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Introduction

La grande diversité des métabolites secondaires bioactifs présents dans les plantes
médicinales représente 1'un des dons les plus précieux de la nature a I’humanité. Des composés
naturels tels que les alcaloides, les flavonoides, les phénols et les terpénoides ont, depuis
I’ Antiquité, fait preuve d’un vaste éventail de propriétés thérapeutiques contre de nombreuses

maladies graves (Pandey & Gupta, 2020).

L'utilisation des plantes a des fins thérapeutiques (phytothérapie) remonte a longtemps et
suscite actuellement un nouvel intérét parmi le public. On peut utiliser les plantes dans leur

intégralité ou les produits d'extraction qu'elles donnent (Marc et al., 2001).

D'apres l'organisation mondiale de la sant¢ (OMS), plus de 80% des habitants du globe
s'appuient sur la médecine traditionnelle pour couvrir leurs besoins en soins de santé primaires
(Derwich et al., 2010). De plus, 74% des remedes a base de plantes sont employés dans la
médecine contemporaine, ce qui fait que leur utilisation est directement liée a leur emploi

traditionnel (Huh et al., 2015).

Les antioxydants ont une importance capitale pour la santé, car ils peuvent diminuer ou
neutraliser les dommages engendrés par les radicaux libres dans le corps. Des études scientifiques
dans différents domaines ont ét¢ menées pour l'extraction, I'identification et la quantification de
ces composés issus de plantes médicinales (Roberts & Sindhu, 2009). Aujourd’hui, les plantes
aux propriétés antioxydantes sont largement utilisées a des fins préventives, comme aliments
fonctionnels et thérapeutiques, dans I’industrie agroalimentaire ainsi que dans la nutrition

humaine (Wasowicz et al., 2004)

Parmi les sources végétales d’antioxydants, les coniféres du genre Juniperus occupent une
place particuliere grace a leur composition chimique variée, riche en polyphénols, flavonoides et
autres métabolites secondaires. Le genévrier thurifere (Juniperus thurifera L) appartenant a la
famille des Cupressaceae, est présent uniquement dans certains pays méditerranéens : Algérie,

Maroc, Espagne, France (incluant la Corse) et Italie (Gauquelin ef al., 1999).

Dans cette perspective, la présente étude s’est intéressée a la détermination de la teneur en
polyphénols et en flavonoides des extraits des feuilles et des rameaux de Juniperus thurifera,

ainsi qu’a I’évaluation de I’activité antioxydante des huiles essentielles issues de ces organes.
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Ce manuscrit est divisé en trois chapitres principaux:

o Le premier chapitre est une synthése bibliographique dans laquelle nous donnerons
une description botanique et systématique de 1’espéce ainsi que des généralités sur les
huiles essentielles (méthode d’extraction, composition chimique, mécanisme
d’action).

o Le deuxiéme chapitre est une mise en revue du matériel et méthodes et protocoles
adoptés dans ce travail.

o Dans le chapitre résultats et discussions, les résultats issus de ce travail sont présentés
et discutés.

o Enfin, une conclusion générale qui résume 1’ensemble des résultats obtenus.
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Chapitre I : Synthése bibliographique

I.1. Apercu sur I’espéce Juniperus thurifera

I.1.1. La famille des Cupressaceae
Les Cupressacées, qui font partie des coniféres, appartiennent a l'ordre des Pinales. Au sein
des Gymnospermes, c'est-a-dire des arbres dont les graines sont nues. Cette famille a la plus

grande distribution mondiale ( Poncet et al., 2021).

Selon une classification phylogénétique la famille des Cupressaceae est composée de
160 especes réparties en 7 sous familles et 29 genres distribuées dans les hémisphéres nord et sud

(Little, 2006).

Leur feuillage, composé d'écailles imbriquées et denses, est persistant. La plupart des
Cupressacées sont monoiques, ce qui signifie qu'ils possedent a la fois des organes
reproductifs males et femelles sur la méme plante. Ils portent des petites fleurs incomplétes et
unisexuées qui apparaissent sur des chatons strobiliformes, appelés cones males et femelles. Les
cones males, quant a eux, sont constitués de 3 a 10 sacs polliniques ou microsporanges. Lorsqu'ils
atteignent leur maturation, ces sacs se fendent longitudinalement, libérant

ainsi de vastes quantités de pollen dans l'air (Poncet et al., 2021).

I.1.2. Le genre Juniperus
Le genre Juniperus faisanr partie de la famille des Cupressacées, compte environ 67

especes et 28 variétés (Emami et al., 2011) .

Les genévriers sont généralement des arbres ou des arbustes, souvent résineux et
aromatiques. Bien que le genre Juniperus soit généralement dioique (certaines especes peuvent
étre monoiques). L'écorce des troncs est souvent fibreuse et se desquame en longues laniéres sur
les troncs matures (Badri, 2003). Les feuilles des genévriers sont persistantes et simples. Elles
peuvent étre disposées de maniére alternée autour du rameau ou repliées a la base, apparaissant

alors en disposition distique, opposée ou verticillé (Judd et al., 2002) .

1.1.3. L’espéce Juniperus thurifera

1.1.3.1. Description botanique

Le genévrier thurifere (Juniperus thurifera L.) (Nom commun "berbere": Aywel;
Thazenzna) est un arbre qui se caractérise par sa taille variable, pouvant atteindre jusqu'a 20

metres de hauteur. Son tronc, trés ramifié, adopte une structure a "troncs multiples" ou multicaul(
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Montes, 1999). Les cones femelles (galbules) possedent une texture charnue, et une forme sub-
globuleux, de couleur noir bleuatre. Quant aux fleurs males, elles se regroupent en chatons
terminaux d'une forme sub-globuleuse et mesurent en moyenne Smm. Ces fleurs se

trouvent sur de courtes ramifications dressées (Badri, 2003; Montgs, 1999).

