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Résumé

Notre étude a été axée sur la détermination des constituants phytochimiques et
I’évaluation de D’activité antioxydante et antimicrobienne des extraits hydro-éthanoliques
des feuilles de trois plantes endémiques collectées de la région de Khenchela (Juniperus
oxycedrus L., Juniperus phoenicea L., Cedrus atlantica). Le screening phytochimique des
extraits obtenus par macération a montré qu’ils sont riches en métabolites secondaires tels
que les composes phénoliques, les composés réducteurs, les terpenoides, les tanins et les
coumarines. L’estimation quantitative des polyphénols et des flavonoides totaux a montré
que I’extrait de J. oxycedrus L. présente les teneurs les plus élevées en phénols totaux
(101,92+ 9,67 g EAG/mg) et en flavonoides (25,97+2,91ug EQ/mQ) par rapport aux deux
autres extraits. L'activité antioxydante a été étudiée par la méthode de réduction du radical
libre (DPPH). Le test a montré que le pourcentage d’inhibition le plus élevé a été observé
avec I’extrait de J. oxycedrus L. (82,4 %) par contre C. atlantica posséde le plus faible
pourcentage d’inhibition (66,72 %). L’activité antimicrobienne de trois extraits a été
évaluée vis-a-vis sept bactéries (E.coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 4352, P.
aeruginosa ATCC 27853, E. coli clinique, Pseudomonas clinique, B. cereus ATCC 11778
et S. aureus ATCC 25923) et deux souches fongiques (Aspergillus niger et Candida
albicans) par la méthode de diffusion sur un milieu gélosé. Les trois extraits n'ont montré
aucune activité contre les souches microbiennes testées, a I'exception de I'extrait de J.
oxycedrus L. qui a montré une activité modérée contre la souche B. cereus avec une zone
d’inhibition de 10,5 mm et une CMI de 6,25 mg/ml.

Mots clés: Activité antimicrobienne, activité antioxydante, screening phytochimique,

Juniperus oxycedrus L., Juniperus phoenicea L., Cedrus atlantica.



Abstract

Our study focused on determination of phytochemical constituents and evaluation of
antioxidant and antimicrobial activities of hydro-ethanolic extracts from the leaves of three
endemic plants collected from Khenchela region (Juniperus oxycedrus L., Juniperus
phoenicea L., Cedrus atlantica). Phytochemical screening of the extracts obtained by
maceration showed that they are rich in secondary metabolites such as phenolic
compounds, reducing compounds, terpenoids, tannins and coumarins. Quantitative
estimation of total polyphenols and flavonoids showed that J. oxycedrus L. extract had the
highest levels of total phenols (101.92+9.67ug GAE/mg) and flavonoids (25.97£2.91ug
QE/mg) compared to the other two extracts. Antioxidant activity was studied using the free
radical scavenging (DPPH). The test showed that the highest percentage of inhibition was
observed with J. oxycedrus L. extract (82.4%), while C. atlantica had the lowest inhibition
percentage (66.72%). The antimicrobial activity of the three extracts was assessed against
seven bacteria (E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 4352, P. aeruginosa ATCC
27853, clinical E. coli, clinical Pseudomonas, B. cereus ATCC 11778 and S. aureus ATCC
25923) and two fungal strains (Aspergillus niger and Candida albicans) by the agar
diffusion method. The three extracts showed no activity against any of the tested microbial
strains, with the exception of J. oxycedrus L. extract, which showed moderate activity

against B. cereus strain, with inhibition zone of 10.5 mm and a MIC of 6.25 mg/ml.

Key words: Antimicrobial activity, antioxidant activity, phytochemical screening,

Juniperus oxycedrus L., Juniperus phoenicea L., Cedrus atlantica.
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Introduction

Le développement de la résistance aux antibiotiques est devenu au cours de ces derniére
années, une préoccupation majeure en termes de santé humaine et animale. En effet, cette
¢volution remet en question I’efficacité des médicaments et peut aggraver le pronostic de
certaines maladies infectieuses, avec des conséquences sociales et économiques importantes
(Guillot et al., 2014). De plus, les effets nuisibles du stress oxydant sur la santé¢ humaine sont
devenus un vrai probléme, [’utilisation de molécules antioxydantes de synthése est
actuellement remise en cause en raison des risques toxicologiques potentiels (Bammou et al.,

2020).

Les plantes médicinales constituent depuis toujours une alternative idéale a travers leurs
emplois dans plusieurs secteurs y compris le domaine médical et pharmaceutique. A cet
¢gard, plusieurs résolutions ont été adoptées afin de répondre au regain d'intérét suscité par
leurs usages et comprendre ainsi certaines propriétés préconisées par nos ancétres (Djeridane

et al., 2006).

Les plantes contiennent un grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples
mis a profit dans I’industrie, en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi
ces composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tanins,
les lignanes, les terpénes et les flavonoides (Abedini, 2014). Différentes études ont montré
que ces molécules sont dotées de diverses propriétés y compris antioxydantes,

antimicrobiennes, antiinflammatoires antihelminthiques, antidiabétiques ...etc.

L’ Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore singuliérement
riche et diversifiée. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15% endémiques et

appartenant a plusieurs familles botaniques (Gaussen et Leroy, 1982).

Dans le cadre de la valorisation des especes végétales de 1’ Algérie, surtout la région des
Aures, et de chercher des alternatives aux antibiotiques et des antioxydants synthétiques, notre
¢tude a pour objectif principal 1’évaluation de [D’activité antimicrobienne, [’activité
antioxydante et la teneur en polyphénols et flavonoides des extraits de trois plantes
endémiques de cette région (Cedrus atlantica, Juniperus oxycedrus L. et Juniperus phoenicia

L).
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Pour atteindre cet objectif, le présent mémoire est subdivisé€ en quatre parties :

e Etude bibliographique, rassemble des généralités et notions essentielles sur les

plantes endémiques et leurs propriétés.

e Partie matériel et méthodes, présente le matériel et les techniques utilisées pour la

réalisation de ce travail.

e Partie résultats et discussion, mentionne les résultats obtenus au cours de notre étude

expérimentale.

¢ Enfin, une conclusion qui permettra de tirer quelques perspectives nécessaires pour

mieux approfondir dans le travail.
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1  Plantes endémiques

1.1 Généralités sur les plantes endémiques

Les espéces végétales endémiques sont des plantes qui existent dans une région
géographique particuliére ; I'endémisme étant considéré comme un facteur important pour
la préservation de la biodiversité a I'échelle locale, nationale et mondiale, I'identification du
nombre et de la répartition des plantes endémiques dans une zone biogéographique est un
point préliminaire pour évaluer la protection de cette région définie (Hassanpouraghdam
et al., 2022).

Un taxon endémique est limité a une zone geéographique confinée en raison de
parameétres tels que l'isolement ou d'autres conditions abiotiques. La connaissance de
I'endémicité est nécessaire pour compenser les priorités de préservation (Lima et al.,
2020).

1.2 Conservation des plantes endémiques

1.2.1 Conservation in situ

La conservation in situ a été considérée comme une stratégie de la création de
réserves naturelles, elle est particulierement importante pour la préservation des plantes
endemiques dans laquelle une espéce est maintenue dans son habitat naturel et récupérée a

son emplacement d'origine (Wu et al., 2024).

