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Résumé

Résumé

Notre étude a principalement porté sur I'évaluation de la capacité antioxydante d'une plante
médicinale appartenant aux plantes méditerranéennes algériennes, a savoir le Genévrier de

Phénicie.

L’extraction de I’huile essentielle (HE) par hydrodistillation révele un rendement de 0,41%.
Alors que I’extraction par macération des composés phénoliques des feuilles seches de Juniperus
phoenicea a été réalisée par le méthanol a 80% pour obtenir I’extrait brut contenant les phénols

totaux, elle a donné un rendement de 25%.

Les dosages montrent que I’extrait brut des feuilles et des cones du genévrier de Phénicie ne sont
pas riches en polyphénols totaux (49,23 + 0,23 mg EAG/g d’extrait) ni en flavonoides (10,12 + 0.18
mg EQ/g d’extrait).

L’activité antioxydante a été estimée a I’aide de la DPPH, ce test de DPPH révele que 'huile
essentielle posséde un faible potentiel antioxydant avec un pourcentage d’inhibition maximale
de 2,52% a une concentration de 1mg/ml. Alors que I’extrait méthanolique exhibe un pouvoir

antioxydant remarquable avec une valeur d’1Cso €gale a 17,11pug/ml.

Mots clés : Juniperus phoenicea, huile essentielle, extrait méthanolique, polyphénols totaux,

flavonoides, activité antioxydante, DPPH.



Abstract

Abstract

Our study focused on the evaluation of the antioxidant capacity of a medicinal plant belonging to
the Algerian Mediterranean plants, namely, Phoenician juniper.

The extraction of the essential oil (EO) by hydrodistillation reveals a yield of 0,41%. While the
extraction by maceration of phenolic compounds from dry leaves of Juniperus phoenicea was
performed by methanol at 80% to obtain the crude extract containing total phenols, it gave a yield
of 25%.

The assays show that the crude extract of the leaves and cones of Juniperus phoenicea are not
rich in total polyphenols (49,23 + 0,23 mg EAG /g of extract) nor flavonoids (10,12 + 0,18 mg

EQ/Q9).

Antioxidant activity was estimated using DPPH, this DPPH test reveals that the essential oil has a
low antioxidant potential with a maximum inhibition percentage of 2,52% at a concentration of 1
mg /ml. while the methanolic extract exhibits a remarkable antioxidant power with an ICso value

equal to 17,11pg/ml.

Key words: Juniperus phoenicea, essential oil, methanolic extract, total phenolic content, flavonoid

content, antioxidant activity, DPPH.
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Introduction

Depuis ’antiquité, nos ancétres ont toujours essayé de trouver des solutions efficaces pour
traiter certaines maladies, soit due a des infections, soit a des troubles dans I’organisme (infections
digestif, urinaire, cutanée, intoxication alimentaire, problemes respiratoires). Avec le temps et
I’évolution des sciences et la disponibilité des matériaux, I’homme a réussi a prouver ses capacités
dans le domaine de production chimique des principes actifs (antibiotiques, anti-inflammatoire,
anti-cancéreux.), mais le recourt aux médicaments a présenté des effets secondaires qui peuvent
nuire a la santé et ont montré la résistance des microorganismes face a ces substances

thérapeutiques. Ceci a suscité les chercheurs a s’intéresser a la phytothérapie.

Une particularité des plantes supérieures est leur capacité a produire un grand nombre de
produits chimiques organiques de grande diversité structurelle qui sont les métabolites secondaires.
Ces derniers, empéchent l'oxydation des molécules biologiques par les radicaux libres (Berger,
2006), en particulier, les composés phénoliques qui sont présents dans la quasi-totalité des plantes
et sont retrouvés dans presque toutes les parties de la plante mais aussi les huiles essentielles

fortement présentes chez les plantes aromatiques.

Leur role d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérét pour la prévention de

nombreuses pathologies notamment, le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et
cardiovasculaires (Varban et al., 2009).
Les plantes médicinales, considérées comme un élément important dans I’élaboration des
médicaments et pour la recherche pharmacologique, sont utilisées comme une matiére premiére
pour la fabrication des médicaments (OMS, 1998), le médicament végétal constitue le mode de
traitement le plus répandu dans le monde entier, 75 % des médicaments trouvés dans les
pharmacies, sont d’origine végétale, 25% restant contiennent au moins une substance active
d’origine végétale (Abdeli, 2018).

Aussi, les antioxydants de synthése comme le butylhydroxytoluene (BHT), le
butylhydroxyanisole (BHA), les gallates de propyle, octyle et de dodéecyle, sont inclus dans toutes
les formulations alimentaires contenant des corps gras insaturés et parfois aussi dans des phases
aqueuses ou se trouvent des extraits végétaux riches en oxydases (Bouhadjra, 2011).

L’utilisation de ces produits synthétiques avec des concentrations élevées augmente le risque
d’intoxication des éléments alimentaires, quasiment a la consommation des antioxydants sous
forme de complément cela ne peut pas compenser les bienfaits d’une matiere végétale ayant les

éléments nécessaires naturellement (Paulsen et al ., 2014).



Introduction

Donc I’utilisation des huiles essentielles et des polyphénols présente des avantages sur
I’environnement et la santé, ou leur importance réside dans le fait qu’ils sont des composés naturels

qui ne présentent aucun danger a la consommation (Ben Miri, 2019).

L’Algérie avec son climat varié et sa grande superficie possede différentes espéces
naturelles désignant un patrimoine phytogénétique trés important dans 1’équilibre écologique
(Snoussi et al., 2003). Dans cette intention, nous nous sommes intéressés a I’espéce Juniperus
phoeniocea, une espéce répondue sur I’ensemble du littoral, commune dans les Aurés et I’atlas

saharien (Bouyahyahoui, 2011).

L’objectif de ce présent travail s’inscrit dans le cadre d’approfondir les connaissances sur
I’espéce de Juniperus phoenicea et la valoriser en évaluant I’activité antioxydante de son huile

essentielle et son extrait méthanolique.
Notre travail est structure en deux parties, une partie théorique, et une partie expérimentale.

e La premiere partie est consacrée a une synthése bibliographique présentant :

- L’historique de la phytothérapie, bienfaits et inconvénients.

- L’activité et la propriété biologique des huiles essentielles et des polyphénols.
- Le stress oxydant et les antioxydants.

- Une description générale de la plante étudiee.

e La partie expérimentale est scindée en :

- Matériels et méthodes utilisés pour la réalisation des différents protocoles (I’extraction des huiles

essentielles, des composés phénoliques, leur dosage et I’évaluation de leur activité antioxydante).
- Présentation et discussion de I’ensemble de résultats obtenus.

A la fin nous terminons par une conclusion générale qui résumera nos resultats obtenus.
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Chapitre | : synthese bibliographique

| La phytothérapie :

.1 Historique :

La phytothérapie est I'une des plus anciennes méthodes utilisées en auto-traitement. Il n'y a pas
de civilisation dans laquelle on ne la trouve pas. L'Inde, ou la mére de la phytothérapie telle qu'elle
est connue aujourd'hui, a donné plusieurs directives concernant la pharmacopée et les différentes
méthodes de son application. En effet, le traitement des plantes, depuis son apparition, est une
médecine a part entiére, naturelle, puissante et complexe a la fois. Plusieurs considérations sont
prises, & savoir : la composition de la plante, ses différentes parties et son utilisation, les méthodes
de préparation et la période de sélection. Cet enseignement, toujours vivant aujourd'hui, a été
transmis oralement pendant plusieurs siécles, avant d'étre écrit vers 1500 av. Quant aux Arabes, aux
Latins, aux Grecs, aux Perses et aux Egyptiens, ils tirent leurs connaissances de leurs voyages et de

leur pays d’origine (Verbois, 2015).

- Babylone et Sumer :

Des compositions meédicinales a base de plantes, telles que le myrte, le chanvre, le pavot, la
jusquiame, le thym et le saule, ont été mentionnées par six cents tablettes d'argile a base de plantes
datant de 3000 av J-C (Verbois, 2015).

- Le monde chinois :

En Chine, l'origine de la médecine chinoise remonte a trois dynasties régnantes : Xia, Shang et
Zhou, vers 2000 av. Il a été développé en parallele avec la pharmacopée populaire et a été
officiellement étudié en 1950. Le groupe de Li Shizhen avec 1892 matériaux médicinaux en

témoigne (Iserin, 2001).

- Le monde égyptien :

En 1862, lI'une des plus anciennes lettres médicales écrites, le papyrus Ebers (1600 av. J.-C.), a
été découverte par Edwin Smith a Louxor. Il se compose de 877 paragraphes, dans lesquels de
nombreuses maladies sont décrites, telles que les maladies gynécologiques, les maladies digestives
et I'ophtalmologie, en plus des troubles mentaux (tels que la dépression ou la démence), en plus des
prescriptions médicales correspondantes. Il mentionne plus de 700 plantes, nous prenons comme

exemple : le safran, la myrrhe, l'aloevera, l'encens ... (Verbois, 2015).
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- Le monde persan :

Ibn Sina (980-1037) a laissé une empreinte solide sur la pensée médicale arabe et occidentale. La
ou il entendait décrire les symptomes de toutes les maladies connues de son temps, y compris la
psychiatrie, et ou il se préoccupait des moyens de maintenir la santé tout en perpétuant les principes
de Galien, et c'est avant tout (Verbois, 2015).

- Le monde gréco-latin :

600 plantes a usage médicinal ont été décrites par Dioscoride dans son ouvrage De materia medica.
A la recherche d'une cause naturelle qui ne soit plus une cause magique de maladie, Hippocrate va
jeter les bases de la médecine scientifique.

La classification des plantes par Théophraste dans son ouvrage Historia plantarum, ou encore
Celsius, Galien et Pline. Un compte rendu précis des plantes a déja été donné, ainsi que des
ingrédients entrant dans la composition des onguents, parfums, cosmétiques, poudres, de remedes
sont désignés sous les noms suivants : aromata, thumatia, condimenta, theriaca, anodins

(d'anodynus), species, ou épices (Verbois, 2015).
- L’inde:

En Inde, depuis des milliers d'années, la médecine ayurvédique a largement prévalu. La ou de
nombreuses traditions d'herboristes hindous trouvent leur origine loin dans I'histoire et parmi les
ouvrages qui les attestent, le titre CharakaSamhita, qui décrit 341 plantes aux vertus curatives ainsi

que des remedes d'origine animale et minérale (Iserin, 2001).

Ils ont créé une classification unique et sophistiquée aprés avoir remarqué les interactions entre la
plante, son dosage et les effets secondaires de certains des ingrédients actifs. Pour cette raison,

avant d'introduire une plante, ils prennent en compte plusieurs éléments (Verbois, 2015) :

> Etudier la valeur thérapeutique de chaque plante afin d'augmenter, de diminuer ou
d'équilibrer la douche.