Figure 1 : L’espéce Juniperus thurifera L. dans son milieu naturel (photo prise 2025).

1.1.3.2. Classification botanique
La classification botanique de 1’espece J. thurifera est résumée dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1: La position systématique de Juniperus thurifera L (Mao et al., 2010).

Reégne Plantae
Sous-régne Pracheobionta
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Gymnospermes
Division Pinophyta
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Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Cuperssaceae
Sous-famille Cupressoideae
Genre Juniperus L
Section Sabina
Espéce Juniperus thurifera L

1.1.3.3. Répartition géographique

Le Genévrier thurifére est une essence a aire disloquée limitée a la partie occidentale du
bassin méditerranéen. Il est présent en Europe : France, Italie, Espagne, et en Afrique du Nord :

Au Maroc et en Algérie (Badri, 2003).

En Algérie, le genevrier thurifére est particulierement présent dans le massif de I'Aurés, ou
il forme des peuplements largement ouverts, dégradés. Dans les Aures, le thurifére se répartit en
trois sections de tailles variées : la premiere se trouve dans la zone de T kout, la deuxiéme dans la

vallée de 1’Ouled Abdi, tandis que la troisiéme est établie a Tibhirine (Zeraib, 2016).
I.2. Les huiles essentielles

1.2.1. Définition
Une huile essentielle est un extrait aromatique, souvent d'une composition
complexe, obtenu a partir d'une matiere premiere végétale spécifiquement définie. Elle est
obtenue par entrailnement a la vapeur d'eau, par distillation a sec ou par une
méthode mécanique appropriée, sans recourir a la chaleur. En générale, elle est ensuite séparée

de sa phase aqueuse par un procédé¢ physique, préservant ainsi sa composition d'origine (Bourain,

2013).

1.2.2. Localisation
Les huiles essentielles sont présentes dans 1'ensemble du régne végétal. Elles se trouvent
stockées dans des structures spécialisées des plantes, notamment au niveau des fleurs, des

feuilles, des fruits, des graines, des écorces et des racines (Ens et al., 2009). Leur
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stockage s'effectue au sein de cellules sécrétrices, de cavités, de canaux, ainsi que dans

les cellules épidermiques ou les trichomes glandulaires (Bakkali ef al., 2008).

1.2.3. Composition chimique

Une huile essentielle présente une composition moléculaire complexe, qui lui confere
des propriétés uniques. Elle est dépourvue des protéines, des lipides, des glucides, ainsi que des
minéraux et des vitamines, ce qui implique qu'elle n'offre aucune valeur nutritionnelle

(Athamena, 2019).

Les composants des huiles essentielles peuvent étre divisés en deux catégories attribuant

aux essences aromatiques leurs propriétés biologiques :

1.2.3.1. Les terpénes :
C'est une famille de composés qui se retrouve largement dans le monde végétal, composée
d'une combinaison de 5 atomes de carbone (C5), aussi appelée : isoprene. Ce groupe se

décompose en deux sous-catégories : les monoterpenes et les sesquiterpénes (Bouras, 2018).
1.2.3.2. Les phénylpropanoides : (les composés aromatiques)

Ils sont nettement moins courants que les composés terpéniques. Ils intégrent diverses

fonctions telles qu’alcool et phénols.

I1 se peut aussi qu'elles contiennent divers produits dérivés du processus de décomposition

impliquant des composants non volatils (Bouras, 2018).

1.2.4. Les méthodes d’extraction des huiles essentielles

Plusieurs méthodes sont utilisées pour 1’extraction des huiles essentielles, des méthodes
traditionnelles qui sont les plus utilisées c’est le cas de: I’hydrodistillation ou l'enfleurage et des
méthodes innovatrices comme 1’extraction au CO2 supercritique et 1’extraction sans solvant

assistée par micro-ondes (Capuzzo et al., 2013).

L’hydrodistillation demeure la méthode la plus utilisée pour 1’extraction des huiles
essentielles. Cette méthode repose sur 1'évaporation de I'huile essentielle en chauffant un mélange
d'eau ou d'autres matériaux, tels que des solvants, en présence de la plante. Les vapeurs ainsi
générées sont ensuite liquéfiées dans un condenseur (Fabrocini, 2007). Les principes volatils sont
entrainés par les vapeurs d’eau puis refroidis et enfin séparés de la phase par décantation (Moro,

2008).
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L.2.5. Propriétés thérapeutiques des huiles essentielles
Les huiles essentielles (HEs) sont reconnues pour leurs propriétés antimicrobiennes, anti-
inflammatoires et analgésiques, ce qui les rend précieuses en médecine complémentaire et

conventionnelle.

» Propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes : Les HEs possédent des propriétés
qui peuvent réduire I'inflammation et le stress oxydatif, contribuant ainsi a leur efficacité

thérapeutique (Damido P. ef al., 2023).

» Effets antimicrobiens : Les HEs présentent des effets inhibiteurs significatifs contre les
bactéries, les champignons et les virus, ce qui en fait des alternatives potentielles aux

antibiotiques conventionnels (Aljaafari et al., 2021).

» Soulagement de la douleur et réduction du stress : les HEs peuvent soulager les
symptomes d'anxiété, de dépression et de douleur, améliorant ainsi le bien-étre général

(Sharangi & Peter, 2022).
I.3. Les polyphénols

1.3.1. Définition

Les polyphénols, également connus sous le nom de composés phénoliques, sont des
molécules caractéristiques du régne végétal. Ces substances, qui font partie du métabolisme
secondaire des plantes, se distinguent par la présence d'un cycle aromatique, généralement orné

de groupements hydroxyles, qu'ils soient libres ou lié¢s a un glucide (Gerhard, 1993).

On les retrouve au sein des plantes, des racines jusqu'aux fruits. Bien que leurs fonctions
ne soient pas strictement essentielles a la vie de la plante, ces substances jouent un
role capital dans ses interactions avec son environnement, contribuant ainsi a la survie de

l'organisme au sein de son écosystéme (Hynes & O’Coinceanainn, 2004).

