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Résumé

L’objectif de cette étude est I’évaluation du pouvoir antioxydant des huiles essentielles
collectées a différents périodes au cours de I’hydro-distillation et de 1’eau florale extraites a

partir des galbules mdres de Juniperus phoenicea L.

Les fractions d’huile essentielle ont été recueillies a cinq intervalles successifs apres le
début de I’hydrodistillation (0-3, 3-6, 6-20, 20-60 et 60-120 min). L’activité antioxydante in-
vitro des extraits obtenus a été évaluée en utilisant la méthode de DPPH.

Les résultats obtenus ont montré que la fraction d'huile essentielle de 6 a 20 avait le
pouvoir antiradicalaire le plus important avec une CI50= 23.148 mg/mi+ 2.338. Tandis que

I’effet antioxydant le plus faible a été enregistré avec la fraction d’HE de 60 a 120 min.

Par ailleurs, la concentration inhibitrice de 50% du radical libre de I’cau florale extraite des
galbules de J. phoenicea n’a pas pu étre déterminée étant donné que 1’inhibition maximale du
DPPH n’a pas dépassé 10.42% a la plus grande concentration testée (53.3 mg/ml). La CI50 de
nos extraits (HE et eau florale) reste donc supérieures a celle de 1’acide ascorbique qui est de

0.14 mg/ml, ce qui se traduit par un pouvoir anti-radicalaire moins important.

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence que le plant Juniperus phoenicea a
une activité antioxydante remarquable et peut jouer un réle majeur dans la conservation des

aliments et la prévention de maladies causées par les radicaux libre.

Mots clés : antioxydants, DPPH, huile essentielle, Juniperus phoenicea, I’acide ascorbique,

I’eau florale.



Abstract

The objective of this study is the evaluation of the antioxidant activity of essential oils
collected at different times during hydro-distillation and floral water extracted from the mature
Juniperus phoenicea L. galleons.

The essential oil fractions were collected at five successive intervals after the start of
hydrodistillation (0-3, 3-6, 6-20, 20-60 and 60-120 min). The in vitro antioxidant activity of the
extracts obtained was evaluated using the DPPH method.

The results obtained showed that the essential oil fraction of 6 to 20 had the strongest
antiradical power with an IC50 = 23.148 mg / ml £ 2.338. While the weakest antioxidant effect
was recorded with the HE fraction of 60 to 120 min.

Furthermore, the inhibitory concentration of 50% of the free radical of floral water
extracted from J. phoenicea galbules could not be determined since the maximum inhibition of
DPPH was not more than 10.42% at most. High concentration tested (53.3 mg / ml). The IC50
of our extracts (HE and floral water) thus remains higher than that of ascorbic acid which is

0.14 mg / ml, which results in a lower anti-free radical power.

The results obtained made it possible to highlight that the Juniperus phoenicea plant has
remarkable antioxidant activity and can play a major role in preserving food and preventing

free radical disease.

Key words: antioxidants, ascorbic acid, DPPH, essential oil, floral water, Juniperus phoenicea.
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Introduction

Introduction

L’homme a tout le temps fait de nombreux efforts pour rechercher des méthodes de
conservation des denrées alimentaires. Pour empécher et limiter I'altération des aliments, on
doit donc jouer sur les facteurs qui y contribuent directement ou indirectement, sur la qualité
organoleptique, hygiénique et nutritionnelle de ceux-ci. Parmi ces facteurs : le développement

microbien, le pH, la température, I’activité d’oxygene et de I’eau (Nout et al., 2003).

C'est pourquoi I'industrie alimentaire est toujours en recherche des nouvelles techniques
de conservation, visant a protéger la qualité des aliments, tout en optimisant au maximum la
durée de conservation (Levy, 2012). Pour allonger la stabilité au stockage des aliments, les
antioxydants synthétiques sont utilisés pour le traitement industriel, notamment le tert-
butylhydroguinone (TBHQ), le propylgallate (PG), et le 2,3-ter-butyl-4-methoxyphenol
(BHA), 2,6-di-terbutyl-4-methylphenol (BHT), qui ont été suspectés parce qu'ils contenaient
une certaine toxicité et qu'ils étaient responsables de la carcinogenése et des dommages causés
dans le foie (Tawaha et al., 2007). En raison de leurs conséquences indésirables, leurs
utilisations, sont réglementées par des limites de dose et réservées a certaines catégories
d'aliments (Menaceur et al., 2013). C'est ce qui a poussé les chercheurs a rechercher des
molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse dans le monde végeétal et
particulierement les plantes médicinales et culinaires (Rauter et al., 1989).

Au cours des derniéres années, les extraits de nombreuses plantes et les huiles essentielles
ont recu beaucoup d'attention et ont tendance a remplacer les agents synthétiques (Ennajar et
al., 2011). Ces derniers sont certes tres efficaces, mais susceptibles de manifester des effets
secondaires et voire toxiques. Pour pallier les effets secondaires des antioxydants synthétiques
et leurs toxicités, I’exploration des ressources naturelles semble étre un choix incontournable

car celles-ci constituent, de par leur biodiversité, la plus grande réserve de substances actives.

Parmi les plantes médicinales, nous nous sommes intéressés a étudier 1’espéce Juniperus
phoenicea connu par le nom Arar (Bouzid et al., 2015) ou Al-aréar finiqui (Benkhnigue et al.,
2014). C’est un arbuste aromatique de la famille des cupressacées originaire du bassin
méditerranéen, possédant diverses propriétés biologiques et apprécié pour ses propriétés
antioxydantes, antimicrobiennes, et antifongiques. Cette espéce est largement utilisée en
médecine traditionnelle (Abu-darwisha et al., 2013 ; Raho et al., 2017). Pour pallier certaines
maladies telles que le diabéte et le rhumatisme, ainsi que d’autres effets stomachiques, digestifs,
antiseptiques (Achak et al., 2008; Laouar et al., 2017 ; Soltani et al, 2017).



Introduction

L’objectif de ce travail est d’évaluer I’activité antioxydante des huiles essentielles et I’eau

florale extraites des galbules de Juniperus phoenicea.

Le présent manuscrit comprend deux parties: une partie théorique qui est une synthése
bibliographique, dans laquelle sont mises en revue les notions indispensables a la
compréhension de notre travail, les principaux chapitres de cette partie sont traités selon le plan

suivant :

» Dans le premier chapitre, nous présenterons une étude botanique sur 1’espéce Juniperus
phoenicea (classification, description, et utilisation, habita, répartition .....).
» Le deuxiéme chapitre, sera consacré aux généralités sur les huiles essentielles.

» Le troisieme chapitre porte sur le stress oxydatif et les antioxydants.
Une partie expérimentale : comprend deux chapitres

» Dans le premier chapitre, sont passées en revue le matériel utilisé ainsi que les
différentes méthodes adoptées.
» Dans le deuxiéme chapitre, on a rapporté les résultats obtenus lors de cette étude
et leur discussion.
Enfin nous cléturons ce manuscrit par une conclusion générale qui résume I'ensemble des

résultats obtenus et perspectifs.
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Chapitre I : Présentation de la plante étudiée Synthése Bibliographique

I- Présentation de la plante étudiée

I-1- La famille des Cupressaceae

Les Cupressaceaes représentent la famille la plus cosmopolite avec 10 genres dans
chaque hémisphére, mais la plupart des espéces se trouvent dans 1’hémisphére nord. Elle
comprend 29 genres et plus de 130 espéces (Adams et al., 2009; Debreczy et al., 2009;
Christenhusz et al., 2011).

Les Cupressaceae s.l. ont longtemps été divisées en deux familles, les Cupressaceae s.s.et
les Taxodiaceae sur la base des différences morpho-anatomiques de leurs feuilles (Amirouche
et al., 2010) mais par la suite plusieurs analyses ont été effectuées sur ces familles qui
soutiennent d'une fagon cohérente la fusion des deux familles (Pittermann et al., 2012;Yang
etal., 2012).

I-2- Les genévriers

Le genre Juniperus qui appartient a la famille des Cupressacées regroupe environ 70
espéces dans le monde entier (Medini et al., 2009). Il pousse principalement dans 1’hémisphére

nord, et est divisé en trois sections:

» Sabina : la plus importante, comprenant 60 espéeces.
» Caryocedrus : représentée par une seule espéce J. drupacea Labill.

» Juniperus : appelé également Oxycedrus (14 especes) (Adams et Schwarzbach, 2013).