1.2.2 Conservation ex situ

La conservation de la biodiversité en dehors de ses habitats naturels, Le stockage
conventionnel dans une banque de semences (Stockage a sec a —20 °C) est la méthode la
plus simple et efficace pour la conservation ex situ du matériel génétique végétal et c'est

également le meilleur choix car il préserve le matériel génetiquement diversifie (Figure

Figure 01 : Conservation des plantes endemiques ex situ (D*Antraccoli et al., 2023)
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2 Activités biologiques des substances naturelles des plantes endéemiques

Les extraits de plantes sont utilisés a des fins médicinales depuis I'Antiquité, les
plantes médicinales et aromatiques sont composées de divers composés phytochimiques
dotés de fortes propriétés biologiques notamment, des effets antioxydants et
antimicrobiens, I'exploitation d'espéces endémiques peut donner un intérét
pharmacologique pour la production de médicaments verts utilisant des substances

naturelles (Chrysargyris et al., 2024).

2.1 Activité antimicrobienne

De nombreux chercheurs effectuent des recherches sur les plantes afin de découvrir
d'éventuels composés antimicrobiens. La toxicité des tanins pour les champignons, les
bactéries et les levures est examinée, les différents mécanismes proposes jusqu' a présent
pour expliquer l'activité antimicrobienne des tanins comprennent l'inhibition des enzymes
microbiennes extracellulaires et la privation des substrats nécessaires a la croissance
microbienne ou l'action directe sur le métabolisme microbien par l'inhibition de la

phosphorylation oxydative (Scalbert, 1991).

2.2 Activité antivirale

Ces derniéres années, la recherche de substances naturelles pour lutter contre les
maladies virales s'est intensifiée, D’apres Loaiza-Cano et al. (2020) I'effet antiviral de
composés phénoliques contre le virus de la dengue (DENV) a été démontré, Vingt
composés phénoliques ayant une activité anti-DENV sont examiné y compris les multiples
mécanismes d'action tels que ceux dirigés contre les particules virales et les voies liées au

cycle viral.

2.3 Activité anticancéreuse

D’aprés Naso et al. (2023), les composés phytochimiques tels que les flavonoides
ont des vertus meédicinales potentielles telles qu'une action antioxydante, anti-
inflammatoire, anticancéreuse et antivirale, lorsque différentes lignées cellulaires ont été
incubées avec douze flavonoides ils se sont comportés comme des composés pro-oxydants
présentant des propriétés anticancéreuses et tuant sélectivement les cellules tumorales sans

effets secondaires sur les cellules normales.
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2.4  Activité antioxydante
Les terpénoides (comme les monoterpenes et les caroténoides) et les polyphénols
(comme la quercétine et d'autres flavonoides) sont des substances naturelles majeures qui

ont un large éventail d'effets antioxydants (Gutiérrez-del-Rio et al., 2021).

2.5 Activité antiallergique

Les métabolites bioactifs des plantes médicinales ont été utilisés traditionnellement
pour soulager les symptomes de la rhinite allergique (Rahim et al., 2021). Les flavonoides
contenant des noyaux hétérocycliques fusionnés dans leur structure chimique se sont
révélés présenter une variété d'effets pharmacologiques notamment, antiallergiques et anti-
inflammatoires, avec ces propriétés les flavonoides peuvent étre un candidat puissant pour
la découverte de leur utilisation dans d'autres maladies comme l'asthme (Kaur et al.,
2021).

2.6 Activité cardiovasculaire

Les effets biologiques des flavonoides impliquent des interactions biochimiques avec
de nombreuses cibles cellulaires et moléculaires spécifiques, les flavonoides ayant la
capacité de la modulation directe/indirecte des canaux K+ cardiovasculaires (Fusi et al.,
2020). Les flavonoides ont des effets sur le systeme cardiovasculaire par leur potentiel a
produire une vasodilatation et a réguler les processus apoptotiques dans I'endothélium

(Ciumarnean et al., 2020).

2.7 Activité antiinflammatoire

Les polyphénols ont divers effets bénéfiques sur les maladies caractérisées par
I'inflammation; des études utilisant des échantillons humains dérivés de patients et des
expériences cellulaires ont suggéré que les polyphénols peuvent étre bénéfiques contre les
maladies inflammatoires en supprimant I'expression génétique et I'activité enzymatique des
MMP (les métalloprotéinases matricielles) qui jouent un réle dans diverses maladies
inflammatoires notamment, [l'arthrose, la polyarthrite rhumatoide. Les analyses
moléculaires ont fourni une base structurelle pour l'interaction entre les polyphénols et les
MMP et aideront a explorer de nouveaux médicaments a base de polyphénols ayant des

propriétés anti-inflammatoires (Suzuki et al., 2023).
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3 Les principes actifs des plantes

Les substances phytochimiques sont des substances produites principalement par les
plantes, et ces substances ont une activité biologique. Dans I'industrie pharmaceutique, les
plantes représentent la principale source d'obtention de divers ingrédients actifs. Ils
présentent des effets pharmacologiques applicables au traitement des infections
bactériennes et fongiques ainsi que des maladies chroniques-dégénératives telles que le

diabeéte et le cancer (Mendoza et Silva, 2018).

3.1 Classification des substances naturelles des plantes

La classification des substances naturelles des plantes est basée sur leur structure
chimique, leur composition, leur solubilité dans divers solvants ou la voie par laquelle elles
sont synthétisées. Le principal systeme de classification comprend 3 grands catégories: les
terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques. Pour chacun d'entre eux, des

sous-classes sont prévues dont la structure est complexe (Kabera et al., 2014).

3.1.1 Les terpénoides

Les terpénoides constituent I'une des familles de produits naturels les plus
diversifiées, englobent plus de 40 000 composés individuels présents a la fois dans le
métabolisme primaire et secondaire, ils ont des activités anti-inflammatoires,
antibactériennes et antivirales, inhibent les maladies cardiovasculaires et y remédient,
favorisent l'absorption transdermique et ont des effets hypoglycémiques (Tableau 01)
(Mohammadi-Cheraghabadi et Hazrati, 2023).

3.1.2 Lesalcaloides

Les alcaloides sont des composés hétérocycliques contenant de l'azote, généralement
isolés des plantes (Yan et al., 2021). lls sont regroupés en fonction de leur précurseur
biosynthétique en 3 groupes: les vrais alcaloides, les proto-alcaloides et pseudo-alcaloides
(Tableau 02) (Djama et Karour, 2020).

3.1.3 Les composés phénoliques

Les composeés phénoliques sont abondants dans les plantes (Bhatia et al., 2024). Ils
présentent une grande diversité structurelle (Alara et al., 2021). Ils appartiennent a 4
classes: acides phénoliques, tanins, anthocyanes et flavonoides (Tableau 03) (Indelicato et
al., 2023).
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Tableau 01 : Principales sous-classes des terpénoides et leur origine

Terpénoides

Structure Origine (exemple)

présents dans les tres répandus dans
huiles essentielles les caroténoides
structure simple de terpénoide (Siddiqui et al., (Meléndze-
(Site 02) 2024) Martinez et al.,
2019)

Sous-classes

Les stéroides : sont largement présents dans les tissus des plantes, les stéroides

comprennent les stérols et leurs dérivés. Le phytostérol est impliqué dans le métabolisme
des plantes (Kolekar et al., 2019).