Les cycles aromatiques phénoliques présents dans les plantes proviennent de deux
principales voies de synthése, la voie shikimate (également impliquée dans la production des
acides aminés (Phe et Tyr) et la voie du polyacétylate, qui est le résultat de la condensation des
molécules d'acétyle coenzyme A. Cette biosynthese a conduit a la création d'un large éventail des

molécules spécifiques a une espéce végétale, un organe ou un tissu particulier (Sabiha, 2013).
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1.3.2. Les principales classes des polyphénols

La classification des polyphénols repose principalement sur leur structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les composants qui relient ces noyaux. On peut identifier deux catégories:
les composés phénoliques simples et les composés phénoliques complexes (D’ Archivio ef al.,

2007).

1.3.2.1. Les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont des composés phytochimiques qui possedent au moins

un groupe carboxyle ainsi qu'un groupe hydroxy-phénolique (Chanforan, 2010).
» Les acides hydroxybenzoique (C6-C1)

Les hydroxybenzoiques, dérivés de 1'acide benzoique, présentent une structure générale de
type (C6-C1). On les retrouve généralement sous forme d'esters ou de glycosides. Parmi les
différentes molécules de cette catégorie, les plus courantes sont 1'acide gallique, 1'acide

vanillique, I'acide syringique et l'acide p-hydroxybenzoique (Salta et al., 2007).
» Les acides hydroxycinnamiques (C6-C3)

Ils dérivent de 1'acide cinnamique et posseédent une structure de base de type (C6-
C3). Souvent,ces composés se trouvent associés a des molécules organiques. Les différents
niveaux d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique conférent a ces molécules une
réactivité chimique significative. On peut notamment citer parmi elles I'acide caféique, I'acide

férulique, I'acide p-coumarique et I'acide sinapique (Sarni-Manchado & Cheynier, 2006).
1.3.2.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés qui possedent une structure de base composée de quinze
atomes de carbone, intégrant deux noyaux aromatiques et un hétérocycle central de type pyrane,
formant ainsi une architecture C6-C3-C6. Leur role est essentiel dans la pigmentation des fleurs,
ainsi que dans les mécanismes de défense contre les rayons UV, les herbivores et
les infections microbiennes. On les trouve dans une grande variété d'aliments, tels que les fruits,

les 1égumes, les céréales, les jus de fruits, le thé et le vin (Emeraux, 2019).



Chapitre I : Synthése bibliographique

Les flavonoides se déclinent en plusieurs classes, parmi lesquelles on trouve les flavones,
les flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines. La

structure fondamentale de ces flavonoides peut accueillir diverses substitutions,

les groupes hydroxyles apparaissant généralement aux positions 4, 5 et 7. On observe également

que ces composés se présentent fréquemment sous forme de glycosides (Achat, 2013).
L.4. Activité antioxydant

1.4.1. Stress oxydatif

L'oxygene joue un role essentiel dans la vie des organismes aérobies. En effet, les
mitochondries, qui en consomment la majeure partie, I'utilisent comme substrat dans la chaine
respiratoire pour produire de I'énergie sous forme d'ATP. Ce processus métabolique entraine
¢galement la génération d'especes réactives dérivées de I'oxygene (ERO) et de I'azote (ERN), qui
se retrouvent en équilibre avec les systemes antioxydants de 1'organisme. Elles
constituent la principale catégorie d'especes réactives produites dans les organismes vivants, en

raison de I'importance du métabolisme aérobie (Roede & Jones, 2010).

1.4.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espeéce chimique, qu'il s'agisse d'un atome ou d'une molécule, qui
possede un électron non apparié. Ce déséquilibre n'est que temporaire et se rétablit soit par
l'acceptation d'un ¢électron supplémentaire, soit par le transfert de cet électron libre vers une autre

molécule (Afonso et al., 2007).

1.4.3. Roles des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres en biologie réside dans le fait qu'ils sont a la
fois périlleux et indispensables a la vie. D'une part, ces composés peuvent étre a l'origine de
diverses pathologies ; d'autre part, ils remplissent de nombreuses fonctions bénéfiques. En
effet, les radicaux libres interviennent dans des processus tels que la phagocytose, le
fonctionnement des enzymes, la signalisation cellulaire, la défense immunitaire, ainsi que la
destruction des cellules tumorales. Par ailleurs, ils jouent un réle crucial dans la régulation de la
dilatation capillaire, le fonctionnement des neurones associés a la mémoire, la fécondation de

l'ovule, ainsi que dans la régulation des genes (Favier, 2003).

1.4.4. Les antioxydants
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Les antioxydants sont des substances présentes en concentrations faibles, ayant la capacité
de ralentir ou d'empécher 1'oxydation d'autres composés. Ils englobent des enzymes
spécifiques ainsi que de petites molécules solubles dans 1'eau ou dans les lipides (Droge,
2002). Certains sont produits par 1’organisme, ce sont les antioxydants endogénes, ou proviennent

de I’alimentation, et sont donc exogénes (Oueslati, 2017).

Pour contréler la production permanente des ROS, les organismes vivants posseédent des
systémes de défense qui les protegent contre les dommages des ROS. Ces défenses permettent de
maintenir la concentration en especes radicalaires a un taux basal (homéostasie physiologique).
En effet, elles possedent une grande affinité pour les ROS, avec lesquelles elles réagissent tres
rapidement pour les neutraliser (Oueslati, 2017). Il s'agit d'une barriére de défense composée de
superoxyde dismutase (SOD), de catalase, ainsi que de peroxydase (glutathion et ascorbate)
(Favier, 2003). Ces enzymes antioxydantes permettent 1’élimination des radicaux libres, selon les

réactions suivantes :

superoxyde dismutase

20, +2H* > H,0,+0,

catalase

21,0, > 2H,0+0,

glutathione peroxydase

H,0,+2 GSH > 20,0 +GSSG

Figure 2: Réactions catalysées par les antioxydants enzymatiques (Weydert & Cullen, 2010).
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I1.1. Matériel

I1.1.1. Matériel Végétal
Le matériel végétal utilisé dans cette étude comprend la partie aérienne, a savoir les feuilles
et les rameaux, de J. thurifera. La récolte a été effectuée au mois de décembre dans la région de

T’kout, située dans la wilaya de Batna, au nord-est de I’ Algérie.