La plupart des especes du genre Juniperus sont dioiques et caractérisées par des cones trés
spécifiques, appelés « galbule » composés par des écailles plus ou moins complétement soudées

entre elles (Rameau et al., 2008).
I-3- L’espéce Juniperus phoenicea
I-3-1- Classification et taxonomie

Il y a deux variétés connues pour I’espece Juniperus phoenicea qui sont : J. phoenicea
var. turbinata caractérisée par des cones turbines et J. phoenicea var. phoenicea caractérisée
par des cénes globuleuses (Abu-darwisha et al., 2013; Adam et al., 2009; Achak et al., 2008).

D’aprés Quézel et Santa en (1962), la classification de 1’espéce Juniperus phoenicea L.

peut étre résumeée comme suit
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Tableau 1: La position systématique de Juniperus phoenicea L, d’aprés Quézel et Santa
(1962).

Regne Plantae
Embranchement : Spermaphytes
Sous- Embranchement : Gymnospermes
Classe : Coniféres
Ordre : Coniférales
Famille : Cupressacées
Genre: Juniperus
Espéce : Juniperus phoenicea L.

Autres noms

L’étiquette phoenicea vient du latin phoenicus qui signifie rouge pourpre ou rouge éclatant

qui décrit la couleur des baies (Rameau et al., 2008).

En Arabe: Arar (Bouzid et al., 2015), Al-ar’ar finiqui (Benkhnigue et al., 2014).

En Chaoi: zimba.
» Francais : genévrier rouge; genévrier de lycie (Rameau et al., 2008); Genévrier de

Phénicie, Fausse sabine.

Anglais: Phoenician-cedar, Berry-bearing-cedar.
Italien : Cedrolicio (Jarry, 1993).

I-3-2- Description morphologique

Le Genévrier de Phénicie ou genévrier rouge (J. phoenicea L.) sont des petits arbres ou
grands arbustes dont les plus grands sujets peuvent atteindre 2 jusqu’a 12 métres de hauteur
(Menaceur et al., 2013), monoiques ou rarement dioiques (Abu-darwisha et al., 2013;
Mansouri et al., 2011; Barrero et al., 2006), avec un tronc massif arrivant a 2 m de
circonférence (White, 1986) et une Couronne arrondie ou irréguliére. Les cones ressemblent a
des baies de 6 a 14 mm de diametre, brun-orange, parfois avec des fleurs cireuse rose, et
contiennent 3-8 graines. Les feuilles sont de deux formes, feuilles juvéniles en forme d'aiguilles
de 8-10 mm de long sur les semis et les écailles adultes 0,5-2 mm de long sur les plantes plus
agées (Figure 1) (Menaceur et al., 2013). La floraison s'étend de février a avril (Chazel, 2012),

mais la fructification dans I'année suivante a la fin de I'été (Ennajar et al., 2009).
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Figure 1: A: L’arbre B: les fruits et C: les fleurs de Juniperus phoenicea L (Bouzid et al.,
2015; Abdelli, 2017; Bouyahyaoui, 2017)

I-3-3- Habitat

Il 'y a deux habitas essentiels de Juniperus phoenicea : les hauts plateaux et montagnes de
I'intérieur et les sables littoraux. (Barrero et al., 2006). Cette espéce est pionniere des climats
méso- et thermo méditerranéens (Mazzoleni et al., 2004), abondante dans les garrigues
calcaires, seches et non salines (Berger et Heurteaux, 1985). Le Juniperus phoenicea L est
présent dans les sols rocheux et les sols sablonneux et localités pierreuses a une altitude de 1400
m (Medini et al., 2008). La plasticité et la résistance de cet arbuste lui permettent de coloniser
les différents types de substrats sur les adrets du Moyen Atlas et surtout ceux du Grand et Anti-
Atlas. 1l occupe les bioclimats semi-aride et aride supérieur frais, froids et trés froids (Mansouri
etal., 2011).

L’espéce est généralement associée a Pinus halepensis, Pinus brutia, Quercus ilex, Cistus
spp. Olea europaea, Lavandula spp, Artemisia herba-alba et de nombreuses autres especes
(Yaniv et Dudai, 2014).

I-3-4- Reépartition géographique
I-3-4-1- Dans le monde

Juniperus phoenicea L. est un arbuste naturel des terres septentrionales qui entourent la
mer méditerranée. (Marongiu et al., 2004). 11 se trouve dans le nord d’Algérie et au Maroc, a
I'est de la Turquie et de I'Egypte et sur les montagnes de I'ouest de I'Arabie saoudite, prés de la

mer Rouge, aux iles Canaries et au Portugal (Figure 2) (El-Sawi et al., 2014; Mansouri et al.,
2011).
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Figure 2: Aire de distribution de Juniperus phoenicea (Adam et al., 2009)
I-3-4-2- En Algérie

La flore de I'Algérie compte deux sections et cing especes; section. Oxycedrus (J.
communis L., J. oxycedrus L.), et la section Sabina (J. thurifera L., J. phonicea L., J. sabina
L.) (Raho et al., 2017). Le genévrier de phénicie occupe les dunes maritimes en Oranie, les
montagnes les plus séches ou il constitue des matorrals dans les Aurés et 1’Atlas saharien.
(Monts des Ksours, Djebel Amour, monts des Ouleds Nail, monts des Zab) (Quézel et Sainta,
1962), mais c’est dans 1'Atlas saharien bordant le désert qu'il trouve sa plus grande extension

(White, 1986).
I-4- La composition chimique des huiles essentielles de J. phoenicea

Les huiles essentielles des feuilles et des galbules de J. phoenicea connaissent une grande
variation chimique, cependant, un grand nombre de travaux rapporte la prédominance des
monoterpenes hydrocarbonés, avec le a-pinéne comme constituant majeur, suivis des
monoterpénes oxygénés tels que, a-terpinol, 8-3-caréne, myrceéne, et B-caryophyllene (Figure
3) (Ennajar et al., 2011).
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a-Pinéne a-Terpinol &-3-Carene v-Elemene

B-Caryophyllene
y-Cadinene

Figure 3: Structures des composés abondants identifiés dans les huiles essentielles de J.

phoenicea L. (Ennajar et al., 2011)

I-5- Usage en médecine traditionnelle

En médecine traditionnelle algérienne, la plante Juniperus phoenicea est largement
utilisée comme stimulant, tonique de I'estomac, dépuratif et désinfectant pulmonaire. Aussi une
décoction de feuilles et de baies a été utilisée pour traiter la diarrhée, les rhumatismes (Laouar
et al., 2017). J. phoenicea est utilisé comme hypoglycémique oral (Barrero et al., 2006), alors
que les feuilles sont utilisées contre les maladies broncho-pulmonaires et en tant que diurétique
(Alejandro et al., 2004). Les branches feuillées sont exploitées pour traiter certains cas
d’eczéma et en inhalation contre maux de téte, 1’asthme, contrdler D’arthrite et pour
étourdissements (Derwich et al., 2010). L’huile de cade connue aussi comme "goudron de
genévrier" utilisé pour le traitement de plusieurs maladies de la Iépre, typhoide au ver ruban.
(Menaceur et al., 2013). Les fruits séchés et en poudre peuvent guérir les abces et les ulcéres

de la peau (Mansouri et al., 2011).

I-6- Travaux antérieurs

De nombreux articles ont fait 1’objet des études sur la composition chimique et 1’activité
biologique des feuilles et baies des huiles essentielles de J. phoenicea qui pousse dans le nord
du bassin méditerranéen (Achak et al., 2008 ; Bouzouita et al., 2008 ; Medini et al., 2009;
Mansouri et al., 2011; Ait-Ouazzou et al., 2012 ; Ramdani et al., 2013 ; EI-Sawi et al., 2014;
Laouar et al., 2017).

Cependant, la composition chimique et les activités biologiques des huiles essentielles

fractionnées en fonction du temps au cours de distillation n’a fait I’objet d’aucune étude.
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I1- Généralités sur les huiles essentielles
11-1- Définition des huiles essentielles

L'huile essentielle est le produit noble d'une plante aromatique (Grosjean, 2015) et son
parfum (Lardry et Haberkorn, 2007). Les huiles essentielles peuvent étre élaborées par tout
organe végétal de la plante (graines, feuilles, brindilles, fleurs, écorces, herbes, bourgeons, bois,
racines et fruits) (Bakkali et al., 2008). Elles sont définies selon la pharmacopée Européenne
en (2010) comme étant «des substances odorantes, généralement de composition complexe
renfermant des principes volatils, obtenues a partir d’une matiére premicre d’origine végétale,
apres séparation de la phase aqueuse par des procédés physiques: soit par entrainement a la
vapeur d’eau, par distillation séche, ou bien par un procédé meécanique approprié sans

chauffage» sont plus ou moins changés au cours de la préparation.