> Prendre en compte l'effet de la plante dés son absorption sur l'organisme.

> Respecter des régles précises et un dosage précis lors de la préparation des soins et des
prescriptions en matiére de médecine ayurvédique.

» Analyser les combinaisons de produits biochimiques naturels, de saveurs et d'énergie et

voyez comment ils affectent I'numeur.

Ce traitement est I'une des plus anciennes médecines traditionnelles encore appliquées a ce jour
(Verbois, 2015).
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- Le monde arabe :

Au Moyen Age, a la suite de I'épanouissement de la civilisation arabo-islamique, d'excellents
médecins et pharmaciens qui furent a l'origine d'importantes découvertes apparurent. Prenons
I'exemple d'Avicenne (Ibn Sind), qui est considéré comme un pionnier de l'aromathérapie grace a
I'invention de la distillation qui permet l'extraction des huiles essentielles (Erickson, 2000), et
introduisit également l'usage thérapeutique du rite (Taxusbaccata) mentionné dans "La loi de la
médecine" comme traitement pour le cceur. Il s'agissait de la premiere utilisation connue
d'antagonistes du calcium, qui n'ont été utilisés en Occident que dans les années 1960 (Tekol,
2007).

1.2 Définition de la phytothérapie :

Du point de vue linguistique, le terme phytothérapie se divise en deux termes distincts qui sont :
«phuton » qui signifie « plante », et « therapeia » qui signifie « traitement » de par leur racine
grecque (Gruffat, 2017).

La phytothérapie, ou l'utilisation des plantes médicinales pour prévenir ou traiter les maladies, est
une médecine traditionnelle basée sur les plantes médicinales. C'est une branche de la médecine
complémentaire et alternative ou médecine traditionnelle, qui fait référence aux systémes de

médecine traditionnelle et a diverses formes de médecine indigene (Ernst, 2001).
On distingue :

- La phytothérapie traditionnelle :

C’est un concept philosophique ou méme une idéologie pour certains, ou une justification
trouvée dans I'empirisme pour d'autres, c’est la forme la plus controversée de phytothérapie. Les
plantes médicinales sont considérées comme le réservoir thérapeutique le plus important depuis de
nombreux siécles. En l'absence d'outils médicaux, un corpus de connaissances s'est constitué par
l'observation et par I'expérience. Certaines des propriétés médicinales des plantes ont été mises en
évidence dans le cadre d'une approche globale. Car au début du XIXe siecle seuls les principes
actifs étaient isolés, alors que jusqu'a cette date les plantes ou parties de plantes étaient utilisées
telles quelles, sous réserve de peu de transformations (alcool, infusion, infusion...). En effet,
I'approche traditionnelle prend un caractére global et intégré qui I'éloigne aujourd'hui de I'approche
scientifigue médicale occidentale, plus portée vers la purification, I'isolement des substances et la
détermination précise des mécanismes d'action des médicaments sur les récepteurs, cellules ou

organes (Jortie, 2015).
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- La phytothérapie clinique :

C'est une médecine de terrain dans laquelle le patient vient avant la maladie. Il est important
d'avoir une approche globale a la fois du patient et de son environnement afin de déterminer le
traitement, ainsi qu'un examen clinique complet (Moreau, 2003).

1.3 Principes actifs des plantes médicinales :

Le principe actif ¢’est une molécule contenue dans une drogue végétale ou dans une préparation a

base de drogue végétale et utilisé dans I'industrie pharmaceutique (Pelt, 1980).

1.3.1 Les métabolites primaires :

Sont des molécules organiques présentes dans toutes les cellules de I'organisme de la plante et qui
assurent sa survie. lls sont impliqués dans sa croissance, son développement et sa reproduction. Ces
métabolites comprennent, entre autres, les glucides, les lipides et les acides aminés (Zhang et al.,
2012).

- Les glucides représentent une source d’énergie notamment au niveau des parois cellulaire

(Cellulose).
- Les lipides constituent aussi une source d’énergie présente dans les membranes cellulaires.
- Les acides aminés sont une source primaire de construction des protéines (Diallo, 2000).

1.3.2 Les métabolites secondaires :
1.3.2.1 Définition :

Les métabolites secondaires sont soit des produits finaux ou de déchet du métabolisme primaire,
soit des substances de réserve sujettes a une mobilisation redirigée (Marouf et Reynaud, 2007).
Ces molécules bioactives sont produites a différents endroits de la cellule dans des parties
spécifiques de la plante en fonction du stade de développement. lls varient beaucoup selon les
especes et s'accumulent le plus souvent en faible quantité (Pathak et al., 1962 ; Zobel et Brown,
1990).

1.3.2.2 Classification des métabolites secondaires :

On distingue trois classes principales :
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1.3.2.2.a Les composés phénoliques :
> Définition :

Les composes phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires largement répandues
dans le regne végétal. Ils sont présents dans tous les fruits et légumes (Waksmundzka-Hajnos et
Sherma, 2011), et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques tels que la
croissance cellulaire et la formation des racines, la germination des graines et la maturation des
fruits (Boizot et Charpentier, 2006). IlIs assemblent un vaste ensemble de plus de 8 000 molécules
divisées en plusieurs classes chimiques (Hennebelle et al., 2004), des molécules simples telles que
les acides phénoliques aux substances hautement polymérisées telles que les tanins (Dai et
Mumper, 2010). Ils font partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).

> Classification :

Les polyphénols sont répartis en plusieurs classes : les flavonoides, les tanins, les stilbénes, les
lignanes et les coumestanes, autres phytoestrogenes, les saponines (triterpenoides), les phytostérols
et les phytostanols. (Dacosta, 2003).

1.3.2.2.b Les alcaloides :
> Définition :

Ce sont des substances azotées dorigine le plus souvent végetale. Il n'y a que de rares
représentants du régne animal (Bruneton, 1999). lls sont doues, a faible dose, de propriétés
pharmacodynamiques remarquables et sont reproductibles par synthése (Pengelly, 1996). Ces
substances contiennent presque toujours du carbone, de I’hydrogéne, de I’azote, et le plus souvent

de I'oxygéne (Kalla, 2012). Le role des alcaloides dans les plantes est souvent inconnu, et leur

importance dans le métabolisme de la plante n’est pas tres bien définie (Bhat et al., 2005).

» Classification :

- Les alcaloides vrais :

L’azote inclus dans un hétérocycle (Guignard, 2000). lls sont de nature trés réactive et ont une
puissante activité biologique. Divers acides aminés tel que la L-phénylalanine/L-tyrosine, la L-
ornithine, la L-histidine et la L-lysine sont les principales sources de véritables alcaloides. Les vrais
alcaloides les plus courants trouvés dans la nature sont la cocaine, la morphine et la quinine (Dey et
al., 2020).
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- Les proto-alcaloides :

IIs ne possédent pas un azote intra-cyclique (Guignard, 2000). Le L-Tryptophane et la L-
tyrosine sont les principaux précurseurs de ce type d'alcaloides. Les principaux alcaloides de ce type
sont la yohimbine, la mescaline et I'nordénine (Dey et al., 2020).

- Les pseudo-alcaloides :

Ils présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne sont pas des
dérivés des acides aminés (Bruneton, 1999). Les exemples trés courants de pseudo-alcaloides sont
la capsaicine, la caféine, I'éphédrine (Dey et al., 2020).

1.3.2.2.c Les terpénes :
> Définition :

Les terpenes représentent la classe la plus vaste et la plus compléte de produits secondaires
produits par les plantes. Chez les coniferes, les terpénes s'accumulent généralement dans les tissus
des aiguilles, surtout en grande quantité dans les trichomes glandulaires de la face supérieure des
aiguilles (Phytochemical Society of Europe, 1991 ; Miller et al., 2005).

Ces molecules se présentent sous forme d'huiles essentielles, hormones (acide abscissique),

pigments (caroténe) ou sterols (Hopkins, 2003).

» Classification :

En fonction du nombre total dunité spentacarbonés (CsHg)n ramifiées, dérivées du 2-

méthylbutadiénes, on peut faire la classification suivante : (Guignard et al., 1985).
* Pour n =2 : les monoterpenes (C10)

* Pour n =3 : les sesquiterpenes (C15)

* Pour n =4 : les diterpénes(C20)

* Pour n= 5 : les sesterpénes (C25)

* Pour n= 6 : les triterpénes (C30)

* Pour n = 8 : les polyterpenes
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1.4 Les avantages et les inconvénients de la phytothérapie :

.41 Lesavantages :

Aujourd'hui, avec la baisse constatée de I'efficacité des médicaments comme les antibiotiques
(considérés comme la solution quasi universelle aux infections graves) : progressivement
bactéries et virus s'adapterent aux médicaments et augmenterent leur résistance a ceux-ci, les
plantes médicinales revinrent sur le devant de la scéne (Paul et al., 2001).

La phytothérapie est moins chere que la médecine classique. Cette derniére est rendue plus
chere par les technologies de santé modernes, qui sont dans de nombreux cas inappropriées et
inapplicables aux besoins urgents des populations des pays en développement (Adjanohoum
et al., 2006).

Les huiles essentielles occupaient une place importante dans la vie quotidienne des hommes,
du fait des nombreuses utilisations qu'elles en faisaient, comme go(t alimentaire ou parfum, et
méme traitement. De nombreux travaux ont eté menes dans ce sens, du fait de I'importance des
huiles essentielles dans divers secteurs économiques comme l'industrie des parfums et des
cosmétiques, la fabrication de produits alimentaires, pharmaceutiques et plus précisément, la
branche de l'aromathérapie qui utilise les propriétés bactéricides et fongicides des huiles
essentielles (Afnor, 2000).

L'efficacité de la chimiothérapie est également améliorée ou ses effets secondaires réduits en
ajoutant une thérapie physique. Aussi, une fois cette chimiothérapie associee aux herbes, ses
posologies sont adaptées. De plus, si le patient est incapable d'accepter ou de tolérer les
molécules de synthese, des médicaments a base de plantes peuvent lui étre substitues. Citons
par exemple le cas des anti-inflammatoires, des antidépresseurs ou encore des anxiolytiques
(Chabrier, 2010).

1.4.2 Les inconvénients :

Certaines plantes peuvent étre dangereuses voire mortelles, mais elles ne seront jamais
prescrites, ou le seront a dose minimale (Zaghad, 2009 ; Mohammedi, 2013).

Apporter la preuve de l'efficacité des plantes n'est pas chose aisée. De plus, il existe de
nombreuses herbes qui ne sont pas recommandées pour les enfants et les femmes enceintes en
raison du danger qu'elles représentent pour eux (Baba-Aissa, 1991).

