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Résumé

Dans le cadre de la recherche de nouveaux antioxydants a partir de sources naturelles, le présent
travail s’intéresse a la détermination des constituants phytochimiques et leurs richesses en
composés phénoliques, 1’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits des feuilles de
Juniperus oxycedrus. J. oxycedrus possede de nombreuses propriétés pharmacologiques et
thérapeutiques. Le screening phytochimique a révelé la présence de différents groupes de
métabolites secondaires dans les feuilles de la plante tels que, les alcaloides, flavonoides,
tannins, triterpénes, glucides. L’évaluation du contenu en polyphénols montre que les teneurs en
ce composé varient entre 279.29 et 11.6 ug EAG/ mg d’extrait. Des teneurs maximales ont été
détectées dans I’extrait brut (279.29+ug EAG/mg). De méme le contenu en flavonoides des
extraits varient entre 14.46 et 2.82 ug EQ/ mg d’extrait. La teneur maximale est enregistré dans
I’extrait d’acétate d’éthyle (14,46 +0.65 ug EQ/mg). L'analyse de ces extraits chromatographie
sur couche mince par a révélé la richesse de fraction acétate d'éthyle en flavonoides, ce qui
confirme les résultats du dosage par la méthode d’AlICl;, L’activité antioxydante des extraits a
été déterminée, par le test de DPPH I’extrait brut enregistre la plus grande capacité de piéger le
radical DPPH avec une plus faible valeur d’I1Cs (2.67 + 0,087mg/ml).

Mots clés: Juniperus oxycedrus, Activité antioxydante, Plantes médicinales, polyphenols,
flavonoide, CCM.
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cListe des abréviations
ADN: Acide désoxyribonucléique
DPPH : Radical 1,1-diphényl 2-picrylhydrazyl.
EAG : Equivalent en acide gallique
EOA : Espéce oxygénée activée

EQ : Equivalent en quercétine
ERA : especes réactives de 1’azote
ERO : especes réactives de I’oxygene.

NADPH: Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NADH :Nicotinamide adénine dinucléotide réduit

OX :xanthine oxyadase

RL : Radical libre

SOD : Peroxyde dismutase.

UV: Ultra violet
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Introduction générale

Introduction générale

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

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

Différentes especes de genévrier ont été utilisées dans la médecine traditionnelle depuis
des siecles comme des diurétiques, des remedes pour l'indigestion et comme une ressource de
goudron (Medini et al.,, 2009). J. Oxycedrus fait 1’objet de recherches récentes dans
I’industrie pharmaceutique et alimentaire. Des études phytochimiques portées sur le Juniperus
ont démontré la présence d'une grande diversité de métabolites secondaires avec une variété

d'effets pharmacologiques.

Dans ce contexte, s’inscrit le présent nous travail de recherche dont le but principal
est de quantifier les composés phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides) et 1’évaluation

de I’activité antioxydante du Juniperus oxycedrus.

Notre travail est organisé en trois chapitres principaux, dont le premier est celui de
recherches bibliographiques qui résument les différentes familles des composés phénoliques,
ainsi que les principaux travaux réalisés sur I’espéce Juniperus oxycedrus.

Dans le chapitre matériels et méthodes nous avons présentées les différentes
méthodes d’extraction et les protocoles utilisés dans les dosages et 1’évaluation de activités
biologique testée dans ce travail.

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

Discussions. En fin, une conclusion générale qui résume 1’ensemble des résultats obtenus.
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Chapitre | Les métabolites secondaire

1. Généralite

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques varies qui sont tres
inégalement repartis chez les végétaux mais dont le niveau d'accumulation peut quelquefois
atteindre des valeurs élevées. La notion de « métabolite secondaire » résultait initialement de
trois groupes d'observations : d'abord une difficulté a attribuer a ces métabolites une fonction
précise dans la physiologie méme de la plante, ensuite une répartition trés inégale selon les
veégétaux, quelquefois entre des espéces ou variétés a l'intérieur d'une méme espéce, une
certain « inertie biochimique » car ces substances sont rarement remobilisées dans la plante
apres qu'elles y ont été accumulées.lls ont de structure chimique souvent complexe, qui
représentent une source importante de molécules utilisables par I’homme dans des domaines

de la pharmacologie ou de I’agroalimentaire (Macheix et al.,2005).
2. Classification
On distingue classiquement trois grandes catégories de métabolites secondaires chez les
veégétaux :
Les composés phénoliques
Les alcaloides et composés azotés

Les composeés terpéniques
2.1. Familles des polyphénols

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux, ces composes
ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou
plusieurs fonctions hydroxyles (Urquiaga et Leighton, 2000). La structure des composés
phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les

molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés) (Macheix etal, 2005).

D’un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on
trouve chez les plantes médicinales, alliées a leur difficulté de production. Chez I'homme, ces
molécules traces jouent un réle important en agissant directement sur la qualité nutritionnelle
des fruits et legumes et leur impact sur la santé des consommateurs (effet antioxydant, effet

protecteur contre I'apparition de certains cancers...) (Macheix et al, 2005).
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2.1.1. Acides phénoliques

Ce sont des composés phénoliques possedant une fonction acide en plus de la fonction
phénol. Ils sont représentés par deux sous classes :

e Acides hydroxybenzoiques:

Les acides hydroxybenzoiques présentent une structure en Cg-Cy, composés d’un
noyau benzenique sur lequel vient s’attacher une chaine aliphatique a un carbone. Ces
composés sont universellement distribués dans le régne végétal, on trouve ’acides gallique,

protocatechuique, vanillique et syringique (Crozier et al., 2006).

HO /O

OH
Figurel : La structure générale acide hydroxybenzoique.
e Acides hydroxycinnamiques :
Ces composés ont une distribution tres large, rarement libre, ils sont souvent estérifiés
Et peuvent également étre amidifiés ou combinés avec des sucres ou des polyols tels que
L’acide quinque (Skerget et al., 2005). Ce sont des composés aromatiques avec trois carbones
latéraux dans la chaine Cs-C3 dont 1’acide caféique, ’acide férulique, 1’acide coumarique et

’acide sinapique sont les plus connus.

OH

HO
Figure 2: La structure générale acide hydroxy cinnamique.

Les acides phénoliques possédent des propriétés biologiques intéressantes : anti-
inflammatoires, antiseptiques, immunostimulants (Hennebelle et al., 2004), antioxydants
(Bossokpi, 2002). Le mieux caractérisé pharmacologiquement, est 1’acide caféique qui se

3



Chapitre | Les métabolites secondaire

montre trés efficace contre les virus, les bactéries et les champignons (Cowan, 1999). L’acide
gallique a pour pouvoir de réduire la viabilité des cellules cancéreuse du poumon chez les
souris in vitro et que la combinaison de cet acide avec les médicaments anticancéreux tels la

cisplatine peut étre un traitement efficace pour ce type de cancer (Rangkadilok et al., 2007).
2.1.2. Les flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les

fruits,les feuillees ,les graines, de la plante (Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006).