11-2- Role physiologique des huiles essentielles

Les huiles essentielles a une fonction dans la plante mais elle reste toujours obscure
(Asbahani et al., 2015). Généralement la synthése des HESs par les végétaux supérieurs est en
réponse a des conditions de stress et surtout pour combattre les parasitaires ou les agents
infectieux (Goetz et Ghedira, 2012). Les auteures pensent qu’elles ont un réle écologique qui
est la protection contre la flore microbienne infectieuse par les propriétés fongicides et
bactéricides, ainsi que leur role dans la protection contre les prédateurs et I’attraction des
pollinisateurs et la réduction de la compétition des autres especes de plante par inhibition
chimique de la germination des graines (Thompson et al., 2003; Bardeau, 2009).

11-3- Répartition et lieu de synthese des huiles essentielles dans la plante

L’accumulation et la biosynthése des composés volatils sont généralement associées a la
présence de structures histologiques spécialisees (Bruneton, 2009). Les essences sont
retrouvées dans différents organes de la plante, comme les feuilles, fleurs, fruits, racines, écorce
ou encore le bois. Elles sont synthétisées dans le cytoplasme de certaines cellules (Boukhobza
et Gotez, 2014; Riotte, 2017), qui sont presentes dans différentes structures, comme les poches
et les réservoirs, les poils glandulaires, cellules spécialisées, ou méme dans les espaces

intercellulaires (Babar et al., 2015).

I1-4- Proprietés physico-chimique des huiles essentielles

Les HEs sont généralement liquides et volatiles a température ambiante. La volatilité
dépend de la composition chimique. Pour cela I’huile essentielle qui est riche en monoterpéenes

sera plus volatile qu’une HEs riche en sesquiterpénes (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).
8
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La couleur des HEs est tres variable en fonction de la partie de la plante qui a servi a la

distillation, ce sont des liquides d’odeur et de saveur généralement forte (Huete, 2013).

Le terme «huile» s’explique par la propriété de solubilisation dans les graisses et par son
caractére hydrophobe. Les huiles s’oxydent au contact de 1’air et de la lumicere, elles sont tres
altérables et la pluparts sont inflammables (Baptiste Deschamps, 1868; Teisseire, 1991;
Duraffourd et Lapraz, 2002). Leur densité est le plus souvent inférieure a 1(de 0.85 a 0.95) et
leur point d’ébullition est toujours supérieur a 100°C (Duraffourd et Lapraz, 2002). Dans les
cas extrémes, les HEs oxydées peuvent présenter des risques de toxicité (Kaloustian et Hadji-
Minaglou, 2012). Enfin, les huiles sont insolubles dans 1’eau mais solubles dans les alcools

(Bardeau, 2009).

Les propriétés physico-chimiques des HEs des feuilles et baies séches de «Juniperus

phoenicea» sont :

» Densité relative: mesurées a 20 °C sont égales a 0.97 et 0,88 respectivement, ces
densités sont inférieures a celle de I'eau.

= Indice de réfraction : est égal a 1,46 pour les baies et 1,47 pour les feuilles séches.

= Pouvoir rotatoire: les pouvoirs rotatoires dans I'éthanol sont égales a + 9,50° et + 7,65°
et dans I'nexane ils valent + 9,40° et + 8,25° pour les feuilles et les baies séches respectivement
(Bouyahyaoui, 2017).

11-5- Méthodes d’extraction

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des huiles essentielles des
végetaux, cette diversité est en fonction de la partie de la plante ou se trouve I'huile essentielle,
ainsi que de la qualité et de la valeur thérapeutique. De chaque procédé résulte un produit

différent (Huete, 2013). Parmi ces différentes techniques, on a choisi les plus utilisées :

11-5-1- Distillation par entrainement a la vapeur d’eau

Constitue la technique la plus utilisée (Lucchesi, 2005). La plante n’est pas en contact
direct avec 1’eau. Le principe consiste a placer la plante sur une grille perforée au travers de
laquelle passe la vapeur d’eau (Boukhobza et Gotez, 2014) qui détruit la structure des cellules,
libére les molécules contenues et entraine les plus volatiles (Goetz et Busser, 2008). Ensuite
les huiles volatiles sont condensées dans un réfrigérant avant d'étre récupérées dans un essencier
par décantation (Figure 4) (Aiache et al., 2012). Les avantage de cette technique consistent a

apporter une amélioration de la qualité des produits obtenus et permettre de extraction les HES
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les plus pures (Riotte, 2017) en minimisant les altérations thermique des composés volatils

(Werner et al., 2010).
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Figure 4: Représentation schématique de la distillation a la vapeur (Seyed et al., 2017)

11-5-2- Hydrodistillation par contact direct

C’est la technique la plus ancienne et la plus simple, utilisée pour le I'extraction des HEs
(Asbahani et al., 2015). Son principe consiste a introduire directement la matiére végétale a
traiter dans un ballon rempli d’eau, qui est ensuite port¢ a €bullition. La chaleur permet de
former de la vapeur d’eau qui provoque I’éclatement des cellules végétales et la libération des
molécules odorantes qui y sont contenues. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur
d’eau, un mélange azéotropique. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les HES se
séparent de 1’eau par différence de densité (Figure 5) (Can Baser et Buchbauer, 2010; El

Haib, 2011; Boukhobza et Gotez, 2014; Seyed et al., 2017 ).

/ Refrigerant

Water

Q;\ Water

Essential oils -

Aromatic water
Water
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Figure 5: Représentation schématique de I'installation de distillation simple (Seyed et
al., 2017).

=
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Ce procédé est fréquemment utilisé pour les huiles essentielles dont les constituants
chimiques sont thermorésistants. Elle est aussi utilisée dans 1’extraction des huiles a partir des

fleurs fraiches ou séchées et des feuilles (Bouhaddouda, 2016).

11-6- Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont composées de deux grandes classes chimiques en fonction de
leur origine biogénétique, a savoir les terpénoides et les composés aromatiques ou dérivés du
phénylpropane (généralement sont des constituants de 1’eau florale) (Boukhobza et Gotez,
2014).

11-6-1- Les terpénoides

Les terpénes sont des polymeres d’unités isoprénes (Figure 6) répondant a la formule
générale (CsHs)n, considérés comme le plus grand groupe de substances naturelles
(Damjanovié¢-Vratnica et al., 2011), dont la masse moléculaire n'est pas élevée. lls sont
également nommeés isoprénoides ou terpenoides. Le terme « terpene » ne tient pas compte de la
présence d’oxygene, alors que le terme « terpénoide » définit I’ensemble des terpeénes oxygénés

et non oxygeénés (Baser et Buchbauer, 2010).

H H
H& ¢
\C/ \C—H
du,

Figure 6: Structure chimique de I’isopréne (Linus, 2014)
11-6-2- Composés aromatiques

Dérivés du phénylpropane (Ce-Cs), ils sont beaucoup moins fréquents que les terpenes
(Boukhobza et Gotez, 2014). Ils contiennent tous un cycles aromatique, et sont importants
comme composant de base des polymeéres (Willuam et al., 2017) et présentent généralement

des odeurs tres marquées (Aiache et al., 2012).
11-7- L’activité antioxydante

Plusieurs travaux ont rapportés que certaine HEs sont plus efficaces que les antioxydants
synthétiques (Hussain et al., 2010) et aussi sont classées en tant qu’antioxydants non

enzymatiques (Madhavi et al., 1996).

11
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L'activité antioxydante des huiles essentielles est diie & certains alcools, éthers, cétones,
et aldéhydes monoterpéniques (le 1,8-cinéole, le linalool, le citronellal, le géranial/néral, I'iso-
menthone, la menthone et certains monoterpénes: o-terpinéne, y-terpinéne et 1'a-terpinoléne)
(Braga et al., 2006; Edris, 2007), particuliérement 1’a-tocophérol qui est plus abondant dans
les huiles végétales. Leur caractere hydrophobe leur permet de réagir avec les radicaux
peroxyles (ROO¢) pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la

peroxydation lipidique (Haleng et al., 2007).