Le matériel a été nettoy€, puis séché a température ambiante et a I’ombre pendant 15 jours

avant d’étre conservé jusqu’a son utilisation.

Figure 3 : Les feuilles et rameaux séchés de Juniperus thurifera (photo prise 2025).

11.1.2. Matériel de laboratoire
11.1.2.1. Réactifs

DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), réactif de Folin-Ciocalteau (10%),solution de
carbonate de sodium (Na2CO3) (7,5%), solution de chlorure d'aluminium (AICI3) a 2%, la
quercétine , acide gallique , les solvants (méthanol, 1- butanol, dichlorométhane , acétate

d’éthyle) , eau distillée.
I1.1.2.2. Instruments et Appareillages

Appareil type clevenger, spectrophotometre UV-vis, étuve électrique, agitateur magnétique,
vortex, balance analytique, centrifugeuse, micropipette, évaporateur rotatif, tubes a essai,

erlenmeyer, bécher, éprouvette.
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11.2. Méthodes

I1.2.1. Extraction des huiles essentielles
Les huiles essentielles ont été obtenues par hydrodistillation,pendant 3 heures a 1'aide d'un
appareil de type Clevenger (Figure 4). Ce procédé repose sur la capacité de la vapeur d'eau a

transporter les huiles essentielles.

Figure 4 : Appareil d'extraction des huiles essentielles type Clevenger (photo prise 2025).

Une quantité de 250g du matériel végétal (des rameaux coupé en petit morceaux ou
feuilles) a été introduite dans un ballon en verre de | L. L’eau est ensuite chauffée jusqu’a
¢bullition, ce qui provoque la formation de vapeur. Cette vapeur s'éleve et circule a travers le

réfrigérant, maintenu a une température constante entre 15°C et 18°C.

La durée de l'extraction par hydrodistillation est généralement comprise entre 3 et 4 heures,

en fonction de la nature de la plante et des conditions opératoires.

L'huile essentielle ainsi obtenue est récupérée puis traitée avec un agent déshydratant, le
sulfate de sodium pour éliminer I'eau résiduelle de I'huile. Les huiles ont été conservées dans des

flacons en verre opaque a 4°C a 1'abri de la lumicre jusqu'a leur utilisation.

II .2.2. Préparation des extraits bruts
Apres séchage, les feuilles de Juniperus thurifera ont été broyées a I’aide d’un mortier
traditionnel afin d’obtenir une poudre grossiére, puis affinées a 1’aide d’un moulin électrique

(Moulinex) pour obtenir une poudre fine. Le matériel végétal ainsi préparé a été¢ soumis a une
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extraction par macération avec quatre solvants organiques : n-butanol, méthanol,

dichlorométhane et acétate d’éthyle.

Une quantité de 5 g de poudre de feuilles a été¢ mise a macérer dans 50 mL de chaque

solvant.

La macération a été effectuée sous agitation constante pendant 24 heures, a température

ambiante et a [’abri de la lumiére.

Apres 24heures de macération, les mélanges ont été centrifugés pendant 1 minute a 3000 tours
par minute afin de séparer le surnageant. En cas de présence d’impuretés visibles, le surnageant a

été filtré sous vide a I’aide de papier filtre.

Les extraits obtenus ont ensuite été concentrés a une température de 40°C a 1’aide d’un

¢vaporateur rotatif afin d’éliminer les solvants et de récupérer les extraits bruts.

La série d’extraction nous a permis d’obtenir quatre extraits : I’extrait d’acétate d’éthyle
(EAc), ’extrait dichlorométhanique (EDm) et 1’extrait méthanolique (EMe), 1’extrait n-
butanolique (EBu). Ces derniers ont ét¢ conservés a 1'obscurité a 4 °C pour les analyses

ultérieures.
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Préparation du matériel végétal :
Broyage du matériel végétal séché

V

Extraction

5 g de matériel végétal broyé dans 50 ml
de chaque solvant

Macération 24 h a T° ambiante

A T'obscurité + agitation

Centrifugation

A 3000 tr/min pendant 1 min.

@ Prendre les surnagent

Filtration sous vide

Les surnagent des extraits

U

Evaporation rotatif

Concentrer les extraits a 40°C

J

Conserver Les 4 extraits bruts 2 4 °C a
I'obscurité

(EMe, EAc, EBu, EDM) avec des

concentrations équivalentes

Figure 5 : Protocole de préparation de I’extrait brut.
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I1.2.3. Calcul de rendement en huiles essentielles
Le rendement en huile essentielle est le rapport du poids de I’'HE extraite et le poids de la

maticre végétale séche. Il est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule suivante:

R (%) = Masse (HE)/ Masse (M vs) x 100

R (%) : Rendement en huile essentielle.
Masse (HE) : masse de I’huile essentielle.
Masse (M vs) : masse du matériel végétal sec.

I1 .2.4. Etude phytochimique
11.2.4.1. Dosage des polyphénols totaux

» Principe
Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitu¢ par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo12040). 11 est réduit
lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La
coloration produite, dont l'absorption maximum a 765nm est proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot & Charpentier, 2006).

» Mode opératoire
Un volume de 0.5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (10%) est ajouté a 0,1 ml de chaque
extrait. Aprés 4 minutes, 0,4 ml de la solution de carbonate de sodium (Na2CO3) (7,5%) sont
ajoutés. Le mélange est incubé 2h a I’obscurité a température ambiante. L’absorbance a été

mesurée a 765 nm contre un blanc sans extrait.