Elles sont considérées comme des pigments quasi universels des végétaux qui peuvent
participer dans les processus photosynthétiques (Mukohata et al., 1978), dans la régulation de
géne et dans le métabolisme de croissance (Havsteen, 2002). Actuellement, environ de 4000

composés flavoniques sont connus (Edenharder et Griinhage, 2003) et ont tous le méme

squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une configuration Cg-Cs-

Cs de type phényl-2-benzopyrane (Yao et al., 2004) .

Figure3: structure générale des flavonoides.

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré
d'’hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C,-Cs, du groupe 3-O
et la fonction 4-oxo (Yao et al., 2004 ; Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). En basant sur
leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes : flavones, flavonols,

anthocyanidines, flavanones, flavanols et isoflavones (Tsao et al., 2010).
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Tableaux 1: la structure des principales classes des flavonoides (Narayana et al, 2001; w-
erdman et al,2007)

Classes Structure chimique R’3 R4 R’5 Exemple
Re H OH H Apigénine
R4'
o OH OH H Lutéoline
Flavones 6 -
1 OH OCH; H Diosmétine

H OH H Kaempférol

OH OH H Quercétine

Flavonols
OH OH OH  Myrecétine
OH OH H Catéchine
Flavanols
R3
R4’
oH O H OH H Naringénine
Flavanones @‘ RS’
4 o OH OH H Eriodictyol
R H OH H Pelargonidine

Anthocyanidines

oK O O OH OH H Cyanidine

OH OH OH OH  Delphénidine

R7 RS R’4

Isoflavones OH OH oH Genisteine

H O-glu OH Daidezine
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Les flavonoides peuvent empéchés les dommages oxydatifs par différentes
mécanismes d’actions : soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et
peroxydes (Hodek et al., 2002) ; soit par chélation des métaux (le fer et le cuivre) qui sont
d’importance majeure dans I’initiation des réactions radicalaires ; soit 1’inhibition des
enzymes responsables de la génération des radicaux libres (Van acker et al., 1996 ;
Benavente-garcia et al., 1997). lls jouent un réle trés important dans le traitement du diabéte
(inhibant 1’aldose réductase), de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations
(inhibant la lipoxygenase, la phospholipase et la cyclooxygenase), des hépatites, des tumeurs,
de I’hypertension (quercétine), des thromboses (flavonols), des allergies et des affections
bactériennes et viraux (anti-hiv) (Anderson et al., 1996 ; Cowan, 1999 ; Yao et al., 2004).
Mais, on attribue également aux flavonoides des propriétés neurosédatives, antispasmodiques,
diurétiques, anti-oestrogenes (isoflavones), contre la sénescence cérébrale et ses conséquences

telle 1’altération de la mémoire et la confusion.
2.1.3. Tannins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté des
réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines (Haslam, 1996 ; Cowan, 1999). Les tannins sont caractérisés par une saveur
astringente et sont trouvé dans toute les parties de la plante : 1’écorce, le bois, les feuilles, les
fruits et les racines (Scalbert, 1991). On distingue deux groupes de tannins différents par leur

structure et par leur origine biogénétique :

» Tanins hydrolysables
Sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable d’acide phénol. Le
sucre est tres généralement le d-glucose et 1’acide phénol est soit 1’acide gallique dans le cas
des gallotannins soit 1’acide ellagique dans le cas des tannins classiquement dénommés

ellagitannins (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).
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HO OH

OH
Acide gallique acide ellagique
Figure 4: structures de 1’acide gallique et ellagique (Packer, 2001).
» Tanins condensés
Les tannins condensés ou les pronthocyanidines sont des polymeéres constitués d’unités
flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4, Cg et Cg (Bruyne et al., 1999 ; o’connell
et fox, 2001). lls déférent fondamentalement des tannins galliques et ellagiques, ils ne
possédent pas de sucre dans leurs molécules et sont non hydrolysable (Paris et hurabiellem,
1981).
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Figure 5: structure des tanins condensés

Les plantes riches en tanins sont utilisées dans les cas de rhume, de maux de gorge, les
problémes de sécrétions trop importantes, les infections internes ou externes, blessures,
coupures et brdlures (Bruneton.., 1999). En outre, les tanins ont un trés grand pouvoir
antibactérien (Mahamat et all, 1995), et antiviral (Nonaka.., i. Nishioka et all, 1990) et anti-
inflammatoire ( Mota R., Thomas G., Barbosa Filho J.M.al, (1985))
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2.2. Les alcaloides

Le alcaloide sont des substances azotées, basiques, leur atome d’azote est inclus dans
un systeme hétérocyclique (Bruneton, 1999). Cet atome d’azote provient, en général, d’un
acide aminé dont la structure carbonée reste souvent intacte dans la structure finale de

’alcaloide. On distingue généralement :

Les alcaloides vrais, qui sont d’un point de vue de la biosynthése dérivés d’acides aminés, et

qui présentent au moins un hétérocycle : exemple la strychnine dérivée du tryptophane.

Les proto-alcaloides, qui dérivent d’acides aminés mais pour lesquels 1’azote est en dehors

des structures cycliques (exemple : la colchicine).

Les pseudo-alcaloides, qui ne dérivent pas d’acides aminés (exemple : la caffeine)

/U

\CH3\

Ephédrine Morphine
Figure 6: Quelques exemples des alcaloides (Badiaga, 2011).

Jusqu'a aujourd’hui, plusieurs médicaments utilisés sont des alcaloides naturels, ils
affectent chez I'étre humain le systéme nerveux, les alcaloides jouent plusieurs activités
pharmacologiques: analgésique (cocaine), anticholinergique (atropine, scopolamine,
galanthamine), anti-malaria (quinine), anti-hypertensive (réserpine), antitussive (codéine),
dépressant cardiaque, stimulant centrale (caféeine), diurétique, anesthésiant local (cocaine),
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(morphine), anti-tumeur, sympathomimétique (éphédrine), plusieurs alcaloides

servent de model pour la synthese d’analogues avec des propriétés meilleures (Bhat, 2005).
2.3. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles, d’odeur et de saveurs
généralement fortes, extraites a partir des différentes parties de certaines plantes aromatiques,
par les méthodes de distillation, par enfleurage, par expression, par solvant ou par d’autres
méthodes (Belaiche P. (1979), . Valnet J. (1984. . Wichtel M. and Anton R. (1999)).

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

rhysomes et racines, les graines, le bois et 1’écorces) (Teixeira et al., 2013).

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

moins fréquent (Bruneton, 1993).

Les plantes aromatiques utilisent les huiles essentielles pour se protéger des virus, la
plus parts pensent que c’est une hormone végétale, mais d’autres considérent que les huiles

sont des messagers entre parasites et microbes (willem, 2009).