11-8- Applications des huiles essentielles
11-8-1- En Pharmacie

Certaines huiles essentielles sont utilisées en thérapeutique grace a leurs propriétés
antifongiques et antiseptiques. Elles sont utilisées notamment, pour purifier 1’air atmosphérique
dans les centres de soins (hdpitaux, clinique) par diffusion d’HEs dans 1’air. De nouveaux
travaux soulignent I’apport bénéfique des HEs face aux infections nosocomiales bactériennes
dont les souches sont résistantes aux antibiotiques utilisés traditionnellement (Kaloustian et
Hadji-Minaglou, 2012). Souvent, les HEs sont rajoutées dans la formulation des spécialités
pharmaceutiques, pour masquer le mauvais go(t des médicaments et pour donner un caractére

plus agréable a leur consommation (Boehm et al., 2012).

11-8-2- Dans I’industrie et en cosmétologie

L’application industrielle d'huiles essentielles se retrouve dans de nombreux produits
comme les antiseptiques, les liniments, les savons, de parfums, les déodorants, les arémes et les
produits cosmétiques. des produits alimentaires, détergents, fibres et textiles (Rehman et al.,
2014).

Les industries chimiques utilisent les HEs comme matiéres premiéres par isolement des
molécules d’intérét des isolats (substances pures isolées des HEs) soit pour la réalisation
d’hémisyntheses avec [’obtention finale de nouvelles molécules, économiquement plus
rentables que la synthese chimique classique. Soit pour un usage ultérieur en tant que produit

naturel présent sous une seule forme énantiomorphe (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).

11-8-3- En agroalimentaire

Les huiles essentielles sont largement utilisées grace a leurs rapports antifongiques,
antibactériens, antioxydants, antiviraux, insecticides, et nématicides (Lopez-Reyes et al.,
2013). Dans ce contexte les industriels procedent a ’utilisation HEs comme conservateurs et

antioxydants dans les aliments (Tiwari et al., 2009), soit incorporées dans le matériau
12
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d'emballage des denrées alimentaires (Kuorwel et al., 2011) ou comme protecteurs des
veégétaux et des plantes (Adorjan et Buchbauer, 2010). Les HEs sont aussi utilisées comme
rehausseurs de godt et pour aromatiser les aliments élaborés (Seyed et al., 2017; Bandoniene

et al., 2000).

13



4 A

Chapitre I1I:

Stress oxydatif

\_ /




Chapitre III: Stress oxydatif Synthése Bibliographique

I11- Le stress oxydatif

Les termes de « stress oxydant », de « radicaux libres » ou « d’antioxydants » sont de plus
en plus souvent employés pour expliquer différentes atteintes pathologiques et leur approche

thérapeutique.

Qu'est-ce que c'est exactement ? Quelles sont les causes, les conséquences et les risques

de ce phénomene, peut-on trouver de nouvelles armes pour combattre ce phénoméne?

I11-1- Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques chargées ou neutres, portant sur son
orbitale externe un électron libre « célibataire », ce qui les rend trés réactifs (Migdal et Serres,
2011; Lacolley et al., 2007). Cette réactivité conduit a faire don ou I’arrachant des électrons
des molécules environnantes pour atteindre un état plus stable et déstabilisant ainsi d’autres
molécules selon un phénomeéne d’oxydation (Dacosta, 2003). Il est symbolisé par un point qui
indique ou I’électron libre se situe. Sa durée de vie est trés courte (10°s a 10”% pour le radical
hydroxyle "OH) (Lacolley et al., 2007).

I11-2- Les espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

Les Especes Réactives de 1’Oxygéne sont des sous-produits toxiques du métabolisme
normal de I’oxygéne (Migdal et Serres, 2011), sont composées d'especes Oxygénées

radicalaires et non radicalaires formé par la réduction partielle de I'oxygéene (Ray et al., 2012).

Les radicaux libres peuvent étre dérivés de I'oxygene (espéces réactives de I'oxygene ERO)
ou derivé de l'azote (espéces réactives de I'azote ERN). Les principaux dérivés des molécules

d'oxygéne et de I'azote sont mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau 2: Les principales espéeces réactives de 1’oxygéne et de 1’azote. D’aprés (Halliwell et
Gutteridge, 2008)

Espéces réactives de I'oxygéne (ERO) Espéces réactives de I'azote (ERN)
Anion superoxyde O2°- Monoxyde d’azote NO°
Radical hydroxyl HO® Dioxyde d’azote NO2°
Radical hydroperoxyl HO2° Radical nitrate NO3°

Anion carbonate CO3°- Radical peroxyl,
RO2°

Radical alkoxyl RO®

Dioxyde de carbone CO2°-

14
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I11-3- Les principales sources des radicaux libres (RLO)

Les RLO sont principalement synthétisés a la fois par :

» Des sources endogénes qui se forment au cours du métabolisme normal dans les
organites tels que les mitochondries, les réticulums endoplasmique, les peroxysomes et
dans cellules inflammatoires (Sarangarajan et al., 2017).

» Des sources exogenes telles que des éléments chimiques ou physiques. Ainsi, les
radiations ionisantes (rayons X), la lumiére (surtout certains rayonnements ultraviolets),
la fumée de tabac et de nombreux composés chimiques peuvent générer des radicaux
libres (Murphy, 2009, Leverve, 2009).

I11-4- Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif survient lors du déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants (Gil
del Valle et al., 2013), ce qui conduit I’endommagement de toutes les classes des
macromolécules endogénes comprenant des protéines, des acides nucléiques, des lipides et des
hydrates de carbone (Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2015). Mais lors du 1I’équilibre, les
oxydants peuvent fonctionner comme des molécules de signalisation régulant la prolifération,

la croissance, la différenciation et I’apoptose (Barbieri & Sestili, 2012).

Le stress oxydatif a un effet dévastateur causant la mort de la cellule et les Iésions tissulaires
et est couramment observé dans plusieurs maladies telles que le diabéte, les troubles neuronaux
et le vieillissement (Kandikattu et al., 2015; Treml et Smejkal, 2016). La recherche a permis
I'utilisation d'antioxydants comme agents thérapeutiques dans le traitement de ces maladies

(Sarangarajan et al., 2017).

I11-5- Les antioxydants

Un antioxydant a été défini comme étant toute substance capable, d’entrer en compétition
avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher 1’oxydation de ces substrats
lorsqu'elle est présente a des concentrations faibles, par rapport a celles du substrat oxydable
(Berger, 2006).

111-6- Les systemes de protection antioxydante

Les défenses antioxydantes reposent sur des systemes enzymatiques et non enzymatiques
(Tableau 3) (Leverve, 2009).
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Tableau 3: Les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Flora, 2009).

Les antioxydants

Les antioxydants enzymatiques Les antioxydants non enzymatiques
= Superoxyde dismutase (SOD) = La vitamine E (a-tocophérol)
= Catalase = Lavitamine C (acide ascorbique)
= Glutathion peroxydase (GPx) = carotenoide

= Thiol antioxidants (glutathione,
thiorédoxine et acide lipoique)

= Flavonoids

111-6-1- Systemes enzymatiques
» Superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases sont des enzymes clé de la défense naturelle contre les
radicaux libres. Ils servent a transformer catalytiquement 1’ion superoxyde (O2 ) en peroxyde
d'hydrogéne (H202). Celui-ci est ensuite, rapidement, catabolisé par le catalase et les
peroxydases en dioxygene (O2) et en molécules d’eau (H20) (Figure 7). (Menvielle-Bourg,
2005; Abreu, 2010; Frances, 2012).

SOD
20, _ +2H- H,O,
2H,0, — 2H,O + O,

catalase

Figure 7: R6le des enzymes antioxydantes dans le processus d'inactivation de I'ion

superoxyde (Menvielle-Bourg, 2005)

> Catalase

La catalase est une enzyme importante présente dans presque tous les organismes aérobies
et joue un role essentiel dans la défense dans les cellules contre les dommages oxydatifs en

catalysant la dégradation du peroxyde d'hydrogéne en molécule d’eau (H20) et en dioxygéne
(O2) (Figure 7) (Powers et Jackson, 2008 ; Qi et al., 2018).

16



Chapitre III: Stress oxydatif Synthése Bibliographique

» Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase est une sélénoprotéine ayant une activité enzymatique, La
(GPx) est réduite d’une part par le peroxyde d’hydrogeéne en molécule d’eau, et d’autre part par
les hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools. Lors de cette réaction, qui demande
I’intervention de deux molécules de glutathion (GSH), celles-ci se transforment en glutathion-
disulfure (GSSG) (Ristow et al., 2009; Raman et Berry, 2011).