La concentration des composés phénoliques dans chaque extrait est exprimée en
milligramme équivalent d’acide gallique par 1g de matiere seéche grace a une courbe d’étalonnage

obtenue avec différentes concentrations d’acide gallique (Ribéreau-Gayon, 1968).
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11.2.4.2. Dosage des flavonoides
» Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode basée sur la formation
d’un complexe tres stable, entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygéne présent sur les

carbones 4 et 5 des flavonoides (Ali-Rachedi et al., 2018).

Les flavonoides forment des complexes jaunatres lors de chélation des métaux, dans cette
méthode c¢’est I’aluminium sous forme d’ions Al+3, apres décomposition de chlorure
d’aluminium (AICI13). Les complexes formés sont responsables de I’absorption de la lumiere dans

le visible qui est proportionnelle a la concentration en flavonoides.

» Mode opératoire
Un volume de 1 ml de chlorure d’aluminium (2%) est ajouté a 1 ml de chaque extrait.
L’absorbance est lue a 430 nm, aprés 15 min d’incubation a température ambiante, contre un
blanc sans extrait. La concentration des flavonoides dans chaque extrait est exprimée en
milligramme équivalent d’un standard par 1 g de maticre séche grace a une courbe d’étalonnage

obtenue avec différentes concentrations de la quercétine (Ribéreau-Gayon, 1968) .
11.2.4.3. Test piégeage du radical DPPH (Diphényl Picrylhydrazyle)
» Principe

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre trés utilisé dans 1’évaluation de
I’activité antioxydant. Une solution de DPPH est colorée en violet. Mise en présence
d’antioxydant (donneurs de proton) capable de réduire le radical DPPH a la forme d’hydrazine
(non radical) en acceptant un atome d’hydrogene (Figure 6), sa couleur tire vers le jaune. La
diminution de la coloration est proportionnelle a I’activité antioxydant de I’extrait testé, elle est

suivie par spectrophotométrie UV a 517nm.

L’¢équation de la réaction du DPPH avec une molécule donneuse de protons (RH) peut

s’écrire:
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Figure6 : Réduction du radical DPPH par une molécule donneuse de protons (Boudjedjou,
2020).

» Mode opératoire

L'activité de pi¢geage des radicaux DPPH des huiles essentielles a été mesurée comme
décrit par (Doshi et al., 2015). Brievement, 100ul de chaque huile essentielle solubilisée dans le
méthanol a été ajoutée a 900 pl de solution de DPPH (0,1uM) fraichement préparée. Apres
agitation, le mélange a été incubé pendant 30 min a I'obscurité et a température ambiante, puis
'absorbance a ét¢ mesurée a 517 nm contre un blanc (mélange sans huile essentielle).L’acide
ascorbique a ¢été utilis¢é comme antioxydant standard. Il a été préparé dans les mémes conditions.

Le pourcentage d'inhibition du radical DPPH (1%) a été calculé selon la formule:

[ Pourcentage d’inhibition (%) = [(A Controle- A échantillon) /A Contréle] x 100 ]

1% : Le pourcentage d’inhibition.
A controéle : absorbance de la solution de DPPH seule (sans extrait).
A échantillon : absorbance de la solution contenant 1’extrait testé.

La diminution de 1’absorbance indique la réduction du DPPH par les antioxydants présents

dans 1’extrait.

17



Chapitre 11 : Matériel et Méthodes

La valeur CI50 est définie comme la concentration des antioxydants correspondant a 50 %
d’inhibition. Une CI50 faible signifie que 1’extrait est tres efficace pour neutraliser les radicaux

libres.
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II1.1 Rendement des huiles essentielles

IIL.1.1. Les huiles essentielles des feuilles
Le rendement en huile essentielles extraite par hydrodistillation a partir des feuilles de
Juniperus thurifera est de 0,37 %. L huile essentielle obtenue est caractérisée par une couleur

jaune verdatre ou vert jaunatre, avec une odeur forte, et un état laqueux et huileux.

Notre résultats proche de celui obtenu par Zeraib, (2016) qui a enregistré un rendement
variant de 0,40 % a 0,53 % pour des feuilles de la méme espéce. Par ailleurs, Achak et al.(2006)
ont rapporté des rendements supérieures allant de 0,68 % a 0,73 %, a partir des feuilles fraiches
et de 0.57% a 1.01% a partir des feuilles séchées de J. thurifera collectées de différentes régions

au Maroc.

De méme Rahhal ef al. (2019) ont signalé un rendement plus €levé qui est de 0,93 % pour
des échantillons issus de la zone sauvage de la vallée d’ Ait Bouguemez (province d’Azilal,

Maroc).

II1.1.2. Les huiles essentielles des rameaux
Le rendement en huile essentielle obtenu a partir des rameaux de J. thurifera est de 0,48 %.

L’huile obtenue est de couleur vert pale et a odeur forte.

Ce rendement est inférieur a ceux rapportés dans des études précédentes menées au Maroc.
En effet, Lafraxo et al.(2022) ont rapporté un rendement d’environ 0,89 % pour des rameaux
récoltés dans une région montagneuse du Moyen Atlas. De méme, Mansouri et al.(2010)ont
obtenu un rendement d’environ 1,32 % a partir des rameaux collectés dans le Moyen Atlas

oriental.

Les variations des rendement en huiles essentielles sont attribuées aux conditions
écologiques (altitude, climat, sol), a la saison de récolte, ainsi qu'a la variabilité génétique des

populations locales de J. thurifera (Moujane et al., 2023) .
I11.2. Evaluation de ’activité antioxidant des huiles essentielles

L’activité antioxydant de 1’huile essentielle extraite des rameaux et des feuilles de

Juniperus thurifera a été évaluée par la métode de DPPH.