Leur application est dans les inhalant, les embrocations et les savons. Elles peuvent
également étre utilisées pour leur activité antiseptique et antimicrobienne. Les pommades,
crémes, gels a base d’huiles essentielles sont destinés a soulager les entorses, les courbatures,

les allergies articulaires ou musculaires et sont administrées par voie externe (Mapola, 2003).
2.4. Les terpénoides

Les terpenes constituent probablement la classe la plus vaste et la plus diversifiee de
composés organique des végétaux, avec pres de 15.000 structures moléculaires connues. Leur

grande diversité trouve son origine dans le nombre d'unités de base qui les composent ainsi
Que dans les divers modes d'assemblage, on distingue ;
- les monoterpenes a 10 atomes de carbone.

- les sesquiterpénes a 15 atomes de carbone.
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- les diterpenes a 20 atomes de carbone.

- les triterpénes a 30 atomes de carbone et les tétraterpénes a 40 atomes de carbone (Belbache,
2008).

HsC CHo
\C—C//
/4 N
H-C H

Figure07: Structure chimique de 1’isopréne (Bakkali et al,,2008)

HO
Citronellol (rose)
g L.;‘s' CHs

HaC st

CH X v :

/ 3 '\ HO
H2C
HsC CH;
Limoneéne (citron) Menthol (menthe)

Figure 8: Structure de quelques monoterpénes (Ayad, 2008 ; Belbache, 2003).

Les triterpenes sont caractérisés par une diversité structurale remarquable. Cette
diversité chimique se traduit par des propriétés biologiques et pharmacologiques variées et
des potentialités thérapeutiques dans les domaines les plus divers : cytostatiques, antiviraux,
anti—-inflammatoire, cytoprotectives, imminomodulatrices, analgesiques et antifongiques
(Bruneton, J., 1999).
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2. Description botanique de Juniperus oxycedrus

Le nom « oxycedrus » provient de deux mots grec « oxys » et « cedros » qui signifient
respectueusement aigu et cedre, c'est-a-dire « cédre a feuille épineuse » (Garnier et al., 1961).
C’est un arbrisseau ou arbuste dressé de 1 a 8 métres, a bourgeons écailleux et a Ranules
obtusément triangulaire, feuilles tres étalées, verticillées, toutes linéaires en aléne a Pointe
fine et piquantes articulées, non décurrentes, marquées de deux sillons blanchétres Séparées
par nervure médiane en dessus et a carene obtuse et non sillonnées en dessous fleurs dioiques,
fruits rouge et luisants a la maturité, assez gros (Chaouche, 2013).11 pousse dans les foréts des
régions cotieres méditerranéennes (du Maroc a I’Iran) et préfére les endroits pierreux (klimko

et al., 2007 ; Mansouri et al., 2010).

Junipepus
oxycedpus

Juniperas.
‘oxycedpus écopee’

11
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Figure 10: morphologie de Juniperus oxycedrus |.
3. Classification botanique de Juniperus oxycedrus (Klimko et al., 2007)

Regne: plantes

Ordre: coniférales

Famille : cupressacées

Genre : Juniperus

Espece : Juniperus oxycedrus
- En arabe : taga, Aar’ Ar

-En francais : cadier, cade genévrier oxycédre, petite cédre
1. Repartition géographique de I’espéce Juniperus oxycedrus

Juniperus oxycedrus est une espece typique de la région méditerranéenne, sa répartition
s étend dans |’Afrique du nord (Maroc, Algérie et la Tunisie). 1l se trouve aussi en Espagne,
en France, en ltalie, en Portugal, en Turquie, dans la péninsule Balkanique, et Aussi dans
I'Est du caucase et au Nord de I'lIran. C’est une espéece qui se développe sur des Pentes
séches, mais elle est rare sur les dunes de sable. Elle apprécie les lieux arides, Rocailleux, sur
calcaire ou sur sols acides, ou il est fréguemment associé au chéne vert et au Chéne kermes
(Farjon, 2005) in (Brus et al, 2011).

4. Composition chimique

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

5. Utilisation traditionnelles

En médecine traditionnelle, cette plante est utilisée dans le traitement de diverses

maladies telles que 1’hyperglycémie, 1’obésité, la tuberculose, la bronchite et la pneumonie
12
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(Swanston- flatt et al.,(1990) ; Sancher et al.,(1994)), il est également utilisé sous forme de
décoction pour le traitement des troubles gastrigue et comme un analgésique buccal
(Fernandez et al., 1996). Ce genre était utilise comme panacée, ses fumigations étaient
réputées désinfectantes (notamment utilisées dans les rues pour combattre les épidémies de
peste et de choléra) et le « vin de geniévre » avait des vertus diurétiques. Il est utilisé en
dermatologie humaine comme antiseptique et parasiticide pour traiter, sous forme de
pommade ’eczéma chronique et certaines affections de la peau (dont la gale), aujourd’hui
cette huile essentielle est également recommandée pour soigner les animaux domestiques en
cas d’affections du cuir chevelu et comme vermifuge (Bouhlal et al., 1988 ; Tavares et al.,
2012 ; Becker et al., 1982).

13
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1.Généralité

Les organismes aérobies puisent leur énergie en oxydant de la matiére organique via la
chaine respiratoire. L’oxygeéne est indispensable comme substrat majeur, mais peut étre
également une source d’agression pour ces organismes. Des dérivés hautement réactifs de
I’oxygeéne (ERO) de nature radicalaire ou non, peuvent apparaitre au cours des réactions
enzymatiques ou sous ’effet des rayons UV, des radiations ionisantes et de métaux de
transition (Morelle, 2003).
2.Les espéces réactives de ’oxygéne (ERO) et de I’azote (ERA)

2.1.Qu’es ce qu’un radical libre ?

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) possédant un électron
célibataire qui le rend instable et se stabilise au détriment de la molécule voisine qui devient a

son tour un radical libre et ainsi de suite (Morelle, 2003).

2.2.Classification des espéces réactives de I’oxygene

Les ERO sont soit des radicaux libres comme l’anion superoxyde (O2¢-), le radical
hydroxyle (OH"), le peroxyle ROO" et alkyle RO"; soit des molécules comme le peroxyde
d’hydrogéne (H,0;) ou I’oxygéne singulet (10;). Le radical superoxyde, un radical
modérément réactif, est le substrat d’enzymes essentielles, les superoxydes dismutases

(SOD), qui le transforment en peroxyde d’hydrogene (H205).

20," + 2 H" — H,0, + O,
Le peroxyde d’hydrogene (H,O,) réagit avec le fer ferreux (F®2*) et produit du fer
oxydé ferrique (Fe**) et le radical hydroxyle. C’est la réaction de Fenton :
Fe’* + H,0, + H" — Fe** + OH" + H,0
Le radical hydroxyle ainsi formé est extrémement réactif et va oxyder trés rapidement
les molécules voisines, formant parfois d’autres radicaux libres (Gardés-albert, 2005). Il
existe également d’autres oxydants trés puissants, qu’ils soient des radicaux libres ou non. Par
exemple, 1’acide hypochloreux (HOCI) est produit par les globules blancs Le monoxyde
d’azote radicalaire ou NO' est synthétisé par les cellules endothéliales via I’action de NO

synthétases sur la L-arginine.