Les caroténoides : sont principalement des terpénoides en C40, les caroténoides

servent également de précurseurs a deux hormones végétales et a un ensemble diversifié

d'apocaroténoides (Nisar et al., 2015).

Les terpénes : sont des composés organiques constitués d'isopréne, un element de

construction a cing carbones, un monoterpene est une molécule cyclique composée de
deux unités d'isoprene ; les terpénes sont généralement composés de deux, trois, quatre ou
six unités d'isopréne. On les appelle respectivement monoterpenes, sesquiterpenes,

diterpenes et triterpenes (Nollet, 2023).
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Tableau 02 : Principales sous-classes des alcaloides et leur origine

Alcaloides

Structure Origine (exemple)

HSC\ P| N/CH3
(I
|
AL
ClH Caffeine @
' CHNO. a@®

Molécule alcaloide de la caféine (Site 03)

Le pavot a opium Le pavot de

contient les alcaloides | Californie comprend
(Graham et les principaux
Houston, 2024) alcaloides (Chauveau
et al., 2023)

Sous-classes

Alcaloides vrais : ce sont des dérivés d’acides aminés, dont 1’atome d’azote est inclus

dans le systeme hétérocyclique. lls sont présents sous forme libre, ou sous forme de sel, ou
comme N-Oxyde (Khitour et Bachani, 2020).

Proto-alcaloides : sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un

héterocycle, basiques, élaborés in vivo a partir d’acide aminé (Dih et Belguendouz, 2022).

Pseudo-alcaloides : présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des

alcaloides vrais mais ce ne sont pas des dérivés des acides aminés (Loucif, 2020).
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Tableau 03: Principales sous-classes des composés phénoliques et leur origine

composés phénoliques

Structure Origine (exemple)
' v,
OH | gi
d '5
2 OH
C \
3
OH Fraises contiennent | Les flavonoides sont
OH des composés les polyphénols les
phénoliques plus abondants dans
structure de base des flavonoides (Site 04) (Seeram et al., le raisin (Kasiker et
2006) Bagdathoglu, 2024)

sous-classes

Les tanins : constituent une classe majeure de polyphénols alimentaires, ils

possedent des propriétés bénéfiques pour la santé (Zeng et al., 2023).

Les acides phénoligues : forment l'un des plus grands groupes de composés

phénoliques, ils contient généralement un groupe carboxyle et un ou plusieurs groupes

hydroxyles liés a I'anneau aromatique (Valanciene et al., 2020).

Les flavonoides : sont les polyphénols les plus abondants dans les plantes (Tao et

al., 2024). Les flavonoides se composent d'une vaste gamme de composés aux des
activités variables (Lee et al., 2024).

Les anthocyanes : constituent une sous-famille de flavonoides particulierement

importante car ce sont, avec les chlorophylles les principaux pigments végétaux (Dangles
et Deluzarche, 1994).
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4 La phytothérapie
Le terme «phytothérapie» provient de deux mots grec therapeia signifie traitement et
phyton signifie plantes, I'ensemble constitue «thérapie par les plantes». Il s'agit de I'une des

plus anciennes pratiques thérapeutiques utilisées par I'nomme (Leite et al., 2021).

4.1 Types de la phytothérapie

Malgré I'évolution de la médecine moderne, les produits & base de plantes continuent
de répondre aux besoins thérapeutiques dans les contextes traditionnels et cliniques. Les
types de phytothérapie comprennent l'aromathérapie, I'herboristerie, gemmothérapie, la

phytothérapie en pharmacie et la phytothérapie chinoise (Parfait et Lawrence, 2023).

4.1.1 Aromathérapie
L'aromathérapie est une méthode de traitement naturel qui utilise des huiles

essentielles (HE) extraites de plantes aromatiques (Cao et al., 2023).

4.1.2 Gemmothérapie

La gemmothérapie également, connue sous le nom de phytoembryothérapie, est une
méthode homéopathique moderne de drainage biothérapeutique utilisant des extraits de
divers arbres et arbustes, est utilisée des pousses naissantes, graines, radicelles et seve est

prélevée au moment le plus fort de la germination annuelle de la plante (Raiciu, 2019).

4.1.3 Herboristerie

L'herboristerie ou I'herbologie, est «l'étude des plantes et leurs usages
médicinaux».Cette définition peut étre élargie pour inclure la culture de plantes
aromatiques, en particulier celles qui sont considérées comme ayant des propriétés
médicinales (Ameh et al., 2011).

4.1.4 Phytothérapie en pharmacie
Les plantes constituent un réservoir pour les pharmacopées du monde. Plusieurs

médicaments importants sont fabriqués a partir des substances actives d’origine végétales

(Ouedraogo et al., 2021).

4.1.5 Phytothérapie chinoise
La phytothérapie chinoise est pratiquée depuis des milliers d'années pour la
prévention, le traitement et la guérison des maladies. La phytothérapie implique

I'utilisation de composes naturels, dont les ingrédients actifs (Yang et al., 2018).
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5 Monographie des plantes sélectionnées

Les massifs montagneux tel que Djebel Chilia culmine & 2328 m de la wilaya de
Khenchela se caractérisent par une richesse et une diversité floristique exceptionnelle. A
partir des travaux de Abdessemed (1981) et Quezel et santa (1963), prés de 400 espéces
de plantes vasculaires appartennant a 231genres et 60 familles botaniques ont été
recensées, dont le nombre d’éspeces endémiques est environ 62 espéces et le taux
d’endémicité 15,58 %. Parmi les eéspeéces particuliéres a la région de Khenchela, nous
avons seléctionné 3 especes: Cedrus atlantica, Juniperus oxycedrus L. et Juniperus

phoenicia L.
5.1 Cedrus atlantica

5.1.1 Description botanique
Le cedre de I'Atals est une espéce résineuse pinacée endémique des montagnes
d'Afrique du Nord qui suscite un interét international pour son utilisation dans le

reboisement d'écosystemes dégradés (El Bakkali et Amraoui, 2022).

L’arbre de cedre de I'Atals a port conique pyramidal a 1’état jeune et devient tortueux
et tabulaire chez les individus les plus agés ; Il peut atteindre les 60 m dans les conditions
écologiques les plus favorables, le diametre du tronc prend souvent des formes
considérables pouvant atteindre 1 m, l'unité architecturale de cette espéce est caractérisée
par cinq catégories d’axes végétatifs qui sont : le tronc, la branche, le rameau long, la
ramille et le rameau court, son écorce est de couleur grise et de forme écailleuse lisse qui
se crevasse avec 1’age, les rameaux sont longs d'une coloration grise jaunatre a pubescence
dense, assez longue avec une coloration beige claire, les feuilles ou aiguilles, sont de forme
subteragones, vertes ou glauques, de moins de 2,5 mm de longueur avec un apex aigu, les
bourgeons sont petits, ovoides, globuleux de couleur beige claire ou brune, les fleurs males
sont des chatons cylindriques dressés, d'un jaune verdatre, les inflorescences femelles sont
des chatons ovoides (cones) dressés d'un vert pale, de 5 a 8 cm de longueur et atteignent au
plus 10 cm, cylindriques a sommet aplati ou déprimé, le bord supérieur de I'écaille est
bordé d'un liséré chatain foncé, la graine de 10 a 14 mm de longueur, subtriangulaire,
marron roux se termine par une aile large, le poids de 1000 graines est évaluée entre 60 a
100 g (Figure 02) (EI Bakkali, 2020).