Un diagnostic erroné peut étre tres grave, Cela est d0 au fait que la phytothérapie repose sur

l'auto-traitement. De plus, les préparations locales ne peuvent pas étre conservées longtemps,
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car des préparations mal conservées peuvent entrainer un empoisonnement plutdt qu'une
guerison (Iserin, 2001 ; Nico, 2003).

Il Les huiles essentielles :

I1.1 Définition :

« Produit odorant, généralement de composition complexe obtenu a partir d’une matiére premiére
veégétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation seche,
soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L’huile essenticlle est le plus souvent
séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de

sa composition » (chimedit, 2012).

1.2 Localisation des huiles essentielles dans la plante :

Les HEs ne se trouvent principalement que dans les plantes supérieures. Les genres qui peuvent
produire les composants des huiles essentielles appartiennent & un nombre limité de familles. (Ex :

Lauraceae, Myrtaceae, Poaceae, Apiaceae, Asteraceae, etc.).

Les HEs peuvent s’accumuler non seulement dans les fleurs (orangers, roses, lavande), mais
¢galement dans tous les types d’organes végétaux, y compris les feuilles (citronnelle, eucalyptus,
laurier), I’écorce (canneliers), le bois (bois de rose, camphrier), des racines (vétiver), des rhizomes

(curcuma, gingembre), les fruits secs (anis, persil), les graines (muscade) (Chimedit, 2012).

Les HEs sont produites dans le protoplasme cellulaire des plantes aromatiques et représentent les
produits du métabolisme cellulaire dit "secondaire”. La synthése et l'accumulation de ces
métabolites dans un organe sont associées a la présence de structures histologiques spécialisées qui
selon l'espece botanique peuvent étre des cellules sécrétrices, des poches sécrétrices, des poils

sécreteurs ou des canaux sécréteurs (Derwich et al., 2010).
1.3 Caractéres physico-chimiques :

11.3.1 Propriétés physiques :

- Elles sont solubles dans I’alcool, I’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les émulsifiantes
dans la plupart des solvants organiques, et peu solubles dans I’eau.

- Leur point d’ébullition varie de 160° a 240°C.

- Leur densité est en général inférieure a celle de I’eau, elle varie de 0,75 a 0,99 (les huiles
essentielles de sassafras, de girofle ou de cannelle constituent des exceptions).

- Elles ont un indice de rétention élevé.
10
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- Elles sont dextrogyres ou lévogyres, rarement inactives sur la lumiére polarisée.

- Elles dissolvent les graisses, 1’iode, le souffre, le phosphore et réduisent certains sels.

- Sont trés altérables et sensibles a I’oxydation (mais ne rancissent pas).

- A température ambiante, elles sont généralement liquides, incolores ou jaunes pales, il
existe, cependant, quelques exceptions, exemple : huile essentielle & azulene de coloration
bleue.

- Ce sont des produits stimulants, employés a I'intérieur, comme a D’extérieur du corps,

Quelque fois purs, généralement en dissolution dans 1’alcool ou un solvant adapté
(Abdelouahid et al., 2010).

11.3.2 Composition chimique :

La détermination de la composition chimique a intéressée de nombreux chercheurs et les
méthodes d’analyse chimique de plus en plus sophistiquées ont permis d’identifier un trés grand
nombre de constituants des huiles essentielles.

Les HEs sont des mélanges plus ou moins complexes dont les constituants jouent, du point de
vue parfum, des roles d’inégale importance : les uns contribuent puissamment a l'arobme de
I’essence, certains participent simplement a I'harmonie du mélange.

Les constituants des HEs appartiennent, de fagon quasi exclusive, a deux groupes caractérisés par
des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides d’une part et le groupe des
composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins fréquents, d’autre part. Elles
peuvent également renfermer divers produits issus de processus dégradais mettant en jeu des

constituants non volatils (Abdelouahid et al., 2010).

1.4 Méthode d’extraction des huiles essentielles :

Le choix de la méthode est principalement déterminé par la matiére premiére : son état et ses
propriétés d’origine, sa nature méme. Les rendements « huile essentielle /matiere végétale » varient

d’une plante a I’autre : de 150 ppm a plus de 20%.

Ce choix détermine les propriétés de I’huile essentielle, notamment : viscosité, couleur, solubilité,
volatilité, enrichissement ou appauvrissement de certains composants, utilisation et application
(Chimedit, 2012).

11.4.1 Hydrodistillation :

Cette méthode consiste a évaporer I’HE en chauffant un mélange d’eau ou d’autres solvants avec

la plante, suivie par la liquéfaction des vapeurs dans un condenseur, cette derniere étape peut

11
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s’effectuer sans ou avec retour d’eau dans le ballon. Ce recyclage est dit cohobage et le systéme
congu pour I’opération est appelé Clevenger (Fabrocini, 2007). Les principes volatils sont entrainés
par les vapeurs d’eau puis refroidis et enfin séparés de la phase par décantation (Moro-Buronzo,

2008)

11.4.2 Enfleurage :

C’est une méthode complexe, elle n’est plus utilisée sauf pour les fleurs. Celles-ci sont étalées
délicatement sur des plaques grasses qui absorberont tout le parfum. Les corps gras vont, ensuite,
étre épuisés par un solvant. Une fois ’arome des fleurs absorbé, les fleurs sont remplacées par
d’autres fraiches, et ceci jusqu'a saturation du corps gras. Au bout de 24 heures, le corps gras et les
HESs sont séparés (Moro-Buronzo, 2008).

11.4.3 Extraction au CO2 supercritique :

L’extraction de fluide supercritique est un processus consistant a separer une composante de
I’autre en utilisant les fluides supercritiques au lieu d’un solvant d’extraction. Cette méthode est
utilisée pour I’extraction des huiles essentielles, dont 90 % d’extraction est exécutée avec le
dioxyde de carbone (CO>) pour plusieurs raisons pratiques.

Cette méthode d’extraction produit un meilleur rendement, un coefficient de diffusion plus élevé et
une plus faible viscosité. Néanmoins, cette technique est trés colteuse en raison du prix de

I’équipement (Capuzzo et al., 2013).

11.4.4 Extraction assistée par micro-onde :

Cette technique est rapide, économique (pas de solvants) et elle n’est pas thermiquement
dangereuse (Mandal et al., 2007). Golmakani et al., 2008 ont utilisé avec succés un four a micro-
ondes pour I’extraction des principes actifs des plantes. L’efficacité d’hydrodistillation assistée par
micro-ondes dépend fortement de la puissance des microondes utilisés (Brachet et al., 2002). Le
montage utilisé se rapproche d’un montage d’hydrodistillation classique. Le réacteur contenant
seulement le matériel végétal est chauffé par les micro-ondes a I’intérieur du four, les vapeurs sont
ensuite entrainées dans le col de cygne avant d’étre condensées dans le réfrigérant puis recueillies

dans un essencier (Lucchesi, 2006).

12
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1.5 L’activité biologique des huiles essentielles :

11.5.1

Sur les plantes :

Le role des huiles essentielles dans la physiologie de la plante demeure le plus souvent obscur.

Cependant, ils sont susceptibles d’avoir des roles écologiques.

L’odeur qui s’engage fait I’affaire attractif pour les insectes pollinisateurs (Deroin, 1988). Aussi,

en régle générale, I’huile est une défense naturelle contre les insectes prédateurs, les ravageurs et les

micro-organismes, dans ce dernier cas on parle de « phytoalexines ». Cette toxine n’est pas produite

uniquement en cas d’infection, donc n’entre pas dans la composition des huiles essentielles a partir

de plante saines (Mann, 1987).

11.5.2

v

Sur les animaux :

Les effets anti-inflammatoires de I’HE de Protium strumosum, Protuim lewellyni et Protium
grandifolium ont été décrits (Siani et al., 1999). Récemment, des recherches ont montré que
les HEs Chromoleana odorata et Mikania cordata, sont testées positif pour I’inhibition de la
lipoxygenase de soja L-1, un modele de lipoxygénase humaine (5-LO) impliquée dans le
processus inflammatoire (Bedi et al., 2004). Puis, dans une autre étude, il a été montré que
celles de Chromoleana odorata ont monté des effets positifs sur la fonction Prostaglandine

H-synthase cyclooxygénase (Bedi et al., 2010).

L’activité antifongique de nombreuses HES, dont I’huile de thym, de citronnelle, de cannelle

et Melaleuca alternifolia a été décrite (Burt, 2004).

Certaines HEs présentent une activité anti-tumorale et sont utilisées dans le traitement
préventif de certains types de cancers. Les HEs isolées des graines de Nigella sativa L,
présentent une activité cytotoxique in vitro contre différentes lignées tumorales. In vivo, elle
limite la prolifération des métastases hépatiques et retarde la mort des souris ayant
développé des tumeurs P815 (Mbarek et al., 2007).

D’autres applications médicales ont été explorées. Les travaux d’Oussou, 2009 ont
démontré que 'HE de basilic a la capacité de limiter la formation d’ulcéres causés par
I’éthanol. Une étude de Monti et al., 2002 a montreé que les HEs facilitent la pénétration
transdermique des substances médicamenteuses lipophiles, telles que 1’cestradiol. Les

polyphénols :
13
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Parmi les métabolites secondaires produits par les plantes et qui marquent de fagcon générale une
espéce, une famille, ou un genre de plante, on a les polyphénols : ils permettent de déterminer une
taxonomie chimique (Donatien, 2009). Ce sont un groupe important de substances naturelles
présent dans le régne végétal (Mehinagic et al., 2011) responsable de diverses actions tels que la
protection de la plante contre les pathogénes et le rayonnement ultraviolet (UV), la contribution a la

coloration des fleurs et fruits et aussi I’austérité des plantes (ghnimi, 2015).

11.6 Définition des composés phénoliques :

Les composés phénoliques font intervenir des monophénols, des diphénols et des polyphénols,
leurs molécules contiennent respectivement un, deux ou plusieurs groupes fonctionnels phénoliques
(Ghnimi, 2015).

La notion «polyphenol» désigne 1’ensemble de substances O I—I
hydrosolubles qui possedent un cycle aromatique portant plusieurs
groupements hydroxyles (Macheix, 1996), autrement dit I’existence

d’un groupement phénol polyhydroxylé (Ghnimi, 2015).

Figure 01 : structure du noyau phénol

1.7 Classification des polyphénols :

Les polyphénols et selon leur diversité structurale sont subdivisés en plusieurs catégories qui se
different, premiérement, par la complexité du squelette de base en allant d'un simple composé en C5
a des formes hautement polymérisés, ensuite par les degrés d’hydroxylation, d’oxydation,
finalement par les liaisons de ces molécules de bases avec d'autres molécules telle que les glucides,

les lipides et les protéines (Vauzour, 2004).
Selon Boubekri, (2014) les polyphénols sont subdivisés en deux grands groupes :

11.7.1 Les non flavonoides :

Les acides phénoliques, les stilbénes, les lignanes, les lignines et les coumarines (Ghnimi, 2015).