H202 + 2GSH ——— 2H:0 + GSSG
2GSH (réduit) + ROOH ——>GSSG (oxydé) + ROH + H20

111-6-2- Systemes non enzymatiques
111-6-2-1- Antioxydants non enzymatiques d’origine endogéne
» L’acide urique

C’est un catabolite final du métabolisme des bases puriques comme 1’hypoxanthine et la
xanthine (Villasante et al., 2010). Il est présent sous forme d’urate a pH physiologique et
posséde des propriétés antioxydantes tres puissantes des radicaux (ROO., HO., ONOO-, NO2.)
et oxygene singulet. Cette réactivité donne naissance au radical urate stable grace a la
délocalisation de 1’électron célibataire sur son noyau purine, ’urate est trés bien réduit par

I’acide ascorbique (vitamine C) (Halliwell et Gutteridge, 2008).

» Labilirubine

La bilirubine est un produit terminal de dégradation de 1’hémoglobine. Ce composé
liposoluble est capable de piéger les radicaux peroxyle ROO RO2e et I’oxygene singulet. Il est
le principal protecteur de 1’albumine (Haleng et al., 2007). Elle intervient dans la protection

des membranes cellulaires contre la peroxydation lipidique (Paredi et al., 2002).

111-6-2-2- Antioxydants non enzymatiques d’origine exogene
» Lavitamine E

Sous le terme vitamine E est regroupée la famille des tocophérols («, g, 7, et d). D’un
point de vue biologique, I’a- et le y-tocophérol sont particulierement intéressants, grace a leur
caractere hydrophobe qui leur permet de s’insérer dans les acides gras de la membrane cellulaire
et des lipoprotéines, ou ils jouent un rdle protecteur en réagissant avec les radicaux peroxyles
(ROOQO¢) pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la peroxydation

lipidique (Haleng et al., 2007).
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» Lavitamine C (acide ascorbique)

La vitamine C (acide ascorbique) est un trés bon capteur de radicaux libres oxygénes des
EOA (HO- ou O2¢-) (Rekha et al., 2012). Elle inhibe également la peroxydation lipidique en
régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux
lipidique (Haleng, 2007).

I11-7- L’évaluation de I’effet antioxydant in-vitro

Plusieurs méthodes pouvant étre appliquées pour 1'évaluation de 1’activité antioxydante.
En fonction des caractéristiques de I'essai particulier. Parmi ces méthodes il existe des méthodes

qualitatives ou quantitatives.

Parmi les méthodes quantitatives les plus utilisées pour évaluer ’activité antioxydante on

distingue:

» le 2,2'-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) (Re et al., 1999; Velazquez et al., 2003;
Molyneux, 2004).

» laméthode d'ABTS (Re et al., 1999).

» la méthode de réduction du Fer.

» laméthode de FRAP (Benzie & Strain, 1998).

Les méthodes qualitatives utilisées pour marquer 1’activité antioxydante des composés,
sont trés peu nombreuses et font intervenir principalement, la coloration ou la décoloration d’un
réactif spécifique en présence d’agents antioxydants. Parmi les principales méthodes les plus
utilisées pour la détection d’antioxydants est la chromatographie sur couche mince (CCM), qui

donne naissance & des reactions colorées en présence de tels composés (Li et al., 1999).

I11-8- Mécanismes d’actions des antioxydants

Suivant le mécanisme d’action les antioxydants peuvent étre classés en antioxydants

primaires et secondaires.

111-8-1- Antioxydants primaires, radicalaire ou vrais

IIs regroupent les composes qui empéchent 1’oxydation lipidique grace a leur propriété de
donneurs de protons actifs en convertissant les produits d’oxydation lipidiques (L., LOO-, LO.)
en produits plus stables (LH, LOOH, LOH) (Kim et Lee, 2004). Le radical (A.) dérivé de
I’antioxydant se convertit en produit stable non radicalaire : A* + A — A-A ou A* + R* — A-

R (Rolland, 2004).
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111-8-2- Antioxydants secondaires ou préventifs

Sont des composés qui assurent 1’inhibition de la production des radicaux libres (Rolland,
2004) ou retardent 1’oxydation lipidique selon différents modes d’action :

e Inactivation de I’oxygene singulet

e Décomposition des hydroperoxydes.

e Absorption des radiations ultraviolettes.

e Chélation des métaux (Gordon, 1990).

19



4 h

Deuxieme Partie:
Ftude

Expérimentale

\_ /




-~

\_

Chapitre I:

Matériel ‘Et
Méthodes

~

/




Chapitre I: Matériel Et Méthodes Ftude Expérimentale

I- L’objectif

Noter travail expérimental ayant pour objet de la contribution a 1’é¢tude de I’activité
antioxydante de I’eau florale (dérivé d’huile essentielles) et des fractions d’huile essentielle
collectées a différentes périodes au cours de I'nydrodistillation a partir des galbules de Juniperus
phoenicea L. L’étude expérimentale a été effectuée au sein des laboratoires pédagogiques de

I’Université Abbés Laghrour - Khenchela.
I1- Matériel

I1-1- Matériel végétale

I1-1-1- Récolte du matériel végétal

Le matériel végétale utilis¢é dans notre étude est constitu¢ de galbules de 1’espece J.
phoenicea qui sont récoltées dans la région de T kout, wilaya de Batna au Nord-est de I’ Algérie,
au mois de Décembre 2017, aux coordonnées de 35°7'13.55" N de latitude, 6°21'5.55" E de
longitude et a une altitude de 1450 m (Figure 8).

L’identification de 1’espece a été faite par Dr. Zeraib Azzeddine. Maitre de conférences a

la faculté des sciences de la nature et de la vie, Université Abbes Laghrour, Khenchela.

Figure 8: Situation géographique de station de collecte de plante Juniperus phoenicea

(Site web 1 et 2)
I1-1-2- Séchage du matériel végétal

Apres la récolte et I’identification, le matériel végétal est nettoy€ des impuretés, séché a
température ambiante et a I’abri de la lumiére pendant 15 jours, puis conservé dans des sachets

en papier (Photo 1) pour servir a I’extraction de I’huile essentielle.
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Photo 1: Les baies de Juniperus phoenicea L.

11-2- Réactifs chimiques et instrumentations

L’ensemble du matériel et d’appareillage et les réactifs chimiques utilisés au cours de ce

travail est résumé dans le tableau ci-dessous :

Tableau 4: réactifs chimiques et instrumentations utilisés en expérimentation.

Les réactifs chimiques Matériel et Appareillage
e le réactif chimique DPPH e spectrophotométrie UV-visible a double faisceau
e méthanol (SP-UV 2005 Spectrum instruments)
e Acide ascorbique e Micropipette
e [L’cau distillée ¢ Balance analytique (Adventurer OHAUS)
e Ether de pétrole ¢ Agitateur (SCILOGEX MS7-H550-Pro).

e \ortex (VELP)
¢ Erlenmeyer et ampoule a déconté
¢ Rota-vapeur (HS-2005V-N)

I11- Méthodes
I11-1- L’extraction des huiles essentielles et leurs dérivés (I’hydrolat)
I11-1-1- Les huiles essentielles

L’extraction de I’huile essentielle a partir des galbules de Juniperus phoenicea a été
effectuée par la méthode d’hydrodistillation en contact direct, sur un montage de type
«Clevenger1928» (Photo2).
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Photo 2: Montage utilisé pour 1’extraction des huiles essentielles et leurs dérivés.

A chaque extraction, une quantité de 100 g de galbules broyées de Juniperus phoenicea
est introduite dans un ballon contenant 1 L d’eau distillée, ’ensemble est porté a ébullition avec
une température de 100°C puis on diminue la température jusque 50°C a ’aide d’un chauffe-
ballon (Photo 2). Les huiles essentielles sont entrainées a la vapeur d’eau. Les vapeurs chargées
d'huiles essentielles passent a travers le tube vertical, puis dans le réfrigérant ou aura lieu la

condensation.

Le début de la distillation a été marqué quand la premiére gouttelette d’huile essentielle
est tombée du réfrigérant dans 1’unité collectrice d’huile de 1'appareil. Les fractions d'huile
essentielle ont été récoltées a cing périodes depuis le début de la distillation: (0-3, 3-6, 6-20,
20-60, et 60-120 min).