11
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Figure 02 : Représentation de 1’éspece Cedrus atlantica : A) : Arbre complet (Site 05)

B) : Ecorce (Site 08), C) : Rameau et feuilles (Site 06), D) : Cones (Site 07)

5.1.2 Nomenclature (Tableau 04)

Tableau 04 : Nomenclature de I’espéce végétale Cedrus atlantica

Nomenclature

Francais cedre de I’ Atlas
Cedrus atlantica Manetti

Nom scientifique (Najem et al., 2022)

Nom commun anglais Atlas cedar (Najem et al., 2022)
En arab Arz (Sbabdji et al., 2009)
En berbére Idil ou Begnoun (Sbabdiji et al., 2009)
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5.1.3 Classification (Tableau 05)
Tableau 05 : position taxonomique du Cédre de 1’Atlas (Djerrah et Ihadrien, 2017)

Embranchement Spermaphytes

S/Embranchement Gymnospermes
Classe Vectrices
Ordre Coniférales
Famille Pinacées
Genre Cedrus
Espéece Cedrus atlantica Manetti

5.1.4 Aires de repartition

5.1.4.1 Dans le monde

Plusieurs études indiquent 1’origine Nord-Est asiatique du Cedrus, un groupe de
plantes horticoles tres important économiquement et écologiquement, et montrent que
toutes les espéces de Cedrus, appartenant a la fois aux régions méditerranéenne et
himalayenne, étaient beaucoup plus largement réparties dans la zone de haute latitude entre
Europe, Asie et Afrique avant de migrer en Afrique du Nord a la fin du Tertiaire (Charco,
2001 ; Manzi, 2011). Il existe quatre espéces de cedre dans le monde Cedrus libani Rich
(Anatolie, montagne du Taurus, Erbaa, Niksar, Liban, Palestine et Syrie), Cedrus deodara
Don (Himalaya, Afghanistan et Baloutchistan), Cedrus brevifolia Henry de Chypre et
Cedrus Atlantica Manetti [ Rif et Atlas marocain, Algérie] (Lépez-Tirado et al., 2021).

Le Ceédre de I’Atlas est une espece endémique d’Afrique du Nord. Il occupe les
montagnes de 1’ Afrique du nord et plus précisément celles du Maroc [16000 ha dans le Rif,
116000 ha dans les moyen et haut Atlas] (Hamadi et al., 2022). Le cédre de I'Atlas se
trouve a des altitudes comprises entre 1 300 et 2 600 m au-dessus du niveau de la mer, ou
les précipitations annuelles sont comprises entre 500 et 2 000 mm et ou la température
minimale du mois le plus froid est comprise entre -1 et -8 °C. Le Moyen Atlas (nord du
Maroc) contient environ 80 % de la surface des foréts de cedre de I'Atlas environ 100 000
ha (Linares et al., 2011).

13
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5.1.4.2 En Algérie

En Algérie les peuplements de cédre occupent environ 27000 ha (Kharchouche,
2013). Répartis en trois groupes : le groupe de 1I’Ouarsenis, le groupe des Aures et le
groupe du Djurdjura, dans le massif de 1’Ouarsenis, le cédre apparait dans 1’ Atlas mitidjien
ou Atlas de Blida (1.040ha). Le cedre dans les Aures est groupé en deux massif principaux
I’'un a ’ouest, prés de Batna avec la forét de Bélezma sur les flanc de Djbel Touggourt
(8.100 ha), I’autre a 50 km a I’est , prés de Khenchela dans les massifs des Beni Oudjana
sur 3.000 ha (Mont Chilia), des Ouled Yacoub (3.000 ha), de Djebel Feraoun et de Djebel
Aidel. Le cédre dans le Djurdjura se dévloppent particulierement dans le massif des Babors
(M'hirit et Benzyane, 2006).

5.1.5 Composition chimique

Concernant les métabolites secondaires de Cedrus atlantica, quelques études ont été
réalises sur les extraits par solvants de cones de C. atlantica. L’extrait a 1’éther diéthylique
de cones provenant d’Angleterre est constitué¢ en majorité d’acides résiniques (Nam,
2014). Un extrait a I’hexane, provenant de la région d’Ifrane dans le moyen Atlas (Maroc)
est constitué principalement de diterpenes possédant le squelette abiétane (Barrero et al.,
2005). Pour I’huile essentielle d’aiguilles de C. atlantica la composition d’un échantillon
en provenance de Rabat (Maroc) est dominée par les monoterpenes oléfiniques, 1’a-pinene
34%, le B-pinéne 32 % et le myrcene 17 % (Lahlou, 2003). L’huile essentielle en
provenance de la forét de Bainem (Algérie) est, quant a elle, composée de monoterpenes
tels que l'a-pinéne (18 %) et 'a-terpinéol (7 %) et de sesquiterpénes tels le [-
caryophylléne (9 %) et I’oxyde de caryophylléne (10 %) (Boudarene et al., 2004).

5.1.6 Usages traditionnels

Le cédre est I'une des plantes les plus recherchées au monde en raison de la qualité
de son bois et de sa richesse en molécules bioactives pouvant étre utilisées dans les
domaines pharmaceutique, cosmétique et de la parfumerie (Chauiyakh et al., 2023). Le
cedre est utilisé en ébénisterie. Les Marocains I’apprécient beaucoup surtout dans la
fabrication des meubles rustiques et des accessoires décoratifs, sa renommée est due, en
dehors de la qualité de son bois, a son odeur caractéristique et sa resistance aux attaques
des insectes et champignons (ElI Azzouzi et Keller, 1998). Toth (1990) a signalé que la
résine et I'huile de cédre, dans l'antiquité, étaient trés recherchées. Les Egyptiens les

utilisaient pour embaumer les morts.
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5.2 Juniperus oxycedrus L.

5.2.1 Description botanique

Le genévrier oxycédre ou genévrier cade ‘‘Juniperus oxycedrus L.”” est l'une des
especes les plus répandues du genre Juniperus (Quezel et Gast, 1998).1l appartient a la
famille des cupressacées, il se présente sous forme d’arbre et d’arbuste, qui peuvent
atteindre dix metre de hauteur a feuilles persistantes, étroite et épineuses qui sont toujours
vertes (Gray, 1864). Elles sont trés étalées, verticillées par 3 et disposées sur 6 rangs,
toutes linéaires en aléne a pointe fine et piquante, articulées, non décurrentes, marquées de
2 sillons blanchatres séparées par la nervure médiane en dessus, a carene obtuse et non
sillonnées en dessous. Ses fleurs dioiques et ses fruits sont rouges et luisants a la maturité,
sub-globuleux, assez gros (8-10 mm), dépassés ou égalés par les feuilles variant a des fruits
plus gros, ovoides (Figure 03) (Mansouri et al., 2011).