11.7.1.1 Les acides phénoliques :

Ce sont les composés qui ne possedent pas de squelette flavone (Vauzour, 2004), classé en deux

principales classes (Muanda, 2010) :

o Les dérivés de I’acide benzoique qui sont les acides hydroxy benzoique (C7He03).
14
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R2 R
R1=R2 = R3 = R4 = H : acide benzoique (non phénolique)
R1=R2 =R4 =H, R3 = OH : acide p-hydroxybenzoique
R3
COOH R1=R4 = H, R2 = R3 = OH : acide protocatéchique
R1=R4 = H, R2 = 0CH3, R3 = OH : acide vanillique
R4 R1=H, R2=R3 = R4 = OH : acide gallique

Figure 02 : Structures chimiques des acides hydroxybenzoiques.

o Les dérivés de I’acide cinnamique qui sont les acides hydroxycinnamiques (Ce-Cs).

R1 OH

R2 S
O

R3

Figure 03 : Structure chimique des dérivés de
I'ester hydroxycinnamique

11.7.1.2 Les stilbénes : OH
o 1]
OH

. . L. HO
Le resvératrol est I'un des stilbénes et qui se caractérise @ 3

par son effet anticancéreux (Muanda, 2010). ©OH

Figure 04 : composition chimique du
resvératrol.

11.7.1.3 Lignane et lignine :
Sont dérivé a partir des monolignols (Muanda, s, oH
2010), ils sont formés par dimérisation de trois

types d’alcools : alcool p-coumarique, alcool

coniférique et alcool sinapique (Ghnimi, 2015).
Figure 05 : structure chimigue du monlignol.

. OH 2 = Ol A = OH
HO
HO HO
O
~ L'alcool p.coumarylique. -L'alcool sinapylique. ~ L'alcool coniférylique.

Figure 06 : Représentation des trois types d’alcool

15
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11.7.1.4 Les coumarines :

Sont ainsi nommés par rapport a leur premier
isolement & partir de « Coumarouna odorata »
en 1820 par Vogel. Ce sont des hétérocycles
oxygenés ayant comme structure de base, Le

~

@) @)

benzo-2-pyrone (Muanda, 2010).

Figure 07 : structure chimique de la coumarine

11.7.2 Les flavonoides :

Les flavonoides correspondent a un important
groupe de polyphénols chez les plantes, et sont
fréquemment  pigmentés  responsable de la
pigmentation des fruits, fleurs et parfois les feuilles,
d’une couleur rouge ou bleu au principe pour les
anthocyanes et d’une couleur créme ou jaune clairs
pour les flavones et les flavonols (Bruneton, 1999 ;
Ghestem et al., 2001).

OH

HO O

OH
OH

Figure 08 : structure de base des flavonoides

Ghnimi, 2015 les a classés selon degré d’oxydation du noyau pyranique central de leur

structure chimique, le noyau B relié¢ a I’hétérocycle C dans les positions 2,3 (Athamena, 2009) :

- Le flavonoide est appelé Flavane lorsque I'nétérocycle ne comporte pas de double liaison.

- Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyl, la flavane est appelé Flavanone.

- Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le composé est nommé Flavone.

- Si le squelette est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle il est désigné par le nom de

Flavonol.

- Dans la position 3 : le flavonoide est désigné par le terme Isoflavone

Figure 09 : structure de flavane.
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T

T

Figure 11 : structure de flavone. Figure 12 : structure de flavonol. Figure 13 : structure d’isoflavone.

11.7.3 Les tanins :

Les tanins sont des molécules polyphénoliques qui ont le pouvoir tannant sur la peau ce qui la
rend inaltérable ; ils sont une catégorie importante localisée dans les vacuoles et qui peut étre
combiné avec d’autres molécules telles que les protéines d’ou leur capacité de tanner le cuir (Achat,

2013 ; Boubekri, 2014).

Les tanins sont subdivisés en deux classes les tanins hydrolysables (sont des dimeéres d’acide
gallique condensés sur des dérivés glycosyles) et les tanins condensés (proanthocyanidines :
structure de base le flavan-3-ol ou le flavan-3,4-diol). Ils présentent des capacités antioxydantes,

antibactériennes, antifongiques et antivirales (Ghnimi, 2015)
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Figure 14 : structure d’acide gallique et tatin hydrolysable.
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Figure 15 : structure du tanin condensé.
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1.8 Localisation des polyphénols dans la plante :

Les composés phénoliques sont présents chez toutes les parties des végétaux supérieurs (racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines ou la

maturation des fruits (Biozot et Charpentier, 2006).
La biosynthése des polyphénols se manifeste dans plusieurs organes :

e Lesracines synthétisent des coumarines et des flavonones
e Les entrenceuds et les boutons floraux forment des anthocyanes

e Lestissus de tubercules forment des acides-phénols (Brzozowska et Hanower ,1976).

Leur emplacement dans la plante est presque homogene entre les tiges, les feuilles, les racines et
les graines. Au niveau cellulaire, ces molécules sont stockées dans des vacuoles cytoplasmiques,
mais seulement dans les cellules périphériques de I'épiderme végétal (Brzozowska et Hanower,
1976).

11.9 Méthodes d’extraction des polyphénols :

L’extraction des composés phénoliques des végeétaux est un processus de récupération qui
indique des conditions telles que la température, le temps, I'exposition a I'oxygéne et a la lumiére, le
pH, le type de solvant (Charis, 2018)

11.9.1 Extraction par solvant :

Le procédé consiste en une extraction directe de la matiere végétale fraiche ou lyophilisée avec
un solvant approprié a l'aide d'un extracteur, d'un homogeénéisateur ou d'un bain a ultrasons pendant

un temps donné (Charis, 2018)

11.9.1.1 Infusion :

Technique qui se repose sur le fait de laisser la matiere végétale trempée dans de I’eau bouillante

avec une durée de 10-15min (Sofowora, 2010).

11.9.1.2 Décoction :

La plante est mise dans de I’eau froide pour libérer les principes actifs des parties dures de la
matiere végétale (tige, écorce, racine...), puis portée a ébullition pendant une durée de 2-3min

jusqu'a 10min (Pierre et Lis, 2007).
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11.9.1.3 Macération :

La macération peut se faire dans de 1’eau, I’alcool ou du vinaigre (Anne et Nogaret, 2003). Elle

consiste a faire tremper les plantes dans de 1’eau froide ou tiéde pendant 10 ou 12 heures.

Les macérations a 1’eau ne doivent pas dépasser une douzaine d’heures par risque d’oxydation et

de fermentation du liquide (Pierre et Lis, 2007).

11.9.1.4 Extracteur de soxhlet :

L'extraction Soxhlet est largement utilisée pour l'extraction de composés bioactifs de valeur de
diverses sources naturelles. La plupart des études visant a étudier de nouvelles méthodes incluent

également I'extraction soxhlet comme modéle de comparaison (Azmir et al., 2013).

Cette technique est souvent utilisée pour isoler les flavonoides d'échantillons solides (Santos-
Buelga et al., 2012).

11.9.2 Extraction par ultrason :

Mode d'extraction en continu a contre-courant dans une colonne mécaniquement agitee. Elle a pour
but d’ameliorer le rendement et la sélectivite de I'extraction par une activation ultrasonore.
Les ultrasons permettent notamment d'accélérer la cinétique en augmentant la diffusion

intraparticulaire du soluté recherche (Lucchesi, 2005).

11.9.3 Extraction par microonde :

D’un autre nom les hyperfréquences, le chauffage par micro-ondes. En effet, contrairement aux
systéemes de cohobation et de piégeage du mélange de vapeur d’cau, le chauffage par micro-ondes
réduit considérablement les délais d'extraction et supprime le besoin d'eau ou de solvant (Lucchesi,
2005).

11.10 Propriétés biologiques des polyphénols :

11.10.1 Chez les végétaux :

Plusieurs fonctions biologiques dans les plantes assurés par les composés phénoliques sont
généralement impliquées dans la défense contre le rayonnement UV ou l'agression par des
pathogenes, outre leur implication dans les relations plantes-animaux et/ou plantes microorganismes
(Charis, 2018). Aussi, ces molécules contribuent dans la conservation des criteres de qualité des
plantes aprées leurs récoltes (couleur, astringence, amertume, qualités nutritionnelles...) (Fleuriet et
al., 2005).
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11.10.2 Chez ’humain :

La protection contre les maladies, telles que les tumeurs, les allergies, les inflammations, les
infections, est assuré par la capacité des polyphénols et spécifiquement les flavonoides, par
I’interaction avec des enzymes ou des récepteurs cellulaires, a contrdler leurs activités par leurs
propriété antioxydantes (Fleuriet et al., 2005). Ces produits naturels ont été utilisés comme des
traitements pour des affections tel la maladie d’Alzheimer les maladies du foie et les troubles
gastriques. Aussi, des études ont prouvés leurs roles dans les réponses immunitaires et ’activité

antibactérienne, antivirale et antifongique (Ghnimi, 2015).

11 Stress oxydant et antioxydants :

I11.1 Stress oxydant :

111.1.1 Définition :

Le stress oxydatif (SO) est une circonstance anormale que traversent parfois nos cellules ou I'un
de nos tissus lorsqu'ils sont exposés a une production endogene ou exogene de radicaux libres
oxygenés dépassant leurs capacites anti-oxydantes (Favier, 2006).

Sies, 1991 a défini la notion de SO comme I’incapacité de I’organisme a se défendre contre
I’agression des espéces réactives de I'oxygene (ERO), suite a un deséquilibre lié, soit a une

production accrue de ces dernieres, soit a une diminution de la capacité de défense antioxydant.

111.1.2 Origine du stress oxydatif :

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont bénéfiques
pour l'organisme a des doses raisonnables. Cette production physiologique est entierement
contr6lée par les systemes de défense. Dans ces conditions normales, la balance
antioxydant/prooxydant est dite en équilibre. Si ce n'est pas le cas, que ce soit en raison d'une
carence en antioxydants ou en raison de la surproduction de radicaux, l'augmentation de ces

radicaux est appelée « stress oxydatif » (Favier, 2003).

Source Les antioxydants

d,EOR {J} T

Figure 16 : Déséquilibre de la balance entre oxydant et antioxydant (Chaouche, 2014).
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111.1.3 Radicaux libres :

111.1.3.1 Définition :

Un radical libre se définit comme toute molécule ou fragment d’une molécule possédant au

moins un électron non apparie (célibataire) sur son orbitale externe. (Tessier et al., 1995).
En raison de l'instabilité énergétique, les radicaux libres ont tendance a revenir immédiatement & un
état stable en donnant un électron ou en en prenant un a une autre molécule. Ils ont donc la
propriété d'étre trés réactifs vis-a-vis d'autres molécules, ayant une demi-vie tres courte (de la nano
a la milliseconde) (Sen et al., 2000).