L’activité antiradicalaire a été évaluée a I’aide de la méthode du radical 2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyle (DPPH), couramment utilisée en raison de sa simplicité. Cette méthode repose

19



Chapitre 111 : Résultats et discussion

sur la capacité des antioxydants a réduire le radical DPPH en lui cédant un atome d’hydrogene ou
un ¢électron, conduisant a la formation de sa forme non radicalaire, le DPPH-H (Bortolomeazzi et

al., 2007).

Le pouvoir réducteur se manifeste par une diminution de 1’absorbance de la solution,
traduisant une augmentation du pourcentage d’inhibition. L’intensité de 1’inhibition de la
décoloration du DPPH dépend de la concentration des extraits testés ainsi que de celle du témoin,

I’acide ascorbique, utilis¢é comme antioxydant de référence.

L’activité antioxydante des extraits est exprimée par la Clsq (concentration inhibitrice a 50
%), correspondant a la concentration nécessaire pour réduire de moitié I’activité du radical
DPPH. Plus la Cl;s, est faible, plus I’extrait est considéré comme ayant un pouvoir antioxydant
élevé.

Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH par 1’acide ascorbique, I’huile essentielle
des feuilles et des rameaux de J. thurifera sont représentés dans les figures 7, 8 et 9

respectivement.

70

60 y = 1002,9x - 5,6073
R? = 0,9962
50

40
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20

Teaux d’inhibition %
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Concentration de acide ascorbique mg/ml

Figure 7 : Pourcentage d’inhibition du DPPH par I’acide ascorbique.
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Figure 8 : Pourcentage d’inhibition du DPPH par les huiles essentielles des feuilles de Juniperus
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Figure 9 : Pourcentage d’inhibition du DPPH par les huiles essentielles des rameaux de

Juniperus thurifera.
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A partir des graphes ci-dessus, nous avons déterminé les CI50 pour chaque huile ainsi que

celle de I’acide ascorbique afin de pouvoir les comparer.

Tableau 2 : Les valeurs CI50 (mesurées par le test de DPPH) de I’acide ascorbique et des huiles

essentielles des feuilles et des rameaux de J. thurifera.

Extrait CI50 (mg/mL)
Acide ascorbique 0,055
HE des feuilles 126,03
HE des rameaux 45,65

Les résultats obtenus montrent une Clso de 126,03 mg/mL pour I’huile essentielle (HE) des
feuilles de J. thurifera, contre 45,65 mg/mL pour celle des rameaux. En comparaison, 1’acide
ascorbique, utilis¢ comme antioxydant de référence, présente une Clso nettement plus faible qui

est de 0,055 mg/mL.

Ces données indiquent que I’huile essentielle des rameaux posséde une activité
antiradicalaire plus élevée que celle des feuilles, mais cette activité reste inférieure a celle de

I’acide ascorbique.

Nos résultats diffeérent de ceux rapportés dans les études antérieures. En effet, concernant
(HE) des feuilles de J. thurifera, I’étude menée par Lafraxo et al. (2022) a révélé une Clsq de
23,6 £0,71 ug/mL. De méme, Rahhal ef al. (2019) ont rapporté une Clso de 12,07 pg/mL,

indiquant une activité antioxydante plus élevée que celle observée dans notre étude.

Satrani ef al. (2015) ont évalué le pouvoir antioxydant des huiles essentielles de Juniperus
thurifera, J. oxycedrus et J. phoenicea provenant du Maroc. Leurs résultats ont montré que J.
thurifera présente I’activité antioxydante la plus élevée, avec une Clso de 4,75 pg/mL, contre
4,90 pg/mL pour J. oxycedrus et 5,50 pg/mL pour J. phoenicea.Cette supériorité a été attribuée a

la richesse de I’huile essentielle de J. thurifera en terpénes oxygénés.

Zouari et al. (2011) ont rapporté que les huiles essentielles riches en composés terpéniques
présentent une forte capacité de piégeage du radical DPPH. Parmi les composés terpéniques, les
monoterpenes hydrocarbonés sont particuliérement reconnus pour leurs propriétés antioxydantes

significatives (Elansary et al., 2012).
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Les variations observées dans les résultats d'activité antioxydante des (HEs) de Juniperus
thurifera peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs. Parmi ceux-ci: I'origine géographique et
botanique des échantillons, la composition chimique des HEs, la variabilité dans les méthodes
d'extraction des HEs et les conditions expérimentales des tests antioxydants. De plus, les
conditions environnementales telles que la température, la lumiére, la pluviométrie et les
conditions édaphiques influencent la composition chimique des plantes aromatiques et

médicinales (Moujane ef al., 2023).
I11.3.Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

La majorité des effets pharmacologiques des plantes est due a des composés phénoliques
(acides phénoliques et flavonoides), un dosage des polyphénols totaux et des flavonoides des

extraits a été effectué pour en estimer les teneurs.

Dans la présente étude, nous avons préparé quatre extraits, a savoir : I’extrait d’acétate
d’¢éthyle (EAc), I’extrait dichlorométhanique (EDm), I’extrait méthanolique (EMe) et 1’extrait n-

butanolique (EBu). L’aspect et la couleur de chaque extrait sont regroupés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Aspect et couleur des extraits obtenus

Les extraits Aspect et couleur
Méthanol Extrait liquide, vert
Dichlorométhane Huileux, vert foncé
Acétate d’éthyle Extrait liquide, vert foncé
N-butanol Extrait liquide, vert clair

I11.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits a été déterminée par la méthode de Folin-

Ciocalteu.

Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par
gramme de maticre séche (mg EAG/g MS) grace a une courbe d’étalonnage obtenue avec

différentes concentrations d’acide gallique.
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Figure 10 : Courbe d’¢étalonnage de I’ Acide Gallique.

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits étudiés sont rcapitulées dans le tableau 4.