Figure 03 : Représentation de 1’éspéce Juniperus oxycedrus L.: A): Arbre
complet (Site 11), B): Feuilles «aiguilles» (Site 09), C): Fruits pas mars (Site
12), D) : Fruits mdrs (site 10).
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5.2.2 Nomenclature (Tableau 06)

Tableau 06 : Nomenclature de I’espéce végétale Juniperus oxycedrus L.

Nomenclature

en francais Genévrier cade (Hafsi et al., 2017)
Nom latin Juniperus oxycedrus L.( Site 11)
Nom commun anglais prickly juniper ( Site 11)
en arabe dialectal «Taga» (Hafsi et al., 2017)

Oyl c‘._?_\y)l e ¢L§JISJ\ eyl
Qla )l «dlila e e (Site 13)

en arabe

5.2.3 Classification (Tableau 07)
Tableau 07: position taxonomique du Juniperus oxycedrus L. (Quézel et Santa,
1962)

Embranchement Spermaphytes

Sous- Embranchement Gymnospermes
Classe Coniferes
Ordre Coniférales
Famille Cupressacées
Genre Juniperus
Espéce Juniperus oxycedrus L.

5.2.4 Aires de répartition

5.2.4.1 Dans le monde

Le Juniperus oxycedrus est présent dans toute la région méditerranéenne, y compris
dans des pays tels que I'Espagne, la France, I'ltalie, la Grece et le Portugal. On le trouve
également dans certaines parties de I'Europe centrale et de I'Europe de I'Est. On peut
trouver cette espece dans certaines parties du Moyen-Orient, notamment en Turquie, en

Syrie, au Liban, et en Palestine. Le Juniperus oxycedrus se trouve également dans certaines
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régions d'Asie, notamment en Iran, en Irak et en Jordanie. Il est répandu dans les pays
d'Afrique du Nord, notamment le Maroc, I'Algérie, la Tunisie et la Libye.

Le climat méditerranéen de cette région est propice a la croissance du Juniperus
oxycedrus. C’est une espece qui se développe sur des pentes séches, mais aussi sur les
dunes. Elle apprécie les lieux arides, rocailleux, sur calcaire ou sur sols acides (Reggad et
Rezek, 2023).

5.2.4.2 En Algérie

Dans I’Algérie, ce genre est présent sous forme de cinq especes, parmi lesquelles
deux sont rares J. thurifera et J. communis, une trés rare J. sabina et les deux derniéres,
dans un état de dégradation J. oxycedrus et J. phoenicea (Ouaar, 2023). J. oxycedrus en
Algérie occupe plusieurs zones bioclimatiques, dont les régions humides et hyperarides.
Selon la Flore d'Algérie, cette espéce se trouve dans les régions montagneuses du pays,
notamment dans les montagnes de I'Atlas, les Aurés et les montagnes de Kabylie. La
présence de Juniperus oxycedrus L. dans les climats semi-arides et sub-humides des Hauts
Plateaux du Nord-Est de I'Algérie (Ghouati et Rabah, 2023).

5.2.5 Composition chimique

Selon Negreche et Benattia (2019), I'analyse phytochimique de Juniperus oxycedrus
révele une présence importante de tanins, ainsi qu'une quantité modérée de terpenes. En
revanche, la plante présente de faibles teneurs en alcaloides et en flavonoides libres avec
absence total des anthocyanines et les saponosides. Les résultats de 1I’étude de Massei et al.
(2006) sur la meme espéce, indique que cette plante contient des concentrations élevées de

composés phénoliques et de terpénoides.

5.2.6 Usages traditionnels

Les cones du J. oxycedrus en Europe méridionale sont agréables a manger tels quels.
Ils sont charnus, un peu farineux, et a la fois sucrés et utilisés dans la préparation du
«purée». L’huile de cade est distillée du bois de se genévrier, elle est utilisée dans les
problémes de peau, la perte des cheveaux, comme antiseptique et insecticide (Couplan,
2009). Le Genévrier de cade considéré comme un bon remede traditionnel contre les
maladies inflammatoires, infectieuses telles que, la bronchite et le rhume. Les feuilles de
cette plante sont utilisées contre le diabete sous forme de décoction, la diarrhée et le
rhumatisme. De plus, I'extrait de fruit bouillie est utilisé comme un traitement des troubles

gastro-intestinaux (Graichi et al., 2020).

17



Synthése bibliographiqie

5.3 Juniperus phoenicia L.

5.3.1 Description botanique

Généralement J. phoenicea L. est un arbuste d’environ 1 a 3 m d’hauteur, mais
pouvant atteindre jusqu'a 8 a 10 metres, c'est une espéce monoique, assez rarement dioique
a feuillage persistant non piquant et aromatique (Harrath et Benmedakhen, 2023). Son
cycle de reproduction s'étend sur 2 ans, et les arbres adultes produisent des cones mars de
couleur brune. Les arbres adultes produisent des arcestides mdres, de couleur brune, qui
ressemblent a des baies et qui contiennent des graines.qui sont dispersées par des vertébrés
de taille moyenne a grande d'octobre a février (Garcia et al., 2014). Les rameaux épais
couverts de feuilles vert foncé, squamiformes, fortement appliquées sur les rameaux,
généralement en 4 rangs, longues et larges de 1 mm environ, marquées d’un sillon
glanduleux sur le dos. Fruit globuleux, de 6-15 mm, terminal sur les rameaux (Telaidji,
2018). L'écorce brun rougeatre, le systéme racinaire est profond. Leur durée de vie est trés

longue, pouvant aller jusqu'a 1000 ans (Figure 04) (Amalou et Mouhoubi, 2014).

Figure 04 : Représentation de 1’éspéce Juniperus phoenicia L.:A): Arbre complet
(Site 16), B): Rameau (Site 14), C) : Feuilles vert: (Site 15), D): des baies (site 17).

18



Synthése bibliographiqie

5.3.2 Nomenclature (Tableau 08)

Tableau 08 : Nomenclature de 1’espéce végétale Juniperus phoenicia L.

Nomenclature

Genévrie de phénicie, Fausse sabine

AEIEELS (Ruiz, 1993)
) Phoenician-cedar, Berry-bearing-ceder
Anglais (Ruiz, 1993)

Juniperus phoenicea L.

Noim EdE g (Benkhnigue et al., 2014)

Italien Cedrolicio (Ruiz, 1993)

en arabe Al-ar’ar finiqui (Benkhnigue et al., 2014)

5.3.3 Classification (Tableau 09)

Tableau 09: position taxonomique du Juniperus phoenicia L.(Small et Dentsch,
2001)

Reégne Plantae

Embranchement Spermatophytes
Sous Embranchement Gymnospermes
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Ordre Cupessaceae
Genre Juniperus L
Espece Juniperus phoenicea
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5.3.4 Aires de répartition

5.3.4.1 Dans le monde

Le genévrier de Phénicie ou genévrier rouge (Juniperus phoenicea L.). C’est
certainement 1’espéce la plus répandue en Afrique du Nord ou elle est présente depuis les
dunes littorales jusqu’aux limites sahariennes (Brahimi, 2017). Son aire de réepartition
géographique couvre une grande partie de la région mediterranéenne, des iles Canaries, le
Portugal et I'Afrique du Nord a I'ouest, I'Arabie saoudite et la Jordanie a I'est, cette espece
prospere dans les régions semi-arides et arides du nord-ouest de I'Afrique (Mazur et al.,
2010).