Ils apparaissent soit lors de la rupture symétrique d'une liaison covalente (fission homolytique)
ou chaque atome conserve son électron, soit lors d'une réaction redox avec perte ou gain d'un
électron d'un compose non radicalaire (Kocchilin-Ramonatxo, 2006). En parcourant la littérature,
on remarque souvent un point symbolique a c6té d'une abréviation chimique telle que (OHe), ce

point désigne les radicaux libres (Scheibmeir et al., 2005).

Electron seul

Antioxydant

Radical libre

Figure 17 : Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant (Hocine et Gorine, 2017).

111.1.3.2 Roles des radicaux libres :

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu'ils sont une espéce tres dangereuse, capable de
provoguer un grand nombre de maladies, tout en étant des especes indispensables a la vie. lls
remplissent en effet de trés nombreuses fonctions utiles qui a part la phagocytose, Ont été
découvertes récemment.

Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de
signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents pathogenes, a la destruction par
apoptose des cellules tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de

certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de l'ovule, a la régulation des
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génes (Favier, 2003), A la production énergétique, au réglement de la croissance des cellules et a

la signalisation intracellulaire (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

111.1.3.3 Formes des radicaux libres :

De toutes les espéces de radicaux libres susceptibles de se former dans la cellule, trois groupes

sont distingués (Favier, 2003) :

Les radicaux libres primaires sont un groupe de composés de radicaux libres restreints et
dérivé de l'oxygéne par réduction a un électron tel que l'anion superoxyde 02 et le plus
agressif hydroxyle OH", ou azote tel que lI'oxyde nitrigue NO". Ils jouent un réle particulier
physiologique.

Les radicaux libres secondaires sont formeés par la réaction de radicaux libres primaires avec
des composés biochimiques des cellules.

D'autres espéces derivées de I'oxygeéne sont appelées especes réactives de I'oxygene, telles que
I'oxygeéne singulet (O2), le peroxyde d'hydrogene (H20-) ou le nitroperoxyde (ONOOH). Ce ne
sont pas des radicaux libres, mais des espéces réactives qui peuvent étre des précurseurs de

radicaux libres. (Favier, 2003).

Supesroxyde Réeoction de Fenton Coatalase
dismutases {Fe*" = Cu~) Glutathion peroxydase

N SN AT

Radical Peroxyde Radical Eaw
superoxy.de d " hydrog&eme oy e oo ey ol
[} o H_O ———————~ = —————= H_O
= + e T e+ 2H*) e - e ZH + e {+ H*) e

Réeduction téetroawoalemnte

de I"oxygsne Oy = 4 e + 4 H — 2 HaO

[0 P Anion superoxyde L O+ 1L e — 07
H,0 Z?;:g’r'ggeéne 2 0, + Ox (= 2 H*) —> HpO, + O
3 H,0, + Fe? —= “0OH + Fe®™ s+ OH-
“oH Radical hydroxyle 4 HO, » HyO, —= 2 HoO = 0O,
5 HO, «- 2 GSH —» 2 HLD = G55G
RO, Radical perosxyle & R = 0, — RO,
RO, H Hydroperoxyde T RO - RH — RO H - R"
RO- Radical alkoxyle 8 RO,H + Fe? — RO" = Fe® -« OH"-

Figure 18 : Origine des espéces réactives de 1’oxygene (Camille et Mireille, 2011).

111.1.4 Implication pathologique du stress oxydatif :

Dans les systémes vivants, la production de radicaux libres oxygénés est continue. Toutes les

molécules biologiques a double liaisons sont particulierement affectées par les radicaux libres, d’ou

une trés forte réactivité de ces espéces chimiques vis-a-vis des lipides, des protéines et de I’ADN.
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C’est pourquoi les radicaux libres ont des effets dans tout le corps, et dans une variété de maladies

(Favier, 2003).

Les ERO ont été identifiées comme étant I'agent causal de la perte neuronale dans la maladie
d’ Alzheimer, 1’épilepsie, 1’ischémie cérébrale, la commotion cérébrale, la maladie de Parkinson,
la sclérose amyotrophique latérale et dans le processus de vieillissement du cerveau en soi
(Carney et Camey, 1994).

Il a été reconnu que plus d’une centaine de maladies sont associées aux radicaux libres, ces
derniers contribuant au vieillissement cellulaire, & la mutagenese, a la carcinogenéese, aux
maladies coronariennes et autres pathologies cardio-vasculaires, au diabete, a la dystrophie
musculaire et a la neurodégénérescence (Zou et al., 2008).

Les mécanismes oxydatifs ont été reconnus pour avoir un role important a jouer dans les
principales étapes de la carcinogeneése, soit I’initiation, la promotion et la progression du cancer.
Puisque le risque de développer un cancer est associ¢ a ’accumulation de dommages oxydatifs
a ’ADN, ces derniers ont regu une attention croissante au cours des dernic¢res années (Loft et
al., 2008).

La peroxydation des membranes lipidiques causée par le stress oxydatif peut étre tres
dommageable puisqu’elle altére les propriétés biologiques de la membrane telles le degré de
fluidité et peut aussi mener a l'inactivation d’enzymes et de récepteurs liés a la membrane, ce
qui risque d’affecter le fonctionnement cellulaire normal et d’augmenter la perméabilité (Dalle-
Donne et al., 2006) et semble étre responsable du développement de nombreuses maladies
reliées a I’dge, donc de diverses maladies chroniques (nombreuses maladies pulmonaires,
arthritiques et cardio-vasculaires (Spiteller, 2007).

Une série de rapports montrant une relation positive entre 1’age et I’augmentation du contenu en
protéines carbonylées ainsi qu’entre 1’age et la perte de fonctionnalité des enzymes appuie
I’hypothése que l'accumulation de protéines oxydées accélére le processus du vieillissement
(Cao et Cutler, 1995). Cette accumulation risque fortement d’augmenter le risque de
développer une maladie chronique. C’est d’ailleurs le cas de la maladie d'Alzheimer pour
laquelle il a été suggéré que les dommages oxydatifs aux protéines soient responsables de la
formation des dégénérescences neurofibrillaires, des plaques séniles et de la mort de hombreux

neurones au cours du développement de la maladie (Chevion et al., 2000).

I11.2 Les antioxydants :

Un antioxydant est une substance qu’on trouve naturellement dans de nombreux éléments, qui &

faible concentration peut interagir avec autre substance oxydable a I’air, capable de ralentir ou
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d’empécher les phénomeénes d’oxydation en neutralisant les radicaux libres lorsqu’ils sont en excés
dans le corps. Cette substance joue un role dans la protection des systémes biologiques contre les
réactions néfastes qui peuvent se produire (Park et al., 2001).

L’organisme est équipé de plusieurs systémes de défense « les antioxydants », on en distingue deux

familles : antioxydants endogenes et antioxydants exogénes. (Defraigne et Pincemai, 2008).
111.2.1 Les antioxydants endogenes :

111.2.1.1 La superoxyde dismutase (SOD) :

C’est une enzyme des plus performantes dans la défense contre le stress oxydatif. Elle est
présente dans tous les organismes vivants, c¢’est une métalloprotéine c’est a dire, protéine possédant
un cofacteur d’ions métalliques. Elle permet la dismutation de I'anion superoxyde en oxygéne
moléculaire et peroxyde d'hydrogéne (Cloutier, 2009). (2H* + 207 »-— H20; + 0»)

Il existe 3 classes de cette enzyme : la SOD intracellulaire (située dans le cytoplasme, espace
inter membranaire) dépend essentiellement du cuivre et zinc, la SOD mitochondriale (membrane
interne de la mitochondrie) dépend du Mn, la SOD extracellulaire (matrice extracellulaire) qui est
Cu et Zn" dépendante (Hamadi, 2009).

111.2.1.2 La catalase (CAT) :

Enzyme intracellulaire présente presque chez tous les étres vivant (animaux, bactéries...).
Principalement située dans les peroxysomes, sa fonction est la conversion du peroxyde d’hydrogéne

en eau et en oxygéne dans les conditions physiologiques (Hamadi, 2009). (2 H2O2— 2 H20 + O,)
111.2.1.3 La glutathion peroxydase (GPX) :

Activée par le sélénium, localisée principalement dans le cytoplasme, cette enzyme permet de
catalyser la réduction des molécules de peroxyde d’hydrogene utilisant le glutathion réduit (GSH) et
donnant de I’hydrogéne (Zerargui, 2015). (2 GSH + H202— GSSG+ 2 H20)
111.2.2 Les antioxydants exogenes :

Dés l’alimentation (fruits, légumes...) le systeme antioxydant importe les molécules
antioxydantes : vitamine C, vitamine E et les polyphénols en générale (Haleng et al., 2007).

111.2.2.1 Acide ascorbique (vitamine C) :

L’acide ascorbique ou vitamine C est une vitamine hydrosoluble, fragile a la chaleur, aux
ultraviolets et a ’oxygene (Boubekri, 2014). La majorité des mammiferes produit la vitamine C

mais I’homme la regoit depuis 1’alimentation (Haleng et al., 2007). Son rdole est d’inhiber la
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peroxydation lipidique (Haleng et al., 2007) et de neutraliser les especes réactives oxygénées

(Boubekri, 2014) et aussi de régénérer la vitamine E (Muanda, 2010).

111.2.2.2 Tocophérol (vitamine E) :

La vitamine E aussi nommée I’a-tocophérol fais partie de la famille des tocophérols qui sont
liposolubles (Boubekri, 2014). Elle réagit avec les radicaux péroxyles en formant un radical
tocophéryle arrétant ainsi la propagation de la peroxydation lipidique (Haleng et al., 2007).

111.2.2.3 Les polyphénols :

Ces antioxydants naturels trouvés dans les plantes supérieures comestibles ont un pouvoir
antioxydant trés important. Leurs réles sont bien déterminés par différentes actions telle le piégeage
direct des ERO, I’inhibition des enzymes génératrices d’ERO, la chélation des ions de métaux de
transitions (Achat, 2013) comme le fer et le cuivre (Haleng et al., 2007) et I’induction de la

biosynthése d’enzymes antioxydants (Achat, 2013).

IV Présentation de la plante étudiée :

IV.1 Description botanique du Juniperus phoenicea :

Le genévrier rouge est I’'un des arbustes les plus typiques et les plus élégants de la flore
méditerranéenne (Lieutaghi, 1969). Juniperus phoenicea, communément appelé genévrier de
Phénicie, est un arbuste dressé pouvant atteindre jusqu’au 8 a 10 metre de hauteur possédant un
tronc jusqu'a 1 a 2m de diametre, caractérise par des feuilles écaillées tres petites, persistantes et
odorantes, des fruits charnus ressemblant a des baies de couleur rouge a brune a maturation.
L’écorce est un brun rougeatre ou gris clair, épaisse et fissurée, des rameaux minces et rondes
comporte des bourgeons nus et des ramilles, cette espece est dite monoique rarement dioique
(Abdelli, 2018). Parfois, il possede une morphologie opposée, la racine vers le haut et le tronc vers
le bas (Mandin, 2005). Il est présent en populations éparses et souvent isolées (Bouyahyaoui,
2017).

