapport a celles des femelle, mais c'est I'inverse pour la station de Djurjura qui a une activité
plus élevé chez lesfemelle.
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CONCLUSION GENERALE

Notre étude consiste a quantifier les métabolites secondaires (composes phénoliques et
huiles essentielles) et I'étude de leurs activités antioxydantes chez |'espéce Juniperus

oxycedrus émanant de quatre stations a différentes altitudes.

L’ objectif de notre travail est de comparer les rendements en métabolites secondaires

entre les individus méles et femelles des quatre stations.

Pour la variabilité morphologique, nos résultats ont montré que les individus issus des
stations de basses atitudes (Taref dunes, Taref foret et Jijel) présentent les aiguilles et les
cones les plus longues et les plus larges par rapport a ceux collectés dans la station de
Djurdjura (haute atitude).

Quant aux dosages des composés phénoliques, les résultats de notre travail ont révélé
gue les individus méles enregistrent les teneurs les plus élevées dans les stations de basses
atitudes, contrairement a la station de Djurdjura ou les individus femelles produisent les
fortes valeurs. Les résultats suivent la méme tendance pour le pouvoir réducteur et |’ activité
de piegage du radical DPPH.

Concernant les résultats du rendement en huiles essentielles, ce sont les individus
femelles qui fournissent les pourcentages les plus élevés par rapport aux males et ce quelque
soit I’ dtitude de la station.

Cetravail n'est qu'une étude préliminaire phytochimique de Juniperus oxycedrus. Il est

souhaitable de compl éter ce travail afin de confirmer ces premiers résultats par:

e Un échantillonnage plus large (nombre important d’'individus et au cours de toute
I’année) ;

e L’é&ude qualitative des extraits éhanoliques par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) ainsi que la caractérisation des huiles essentielles par GC/MS, afin de

pousser |es résultats phytochimiques au niveau moléculaire;

e En fin I'&ude des activités biologiques notamment |’activité antibactérienne pour les

extraits éthanoliques et les huiles essentielles.
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Annexes

Annexe n° 01: Courbe d'étalonnage des polyphénols (le standard utilise est I'A.
gallique)

Courbe d'éthalonnage des polyphénols totaux

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Annexe n° 02: Courbe d’étalonnage des flavonoides (le standard utilise est la
Quercétine)

Courbe d'éthalonnage des flavonoides

0 T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025




Annexes

Annexe n° 03: Courbe d’étalonnage du pouvoir réducteur (le standard utilisé est I’A.
ascorbique)

Courbe d'éthalonnage du pouvoeir réducteur
1,2

y=6,2975x+0,0265

0,15 0,2




Résumé:

Dans cette étude nous avons quantifié les métabolites secondaires (composés phénoliques et huiles
essentielles) et étudié leurs activités antioxydantes chez les individus méles et femelles de I’ espéce Juniperus
oxycedrus provenant de quatre stations a différentes altitudes.

Morphologiquement, les individus issus des stations de basses altitudes (Taref dunes, Taref foret et

Jijel) présentent les aiguilles (1,86cm de longueur, 1,81cm de largeur) et les cones (1,45cm de longueur, 1,41cm
de largeur) les plus longues et les plus larges par rapport aux écailles (1,47cm de longueur, 1,41cm de largeur) et
aux cones (0,96cm de longueur, 0,89cm de largeur) collectés dans la station de Djurdjura (haute altitude).
L e dosage des composés phénoliques a révélé que les individus méles (polyphénols totaux : 81,18mgEAG/gms;;
flavonoides : 08,34mgEQ/gms et tanins condensés: 0,049mgEC/gms) enregistrent les teneurs les plus élevées
dans les stations de basses altitudes, et dans la station de Djurdjura ce sont les individus femelles qui en
produisent les fortes valeurs (Polyphénols totaux : 74,78 mg EAG /g ms; flavonoides: 09,05 mg EQ/gms et
tanins condensés: 0,049 mgEC/gms). Les résultats suivent la méme tendance pour le pouvoir réducteur et
I activité de piegage du radical DPPH.

Enfin, les individus femelles fournissent les rendements les plus éevées (0, 37%) en huiles essentielles
par rapport aux méles (0,15%) et ce quelque soit I’ altitude de la station.

M ots clés : Juniperus oxycedrus, morphométrie, composés phénoliques, huile essentielle, effet anti-oxydant.
Summary:

In this study we quantified secondary metabolites (phenolic compounds and essential oils) and studied their
antioxidant activity in males and females of the species Juniperus oxycedrus from four stations at different
altitudes.

Morphologically, individuals from the stations of low altitude (Taref dunes, forest and Taref Jijel) present the
needles (1,86cm in length, width 1,81cm) and cones (1,45cm in length, width 1,41cm) longer and wider with
respect to the scales (1,47cm length, width 1,41cm) and cones (0,96cm length, width 0,89cm) collected in the
Djurdjuran station (high altitude).

The dosage of phenolic compounds revealed that males (total polyphenols: 81,18mgEAG / gms; flavonoids:
08,34mgEQ / gms and condensed tannins: 0,049mgEC / gms) have the highest levels in the stations of lower
altitudes, Djurdjura and the station are the femal e plants that produce high values (total polyphenols. EAG 74.78
mg / g ms; flavonoids: 09.05 mg EQ / gms and condensed tannins: 0.049 MgEC / gms). The results follow the
same trend for the reducing power and the trapping activity of DPPH radical.

Finally, the female individuals provide the highest returns (0, 37%) essential oils compared to males (0.15%) and
whatever the altitude of the station.

Keywords: Juniperus oxycedrus, morphometry, phenolic compounds, essential oil, antioxidant effect.

: oadle
e Sl J}S'AH@EAHS‘)J Alaal) Lliall Wi ya g (@‘).Lad\ g g J sl LS ) A ol Gl yall S s A pall o2a &

Adlide el )l Lo cllass )l o sim b e se gl

(Gl o 1681, Jshll aul, 86 ) Lol ais (U Ul s el 5 Caldall GUESH) (adiie sl cillane (g o 3Y; LISS
5 (L ldlem «€m1d7 Jsh) unliall Gl Lad wusls Johl 3581 ((ajeem 141 «Jshl) dom 1:45) 4S)sill
L& sl e a Aaaa  leaaa & A (G=a010¢89cm «em0<96 sk 4S) sl

oainll 5 ol eMQEQ / 08¢34 1l sida ol 2 MOEAG /81¢18 :Jsiud sl & sana) ,sSA of Al 53l LS Hal) (e Ao ja i€
0 Al o ) bl b e s Aaaall y daaidie Clelii ) cllasa b Clsid) el e s 5iad s (3 ,2mgEC / 06049 riiSa
. (¢)¢ MQEC/ 0.049 :& aiall 5 & / 3la 09.05 A8k 1l 838 & / ot EAG 74.78 J st sall & gana) dallal) al) &Y

S DPPH (e 5 palae LLiill 5 aall 5 ol olai¥) (pudi 2 5 il La

Adasall £ 185 ,5) S Laga s (70.15) LS & jlie Zala) &g 30 (7 0,37.350 52l e d Clayl ol 891 8 53 o) jual

. 5 alima Ll cadill (g )5 puall (e ¢ gl LS Hall (JISEY) Gl ¢ i d e e : duagl) ilalS






EVU

GAPITRE |

= BIBLIOGRAPRIOU

E



AT

CHAPITR

ER

ELS

EI I

E Il

ETOD




GrAPTIRE [l
RESULTATS ET DISCUSSIONS