5.3.4.2 En Algérie

Le genévrier rouge occupe une superficie estimée a 227.000 ha, soit 10% de la
surface forestiere algérienne. Il est commun sur I’ensemble du littoral, sur les hauts
plateaux et 1’Atlas saharien de I’oranais, de I’algérois et du constantinois. Il est assez rare
ailleurs, on le trouve surtout sur les dunes littorales, dans les collines, sur les cotes de
Barbarie et il constitue au c6té du cedre, la principale couverture végétale dans les

montagnes des Aurés (Amara, 2019).

5.3.5 Composition chimique

Selon les résultats de Elsherif et al. (2024), les extraits aqueux et éthanoliques de
Juniperus phoenicea contenaient divers composés phytochimiques, tels que des hydrates
de carbone, des protéines, des phénols, des tanins, des flavonoides, des alcaloides, des
coumarines, des anthocyanines, des saponines et des glycoside. Le principal monoterpéne
présent dans les huiles de feuilles fraiches, de feuilles séchées et de baies de J. phoenicea
est l'a-pinéne (29,6 % / 55,9 % / 56,6 %), accompagné par des quantités moindres de

sesquiterpénes (Bouyahyaoui et al., 2016).

5.3.6 Usages traditionnels

Juniperus phoenicea est tres employée pour traiter les cheveux (EI Alami et al.,
2016). La premiére utilisation enregistrée de cette plante était en Egypte vers 1500 Avant
J.-C. (Al Groshi et al., 2018). Le mélange de feuilles et de baies de cette plante est utilisé
comme agent hypoglycémiant (Amer et al., 1994). Les fruits séchés et réduits en poudre
peuvent guérir les ulcérations de la peau et les abces (Akrout, 1999).

20






Matéeriel et méthodes

Le présent travail a été réalisé au sein du laboratoire pédagogique de Il'université
Abbes Laghrour — Khenchela. L’étude a portée sur I'évaluation de I'activité
antimicrobienne des trois extraits hydro-éthanoliques issus des feuilles des trois especes
veégétales endémiques de Khenchela (Cedrus atlantica, Juniperus oxycedrus L., Juniperus

phoenicia L.) ainsi que leurs activité antioxydante et 1’analyse phytochimique.

1 Matériel

1.1 Matériel vegétal

L’échantillonnage a été réalisé dans trois régions de la wilaya de Khenchela, est
située au nord est de I’Algérie, dans la région des Aurés, entre la chaine steppique et les
hauts plateaux, ce qui lui confére un caractére forestier agro-pastoral et saharien. La
prédominance de l'activité agricole dans le paysage économique de la wilaya lui confere
une vocation agro — sylvo — pastorale, elle dispose d'importants massifs forestiers (Chélia-
Bouhmama-M’sara-Yabous) avec plusieurs plaines et vallées. L'apiculture y est pratiquée
mais, également l'arboriculture fruitiére dont les variétés telles que la pomme et l'olivier

constituent des atouts susceptibles d'entrainer une future industrie agro-alimentaire (Site 1)

Tableau 10 : Présentation des éspeces végétales utilisées

Nom botanique Partie utilisée §!tes de Mois de récolte
prélévements
. : Djebel Foughal .
Cedrus atlantica Feuilles (Taouzient) Janvier (2024)
Juniperus . Djebel Boualouane i
oxycedrus L. Feuilles (Taouzient) Janvier (2024)
Junlper us Feuilles M’Sara (Bouhmama) Janvier (2024)
phoenicia L.
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1.2 Les souches microbiennes testées
L'activité antimicrobienne des extraits choisis a été testée sur 7 souches bactériennes

pathogénes, un champignon pathogene et une levure pathogeéne.

Tableau 11 : Les souches microbiennes étudiées

Les souches microbiennes a tester

Les souches bactériennes Les souches fongiques
Bactéries Gram Bactéries Gram .
L . Moisissure Levure
négatives positives
Escherichia coli Bacillus cereus
ATCC 25922 ATCC 11778
Klebsiella Staphylococcus
pneumoniae aureus ATCC
ATCC 4352 25923
Pseudomonas . .
aeruginosa ATCC / Aspezr%ﬂg;(sn ‘98T | candida albicans
27853
E.coli clinique /
Pseudomonas /
clinique

1.3 Milieux de culture

Au cours de cette étude, nous avons utilisé :

» Mueller Hinton agar : pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux
différents extraits par la méthode de diffusion.

» Gélose nutritive : pour le repiquage des souches bactériennes.

» Gélose dextrose a la pomme de terre (PDA) : pour I'étude de la sensibilité

des souches fongiques aux difféerents extraits.
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1.4 Produits chimiques et appareillage

Tableau 12 : Réactifs chimiques et instruments de laboratoire

Les produits chimiques et

Equipement

I
:

E réactifs

: Ethanol, méthanol, eau distillée,
: réactif de Mayer, chlorure

| d'hydrogéne (HCI), acide

: sulfurique (H2 SO,), chlorure de
: fer (FeCls), carbonate de sodium,
: acide ascorbique, DPPH, Folin-
Ciocalteu, lI'acétone, anhydride
acétique, chloroforme, liqueur de
Fehling, NH,OH, tournures de
magnésium, DMSO.

1.5 Antibiotiques

Etuve, Spectrophotomeétre UV —
visible, balance analytique, bec
Bunsen, autoclave, four Pasteur,
réfrigérateur, flacons, boites de Pétri
en verre et en plastique, micro
pipettes, écouvillons, anse de
platine, béchers, agitateur, vortex,
bain Marie.

Tableau 13 : Disques d'antibiotiques utilisés dans I'antibiogramme

Sigle Antibiotique Famille Quantité (ug)
OoX Oxacilline Pénicilline 5
OFX Ofloxacine Fluoroquinolone 5
F Nitrofurantoine Nitrofuranes 300
2 Methodes
2.1 Séchage

Apres la récolte, les feuilles de ces plantes ont été séchees a I'abri des rayons solaires,

dans un endroit non humide a température ambiante pendant 15 a 18 jours.
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2.2 Broyage
Le broyage a été réalisé a l'aide d'un moulin a café, jusqu'a I'obtention d'une poudre
tres fine. le broyat obtenu a été conservé dans des sacs hermétiques.

Photographie 01: Poudre des feuilles

2.3 Préparation des extraits bruts

2.3.1 Macération hydro-éthanolique
Les extraits hydro-éthanoliques ont été préparés selon la méthode de Biyiti et ses
collaborateurs (2004) :

¢ Dans un bécher, on mélange 25g du matériel végétal avec 100 ml de
I'éthanol +100 ml de I'eau distillée.

¢ On plonge le barreau magnétique dans le bécher.