25



Chapitre | : synthese bibliographique

Figure 19 : Aspect du genre Juniperus phoenicea (Abdelli, 2018).
IV.1.1 Quelques caractéristiques botaniques du Juniperus phoenicea :

- Feuille :

Les feuilles sont squamiformes qui s’imbriquent les unes sur les autres sur un rameau, elles sont
souvent sous forme de petites écailles (0,7 a 1 mm de long), ovales, obtuses, courbées et, creusées
d’un sillon sur le dos, de couleur vert foncé (Jarry, 1993).

- L’écorce:
Assez dur, de couleur brun rougeatre ou gris clair (Jarry, 1993).

- Fleur:

Le genévrier rouge est une plante monoique. Les cbnes males et les cdnes femelles sont situés
sur le méme pied mais parfois sur des pieds différents, les fleurs males sont beaucoup plus
nombreuses et plus petites que les fleurs femelles. La floraison a lieu a la fin de I’hiver, au
printemps « Février-Avril », produisant des baies arrondies de couleur rouge, noir a maturité
(Abdelli, 2018).

- Fruits :

Les fruits de genévrier de Phénicie sont de forme globuleux, charnues, ils font généralement 6 a
10 mm de diameétre, dressés sur un court pédoncule, au début ils sont de couleur noiratres, puis verts
ou jaune, a la maturité ils deviennent rouges luisants (Jarry, 1993). La fructaison est automnale
(Abdelli, 1993).

- Graine:

Chaque fruit contient 3 a 9 graines, aigus, creusées de sillons profonds (Jarry, 1993).
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Figure 20 : Feuilles et fruits de J. phoenicea Figure 21 : Les fruits du J. phoenicea
(Nedjimi et al., 2015) (Nedjimi et al., 2015).

IV.2 Classification de ’espéce étudiée :
Deux sous espéces sont connues pour Junipeurs phoenicea, Juniperus phoenicea var. Phoenicea
(se trouvant dans toute ’aire de répartition du genévrier rouge), Juniperus phoenicea var. turbinata

(se trouvant dans les dunes c6tieres) (Nazik, 2011).

Regne : Plantae

Embranchement : Spermatophytes
Sous embranchement : Gymnospermes
Ordre : Pinales

Famille : Cupressacées

Genre : Juniperus

Espéce : Juniperus phoenicea (Quezel et Santa, 1962).

Autre noms : Genévrier de Lycie, Genévrier de Phénicie, Genévrier rouge Cedre de Lycie,

Mourven, Lycien (Rameau et al., 2008).
Nom locale : Jle )

IV.3 La répartition géographique du Juniperus phoenicea :

1VV.3.1 Dans le monde :

Le genévrier rouge présente une large distribution (Nedjimi et al.,. 2015). Cette espece a deux
habitats principaux, les sables littoraux et les hauts plateaux et montagnes de l'intérieur. C’est une
espéce dont I’aire de répartition couvre toute la méditerranée, des iles Canaries aux montagnes de
I'Atlas en Afrique (Algérie, Maroc et Tunisie) en passant par la c6te atlantique du Portugal a l'ouest,
jusqu'a la Jordanie et I'Arabie Saoudite a I'Est. Cet arbre se développe principalement a basse
altitude, pres de la cote, ou I’altitude ne dépasse pas 2000 m (Adam et al., 2009).
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* T
- Zomnes de couverture

Figure 22 : La répartition du Juniperus phoenicea dans la région
méditerranéenne (Abdelli, 2018)

IV.3.2 En Algérie :

Le genévrier de Phénicie est répandu sur ’ensemble du littoral (Bouyahyaoui, 2017), sur les dunes
maritimes, les cotes de Barbarie, dans les collines et dans les montagnes les plus seches. Il est
commun dans les Aures et I’atlas saharien notamment Djelfa et Boussaada, ou il trouve sa grande
extension. Il occupe environ 227.000 ha de la superficie forestiere de 1’Algérie (Louni, 1994).

Au c6té du cedre il constitue une couverture végétale dans les montagnes des Aures

particulierement dans les régions de Maafa, beni fodhala (Abdelli, 2018).

IV.4 Utilisation de I’espéce étudiée en médecine traditionnelle :
L’usage du genévrier est reconnu depuis longtemps, et se caractérise par des différents modes

d’administration a usage interne et externe (Bouyahyaoui, 2017).

Le genevrier de Phénicie est parmi les plantes aromatiques qui sont largement utilisées en
médecine traditionnelle, chaque partie de cette plante est utilisée pour traiter certaines maladies :
- Les feuilles de Juniperus phoenicea sont utilisées pour traiter le diabete, la diarrhée et les
rhumatismes.
- Ses fruits séchés sous forme d’une poudre peuvent soigner les abces et les brilures de la peau.
- Ses cOnes, et surtout les jeunes pousses, préparées sous forme d’infusions, peuvent traiter les
troubles digestifs et les troubles d’estomac.
- De plus cette plante a un effet diurétique et peut traiter toute inflammation et infection touchant

le systéeme urinaire (Nazik, 2011).
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Chapitre 11 : Matériel et Méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau de laboratoire de la biochimie du département des sciences de la

nature et de la vie, université 20 aout 1955, Skikda.

|  Matériel :
.1 Matériel végétal :

e Critéres de choix de la plante :
Nous avons choisi cette plante sur la base de recherches approfondies sur sa valeur thérapeutique, et
apres avoir interrogé des personnes ayant une expérience en phytothérapie sur l'utilisation de cette
herbe. Cette plante est largement utilisée a Skikda pour ses pouvoirs curatifs et cicatrisants.
Les critéres de sélection dans notre étude sont liés aux éléments suivants :
- Son utilisation dans la médecine traditionnelle pour traiter les troubles digestifs, les infections des
voies urinaires et certains problémes de peau, en plus d'étre antibactérienne.

- Sa richesse en substances aromatiques avec un rendement satisfaisant.

e Récolte et préparation de la plante :
Le matériel biologique utilisé est la plante Juniperus phoenicea récoltée au mois de février 2022
dans la région de djamaa (wilaya d’El oued). Elle a été identifiée par Dr. Sakhraoui Noura, Maitre

de conférences au département de Biologie, université de Skikda.
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Figure 23 : Carte géographique montrant la région de djamaa.
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Tableau 01 : Paramétres géographiques de la région de récolte (Web 1)

Région Altitude Latitude Longitude Climat

Djamaa 28 m 33.5314 5.99098 Désertique sec et
33°31° 53” 5°59 28 chaud.
Nord Est

La plante est broyée en poudre aprés séchage a I’ombre dans un endroit sec et aéré pendant 15

jours. La poudre a été recueillie dans un récipient en verre hermétique jusqu’a utilisation ultérieure.

e et MR “mm‘

Figure 24 : Photo original de Figure 25 : Photo originale
la Plante fraiche. de séchage de la plante.

Figure 27 : photo originale Figure 26 : Photo original de
de la poudre. broyage De la plante dans un
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1.1.1 Matériels de laboratoire :

Spectrophotomeétre, étuve, balance, agitateur mécanique, broyeur, réfrigerateur, micropipette,

verrerie.

1.2 Réactifs chimiques et solvants :

Le méthanol, Chlorure daluminium (AICIs) ; acide phosphotungstique phosphomolybdique (réactif
de folin) ; le carbonate de sodium (Na2COs) ; solution de carbonate de sodium a 20% ; I’acide
gallique (acide 3, 4,5-Trihydroxybenzoique), Vit C, DPPH.

Il Méthodes :

La méthode de travail suivi dans ce mémoire est résumée comme suit :

[ Récolte +séchage +broyage de la plante Juniperus phoenicea }

[\

[ Poudre de la plante Juniperus phoenicea }

/

——
. <

Extraction des
polyphénols

Extraction de
I’huile
essentielle

/l

Dosage des flavonoides ’ [ Dosage des polyphénols ]

v

[ Evaluation de I’activité antioxydant ]

Figure 28 : schéma générale du protocole d’étude expérimentale.
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11.1 Extraction des huiles essentielles (hydrodistillation) :

L’huile essentielle de Juniperus phoenicea est extraite par le procédé d’hydrodistillation, grace a un
appareil de type Clevenger qui est constitu¢ d’un chauffe ballon qui permet la distribution
homogéne de la chaleur dans le ballon, un ballon en verre pyrex ou I’on place la matic¢re végétale

séchée et ’eau distillée et une colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant).

I1.L1.1 Principe:

L’hydrodistillation consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter (intact ou
¢ventuellement broyé) dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs
hétérogénes sont condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de
densité (Bruneton, 1999).

11.1.2 Mode opératoire :

80 g des parties aériennes séchées de la plante sont introduits dans un ballon monocolde 1 L, on'y
ajoute une quantité suffisante d’eau distillée sans pour autant remplir le ballon pour éviter les
débordements lors de 1’ébullition. Le mélange est porté a ébullition a I’aide du chauffe ballon
pendant 2 h. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a travers le tube vertical puis dans le
serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi produites
s’accumulent dans un collecteur. L’huile essentielle de faible densité par rapport a ’eau, surnage a
la surface de cette derniére.

L’huile ainsi obtenue est recupérée par décantation puis conservee dans des flacons opaques bien

scellés a température basse (4 a 5°C).

Figure 29 : 40 g matiére végétal seche Figure 30 : Photo originale d’ Appareil
d’hydrodistillation de type de
clévenger.
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11.1.3 Calcul du rendement :

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile

essentielle obtenue aprés ’extraction et la masse de la matiére végétale utilisée (AFNOR, 1986).

Le rendement (R) est exprimé en pourcentage, et il est donné par la formule suivante :

R = Py, /Pp x 100

Ou,  Pn: poids de I’huile essentielle en g.

Pp: poids de la plante en g.

1.2 Extraction des polyphénols :

11.2.1 Principe :
L’extraction des polyphénols totaux est basée sur [I’utilisation des solvants organiques
« macération ». Afin d’avoir une solution bien riche en composés phénoliques, le méthanol reste le

meilleur solvant d’extraction avec 1’eau (Bonnaillie et al., 2012).

11.2.2 Mode opératoire :

L’extraction des polyphénols totaux a partir des feuilles séches de Juniperus phoenicea a été faite

par une maceration dans une solution hydro-méthanolique a 80%.

Une quantité de 20 g de matiere seche finement broyée est macérée dans un volume de 200 ml de
méthanol/eau. Le rapport matériel vegétal / solvant étant de (1/10 g/ml) (Marston et Hotsmann,
2006). Le mélange est conservé a température ambiante sous agitation pendant 72h, avec
renouvellement du solvant chaque 24h pour permettre une meilleure extraction des composes

phénoliques.