Les fractions d'huile essentielle ont été collectées sans interrompre le processus
d'hydrodistillation, en collectant 1’huile et I’eau florale recueillis dans 1’unité collectrice de
I’appareil dans des tubes en verre de 20 ml. En raison de la différence de densité; 1'huile
essentielle surnage a la surface de 1'eau, et est ensuite recueillie a I’aide d’une seringue. L’cau
florale (hydrolat) collectée durant les deux heures de I’hydrodistillation est accumulée dans un

flacon en verre.

Le procédé d’extraction est répété plusieurs fois (10 fois) pour permettre de récupérer le

maximum d’huile essentielle et de 1’eau florale.
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111-1-2- L’eau florale

L’extraction liquide-liquide a été utilisée pour séparer les dérivés d’huiles essentielles de
I’eau en utilisant 1’éther de pétrole comme le solvant d’extraction. Le procédé expérimental

suivi est comme suit :

On met la quantité de 1’eau florale recueillie durant I’hydro distillation (environs 500 ml)
dans une ampoule a décanter bien fixée préalablement sur un support, et on ajoute 250 ml de
I’éther de pétrole, puis on fait agir le mélange en dégazant régulierement. Vue la densité du
solvant d’extraction qui est inférieur a la densité de 1’eau, la phase organique a récupérer se

situera au-dessus de la phase aqueuse (Photo 3).

Photo 3: Montage de la décantation.

La séparation des deux phases est faite en ouvrant le robinet de I’ampoule a décanter.
Apres I’élimination du peu d’eau susceptible d'avoir été retenue dans la phase organique, on
fait le séchage de la matiére organique en utilisant un rotavapeur a une température inférieur a
40 °C (Photo 4). Ce procédé est répété plusieurs fois, jusqu’a ce que la phase aqueuse devienne

non parfumée.
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Photo 4: Procédé de séchage de la phase organique

111-1-3- Conservation des extraits

Apres leurs séparations, les huiles essentielles et 1’hydrolat sont conservées a 4°C dans

des flacons en verre emballés avec du papier aluminium jusqu'au moment de l'utilisation.

111-1-4- Calcul du rendement en HE

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids d’HE extraite et le poids des
parties de la plante a traiter (Carré, 1953). Le rendement, exprimé en pourcentage par la

relation suivante :

RHEs% = P1 /P2 X 100

Ou RHEs% : rendement de I’huile essentielle en pourcentage.

P1 : poids de I’huile essentielle en g.
P2 : poids des parties utilisées de la plante en g.

111-1-5- Mesure de la densité des huiles essentielles

La densité d’une huile est définie comme étant le rapport de la masse d'un certain volume

de I’huile a 20°C sur celle de I’eau distillée du méme volume a 20°C.
I11-2- L’activité antioxydante

L'activité antioxydante est par définition le pouvoir de I'extrait ou du composé a bloquer le

phénomeéne d'oxydation ou a inhiber un radical libre. Elle est évaluée par différentes méthodes
24



Chapitre I: Matériel Et Méthodes Ftude Expérimentale

basées sur la coloration et la décoloration de la solution dans une longueur d'onde bien définie
(Kalla, 2012).

L’activité antioxydante de I’huile essentielle de Juniperus phoenicea a été estimée via la

méthode de le piégeage des radicaux libers DPPHe (2,2 diphényle-1 -picrylhydrazyl).
111-2-1- Principe

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH®° C1gsH12NsOg) est un radical
organique stable cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la
molécule (Molyneux, 2004). Sa stabilité est due au fait qu’il posseéde un électron non apparié
sur un atome du pont d’azote. A un couleur violette, qui absorbe a 517 nm.

Le piégeage du radical libre stable DPPHe en présence d’agents antioxydants qui sont des
donneurs d’hydrogéne (AH), peut étre suivi par spectrophotométrie, en mesurant la diminution
de I’absorbance a 517 nm. Ce radical libre de couleur bleue-violette, lorsqu’il est piégé par les
antioxydants, le composé est réduit en une forme non radicalaire DPPH-H (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazine), qui apparait sous sa forme réduite qui est de couleur jaune. (Figure 9)
(Brand-Williams et al., 1995).

O,N NO, O, N NO,
NO, NO,
DPPH!(ox) DPPH (red)
purple yellow

Figure 9: Réaction du DPPH avec un antioxydant (Teixeira et al., 2013).

111-2-2- Protocol

Cent microlitres (100 pl) de chaque dilution de I'huile essentielle ont été mélangés avec 0.9
ml de la solution de méthanol de DPPHe a 0.004% (p/v) dans des tubes a essai secs. Apres 30
min d'incubation a la température ambiante et a 1’obscurité, 'absorbance a été mesurée a 517
nm. Le contrdle négatif est composé de 100 ul de méthanol et de 0.9 ml de la solution de DPPHe.
Le contrble positif est représenté par une solution d'un antioxydant standard ; I'absorbance de
I'acide ascorbique est mesurée dans les mémes conditions que celles de I'huile essentielle.
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Le méme protocole pour la mesure de I’activité antioxydant de I’eau florale.

111-2-3- Expression des résultats

L’activité anti radicalaire ou le pourcentage d’inhibition (I %) est estimée selon la formule

suivante :

1% = ((AbS Blanc-AbS test)/AbS Blanc) x 100

ADbs Bianc: absorbance du control négatif lue 8 517 nm ;
ADS test: absorbance de 1’échantillon lue a 517 nm.

La courbe tracée a partir des concentrations en huile essentielle et de 1’acide ascorbique,
en fonction du % d’inhibition du radical DPPH permet de calculer le paramétre Clso
(concentration inhibitrice a 50%) (Khoudali et al., 2014). Ce paramétre est défini comme étant
la concentration de 1’huile essentielle ou de I’eau florale (ou de 1’acide ascorbique) nécessaire

pour réduire 50% de 1’activité de DPPH® (Molyneux, 2004).

I11-3- Analyse statistique

Toutes les mesures ont été répétées trois fois dans des expériences indépendantes (tubes
indépendants). Tous les résultats obtenus dans ce travail sont exprimés en moyenne + écart-
type, qui est calculés en utilisant Excel Microsoft Office 2013. Les valeurs des Clso
(concentration inhibitrice a 50%) ont été calculées par la méthode de régression linéaire a partir
de la courbe [% inhibition = f (concentrations)].

Les résultats des Clso de tous les extraits y compris le test positif (I’acide ascorbique) ont
été soumis a une analyse de la variance (ANOVA) avec un facteur. Les tests de comparaison
des moyennes sont réalisés par le test de Fisher LSD. Toutes les analyses statistiques sont
réalisees avec la version 8.0 du logiciel STATISTICA (Hill, 2007).
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Chapitre 11 : Résultats et Discussion

I- Rendement en huile essentielle

Deux heures de 1’hydrodistillation des galbules de J. phoenicea récoltées dans la région
de T’kout, wilaya de Batna, a donné un rendement cumulatif en huile essentielle estimé de 1.94
%.

Le rendement obtenu est similaire a celui rapporté dans 1’étude menée par Cavaleiro et
al. (2006) sur les galbules mares de la sous espéce turbinata récolté en Portugal qui est de 2%.
Cependant, ce rendement est faible par rapport a ceux trouvés par Ennajar et al. (2009) a partir
des galbules mdres de la méme espéce en Tunisie qui va de 2 a 3,95%. De méme,
I’hydrodistillation pendant trois heures des galbules miires de J. phoenicea ssp. Turbinata
collectées en Italie a donné un rendement de 2,45% (Angioni et al., 2003). Les mémes auteurs
ont rapporté le rendement de 1.69% a partir des galbules non matures (Angioni et al., 2003) ,

qui est un peu faible par rapport a celui trouvé dans notre étude.

Le fractionnement des huiles essentielles de J. phoenicea a été effectué par le temps, en
collectant I’huile essentielle a différentes périodes (0-3, 3-6, 6-20, 20-60 et 60-120 mn) sans

interrompre ’hydrodistillation. Les résultats sont illustrés dans le tableau 5 et figure 10.