Tableau 4: Teneur en polyphénols totaux des 4 extraits équivalent d’acide gallique

Extrait Teneur en polyphénols totaux
(mg EAG/g MS)
Méthanol 97,58 + 0,062
n-Butanol 122,96 + 0,054
Acétate d’éthyle 52,71 £ 0,005
Dichlorométhane 44 68 £ 0,008

D’aprés les résultats du tableau ci-dessus, la teneur en polyphénols des différents extraits de

Juniperus thurifera varie entre 44,68 et 122,96 mg EAG/g MS.
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Figure 11 : Teneur en polyphénols des différents extraits.

Les résultats montrent que 1’extrait n-butanolique présente la plus forte teneur en
polyphénols totaux, avec 122,96 + 0,054 mg EAG/g MS. 11 est suivi de I’extrait méthanolique
97,58 + 0,062 mg EAG/g MS, puis de I’extrait d’acétate d’éthyle 52,71 + 0,005 mg EAG/g MS et
enfin de I’extrait au dichlorométhane, qui affiche la plus faible teneur, soit 44,68 + 0,008 mg
EAG/g MS.

Les teneurs enregistrées dans notre étude sont supérieures a celles rapportées par Amalich
et al. (2016) dans la fraction n-butanolique de I’extrait de Juniperus phoenicea provenant de
Tounfite (Maroc), qui s’¢lévent a seulement 2,16 mg EAG/g. Elles dépassent également celles
obtenues par Moein et al.(2014) pour I’extrait butanolique des fruits de Juniperus excelsa, avec

une teneur en polyphénols de 82,9 + 1,1 mg EAG/g.

Concernant I’extrait méthanolique, notre valeur qui est de 97,58 + 0,062 mg EAG/g MS est
inférieure a celles obtenues par Ennajar et al. (2009) pour les extraits des feuilles de J. phoenicea
(217 = 2 mg EAG/g) et par Athamena, (2019) pour les feuilles de Juniperus thurifera (178,11 £
0,38 mg EAG/g).

La teneur en polyphénols de I’extrait d’acétate d’éthyle, évaluée a 52,71 + 0,005 mg EAG/g
MS, est inférieure a celle rapportée par Ennajar et al. (2009) pour les feuilles de J. phoenicea

(116 £ 2 mg EAG/g ES), mais supérieure a celle rapportée par
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Amalich et al.(2016) a partir des feuilles de Juniperus phoenicea (2,91 mg EAG/g ES).

De méme, I’extrait du dichlorométhane s’est révélé le plus pauvre en polyphénols avec
44,68 = 0,008 mg EAG/g MS. Cette teneur est inférieure aux valeurs mentionnées par Ennajar et
al.(2009) qui était de 56 = 1 mg EAG/g ES et par Athamena, (2019) avec 65,10 + 1,63 mg
EAG/g ES pour les feuilles de Juniperus thurifera.

I11.3.2. Dosage des flavonoides
La teneur en flavonoides de chaque extrait a été estimée par la méthode colorimétrique a
I’aluminium, en utilisant une gamme étalon établie a partir de différentes concentrations de

quercétine.

Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalent de quercétine par milligramme de

matiere seche (ug EQ/g MS).
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Figure 12 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
Les teneurs en flavonoides des extraits étudiés sont récapitulées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Teneur en flavonoides des différents extraits de J. thurifera.

Extrait Teneur en flavonoides
(g EQ/g MS)
Méthanol 3771,26 +£0,17
n-Butanol 1030,07 0,05
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Acétate d’éthyle 883,79 + 0,23
Dichlorométhane 397,03 + 0,58

La teneur en flavonoides de nos extraits varie entre 397,03 ug EQ/g MS et 3771,26 ug
EQ/g MS.

L’extrait méthanolique s’est révélé le plus riche en flavonoides, avec une teneur de 3771,26
+ 0,017 pg EQ/g MS, suivi de I’extrait n-butanolique (1030,07 £ 0,05 pg EQ/g MS). L’extrait
d’acétate d’éthyle a présenté une teneur de 883,79 £ 0,23 ng EQ/g MS, tandis que I’extrait
dichlorométhanique a affich¢ la valeur la plus faible, soit 397,03 + 0,58 ug EQ/g MS (Figure 13).

4000 3771,26
3500
3000
2500
2000

1500

1030,07
1000 883,79

Teneur en flavonoides pg EQ/g MS

500 397,03

méthanol butanol Acétate d'éthyle DCM
Les extraits

Figure 13 : Teneur en flavonoides des différents extraits.

Selon Athamena ,(2019) les parties aériennes de Juniperus thurifera collectées a Thniet El
Abed (Aurés) ont présenté une teneur élevée en flavonoides, en particulier dans I’extrait
méthanolique (39,33 + 0,04 mg EQ/g ES) et dans I’extrait au dichlorométhane (38,53 + 0,14 mg

EQ/g ES). Ces valeurs sont globalement supérieures a celles obtenues dans notre étude.

Par contre, I’étude réalisée par Ennajar et al. (2009) sur les feuilles de Juniperus phoenicea,
récoltées dans la région sud-est de la Tunisie a montré des teneurs en flavonoides inférieures a

celles obtenues dans notre travail. En effet, I’extrait méthanolique présentait une concentration de
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20,9 = 1,0 pg EQ/g MS, tandis que I’extrait dichlorométhanique contenait 16,7 = 0,7 ug EQ/g
MS.

Dans une étude récente menée par Ahmida et al.(2024) sur Juniperus oxycedrus récolté
dans la wilaya de Jijel, les auteurs ont rapporté des teneurs en flavonoides supérieures a celles
obtenues dans notre étude. En effet, I’extrait a I’acétate d’éthyle a révélé une teneur de 47,70 £
2,20 ng EQ/mg de matiére seéche, tandis que 1’extrait n-butanolique a présenté une teneur de

31,14 +£ 2,50 pg EQ/mg.