Apres filtration a 1’aide d’un papier filtre (Watman n°1) et un entonnoir, les filtrats combinés sont
soumis a une évaporation en utilisant un cristallisoir et une étuve a une température de 45C°
pendant une semaine afin d’éliminer le maximum de solvant et de concentrer 1’extrait.

Les substances obtenues sous forme visqueuse sont stockées dans des boites de pétri en verre a

+4°C jusqu'a utilisation ultérieure.
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phoenicea dans 200ml de méthanol

l

Agitation 72h avec renouvellement du solvant et
filtration chaque 24h

|

[ Filtrats combinés ]

!

[ Evaporation & 1’étuve (45°c) }

!

[ Extrait brut de la plante ]

[ Macération de 20g de poudre de la plante Juniperus J

Figure 31 : les étapes d’extraction des polyphénols

Figure 34 : phénomene de filtration. Figure 35 : extrait méthanolique de
Juniperus phoenicea
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11.2.3 Détermination du rendement R :

Le rendement en extrait méthanolique (R) est le rapport entre la masse de I’extrait aprés évaporation

du solvant en g et la masse séche de 1’échantillon végétal en g (Falleh et al., 2002)

Il est calculé par la formule suivante :

R = (P1 - P2/ P3) x 100

P1 : poids du cristallisoir apres évaporation en g.
P, : poids du cristallisoir vide avant évaporation en g.
P3 : poids de la plante en g.

11.2.4 Analyse quantitative de I’extrait brut
11.2.4.1 Dosage des phénols totaux :

» Principe :

Selon la méthode colorimétrique, la teneur phénolique totale est déterminée avec un
spectrophotometre en utilisant le réactif de folin ciocalteu, qui est un acide de couleur jaune, il est

constitué par un melange de deux acides, d’acide phosphotungstique et I’acide phosphomolybdique.

Lors de D'oxydation des polyphénols, le mélange d’acide phosphotungstique et 1’acide
phosphomolybdique est réduit, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et molybdéne, ce dosage
repose sur la quantification de concentration totale de groupement fonctionnel (groupement
hydroxyle) présent dans I’extrait végétal. L’absorbance est mesurée a 760nm (Ali rachedi, 2018).
L’intensité de la couleur, donc 1’absorption, est proportionnelle aux taux des composés phénoliques

oxydés et présents dans les extraits végétaux (Boizot et charpentier, 2006).

» Mode opératoire :

Le taux de polyphénols des extraits méthanoliques est déterminé par spectrophotométrie selon la
méthode de Folin-Cioclateu (Slinkard et Singleton, 1977).

En premier lieu, 100 pl de solution d’extrait contenant 1mg d’extrait végétal sec sont placés dans
une fiole jaugée. 46 ml d'eau distillée et 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu sont ajoutés, suivi de
I’ajout de 3ml d'une solution de Na2CO3 a 2%.

Le mélange est laissé a ’obscurité pendant 2 heures avec agitation intermittente. L'absorbance est

mesurée a 760 nm.
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Une courbe d’étalonnage est réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant 1’acide
gallique avec des concentrations allant de 1000 pg a 0 pg/mi.
Les teneurs en polyphénols totaux sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme

d’extrait (mg EAG/g extrait). Les tests sont réalises en triplicata.

11.2.4.2 Dosage des flavonoides :

» Principe :

Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le trichlorure
d’aluminium AICI3 avec lequel ils forment des complexes acides stables soit avec le carbonyle
(C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou C-5 des flavones et des flavonols.
Par ailleurs, AICI3 peut également former des complexes acides labiles avec les groupements
orthodihydroxyles eéventuellement présents sur le noyau A et/ou B des flavonoides (Chang et al.,
2002).

» Mode opératoire :

La détermination des flavonoides est effectuée par la méthode du trichlorure d’aluminium
(AICI3) (Bahorun et al.,1996). Dans des tubes a essai, on mélange 1 ml de solution méthanolique
avec 1 ml de solution d’AICI3 (2%). Apreés 15 min d’incubation a température ambiante et a ’abri
de la lumiere, la lecture des absorbances est faite a 430 nm contre un blanc préparé en mélangeant
1ml de méthanol avec 1ml de solution AICIS3.

La concentration des flavonoides est calculée a partir de 1’équation de régression d’une courbe
d’étalonnage de la quercétine réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant des
concentrations allant de 1000 pg a 0 pg/ml.

Les résultats du dosage sont exprimés en mg équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg

EQ/qg extrait). Les tests sont réalisés en triplicata.
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1.3 Etude de Pactivité antioxydante :

L’activité antioxydante des huiles essentielles et des extraits méthanoliques de Juniperus
phoenicea est étudiée quantitativement par le piégeage du radical DPPH.
11.3.1 Principe :

Le test de piégeage du radical libre DPPH est une méthode largement utilisée dans 1’étude de
I’activité antioxydante. Le DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) se caractérise par sa capacité a
produire des radicaux libres stables. La présence de ces radicaux DPPH donne lieu & une coloration
violette foncée de la solution, qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des radicaux
DPPH par un agent antioxydant entraine une décoloration de la solution (Atoui et al., 2005).

11.3.2 Mode opératoire :

a. Préparation de la solution mére :

- La solution mére d’huile essentielle est préparée par solubilisation de 8 mg (10 pul) d’HE dans 2 ml

de méthanol (c’est a dire a une concentration de 4 mg/ ml).

- La solution meére d’extrait est préparée par solubilisation de 4 mg d’extrait dans 2 ml de méthanol

(c’est-a-dire 2 mg/ml).

- Nous effectuons une série de 8 dilutions en progression geométrique a raison de 2 pour obtenir des

concentrations allant de 1000 ug/ml a 7.81 ug/ml.
b. Préparation de la solution DPPH :

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol.
c. Protocol :

La capacité des huiles essentielles et des extraits des deux plantes a piéger le radical libre DPPH
est évalué en utilisant la méthode décrite par Lopez-Lutz et al., 2008.
100 plI des solutions d’HE ou extrait sont ajoutés a 2 ml de solution de DPPH.
Pour le contrble négatif (le blanc), nous avons mélangé 100 ul du méthanol avec 2 ml de solution
DPPH. Le mélange (extrait ou HE + Méthanol) est laissé a l’obscurité pendant 30 min a
température ambiante et la décoloration a été mesurée par rapport au contrble négatif par un
spectrophotometre a 517nm.

L'inhibition du radical libre DPPH par I’acide ascorbique a été également analysée dans les

mémes conditions pour comparaison.
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Figure 36 : photo originale des tubes a essai pour dosage du DPPH.

11.3.3 Expression des résultats :

- Les résultats sont la moyenne de deux essais * écart type.

- L’activité antioxydante est exprimée comme le pourcentage d'inhibition calculé en utilisant

I'équation suivante :

Activité Antioxydante (%) = 100 x [(A contréle - A échantillon) / A contrdle]

Ou, Acontrdle : représente 1’absorbance du controle négatif et

A échantillon : représente 1’absorbance de I’huile essentielle, de I’extrait méthanolique ou de

la vitamine C.

- La concentration inhibitrice (IC50) est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour
réduire 50% du radical DPPH. Elle est calculée a partir du graphe de l'activité antioxydante (en
%) en fonction des différentes concentrations des extraits testés.

Une faible valeur d’IC50 indique une forte capacité de I'extrait a agir comme piégeur du DPPH.
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion

I Extraction des HEs :

Le Juniperus phoenicea est 1'une des plantes aromatiques contenant des huiles essentielles. Afin
de connaitre la quantit¢ d’HE dans cette plante, nous I1’avons extrait par le procédé
d’hydrodistillation. L huile obtenue est un liquide visqueux transparent avec un godt piquant et une

odeur fortement aromatique.

Le rendement en HE est estimé a 0,41%, révélant sa pauvreté en molécules actives. Ce
rendement est bas comparé a celui trouvé par Derwich E. et al., 2010 pour la méme espece
poussant au Maroc dans la région de Boulmane (1,62%). Par ailleurs, un rendement inférieur au
notre (0.34%) est enregistré pour la méme espece collectée a Bejaia dans la station de Pic de la dent
au niveau du Parc National de Gouraya par Amalou et Mouhoubi., 2014.

1.80%
1.60%
1.40%
1.20%
1.00%
0.80%
0.60%

0.40%
0.00%

p de la dent djemaa boulmane

Figure 37 : la variation des rendements entre trois régions différentes.

Le rendement en huile essentielle dépend de la saison de récolte (Sivropoulou et al., 1997), car
durant les mois a basses températures et de courtes photopériodes, on assiste a une réduction
évidente de la production des composés volatils (Boira et Blanquer, 1998). Ceci explique le
rendement élevé en huile essentielle obtenue au Maroc, et c’est d0 au fait que notre récolte a eu lieu
au mois de février, alors qu’au Maroc elle était au mois de mars qui est la période de floraison de
cette plante, et il est évident que le rendement en huile sera important pendant cette période.
(Ennajar et al., 2007).

Aussi cette variabilité est due a la différence du climat, la région de la station de Pic de la dent (a
Bejaia) posséde un climat sub-humide (Office National Météorologique Algérien, 2005)
Contrairement a la région de djamaa qui a un climat désertique chaud et sec. Ceci expliquerait

pourquoi nous obtenons un rendement supérieur a celui obtenu a Bejaia.
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D’aprés Fluck, 1963 ; Powell et Adams, 1973 et Adams et al., 1992, la quantité et la qualité des
huiles volatiles reflétent I'influence des variables génétiques ainsi que celle des facteurs climatiques
et des conditions édaphiques.

Il Extraction des polyphénols :

L’extraction des composés phénoliques est réalisée par la macération de la plante Juniperus
phoenicea dans le méthanol, apres filtration et 1’obtention du filtrat, il a été évaporé dans I’étuve
pour avoir a la fin un extrait méthanolique visqueux de couleur marronné et d’une odeur assez

évidente.

0,

% Rendement des polyphénols :

Le rendement d’extrait J. phoenicea est estimé a 25%o, cela explique sa richesse en composes

phénoliques.

Ce rendement est supérieur a celui trouvé par El jemli, 2020 qui a été de I’ordre de 20,16% au
Maroc dans la région Essaouira sachant que la période de récolte est la méme (mois de février), cela
peut étre influencé par rapport a la variation géographique, écologique, 1’age de la plante et des

facteurs génétiques (Athamena, 2009).