¢ On couvre le bécher avec du papier aluminium pour éviter I'évaporation du

solvant et on le laisse agiter pendant 48h.

Photographie 02: Macération hydro-éthanolique des trois plantes
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2.3.2 Filtration
¢ Dans un premier temps, I'extrait végétal est filtré a I'aide d'une gaze.
7 En deuxieme temps avec du papier filtre.

Photographie 03: Filtration des extraits hydro-éthanoliques

2.3.3 Séchge a I’etuve
Une fois les extraits bruts sont préts, on les verse en fine couche dans des boites de

Pétri en verre et on les met dans I'étuve a 45°C pendant 3 jours.
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Photographie 04 : Séchage des trois extraits dans I’étuve

2.3.4 Grattage
Aprés séchage total des extraits et a lI'aide d'une lame bistouri ou une spatule on

gratte tout le contenu des boites, on le pése pour calculer le rendement de ces extraits bruts.

Photograpie 05 : Grattage des extraits

4 - Filtration
o~
«

3 - Macération

5-Séchage a I’étuve
C C
\ \

2-Broyage 6-Grattage

7~ , (/
Q g se"h/“ge -
g 7 Extralt sec

Figure 05 : Protocol de lextraction
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2.4 Screening phytochimique

Afin de mettre en évidence la présence ou I’absence de certains composés
appartenant aux familles chimiques des métabolites secondaires, des tests phytochimiques
spécifiques fondés sur des réactions de coloration, de turbidité ou de précipitations, ont été
réalisés.

Les méthodes de réalisation de ces tests phytochimiques sont décrites dans les
protocoles suivants

2.4.1 Recherche des alcaloides

@ 5 ml d'HCI (2N) sont ajoutés a I'extrait et chauffer dans un bain marie.

¢ Apres la filtration, le filtrat est traité avec le réactif de Wagner (2g de Kl et

1,27g d'l, solubilisé dans 100 ml d'eau distillée).

= La présence de turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloides
(Tiwari et Kakkar, 1990).

2.4.2 Recherche des flavonoides
¢ Traiter 5 ml de I’extrait préparé avec 1 ml de I’HCL concentré.
¢  Ajouter une quantité de tournures de mg (3-4 graines) et laisser agir.
= La présence des flavones est confirmée par I'apparition d'une couleur virage
au rouge pourpre (flavonals), rouge violacées (flavonones et flavonols)
(Lock et al., 2006).

2.4.3 Test des composés phénoliques
% 0,1 g de l'extrait a été dissout dans 3 ml d’eau distillée.
¢ 5 gouttes de FeCls y ont été ajoutées.
= Le développement de la coloration verdatre indique la présence des phéenols.
= La présence des composés phénoliques se traduit par l'apparition de la

coloration bleue verdatre (Rosine et Momo, 2009).
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2.4.4 Recherche des composés réducteurs

La détection des composeés réducteur consiste a :

¢ Introduire 2ml de I’extrait aqueux dans un tube a essai.

¢ puis 2ml de la liqueur de Fehling sont ajoutés.

7% L'ensemble est porté au bain-marie bouillant durant 8 min.

= L’obtention d’un précipité rouge brique indique la présence des composés
réducteurs (Bentabet Lasgaa, 2015).

2.4.5 Test de mousse pour les saponoside

¢ Deux milligrammes de l'extrait ont été introduit dans un tube a essai
contenant 4 ml d'eau distillée.

¢ puis I'ensemble a été chauffé pendant 5 min.

7 Apres refroidissement et filtration, 5 ml de filtrat ont été introduits dans un
second tube a essai et agités pendant 1 min.

% Apres 156min de repos, I'épaisseur de la mousse a été mesurée a l'aide d'une
regle graduée.

= Une hauteur de mousse d'au moins un centimétre indique la présence des
saponines (Rosine et Momo, 2009).

= Pas de mousse = test négatif

= Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif

= Mousse de 1-2 cm = test positif

= Mousse plus de 2 cm = test trés positif

2.4.6 Test des mucilages

La détection des mucilages est effectuée en introduisant :

% 1ml d’ extrait dans un tube a essai.
¢ Puis, I’ajout de 5 ml d’éthanol.
= L’apparition d’un précipité aprés quelques minutes témoigne leur présence

(Awor et Samseny, 2003).
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2.4.7 Détection des terpenoides

Pour 0,5 g de chaque extrait nous avons rajouté :

% 2 ml de chloroforme.
% 3 ml d’acide sulfurique (H,S0,) concentré.
= La présence de la couleur brune rougeatre a l'interface indique la présence

des terpénoides (Ayoola et al., 2008).

2.4.8 Recherche des coumarines
¢ L’extrait sec est dissous dans I’eau distillée par chauffage.
7 Apreés refroidissement, la solution obtenue été répartie dans 2 tubes a essai.
% 0.5ml de NH,OH (10%) a été ajouté dans le premier tube, alors que le
deuxiéme tube sert un temoin.
= L’apparition d’une fluorescence bleue ou verte a la lampe UV 365 nm
indique la présence des coumarines (Zellagui et al., 2012).

2.4.9 Test des tanins
% 1, 59 de matériel végétal sont placés dans 10 ml de MeOH 80%.
¢ Le filtrat de la solution précédente est recueilli et saturé d’acétate de sodium.
= L’addition de 3 gouttes de FeCl; a 1% provoque I’apparition d’une

coloration bleu-noir intense dénotant la présence de tanins galliques.

Une solution alcoolique d’acide gallique ou de catéchine est utilisée pour servir de
témoin (Dohou et al., 2003).

2.4.10 Les polyuronides

@ 2 ml de I'extrait ont été ajouté goutte a goutte a 10 ml d'acétone.

= Un précipité épais s'est formé indiquant la présence de polyuronides

(Ayoola et al., 2008).
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2.5 Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode décrite par Wong
et ses collaborateurs (2006), 100 ul d'extrait sont ajoutés a 500 ul du réactif de Folin -
Ciocalteu (10 fois dilué dans 1’eau distillée) aprés 4 min d’incubation, 400 ul de carbonate
de sodium 7.5% sont additionnés. Aprés 2h d’incubation a I’obscurité et a une température

ambiante, I’absorbance est mesurée a 765 nm.

Le blanc est préparé de la méme fagon sauf que 1’extrait est remplacé par le solvant

le méthanol.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de
la courbe d’étalonnage de I’acide gallique a différentes concentrations est exprimée en
microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mQ).

2.6 Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué par la méthode de Djeridane et al. (2006),
un volume de 500 pl de chaque extrait a été ajouté & un volume égal d’une solution
d’AICl; (2% dans le méthanol). Le mélange a été agité par un vortex et I'absorbance a été
lue a 430 nm a été lue par un spectrophotomeétre aprés 10 minutes d’incubation. Le blanc

est préparé de la méme facon sauf que I’extrait est remplacé par le méthanol.

La quantification des flavonoides a été évaluée a partir de la courbe d'étalonnage de
la quercétine a différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en microgramme

d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (Lg EQ/mQ).