14
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Lumigre UV Oxydases

'0, | < 0; * | H.O,

Oxygene singulet

Oxygéne Peroxyde d’hydrogénes

Arginine Cvcle redox Superoxyde
NADPH oxvdase dismutase Myéloperoxydase
mitochondrie
NO- 02+- HOCH
Monoxyde d’azote Anion superoxyde
Fe™
L 4 L
ONOO OHe
Peroxvnitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation de la Oxydation des P \ X
st 5 cascade des kinases e Peroxydation Oxydation de
proteines proténes lipidique I'ADN

Figurell : Les processus de formation des ERO et ERA (Favier 2003)

3.Sources des radicaux libres
e Sources endogenes

Au niveau des mitochondries, au cours du transfert d’électron dans la chaine
respiratoire, 1’O," est produit par réaction de 1’0, avec un radical semi-ubiquinone (Lagourge
et Lorsson, 2013). Les complexe, nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH)-
ubiquinone oxydoréductase et I’ubiquinone-cytochrome c¢ réductase, sont alors d’importants
complexes membranaires mitochondriales qui peuvent générer d’O,” et d’H,O, (Zhang et
Gutterman, 2007 ; Grivennikova et Vinogradov, 2013).

Les cellules phagocytaires (polynucléaires et macrophages) possédent une enzyme
membranaire, la NADPH oxydase, qui est spécialisée dans la fabrication d’O,". La NADPH
oxydase phagocytaire joue un rble fondamental dans la réponse immunitaire et plus

précisement dans la lutte contre les micro-organismes (Guzik, 2010 ; Touyz et al., 2010).
NADPH + 2 O, = NADP*+2 O," +H"

La xanthine oxydase (XO) est une enzyme qui utilise 1’oxygeéne moléculaire comme

un accepteur d’électrons en produisant 1O, (O’Mahony et al., 2013).
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Xanthine + 2 O, + 2 H,0 = Acide urique+0,"+2 H"
e Sources exogeénes

Dans les circonstances gquotidiennes normales, des RLs sont produits en permanence
en faible quantité comme des médiateurs tissulaires ou des résidus des réactions énergétiques
ou de défense (Yan, 2014). Le tabagisme, poisons environnementaux, alcool et rayonnement

ionisant favorisent la génération des RLs (Pickering et al., 2013).

L'irradiation des macromolécules par UVA peut causer la génération d’H,0,’et 4’0,
L’UVA a été également montré pour induire la formation de 1’10,. Les rayonnements
ionisants sont bien connus pour induire la production des RLs, I’exposition a des radiations
ionisants conduit a la production de ; O,”, OH™ et ONOO™ (Franco et al., 2009).

4.Dommages oxydatives des radicaux libres

Les phénoménes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement de
I’organisme. L’altération des composants cellulaires et des structures tissulaires intervient
lorsque ’intensité de ces phénoménes augmente anormalement et dépasse la quantité
d’antioxydants disponibles. La conséquence de ce déséquilibre va entralner une agression
appelée « stress oxydatif » (Rahman, 2002). Tous les tissus et tous leurs composants peuvent
étre touchés : lipides, protéines, glucides et ADN (Aurausseau, 2002 ; Valko et al., 2006).

Toutes ces altérations augmentent le risque de plus de 30 processus de différentes
maladies (Aruoma,1998). Parmi les, nous citons, les maladie d’Alzheimer (Smith et al., 1996
; smith et al.,2004), de Parkinson (Bolton et al., 2000), de Creutzfeldt Jacob et de méningo-
céphalites (Aliet al., 2008), les maladies cardiovasculaires et déficience cardiaque (Jha et al.,
1995), les cedémes et vieillissement prématuré de la peau (Georgetti et al., 2003) et le cancer
(Ali et al.2008).

5.Moyens de défense contre les radicaux libres (les antioxydants)
5.1. Définition

D’aprés Halliwel (1994), un antioxydant est toute molécule endogéne ou exogene
présente en faible concentration qui est capable de prévenir, de retarder et de réduire

I’ampleur de la destruction oxydante des biomolécules.
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5.2.Type des antioxydants

Pour se protéger des effets déléteres des ERO, 1’organisme dispose d’un ensemble

complexe de défenses antioxydantes. On distingue deux sources d’antioxydants :
¢ Les antioxydants endogenes (enzymatiques)

La production physiologique d’EOA est régulée par des systéemes de défense
composés d’enzymes (SOD, héme oxygénase, peroxyrédoxine...), de molécules antioxydantes
de petite taille (glutathion, acide urique, bilirubine, ubiquinone, ..) Et de protéines
(transferrine, ferritine, ...). Enfin, un systéme secondaire de défense compos¢ de
phospholipases, d’ADN Endonucléases, de ligases et de macroxyprotéinases empéche
I’accumulation dans la cellule de lipides, d’ADN et de protéines oxydés et participe a

I’élimination de leurs fragments toxiques (Pincemail et al., 2002).

« Les antioxydants exogenes ( non enzymatiques )

Toutes ces défenses peuvent étre renforcées par des apports exogenes en :
Médicaments

IIs constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement, les classes
thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les
antihyperlipoprotéinémiques, les béta-bloquants et autres antihypertenseurs ont été évalues

pour leurs propriétés antioxydantes.
Antioxydants naturels
e Lavitamine C ou acide ascorbique

C’est un puissant réducteur. Il joue un role important dans la régénération de la

vitamine E.

¢ La vitamine E ou tocophérol

Prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les radicaux

peroxyles.
e Le R-caroténe

Outre I’activité pro vitaminique A, possede la capacité de capter I’oxygeéne singulet.
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e Flavonoides

Les relations structure-activités antioxydantes des flavonoides et des composés

phénoliques ont montré que ’activité antioxydante était déterminée par la position et le degré
d’hydroxylation.

e Lestanins

Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au
cours de la peroxydation.

e Lescoumarines

IIs sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les

Radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Diallo, 2005).
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1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude expérimentale est ’espece végétale
Juniperus oxycedrus appartenant. L’organe végétal choisi pour la réalisation des
expérimentations de cette étude est les feuilles, elles ont été collectées durant le mois de
janvier a Djebel Eltolba de Msila. L’identification botanique des espéces a été réalisée au
niveau du département d'agronomie de I'Université de Msila par le docteur ZEDAM

Abdelghani.

-
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Figure 12 : Arbustes de genévrier oxycedre.