L’étude faite par Amara, 2019 sur la plante collectée dans la région d’Ain Nouissy wilaya de
Mostaganem, a présenté un rendement de 52,45%, nettement supérieur a celui de notre étude. Ce
qui est expliqué par la variance des méthodes d’extraction et le solvant utilisé¢ (méthanol pour nous,
éthanol pour leur étude). Ces paramétres sont des facteurs qui ont un effet remarquable sur les
rendements des extraits des plantes, qui varie aussi selon la composition chimiques et 1’aspect

physique de la matiere végétale (Lee et al., 2003).

60% -

50% -

40% -

30% -

52.45%

20% -

259
10% - % 20.16%

0% T T 1
Diamaa Essaouira Ain Nouissy

Figure 38 : Histogramme des variations des rendements de trois régions différentes.
40



Chapitre 111 : Résultats et Discussion

1.1 Dosage des polyphénols totaux :
o Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux :

La teneur en polyphénols totaux est déterminée par la méthode colorimétrique, en utilisant le
réactif « Follin Ciocalteu », cette courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant 1’acide gallique

qui est le standard le plus souvent utilisé.

La formule de régression linéaire de cette courbe est de
y = 0.568 x + 0.049 avec un coefficient de corrélation R? = 0,998 (figure 39).

Acide gallique
0.7 -
y =0.5683x + 0.0496

0.6 - R2=0.9989
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Concentration d'acide gallique (mg/ml)

Figure 39 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

o Le résultat du dosage :

Le taux de polyphénols contenu dans I’extrait méthanolique de Juniperus phoenicea est : 49,23 £
0.23 mg EAG/g extrait.

Dans une étude faite par Soltani et al.,2017 sur la teneur des composés phénoliques des feuilles
de genévrier de Phénicie du Maroc, ils indiquent une teneur en polyphénols importante, de 1’ordre
de 114,00 mg EAG/qg.

Alors que I’étude menée par Hayouni et al., 2007, qui ont testé deux méthodes d’extraction qui
sont la macération et la méthode de Soxhlet, avec différents solvants d’extraction comme le
méthanol et I’acétate d’éthyle sur I’espéce de Juniperus phoenicea récoltée en Tunisie, a démontré

que la quantité des composés phénoliques est entre 66 et 202 mg GAE/ g d’extrait.
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Geénéralement, la teneur en polyphénols d’un extrait dépend du solvant utilisé, la méthode
d’extraction utilisée, des facteurs biologiques (génotype...) et des conditions environnementales
comme le rayonnement U.V, la température...etc. (Hayouni et al., 2007).

1.2 Dosage des flavonoides :
o Droite d’étalonnage de la quercétine :

Les différentes concentrations des flavonoides sont calculées a partir de la gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine, La formule de la régression linéaire de cette courbe est de :
y = 29.151 x + 0.051 avec un facteur de corrélation R?=0.9938.
Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine par un gramme de maticre

seche (mg EQ/g ms).

Quercétine
0.8 -
0.7 y =29.151x + 0,051
0.6 - R%=0,9938

Absorbance a 430 nm
o
N

0 T T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentration de quercétine (mg/ml)

Figure 40 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides

o Résultat de dosage des flavonoides :

Aprés le dosage des composés phénoliques totaux, nous avons effectué la quantification des
flavonoides qui constituent une partie intégrante des polyphénols totaux. Le résultat obtenu nous
indique une teneur en flavonoides égale a 10.12+0.18 mg EQ/ g extrait. Cette teneur reste tres
faible par rapport a celle trouvée dans d’autres travaux scientifiques.

Amalou et Mouhoubi, 2014 ont rapporté une teneur en flavonoides, de la méme plante issue du

parc biologique de Gouraya a Bejaia, égale a 16.52 mg EQ /g extrait.

Egalement, Keskes et al., 2014 ont analysé la teneur en flavonoides de I’extrait méthanolique de
genévrier de Phénicie issu du Maroc et ont rapporté une valeur de 176 mg EQ/g et qui est nettement

plus élevée que celle obtenue dans cette étude.
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Cette différence de résultat peut étre due a la zone géographique d’ou la plante est récoltée car

ces auteurs ont travaillé avec des plantes de la méme espéce et qui sont issues de différentes zones.

111 Etude de ’activité antioxydante :
111.1 Méthode DPPH :
La mesure de I’absorbance a été réalisée a 517 nm, et a permis d’évaluer la capacité de 1’huile

essentielle du Juniperus phoenicea a piéger le radical libre DPPH a différentes concentrations.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes du pourcentage d’activité antiradicalaire
pour chaque extrait de la plante et celui de la vitamine C. D’apres les résultats représentés dans la
figure 41, on peut constater que I’activité antiradicalaire est dose dépendante car elle est

proportionnelle & I’augmentation de la concentration de nos échantillons.
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Figure 41 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations utilisées pour I’huile essentielle, extrait méthanolique du Juniperus
phoenicea et la vitamine C.

R/

% Cette figure qui présente le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction de
différentes concentrations, montre que notre HE présente un pourcentage d’inhibition maximal
de 2.25 % a une concentration de 1000 pg/ml. Ce qui fait que nous n’avons pas pu déterminer
les valeurs de ICso recherchées, il est clair qu’elle ne présente pas de pouvoir antioxydant

important.

Une étude faite par Abdelli, (2018) sur trois huiles essentielles des feuilles séches, feuilles
fraiches et les baies du Juniperus phoenicea récoltés a I’ouest algérien (Mostaghanem) montre que

le pourcentage d’inhibition varie de fagon proportionnelle aux concentrations utilisées. A la plus
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grande concentration (5000 pig/ml), I’huile des feuilles séches a donné un pourcentage d’inhibition
de 25.52%.

Par comparaison avec I’étude menée par Satrani et al., 2015, sur I’activité antioxydante des
huiles essentielles de trois espéces du genévrier marocains, le résultat de calcul du pourcentage
d’inhibition est de 64.19%, qui est nettement supérieur a nos résultats, ce qui confirme un faible

potentiel antioxydant de ’'HE de notre espéce étudiée.

% Le dosage de l’activité antioxydante de ’extrait méthanolique de Juniperus phoenicea a
permis d’obtenir un pourcentage d’inhibition maximale de 75,81% a une concentration de

img /ml.

L’ICso est un parametre qui definit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50%
du radical DPPH. Plus la valeur d’ICso est petite, plus I’activité antioxydante est grande (Khoudali
et al., 2014). L’ICso est calculé par régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction de

différentes concentrations de I’extrait.

La valeur d’ICso pour I’extrait méthanolique est égale a 17,11ug/ml, cela veut dire que I’extrait

présente quand méme une activité antioxydante remarquable.

Cependant, comparé avec 1’acide ascorbique qui est utilisé comme un antioxydant standard dont

I’ICso est de ’ordre de 6,35ug/ml, la capacité antioxydante de I’extrait méthanolique reste moindre.

20 -

15 A

10 -

matmata M'sila djemaa

Figure 42 : histogramme de concentration I1Cso (ug/ml) de chaque région.

Ennajar, 2009 avec son étude sur 1’extrait méthanolique de Juniperus phoenicea récolté dans la
région de Matmata (Tunisie) en mois d’Octobre a démontré une 1C50 de 8,5 pg/ml qui est
inférieure a celle trouvé dans notre étude, sachant que la région de Djamaa ( notre région de récolte)

et la région de Matmata ont les mémes caractéristiques géographiques , donc la variation de ces
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valeurs peuvent étre influencés par la saison de récolte ou la plante subit des changements dans sa

composition chimique (Lee et al., 2003).

Néanmoins, une autre étude sur cette plante issue de la région de M’sila a montré une activité

antioxydante similaire a la notre puisque 1’IC50 rapportée s’éléve a 15,75ug/ml (Brahimi, 2017)

D'apres ces résultats, nous constatons un écart important entre I’activité antioxydante de ’'HE et
de P’extrait méthanolique de notre plante. En effet, I’'HE présente un faible pouvoir antioxydant par
rapport a ’extrait méthanolique qui présente une activité antioxydante remarquable. Cet écart est
probablement da a I’effet du séchage de la matiére végétale, car I’activité antioxydante des extraits
au solvant est profondément modifiée apres le séchage de la matiére végétale, mais cette

modification n’a pas la méme évolution dans le cas de I’'HE (Dabire et al., 2011).

Nous constatons que 1’évaluation de I’activité antioxydante varie considérablement d’une étude
a une autre, elle depend de la composition chimique, la concentration et la structure des molécules
dotées de propriétés antioxydantes, mais aussi de la nature de la matiere vegétale, les méthodes
d’extraction et la température. Il est donc nécessaire de préciser qu’il n’y a pas de systéeme parfait
qui évalue la « vraie » activité antioxydante d’un seul composé ou d’un mélange complexe (Miguel

et al., 2007).
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Conclusion et perspectives

Les plantes sont de Véritables usines chimiques, elles ne cessent de nous étonner encore et
encore par la richesse des constituants qu'elles fabriquent, elles représentent une source inépuisable
de substances et de composés bioactifs naturels.

Ce travail a porté sur ’extraction de I’HE ainsi que I'extraction et le dosage des polyphénols et
des flavonoides de la partie aérienne d’une espece médicinale endémique de 1’Afrique du Nord

« Juniperus phoenicea », ainsi que I’évaluation de leur activité antioxydante.

Dans un premier temps, ’extraction d’HE et des polyphénols a donné un rendement de 0.41% et de
25% respectivement.

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de I’extrait méthanolique a montré que cette
plante est pauvre en polyphénols totaux et renferme une teneur faible de 49.23 + 0.23 mg EAG/g
extrait. Concernant les flavonoides totaux, les résultats ont montré que cette plante représentait une
faible teneur en flavonoides de 1’ordre de : 10.12 + 0.18 mg EQ/g.

L’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique et de I’'HE a été realisée par le test
de piégeage de radical libre DPPH. Cette évaluation montre que : I’extrait de cette plante présente
un bon potentiel antioxydant avec une ICso de 17.11pg/ml mais qui reste moins important que celui
de I’acide ascorbique (ICso = 6.35 pg/ml) ; PHE de cette plante présente un faible pouvoir

antioxydant avec un pourcentage d’inhibition maximal de 2.25%.

A travers ces résultats, nous constatons que Juniperus phoenicea présente un pouvoir antioxydant

plus ou moins important.
En perspectives :

Ce travail n'est qu'une premiere étape d'étude dans la valorisation de cette espéece, il convient de

compléter ces premiers résultats par :

- L’étude qualitative d’extrait méthanolique par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) afin de pousser les résultats au niveau moléculaire.

- Cette étude peut étre approfondie par d'autres études afin d'évaluer I'activité antibactérienne
et de réaliser des tests in vitro et/ou in vivo pour évaluer certaines activités thérapeutiques
(activités anti-inflammatoires, activités antitumorales... etc.).

- Il serait aussi intéressant, a travers de futures études, d'identifier les molécules
biologiquement actives dans I'extrait sec de cette plante, pour la fabrication de médicaments

et d'investiguer de nouveaux traitements.
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