De méme, Amalich ef al.(2016) qui ont travaillé sur les feuilles de J. phoenicea dans les
montage du haut atlas oriental ( Moroc), ont enregistré des teneurs en flavonoides plus elevées
que celles obtenues dans notre étude. L extrait a I’acétate d’éthyle a présenté une concentration
de 2,36 mg EQ/g et I’extrait du n-butanol a donné un taux de 1,86 mg EQ/g .Ces valeurs
supérieures pourraient étre liées a la richesse intrinseque de J. phoenicea en composés
phénoliques, ainsi qu’aux conditions climatiques spécifiques de la région du Haut Atlas, connues

pour favoriser la biosynthése de métabolites secondaires.

Ces différences significatives peuvent étre attribuées a des facteurs liés a l'espéce végétale,
la variation interspécifique entre /es especes du genre, mais également I'impact de la provenance
géographique et du type de sol sur la biosynthése des composés Phénoliques et les conditions

¢cologiques différentes entre les sites de récolte (Moujane et al., 2023).

La teneur totale en composés phénoliques dépend de la polarité du solvant utilisé Hafiza et
al. (2017). Par ailleurs, selon Hayouni et al.(2007) cette teneur dépend également de la méthode
d’extraction utilisée, de la nature du solvant ainsi que du matériel végétal. Les solvants les plus

efficaces pour I’extraction des polyphénols sont les solvants polaires.

La teneur en composés phénoliques peut varier en fonction des plusieurs facteurs,
notamment la saison de culture et de récolte, les conditions climatiques et environnementales, la
localisation géographique, le stade de maturité de la plante, la durée de conservation, ainsi que les

méthodes d’extraction et de dosage utilisées (Bentahar et al., 2012).
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Conclusion

Grace a leurs multiples vertus pour la santé, a leurs propriétés physico-chimiques et
biologiques, ainsi qu’a la richesse de leurs structures chimiques, les huiles essentielles attirent de
plus en plus I’attention de la communauté scientifique en tant qu’alternatives thérapeutiques

prometteuses, a la fois efficaces et slires, pour le traitement d’un large éventail de pathologies.

A cet effet, les métabolites secondaires font 1’objet des nombreuses recherches, ceci est
notamment le cas des polyphénols végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme

vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques ou antioxydants.

Dans ce travail nous avons déterminé la teneur en polyphénols et en flavonoides des
extraits des J. thurifera et nous avons également évalué 1’activité antioxydante des huiles

essentielles extraites a partir des feuilles et rameaux de la méme espece.

Le rendement en huiles essentielles extraites hydrodistillation des feuilles de Juniperus

thurifera était de 0,37 %. Tandis que la teneur en HEs des rameaux est de 0,48 %.

La détermination de la teneur en polyphénols totaux a révélé que 1’extrait n-butanolique
possede la concentration la plus élevée, atteignant 122,96 + 0,054 mg EAG/g MS. 11 est suivi par
I’extrait méthanolique, puis par celui a I’acétate d’éthyle, tandis que I’extrait au dichlorométhane

présente la teneur la plus faible.

En ce qui concerne la teneur en flavonoides totaux, les résultats indiquent que I’extrait
méthanolique présente la concentration la plus ¢élevée, suivi de I’extrait n-butanolique et de celui

de I’acétate d’éthyle. Alors que I’extrait au dichlorométhane affiche la plus faible teneur.

L’activité antiradicalaire, évaluée par la méthode du radical DPPH, a montré un pouvoir
antioxydant relativement faible, avec une Clso de 126,03 mg/mL pour I’HE des feuilles et de
45,65 mg/mL pour celle des rameaux. Ces valeurs demeurent toutefois nettement supérieures a

celle de I’acide ascorbique, utilis¢ comme standard, dont la CIsq est de 0,055 mg/mL.

Quelques perspectives générales peuvent étre tirées a 1’issue des résultats obtenus dans ce

travail :

- Evaluer I’activité antioxydant par d’autres méthodes.
-Déterminer la composition chimique des huiles essentielles.

-Evaluer les huiles essentielles et les extraits phénoliques pour d’autres activités biologiques.

30



Conclusion

- Il est indispensable de réaliser des tests in vivo pour juger de l'efficacité thérapeutique et de la

sécurité des extraits de Juniperus thurifera.
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Résumé

Ce travail est consacré a 1’étude phytochimique de quatre extraits (EBu, EMe, EAc, EDm),
ainsi qu’a I’évaluation de I’activité antioxydante des huiles essentielles (HEs) extraites des
rameaux et des feuilles de Juniperus thurifera, récoltés dans la région de T kout (Batna).

L’activité antioxydante des HEs, déterminée par le test au DPPH, a révélé un pouvoir
antioxydant relativement faible, avec une Clso de 126,03 mg/mL pour I’'HE des feuilles et de
45,65 mg/mL pour celle des rameaux.

La teneur totale en polyphénols atteint un maximum dans 1’extrait EBu (122,96 + 0,054 mg
EAG/g MS), tandis que I’extrait EMe se distingue par sa richesse en flavonoides (3771,26 += 0,17

ug EQ/g MS).

Mots-clés : Juniperus thurifera, huile essentielle, activité antioxydante, polyphénols,
flavonoides, DPPH.

Abstract

This work aims to conduct a phytochemical study of four extracts (EBu, EMe, EAc, EDm),
as well as to evaluate the antioxidant activity of essential oils (EOs) extracted from the twigs and
leaves of Juniperus thurifera, collected in the T kout region (Batna).

The antioxidant activity of the EOs, determined by the DPPH assay, revealed a relatively
low antioxidant potential, with an ICso of 126.03 mg/mL for the leaf EO and 45.65 mg/mL for
the twig EO.

The highest total polyphenol content was observed in the EBu extract (122.96 + 0.054 mg
GAE/g DW), while the EMe extract was the richest in flavonoids (3771.26 £ 0.17 ug QE/g DW).

Keywords: Juniperus thurifera, essential oil, antioxidant activity, polyphenols, flavonoids,
DPPH.
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