2. Méthodes
2.1. Méthodes d’extraction

2.1.1. Décoction

Nous avons effectué une décoction aqueuse a 10 %. 20g de feuilles ont été mis dans
200 ml d’eau distillée et portés a ébullition pendant 1h. Le décocté refroidi a été filtré et

desséché dans 1’étuve a 45°C (Diallo et al., 2004).
2.1.2. Infusion

A 20 g de poudre de drogue nous avons ajouté 200 ml d’eau bouillante. Le mélange a
¢été ensuite filtré aprés 3h de contact. L’infusé refroidi a été filtré et desséché dans 1’étuve a
45°C (Diallo et al., 2004).
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2.1.3. Extraction solide-liquide (macération)

L’extrait hydro-alcoolique est préparé par macération de 200 g de feuilles séchées en
utilisant 2 litre d’éthanol (70:30 ; v/v) a température de laboratoire pendant 24 heures. La
deuxiéme macération est faite par 1 litre d’éthanol (70%) durant 24 heures. Partie de mélange
obtenu a éte filtré et soumis a une évaporation a 45°C dans un rotavapor (BUCHI). L’extraits
obtenu est appelé extrait brut (EBr). Le reste d’extrait a été soumis a une extraction liquide-
liquide (Markham, 1982).

papier-filtre
entonnoir —— i
—_—
salade «— Support
verte
—erlenmeyer

\ 1 becher —— %
ah y¥. ]

{ broyage _ macération filtration
dans un mortier dans I'alcool et recueil du filtrat

Figure 13 : protocole de I’extraction solide-liquide (macération)

2.1.4., L'extraction Liquide / liquide

L'extraction liquide-liquide est la plus simple des méthodes de séparation. Elle
consiste a faire passer des metabolites (solutés) dissous dans une phase liquide, dans une
seconde phase liquide non miscible avec la premiére. En pratique, les solutés sont souvent
dans une phase aqueuse. Un solvant organique est utilisé pour les extraire (Lide, 1996). Cette
étape permet de séparer les polyphénols selon leur structure et degré de polymeérisation ; en

les affrontant avec plusieurs solvants allant du moins polaire au plus polaire.

Apreés evaporation et élimination compléte des solvants (éthanol), la phase aqueuse
résiduelle constitue I’extrait aqueux. Cet extrait est fractionné en utilisant une serie de

solvants a polarité croissante (Figurel4). L’extrait aqueux est initialement mélangé avec
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chloroforme (V/V), aprés décantation la phase organique supérieure est récupérée. Cette étape
est refaite trois fois. Le chloroforme est par la suite évaporé sous pression réduite a sec a 45°C
par un évaporateur rotatif, et I’extrait résultant est considéré comme étant la fraction de
chloroforme (FCH), La phase aqueuse inférieure est soumise a un autre fractionnement par
I’acétate d’éthyle et butanol pour donner fraction d’acétate d’éthyle (FAC) et butanolique
(FBU), en suivant les mémes étapes que le premier fractionnement par chloroforme. Le

raffinat qui en résulte représente la fraction aqueuse (FAQ) résiduelle.

Matiere végétal seche (feuilles) (200 g) J

l Macération avec 1’éthanol (70%)

Evaporation

ﬁ

* Récupérer éthanol

Extraction par I’éther de pétrole

e e ple | P |
Extraction par le chloroforme
I |

Extraction par ’acétate d’éthyle

I

_ - par n _1_butan0|

——

Figure 14: Les étapes du fractionnement de 1’extrait brut des plantes étudiées
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2.2. Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence la
présence des groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donnée. Toutefois, il
ne renseigne pas sur la nature des molécules chimiques. Bien entendu, les tests de
caractérisation phytochimiques présentent des imprécisions car ils sont basés en partie sur
I’analyse qualitative. Le principe est soit basé sur la formation de complexes insolubles en
utilisant les réactions de précipitation, soit sur la formation de complexes colorés en utilisant

des réactions de coloration (conjugaison ou insaturation dans une molécule).
2.2.1. Détection des tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant & 1 ml de I’extrait d’infusion
(10%), 1 a 2 gouttes de solution de FeCl3 diluée (1%). L’apparition d’une coloration verte

foncée ou bleue-verte indigue la présence des tanins (Trease et Evans, 1987).
2.2.2. Détection des saponosides

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d’eau a a 2 ml de I’extrait
décoction, puis la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est abandonné pendant 20
min
Pas de mousse : test faiblement positif.

1. Mousse moins de 1 cm = test positif.
2. Mousse de 1-2 cm = test positif.

3. Mousse plus de 2 cm = test trés positif (Trease et Evans, 1987).

2.2.3. Détection des flavonoides

Les flavonoides libres

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 5 ml de [’extrait
éthanoliques avec 1ml de HCI concentreé et 0.5 g de tournures de magnésium. La présence des
flavonoides est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se développe aprés 3 min
(Farnsworth, 1974).
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2.2.4. Les anthocyanes

Leur présence est révélé en traitant 2 ml d’infusé aqueux (10%), avec 2 ml de HCI
(2N) ensuite ajoutant quelques gouttes de NH4;OH. Un test positif est révélé par une
coloration rose-rouge qui vire au bleu violacée (Debrayb et al., 1971; Paris et al.,1969).

2.2.5. Détection des alcaloides

La réaction de détection des alcaloides consiste a préparer un extrait par
macération avec I’acide sulfurique H,SO,4 (10 ml de H,SO, dilué (1/10) de 10 g de la poudre
végetale pendant 24 h. Le filtrat est ensuite complété a 50 ml avec de I’eau distillée. Un
volume de 1 ml de filtrat est introduit dans un tube a essai puis 5 gouttes de réactif de

Dragendorff sont ajoutées. L ’apparition d’un précipité confirme la présence d’alcaloides.

(Paris et al, 1969).
2.2.6. Stérols et triterpénes

Elle se fait sur une macération de 24h a 5% dans 1’éther. L’extrait éthérique (5ml) est
ensuite évaporé a sec et repris avec de chloroforme anhydre (mélanger 2,5 ml de la solution
chloroformique avec 2,5 ml d’anhydre acétique). Nous avons ensuite déposes au font du tube
contenant 1’extrait 1’acide sulfurique. En cas de réaction positive il se forme un anneau rouge-
brunatre ou violet a la zone de contact des deux liquides, la couche surnageante étant verte ou

violette.
2.3. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie est une méthode analytique tres utilisé notamment dans la
séparation et la mise en évidence des constituants d’un mélange. Le principe de cette méthode
est basé sur la répartition sélective des constituants a séparer entre deux phases, la phase

mobile et la phase stationnaire.

La chromatographie sur couche mince repose sur des phénomenes d'adsorption et la
répartition des constituants dans ce cas est en fonction :
- de la nature de la phase mobile,
- de la nature de la phase stationnaire,

- des propriétés physico-chimiques des constituants a séparer.
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Dans ce travail, la CCM a été utilisée pour la séparation et la mise en évidence des
composes phenoliques et flavonoides présents dans les 3 fractionnements obtenus afin de

vérifier s’il ya une déférence d’efficacité entre les différents temps d’extraction.