Tableau 5: Rendements en huiles essentielles fractionnées en fonction du temps de

I’hydrodistillation.
Fraction (min) 0-3 3-6 min 6-20 min 20-60 min  60-120 min
Rendement (%) 0,65 % 0,23 % 0,45 % 0,43 % 0,18 %

Les résultats de fractionnement des huiles essentielles dans le temps, ont montré des
rendements différents. Le rendement le plus faible est celui enregistré dans la période 60-120
min, tandis que le plus élevé est enregistré dans la premiere fraction collectée durant la période
0-3 mn qui est de 0,65%.
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Figure 10: Rendements en HEs fractionnées en fonction de temps de I’hydrodistillation

Par rapport aux travaux précédents, il est trés difficile de comparer les résultats de notre
étude avec ceux des travaux antérieurs qui sont trés rares. En effet, la composition chimique et
les activités biologiques des huiles essentielles fractionnées en fonction du temps au cours de
distillation n'est pas connue. Selon la recherche bibliographique qu’on a effectuée, il n’y a
qu’une seule étude qui a été réalisée dans ce contexte par Zheljazkov et al. (2017), qui porte
sur I’activité antibactérienne et antioxydante des huiles extraites des galbules de deux especes
du genre Juniperus. Une différence significative a été observée entre les fractions des huiles
essentielles de J. communis et J. excelsa collectés durant les périodes : 0-3, 3-5, 5-10, 10-20,
20-40, 40-80, 80-160, et 160-240 min. Les rendements les plus élevés sont enregistrés dans
la premiére fraction (0-3 min) qui sont de 0,72 % et 1,05 % chez les espéces J. communis et J.
excelsa respectivement. Tandis que les rendements les plus faibles sont enregistrés dans la
période 80-160 min qui sont de 0,02 % chez J. excelsa et 0,05 % chez J. commuis (Zheljazkov
etal., 2017).

I1- Densité des huiles essentielles obtenues

Le fractionnement des huiles essentielles en fonction de temps durant I’hydrodistillation,
n’a pas donné seulement des rendements différents, mais aussi des huiles avec un aspect et des

couleurs différentes.
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Photo 5: Les fractions des huiles essentielles obtenues durant les différentes périodes
d’hydrodistillation.

En effet, une couleur dégradée allant d’une huile transparente blanchatre observée dans
les premiéres fractions (0-3 et 3- 6 min) a une huile verte bleuatre observée dans les derniéres
fractions (20-60 et 16-120 min) (Photo 5).

La mesure de la densité relative de cette huile essentielle a révélé que la densité des
différentes fractions (3 min, 6 min, 20 min, 1h, 2h) est égale respectivement a (0.845, 0.865
,0.869, 0.870, 0.986 g/ml) elle est inférieur a celle de I'eau ce qui a permis a I'huile de se surnager
sur I'eau florale lors de I'extraction, ces valeurs sont similaires a celle trouvées par Bouyahyaoui

(2017) qui est de 0.88 g/ml chez la méme espece.

I11- L’activité antioxydante des huiles essentielles de J. phoenicea
I11-1- Pactivité antioxydante

L’activité anti-radicalaire est trés importante due au role délétére des radicaux libres dans
le domaine alimentaire et dans les systemes biologiques (Gulgin et al., 2010). La méthode du
radical de DPPH, utilisée dans la présente étude, est une procedure commune dans laquelle
I’activité antioxydante de 1’échantillon étudié est estimée par le degré de décoloration de la
solution de DPPH. Ce chromogéne violet est facile a utiliser, a une grande sensibilité, permet
I’analyse rapide de ’activité antioxydante d’un grand nombre d’échantillons et donne des

résultats reproductibles (Gulgin et al., 2010).

Les résultats de piégeage de ce radical par les différentes concentrations des fractions des

huiles essentielles sont illustrés dans la Figure 11.
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Figure 11: Courbes représentant les pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des

différentes concentrations des fractions des huiles essentielles de Juniperus phoenicea.
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Les graphes 1 a 5 représentent la variation du pourcentage de réduction de DPPH en
fonction de la concentration de I'huile essentielle des baies de J. phaenicea. Ces graphes
montrent bien que le pourcentage d’inhibition ou de piégeage des radicaux libres DPPH

augmente proportionnellement avec la concentration de I'huile essentielle testée.

A la plus faible concentration de (5.28 mg/ml, 5.40 mg/ml, 5.431 mg/ml, 5.437 mg/ml,
6.16 mg/ml), des fractions (3 min, 6 min, 20 min, 1h, 2h) respectivement, 1’huiles essentielles
de J. pheenicea ont présenté des pourcentages d’inhibition (PI) respectifs de (5.02%, 9.17%,
6.85%, 7.89%, 0.45%), tandis qu’a la plus grande concentration de (42.25 mg/ml, 43.25 mg/ml,
43.45 mg/ml, 43.5 mg/ml, 49.3 mg/ml), les PI ont atteint (79.74%, 71.45%, 81.89%, 79.66%,
50.67%) respectivement. Ceci montre que la fraction 20min posséde un grand potentiel

antioxydants, tandis que la fraction 2h possede la plus faible par rapport a d'autres fractions.

Par ailleurs, 1’activité antioxydant de 1’eau florale extraite avec les HEs a été évaluée a
son tour et donné une trés faible activité. Le pourcentage d’inhibition de la plus grande
concentration (50.3 mg/ml), est de 10.42% seulement (Figure 12), cela pourrait s’expliquer par

le fait que leurs profiles chimiques ne soient caractérisés que par une tres faible teneur en
composés phénoliques.
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Figure 12: Courbe représente les pourcentages d’inhibition du radical DPPH en

fonction de différente concentration d’eau florale de Juniperus phoenicea.

L’acide ascorbique, utilis¢ comme antioxydant standard a montré un effet maximal de

94.85% envers le radical DPPH a la concentration de 0,7 mg/ml (Figure 13).
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Figure 13: Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction de
différente concentration de 1’acide ascorbique.

La détermination de la CI50 permet d’évaluer et de comparer I’efficacité de nos

échantillons, elle a été calculée par la méthode de la régression linéaire. Les résultats obtenus
sont illustrés dans la figure 14.
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Figure 14 : Histogramme représente les concentrations inhibitrices de 50% du radical de
DPPH° des extraits testés

Par rapport aux travaux précédents, on peut constater que 1’activité antioxydante des
extraits testés dans notre travail est un peu faible. En effet, plusieurs travaux faisant 1’objet
d’étude sur I’activité antioxydante des huiles essentielles de J. phenicea citons les travaux
meneés par Bouyahyaoui (2017) et Medini et ses collaborateurs en (2011) qui ont revéle que
les huiles essentielles extraites a partir de baies mdres ont montré une capacité antioxydante
plus forte avec une Clso de 136.1 pg/mL, 72.6 pg/mL et 160.1 pg/ml.
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Les résultats obtenus par Ennajar et al. (2009) montrés que I’huile essentielle des baies
de juin, préparée par le séchage a I'ombre, était plus riche en composés phénoliques (1,0%) que
les autres échantillons et montre que les huiles de J. phoenicea possedent une forte activité

antioxydante évaluée par la méthode de I'ABTS avec IC50 = 41,7 £ 1,5 mg/L.

Par contre, les travaux de Menaceur et al. (2013) montrent que I’IC50 del’activité
antioxydante des huiles essentielles de J. phoenicea n’a pas pu étre déterminée étant donné que

I’inhibition maximale du DPPH reste inférieure a 15% a la plus grande concentration testée

(1000 mg/ml).

De méme, Abdelli (2017) a montré par le test de DPPH, que les huiles essentielles des
feuilles fraiches et des feuilles séches et les baies respectivement de J. phoenicea a une activité
antioxydant trés faible comparée a I’antioxydant de référence et aux huiles du thym. Seule la
valeur de Clso de I’huile des baies a pu étre calculée (9980 mg/ml). Mais concernant le test de
FRAP les activités restent cependant tres faibles et qui sont de 1’ordre de 2057, 1633 et 57.75

mg/ml respectivement.

La faible activité antioxydante observée chez les fractions des huiles essentielles du
genévrier de Phénicie révélées dans notre travail pourrait s’expliquer par la variabilité de la
composition chimique dans chaque fraction. Les travaux de Safaei-Ghomi et al., (2009) et Lu
et Foo (2001) révélant que I’activité antioxydant des composée majeurs testés séparément
donnent des résultats inférieurs comparés a I’activité antioxydant de la totalité d’une huile
essentielle. Les mémes auteurs rapportent que les composés antioxydants fonctionnent
synergiquement les uns avec les autres pour produire une large gamme d’activités antioxydant

qui crée un systeme de défense efficace contre les radicaux libres.

Par ailleurs, la variabilité dans la composition chimique des huiles essentielles aussi peut
influer sur le potentiel des activités biologiques. Cette variation pourrait étre attribuée a la
différence dans les régions, la période de la récolte (Celiktas et al., 2007 ; Jamshidi et al.,
2009), la méthode d'extraction utilisée et la génétique (Lopez et al., 2005; Okoh et al., 2010 ;
Djouahri et al., 2013).