Pour le CCM des différents extraits, nous avons utilisé des plaques se silice. Le dépot
des extraits sur les plaques a été fait linéairement de facon ponctuelle avec des capillaires
(pipettes capillaires) (figure 15 )

Capillaire déposant
I’extrait

< —>

- Dépots
| ] ’ { :
-

Dépot perpendiculaire

Figurel5 : Mode de dépot pour une CCM

Le choix de la phase mobile (systémes solvant approprié¢) s’est fait aprés essai de
plusieurs mélanges de solvants. Nous avons utilisé 1’¢luant suivant : AcCOEt/MeOH/H,0
(100/13.5/10). Apres saturation des cuve de CCM en vapeur de solvant, les plaques ont été
placées de sorte que d’éviter tout contact entre les dépots des échantillons et le mélange de
solvant. Les différents constituants des échantillons et déposés ont alors migré avec des
vitesses differentes.

couvercle

=

Ig_oz)
plague de CCM front de
solvant
.‘7
spots obtenus aprés e s
migration : . Migration de solvant
s, <
L
Ligne de dépot 1 solvant

Figure 16 : Développement du chromatogramme .
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3.Dosage des polyphénols

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec un
spectrophotomeétre en utilisant 1’essai de Folin-Ciocalteu. Les composés phénoliques
réagissent avec le réactif de folin-ciocalteu. Le mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO12040) est réduit, lors de 1’oxydation des
polyphénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungstéene (WgO,3) et molybdéne (MOgOy3). La
coloration produite, dont 1’absorption maximale est comprise entre 725 et 750 nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les extraits végétaux (Boizot et
Charpentier, 2006).

Pour évaluer la teneur en polyphénols des extraits. 100 pl de chaque extrait
convenablement dilué est ajouté a 500 pl du réactif de Folin ciocalteux (dilué 10 fois dans
I’eau distillée). Apres 4 min 400 pl d’une solution de carbonate de sodium (7.5 % dans I’eau
distillé) sont ajoutés, aprées 2 heures d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est lue

a 765 nm par un spectrophotomeétre UV (Boumerfeg et al., 2009; Baghiani et al., 2012).

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires
en utilisant 1’acide gallique a différentes concentrations (20-140 pg/ml). La concentration des
polyphénols est calculée a partir de la droite d’étalonnage établie avec I’acide gallique. Les
résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligrammes
d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

4.Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides totaux des extraits a été déterminée selon la méthode au
trichlorure d’aluminium décrite par de Bahorun et al. (1996). Le principe de la méthode est la

formation d’un complexe jaune qui absorbe a 430 nm.

La formation d’un complexe jaunatre, lors de I’ajout du chlorure d’aluminium, est due
a la fixation des ions AI** sur les atomes d’oxygéne, présents sur les carbones 4 et 5 des

flavonoides.
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Figurel7 : Image de la fixation des ions AlI3" sur les atomes d’oxygéne.

La quantité des flavonoides dans un extrait devrait étre déterminée selon le flavonoide
prédominant, cependant la quercétine est largement utilisée comme standard pour la

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

Cette méthode consiste a ajouter 1 ml d’une solution d’AlCl3 (2% dans de méthanol
absolu) a 1 ml de chaque extrait convenablement dilué. Aprés 10 min d’incubation a
température ambiante, [’absorbance a 430 nm est mesurée. Une droite d’étalonnage réalisée
par standards (quercétine) a différentes concentrations (1-40 pg/ml) pratiquée dans les mémes
conditions opératoires a servi pour la quantification des flavonoides. La teneur est exprimeée
en microgrammes équivalents de quercétine par milligrammes d’extrait (ug EQ ou ER/ mg
d’extrait), (Boumerfeg et al., 2009; Baghiani et al., 2012).

5.Etude de Pactivité antioxydante par Test de DPPH

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH®) est un radical organique
stable de couleur violette, qui absorbe a 517 nm. Sa stabilité est due au fait qu’il possede un
électron non apparié sur un atome du pont d’azote. En présence d’agents antioxydants qui
sont des donneurs d’hydrogéne (AH), le composé est réduit en une forme non radicalaire
DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) et vire au jaune, ce qui entraine une diminution de
son absorbance (Brand-Williams et al., 1995; Maataoui et al., 2006). La réaction peut étre

représentée par 1’équation suivante :
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(2 (2

N N
| + Antioxydant -OH > | + Antioxydant-O,
N. NH
NO, NO, NO, NO,
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 18 : Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant (Molyneux,
2004)

Selon le protocole décrit par Sanchez-Moreno (1998) et Agrawal (2011). La solution de
DPPH est préparée par solubilisation de 4 mg de ce produit dans 100 ml de méthanol. 50 ul de
chaque solution des extraits a différentes concentrations sont ajoutés a 1,1250 ml de solution
DPPH. Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30 min et la lecture de 1’absorbance est
faite contre un blanc a 517 nm. Le contr6le positif est représenté par un antioxydant standard :
acide gallique et quercétine dont 1’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que les
échantillons. Les résultats de I’activité anti-radicalaire ou 1’inhibition des radicaux libres sont

exprimés en pourcentage d’inhibition (1%) estimée selon 1’équation ci-dessous :
1% d’inhibition = [(Abs controle— Abs test)/ Abs controle] x 100

I %: Pourcentage de ’activité anti-radicalaire Abs Contréle : Absorbance de la solution du
DPPH au temps 0

Abs test : Absorbance de I'extrait.
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1.Caractérisation des extraits obtenus

La préparation des extraits a partir des feuilles de la plante étudiée a été effectuée en
deux étapes. La premiére est une extraction par un mélange hydro alcoolique éthanol/eau (7/3
V/V) pour obtenir initialement 1’extrait brut (EBr). La deuxiéme étape a été réalisée par des
solvants de polarité croissante afin d’épuiser la matiére végétale progressivement.
L’utilisation de différents solvants a polarité différente permet de séparer les composés de
I’extrait brut selon leur degré de solubilité dans les solvants d’extraction (Markham, 1982).
En fonction du solvant utilisé, cinq extraits ont été obtenus, a savoir: ECh: Extrait
chloroformique ; EAc: Extrait d’acétate d’éthyle; EBu: Extrait butanolique; EAQ:
Extrait aqueux; EEP : Extrait d’éther de pétrole.

Le rendement est la quantité¢ d’extrait obtenue a partir d’une maticre végétale, il est

exprimé en pourcentage par rapport a la matiére seche.

R extrait%= (M extrait/ M plante)- 100

R extrait- Le rendement d’extrait.
M extrait: La masse d’extrait en gramme.
M piante: La masse de la plante de départ en gramme.

Pour les fractions de I’extrait brut, le rendement est exprimé en pourcentage par

rapport a 1’extrait brut.

R extrait%= (M extrait/ M extrait brut)- 100

M extrait brut - La masse d’extrait brut en gramme.