I11-2- Variabilité intra-spécifique de I’activité antioxydante des HEs de J. phoenicea

L’analyse de la variance indique que la concentration inhibitrice de 50 % du radical de
DPPH est significativement affectée a P <0.001 (Tableau 6) par la durée de I’hydrodistillation

interprétée dans ce travail par les différentes fractions de I’huile essentielle de J. phoenicea.
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Tableau 6: L’analyse de la variance a un seul facteur, ’effet de différentes fractions d’huile

essentielle sur la concentration inhibitrice de 50 % du radical de DPPH.

ddi SCE MCE F Probabilité
fraction 5 3253.34 650.67 103.728 0.000000
erreur 12 75.27 6.27
Total 17 3328.61

La comparaison des moyennes (Tableau 7) indique que toutes les fractions d’huiles ont
un effet antioxydant inférieur a celui de 1’acide ascorbique. Les fractions 20 et 60 min ont 1’effet

le plus important, tandis que 1’effet le plus faible a été enregistré avec la fraction 120 min.

Tableau 7: concentrations inhibitrices de 50 % du radical de DPPH.

1C50 groupe
F1 (3 min) 25.92+0.14 BC
F2 (6 min) 28.84+5.47 C
F3 (20 min) 23.15+2.34 B
F4 (60 min) 23.51+1.37 B
F5 (120 min) 46.12+0.60 D
Acide Ascorbique 0.14+0.014 A

Le test de signification ne rapporte pas I’effet antioxydant de 1’eau florale, par ce que la

plus forte concentration testée n’a inhibé que 10.42 % du radical de DPPH.

Cette variabilité peut étre attribuée a la composition chimique de différentes fractions
d’huile. En effet, le mécanisme de réaction entre le radical DPPH et 1’antioxydant dépend sur
la conformation structurale de I'antioxydant. Certains composés réagissent trés rapidement avec
le DPPH, réduisant un certain nombre de molécule de DPPH égales au nombre de les groupes
hydroxyles (Bondent, Brand-Williams et Bereset, 1997). Il est prouvé que les monoterpenes
possedent une activité antioxydante (Roberto et al., 2010) cela peut expliquer 1’activité

antioxydant des fractions 3min 6min 20min par rapport a la fraction 1h et 2h.

Ennajar et al. (2009), rapporte que I’huile essentielle de J. phoenicea. Est dominée par
I’a-pinéne. Wang et al., (2008); Ahmadi et al., (2010). Ont souligné que plusieurs composés
comme ’a-pinéne, B-pinéne, sabinéne, 1,8-Cineole, Germacrene D, Hedycaryol, Spathulenol,
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terpinene-4-ol, a-terpineol, Camphor, presents dans I’HE évaluée jouent un role importants
comme agents antioxydant (Wang et al., 2008; Ahmadi et al., 2010).

La recherche menée par Zheljazkov et al. (2017) a révélé qu’on peut obtenir des huiles
essentielles avec différents profils chimique a partir de du méme lot de galbules, suggérant la

possibilité de générer des huiles naturelles avec des profils ciblés spécifiques.
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Conclusion

Conclusion

Ce travail vise a I’évaluation de I’activité antioxydante de I’huile essentielle (HE) et de
I’eau florale de J. phoenicea récoltée dans la wilaya de Batna. Ce travail a permis d’aboutir aux

résultats suivants :

L’hydrodistillation des galbules de J. phoenicea a donné un rendement en huile

essentielle, cumulatif de 1.94 %.

L’étude du pouvoir antioxydant par le test de DPPH a montré que les fractions des huiles
essentielles de J. phoenicea possedent une activité remarquable et ont été capables de piéger le
radical libre DPPH. La valeur de Clso obtenue pour la fraction 6 a 20 min est de 23.148 mg/ml+
2.338, elle est inférieure a celles des fractions:0 & 3min, 3 & 6 min et 20 a 60 min et 60a 120
min qui sont de. 25.917 +£0.14 mg/ml, 28.843 +5.471mg/ml, 23.519 +1.365mg/ml et 46.119
+0.597mg/ml respectivement. La fraction d’huile essentielle de 6 a 20 min s’avére donc
posséder 1’effet antiradicalaire le plus prononcé par rapport aux autres fractions. Néanmoins,
I’acide ascorbique manifeste un pouvoir de réduction du radical libre plus important en

enregistrant une Clso de 0.14 £0.0142 mg/ml.

Etant donné que les premicéres fractions d’HE sont riches en monterpénes de faible poids
moléculaire et qui sont donc les premiers a s’évaporer, alors que les dernieres fractions d’HE
sont riches en sesquiterpenes, il est difficile d’attribuer 1’activité antioxydante a telle ou telle
classe de composés chimique. Le recours & la Chromatographie en Phase Gazeuse s’avére donc

indispensable.

D’autre part, I’activité antioxydante de I’eau florale extraite des galbules de J. phoenicea
n’a pas pu étre déterminée vu que I’inhibition maximale du DPPH reste inférieure a 10.42% a

la plus grande concentration testée (53.3 mg/ml).

Cette recherche a révélé qu’il est possible d’obtenir différents profils d'HEs & partir du
méme lot de galbules, suggérant la possibilité de générer des huiles naturelles avec des profils

ciblés spécifiques.

Il est indispensable d’approfondir I’analyse de la composition chimique des différentes
fractions obtenues afin d’identifier les espéces chimique responsables de [D’activité

antioxydante.
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Résumé

L’objectif de cette étude est 1’évaluation du pouvoir antioxydant des huiles essentielles collectées a différents
périodes au cours de 1’hydro-distillation et de I’eau florale extraites a partir des galbules mires de Juniperus phoenicea
L.

Les fractions d’huile essentielle ont été recueillies a cinq intervalles successifs aprées le début de I’hydrodistillation
(0-3, 3-6, 6-20, 20-60 et 60-120 min). L’activité antioxydante in-vitro des extraits obtenus a été évaluée en utilisant la
méthode de DPPH.

Les résultats obtenus ont montré que la fraction d'huile essentielle de 6 a 20 avait le pouvoir antiradicalaire le plus
important avec une CI50= 23.148 mg/ml+ 2.338. Tandis que I’effet antioxydant le plus faible a été enregistré avec la
fraction d’HE de 60 a 120 min.

Par ailleurs, la concentration inhibitrice de 50% du radical libre de I’eau florale extraite des galbules de J. phoenicea
n’a pas pu étre déterminée étant donné que ’inhibition maximale du DPPH n’a pas dépassé 10.42% a la plus grande
concentration testée (53.3 mg/ml). La CI50 de nos extraits (HE et eau florale) reste donc supérieures a celle de I’acide
ascorbique qui est de 0.14 mg/ml, ce qui se traduit par un pouvoir anti-radicalaire moins important.

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence que le plant Juniperus phoenicea a une activité antioxydante
remarquable et peut jouer un réle majeur dans la conservation des aliments et la prévention de maladies causées par les
radicaux libre.

Mots clés : antioxydants, DPPH, huile essentielle, Juniperus phoenicea, 1’acide ascorbique, 1’eau florale.
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Abstract

The objective of this study is the evaluation of the antioxidant activity of essential oils collected at different times
during hydro-distillation and floral water extracted from the mature Juniperus phoenicea L. galleons.

The essential oil fractions were collected at five successive intervals after the start of hydrodistillation (0-3, 3-6, 6-
20, 20-60 and 60-120 min). The in vitro antioxidant activity of the extracts obtained was evaluated using the DPPH
method.

The results obtained showed that the essential oil fraction of 6 to 20 had the strongest antiradical power with an 1C50
=23.148 mg / ml £ 2.338. While the weakest antioxidant effect was recorded with the HE fraction of 60 to 120 min.

Furthermore, the inhibitory concentration of 50% of the free radical of floral water extracted from J. phoenicea
galbules could not be determined since the maximum inhibition of DPPH was not more than 10.42% at most. High
concentration tested (53.3 mg / ml). The IC50 of our extracts (HE and floral water) thus remains higher than that of
ascorbic acid which is 0.14 mg / ml, which results in a lower anti-free radical power.

The results obtained made it possible to highlight that the Juniperus phoenicea plant has remarkable antioxidant
activity and can play a major role in preserving food and preventing free radical disease.

Key words: antioxidants, ascorbic acid, DPPH, essential oil, floral water, Juniperus phoenicea.