Les résultats sont obtenus dans le tableau suivant.
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Tableau 2 : Résultat de différentes quantités et rendements couleurs d’extrait de J. oxycedrus

Extraits EBr ECh EAC EBu EAQ EEP
Masse d’extrait (g) 28 0.36 3.32 10.32 9.20 4.8
Rendement% 14 1.28 11.85 36.85 32.85 17.14

Les résultats obtenus montrent que I’extrait brut posséde un rendement tres élevé (14%).
Le choix de solvant d’extraction a été orienté par de nombreuses études réalisées sur la
recherche de conditions optimales d’extraction des polyphénols, et les ¢études précédentes
montrent que le mélange hydroalcoolique a différents ratios est le solvant le plus utilisé pour

une haute récupération de composes phénolique (Bouzid et al., 2011).

Pour les fractions de I’extrait brut, le meilleur rendement est obtenu avec
I’extrait butanolique (36.85%) et I'extrait aqueuse (32.85%), suivi par I'extrait éther de pétrole
(17.14%) et I'extrait d’acétate d’éthyle (11.85%), et enfin I'extrait chloroformique (1.28%).

Ces résultats nous indiquent que les extraits des feuilles de de la plante étudiés sont

majoritairement constitués des lipides, tanins, protéines et des sucres.

Par ailleurs, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie, car
le rendement dépend de la méthode et les conditions dans lesquelles I’extraction a été
effectuée et avec les compositions de la plante qui varient selon la période, le lieu de la récolte

et la durée de séchage.
2.Résultats phytochimique

On a utilise des tests physico-chimiques simples a fin de vérifier la présence ou
I’absence de différentes familles des métabolites secondaire dans le Juniperus oxycedrus. Les
tests photochimiques réalisés ont permis de détecter différentes familles de composés par la

réaction qualitative de caractérisation ces derniers se présentent ainsi :
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1) (+) : présence en faible quantité. Est enregistré si le réactif présente une légére opacité.
2) (++) : présence en quantité moyenne. Est enregistré si le réactif produit une turbidité et non
une floculation.
3) (+ + +) : présence en forte quantité. Est enregistré si le réactif produit une floculation ou
une légeére turbidité.
4) (-) : absence des composés. Est enregistré en cas d’absence de turbidité, de floculation et de
précipitation

Les résultats réalisés des tests phytochimiques sont mentionnés dans le tableau 2 et la

figure 19.

Tableau 3 : Résultats des tests phytochimiques du Juniperus oxycedrus.

Flavonoides

Meétabolites secondaire | Tanins | Saponosides == Alcaloides | Terpenes
libre | Anthocyane

Présence/absence +++ - + - + T+

Tanin Alcaloide Flavonoide

Figure 19 : les images des quelques résultantes de la réaction de caractérisation des

principaux métabolites secondaires.
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Le screening phytochimique de la plante révéle que les feuilles de J. oxycedrus sont
une source importante de métabolites secondaires. Ces classes regroupent essentiellement les

tanins, les flavonoides et les terpénoides avec I’absence des anthocyanes et des saponosides.

A T’égard des résultats obtenus, Les tanins sont présents avec une intensité

importante dans la plante.

De fagon général, les familles chimiques détectées dans notre étude viennent confirmer les
travaux de ( Miceli et al., 2009, Taviano et al., 2013) et Marija et al., 2011 sur la méme espece

(J. oxycedrus).

La richesse de la plante par ces métabolites explique leur intérét thérapeutique et large

utilisation dans médecine traditionnelle.
3.Chromatographie sur couche mince (CCM)

Pour un essai d’analyse qualitative du contenu phénolique de nos différents extraits on
a eu recours a ’utilisation de la chromatographie sur couche mince (CCM) et les résultats

sont représentes dans la figure 20

Figure 20 : CCM des différents extraits observés sous UV.
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L’examen sous lumiére ultra-violette fournit des informations trés importantes sur la
structure des molécules. Il apporte des indications particulieres concernant les substitutions.
Le tableau suivant résume les relations existant entre la structure d’un composé flavonique et
sa fluorescence sous UV.

Tableau 4: Relation entre la fluorescence et structure des flavonoides (Lahouel, 2005 ).

Spots colorés Types de flavonoides
Noir Flavonole 5, 6, 7 tri-OH libre, flavonole 5, 7, 8 tri-OH libre
Brun 3-OH absent ou 3-OH substitué
Violet Flavones 5-OH et 4'-OH flavones 3-OR et 5-OH, 4'-OH,

isoflavones, dihydroflavonols, flavonones

Bleu claire (fluorescent) Flavones sans 5 —OH libres avec3-OH substitué

Jaune terne, jaune orangé Flavonole 3 —~OH libre avec ou sans 5 'OH substitué

Jaune vert brillant 5 —OH libre ou 5 —OH substitué
Jaune fluorescent Flavonols avec 3 —OH libre
Jaune pale Dihydroflavonols

L’extrait d'acétate d'éthyle du J. oxycedrus est montré aprés I’observation a I’'UV (254
et 366 nm) une richesse en constituants chimiques. Dans cet extrait, de nombreux flavonoides
ont été détectés. La présence de coloration noir indique des flavonoides de type : Flavonole 5,
6, 7 tri-OH libre ou flavonole 5, 7, 8 tri-OH libre.
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4. Dosage des composés phénoliques

4.1.Dosage des polyphénols totaux

Dans le but de déterminer la teneur en polyphénols totaux de notre échantillon un
dosage a ¢té effectué¢ au niveau des extraits chloroformique (ECh), d’acétate d’éthyle (EAc),
Butanolique (EBu) et 1’extrait brut (EBr ) des polyphénols. On a utilisé la méthode de Folin-
ciocalteu pour doser les polyphénols pour plusieurs raison D’abord c’est une méthode qui
satisfait les critéres de faisabilité et de reproductibilité, et cette technique est une méthode

standardisée. C’est un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche.

Avant de passer a la détermination de la teneur en composés phénoliques nous avons

établi une courbe d’étalonnage en utilisant I’acide gallique comme composé de référence.

Tableau 5: préparation de courbe standard a I'aide d'acide gallique

C (ug/ml) |20 40 60 80 100 120 140

absorbance | 0.193 0.453 0.569 0.755 0.862 1.08 1.153

y =0,007x + 0,091
1,4 - R? =0,985

1,2 -

0,8 -
0,6 -

04 -

I'absorbance

0,2 - [ |

O T T 1
0 50 100 150

concentrationug/ml

Figure 21: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Apres extrapolation des résultats sur la courbe d’étalonnage, la teneur en composés

phénoliques totaux de nos échantillons est représentée dans la figure 21.

350 4

300 -

250 -

200 -

150 -+

100 -

le teneur (pg/mg)

50

0 - I [

ECh EBu EAc EBr

Les extraits

Figure22: Le teneur en phénoliques des différents extraits.

L’extrait brut de J. oxycedrus représente une teneur tres élevé en polyphénols

(279.2948.43ug EAG/Q), Ce résultat confirme la grande richesse des feuilles en substances

polyphénoliques.

La comparaison entre les fractions de I’extrait brut montre que la teneur en
polyphénols totaux d’extrait butanolique est plus proche que I’extrait d’acétate d'éthyle avec
une teneur de 30.57 +1.2 pg EAG/g et 33.2+2.34 ug EAG/g respectivement, L’extraits
apolaire (ECh) représente la fraction le plus pauvres en polyphénols avec une proportion de

est 11.6+1.2 ug EAG/g.

Les résultats obtenus lors du dosage des polyphénols montrent que les polyphénols qui

se trouvent dans la plante sont majoritairement polaires.

4.2.Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique. La
quercétine prise comme contrdle positif a permis de réaliser une courbe d’étalonnage d’ou on
a calculé la teneur en flavonoides pour les différents extraits qui est exprimée en mg

équivalent de quercétine par gramme de matiere végetale séche.
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Avant de passer a la détermination de la teneur des flavonoides nous avons établi

une courbe d’étalonnage en utilisant la quercétine comme composé de référence.

Tableau 6: : préparation de courbe standard a lI'aide de quercétine.

C (ug/ml) |10 15 20 25 30 35 40

absorbance | 0.365 0.573 0.743 0.859 0.993 1.199 1.321

=
H
J

P
N
1

y = 0,031x + 0,084
R2 = 0,994

I"absorbence
o o o
H o)} [o%e] =

o
N
1

o

0 10 20 30 40 50
concentration pg/ml

Figure 23 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Apres extrapolation des résultats sur la courbe d’étalonnage, la teneur en flavonoides

est est représente dans la figure suivante.
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Figure24: Le teneur en flavonoides des différents extraits.

L’analyse des résultats du dosage des flavonoides montre que la fraction d’acétate
d’éthyle est la plus riches en flavonoides (14,46 £0.65 pg EQ/mg), par la suite vient 1’extrait
butanolique (11.58 +0.74 ug EQ/mg), tandis que I’extrait chloroformique a montré une
valeur inferieure (5.62+0.35 pg EQ/mg d’extrait).

La teneur en flavonoide varie en fonction de la degré de glycosylation des
flavonoide et la polarité des solvants utilisés dans la préparation des extraits. Plusieurs
études précédentes montrent que l’acétate d’éthyle est utilisé pour I’extraction des
flavonoides aglycones ou flavonoides mono O- glycosides et partiellement di-O-glycosides,
tandis que le n-butanol est utilisé pour 1’extraction des flavonoides di-O-glycosides et tri-
glycosides et C-glycosides. Il est apparait que la plupart des flavonoides de J. oxycedrus sont
des flavonoides glycosylés car ont le pouvoir d'étre mieux solubilisé dans les solvants polaires
que les solvants apolaires.
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5.Pouvoir antioxydant évalué par le test DPPH

L’activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres tant
décriée dans diverses pathologies. Dans le but de pallier le systeme de défense endogéne, les
recherches s’orientent dans la découverte de molécules antioxydantes. Ainsi pour évaluer

I’activité antioxydante de nos extraits, nous avons employé la méthode au DPPH

(Ebrahimzadeh et al., 2010). L’activité antioxydante des différents extraits a été évaluée par
le test DPPH, par le suivi de la réduction de ce radical libre par différentes doses des extraits
accompagnée d’un passage de couleur violette vers le jaune mesurable par spectrophotométrie

UV /visible a 517 nm.
Les résultats obtenus pour les différents extraits sont présentés dans la figure 25

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure exponentielle
avec présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPH- en

sa forme non radicalaire.

A partir des courbes des pourcentages d’inhibition obtenus, nous avons déterminé les
valeurs d’IC50. L’IC50 (concentration inhibitrice de 50 %) appelée aussi EC50 (Efficient
concentration 50), est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de
radical DPPH. Les IC50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en
fonction des différentes concentrations des extraits testées (Molyneux, 2004). Les valeurs ICs
d’extraits pour I’activité piégeant les radicaux libre par la méthode de DPPH sont présentés

dans la figure 26.
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Figure 25: Pourcentage d’inhibition % en fonction de concentrations de différentes des

extraits.
140
123.70
120
Elnn
B
E 20
E 60
=
E 4n 20.42
B 20 11.36
=) 267  0.58 in
|:| . I |
ECh EAc EBu EBr acide gquercétine
gallique
L es extraits

Figure 26: valeurs 1Csq d’extraits pour I’activité piégeant les radicaux libre par la méthode de

DPPH.

L’évaluation de [D’activité antioxydante par le paramétre ICso est inversement
proportionnelle a I’action anti radicalaire (anti DPPH), un IC50 faible correspond a une

activité antioxydante élevée et vice-versa.

Nos résultats montrent que 1’extrait brut (EBr) présente une activité antiradicalaire tres
élevé (2.67 £ 0,087mg/ml). En comparant avec 1’acide gallique et quercétine, on constate que
cet extrait est 1,2 fois plus active par rapport au quercétine et 4fois moins que a 1’acide

gallique.

L’extraits d’acétate d’éthyle, butanolique représentent aussi une activité considérable,
leur 1C50 successives est de 29.42+0.40 mg/ml et 11.36£0.09 mg/ml respectivement, par
contre 1’extrait chloroformique présente d’ICso plus élevé (123.17+ 0,68 mg/ml) ce qui
montre que leur activité antiradicalaire est le plus faible. En comparaison avec les

antioxydants standards, les fractions de I’extrait brut s’aveérent moins actifs.

Malgré que I’extrait d’acétate d’éthyle et 1’extrait butanolique sont riches en

flavonoides qui sont les antioxydants les plus puissant, leurs activité antioxydante est faible

39



Chapitre 11 Résultats et discussion

par rapport a I’extrait brut, cela est due surement a la complexité d’extrait brut en substances

polyphénoliques et la synergie entre eux pour une meilleure activité antioxydante.
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A T'heure actuelle, les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de
nouveaux médicaments. Elles sont considérées comme une source de matieres premiéres
essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs
médicaments. A cet effet, les métabolites secondaires font 1’objet de 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 contexte nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et

biologique de I’espéce Juniperus oxycedrus.

Sur le plan phytochimique, nous avons effectué un Screening préliminaire des
différentes familles de métabolites secondaires contenues dans les deux especes. Les résultats
montrent une composition riche et variee en métabolites secondaires. La présence des

flavonoides dans nos extraits est confirmée par CCM.

Les résultats du dosage des polyphénols et pour les flavonoides montrent que pour les
différents extraits, I’extrait brut et d’acétate d’éthyle accuse les teneurs les plus élevées en ces

COMpPOSES.

L’activité antioxydante des molécules isoléées est évaluée par le test anti radicalaire
qui constite a estimer la capacité de piégeage du radical libre DPPH. Les résultats obtenus ont

montre que les flavonoides extrait sont doués d’une activité antioxydante trés importante.

L’ensemble des résultats obtenus constitue une justification scientifique de ’usage

traditionnel de la plante étudiée.
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