2.7 Activité antioxydante (Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-
picrylhydrazyl))

L’effet des extraits vis-a-vis du radical DPPH est évalué selon la méthode décrite par
Mansouri et al. (2005). Un volume de 25uL de la solution de DPPH (2,4 mg de DPPH
dans 100 ml de méthanol) est mélangé avec 975 pL des solutions d’extraits ou de
I’antioxydant standard a différentes concentrations. La lecture est effectuée par la mesure

de I'absorbance a 517 nm apres 30 minutes d’incubation.
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a l'obscurité et a température ambiante. Pour le calcul de pourcentages de I’activité

antiradicalaire nous avons utilisé la formule suivante :
1 9% = [(Ac - At)/ Ac] x100
Oou:
I %: Pourcentage de I'activité anti-radicalaire (AAR%).
Ac : absorbance du controle

At : absorbance du test effectué
2.8 Activité antibactérienne

2.8.1 Préparation des suspensions bactériennes et des solutions des extraits

¢ La réactivation des cultures est effectuée par repiquage a la surface de la
gélose nutritive pré coulée en boites de Pétri ensuite incubées a 37°C pendant
18 a 24h.

¢ A partir d’'une culture pure de 18-24h, des colonies bien isolées sont
prélevées, puis déchargées dans 5 ml d’eau physiologique stérile et bien
homogénéisée. L’opacité de I’inoculum doit étre équivalente a 0,5 Mc
Farland .

¢ Les extraits des plantes ont été dilués a raison de 200 mg /ml et 100mg /ml
dans le diméthyl sulfoxyde (DMSO).

2.8.2 L’ensemencement et dépot des disques

€ L’ensemencement est réalisé par un écouvillon stérile imbibé de la

suspension bactérienne. L'écouvillon est frotté sur la totalité de la surface, de

haut en bas sur un milieu MH, en stries serrées. L'opération est répétée trois

fois, en tournant la boite de 60 a chaque fois sans oublier de passer
I'écouvillon sur les bords de la surface de gélose.

Une fois I’ensemencement est effectué, des disques de 6 mm de diametre
(PapierWhatmanN°1) imprégnés de 10 pl des extraits de chaque
concentration (200 mg/ml et 100 mg/ml) sont déposés sur la surface de la

gélose ensemencée (Naili, 2016).
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¢ Des disques contenant les antibiotiques de référence (Ofloxacine, Oxacilline,
Nitrofurantoine) et les disques imprégnés de DMSO (témoin négatif) ont été
utilisés pour la comparaison avec les résultats des extraits testés.

©  Les boites de Pétri sont incubées pendant 18-24 heures a 37°C (S6kmen et
al., 2004).

2.8.3 Lecture

¢ La lecture des résultats a été effectuée apreés 24 heures d'incubation.

& Leffet de ’extrait est apprécié par la mesure de la zone d’inhibition autour
du disque imbibé d’extrait avec une regle plate graduée (mm).
© Les diamétres d’inhibition ont été comparés aux normes indiquées dans le

tableau ci-dessous
Tableau 14: Norme de lecture de I’activité des extraits des feuilles

sur les bactéries (Ponce et al., 2003).

Diamétre d’ihibition (DI) Degré de sensibilité des germes
DI < 8mm Résistant
9mm < DI < 14mm Sensible
15m < DI < 19mm Trés Sensible
DI> 20 Extrémement sensible

2.8.4 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

© Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits sont
déterminées par une gamme des dilutions successives au demi allant de 200
jusqu’a 6,25 mg/mL.

€ 10 pl de chaque dilution ont été versés dans les disques qui sont déja déposés
dans les boites contenant la gélose Mueller Hinton.

¢ L’incubation est effectuée a 37 °C pendant 24 heures.

€ L’observation de la gamme permet d’accéder a la concentration minimale
inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible concentration en extraits

capable d’inhiber la croissance bactérienne visible (Laouer et al., 2003) .
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2.9 Activité antifongique
Pour étudier I'activité antifongique, nous avons suivi le protocole du Yazdani et ses
collaborateurs (2012)

& Des suspensions du champignon Aspergillus niger et de la levure Candida
albicans ayant une densité optique entre 0.15 et 0.17 a 530 nm ont été
préparées dans I’eau physiologique.

& Un ensemencement par écouvillonnage sur des boites de Pétri contenant le
milieu PDA a été réalise.

€ Les trois extraits des plantes ont été dilués a raison de 200 et 100 mg/ml dans
le DMSO et filtrés sur une membrane de filtration de porosité 0.22 um.

¢ Ensuite, Les disques de 6 mm de diamétre imprégnés de 10 pl de chaque
concentration ont été déposeés sur la surface de la gélose PDA.

& Les boites sont incubées a 28 °C de 48 a 72 heures.

& L activité est évaluée par la mesure des zones d’inhibition autour des disques.
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1 Résultats de ’extraction

1.1 Propriétés des extraits hydro-éthanoliques

La préparation des extraits a partir de la partie aérienne des plantes a été effectuée

par un mélange eau/éthanol.

Les extraits bruts récupéres ont été pesés pour déterminer le poids sec résultant. Les

propriétés des extraits secs de Cedrus atlantica, Juniperus oxycedrus L. et Juniperus

phoenicia L. sont indiqués dans le tableau ci-dessous.

Tableau 15: Propriétés et aspect des trois extraits secs

traits secs

Cedrus atlantica Juniperus Juniperus phoenicia
_ oxycedrus L. L.
Propriétes
La masse de la o5 o5 25
poudre (Q)
La masse de
I’extrait sec 3,75 5,17 4,45
)
Coulgur s Vert foncé Vert Brun
extraits secs
Aspect Poudre Poudre Aspect vitraux

D’aprés le tableau (15), nous avons remarqué que les extraits obtenus se présentent sous

I’aspect d’une poudre de couleur verte foncée, verte et brune successivement.

1.2 Rendement des extraits hydro-éthanoliques

Le rendement a été détermine par rapport a 25 g du broyats de feuilles du cédre de

1’ Atlas, genévrier oxycedre et genévrier de phoenicie.

1.2.1 Détermination de rendement

Les rendements sont exprimés en pourcentage de masse d’extrait par rapport a la

masse de la plante fraiche et les resultas sont présentés dans la figure 06.
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Le rendement de I’extraction est déterminé par 1'équation suivante :

R(%) = M1/M0.100

R(%): Rendement des extraits en pourcentage
M1: Masse des extraits hydro-éthanoliques en (Q)

MO: Masse de matiere végétale utilisée en (g)

Rendement des extraits en %

Cedre de Genévrier Genévrier
I'Atlas oxyceédre de phoenicie

X Cedre de I'Atlas ™ Genévrier oxycédre = Genévrier de phoenicie

Figure 06 : Histogramme des rendements des extraits en pourcentage.

L'observation d'histogramme (Figure 06) a montré que le rendement le plus
¢levé a été observé avec I’extrait de Juniperus oxycedrus L. (20,68 %) suivi par I’extrait de
Juniperus phoenicia L. (17,8%) et enfin I’extrait hydro-éthanolique de Cedrus atlantica

qui posséde le plus faible rendement avec (15 %).

La technique d'extraction est celle qui permet d'obtenir des extraits avec un
rendement élevé et avec des modifications minimes des propriétés fonctionnelles de
I'extrait requis (Dhanani et al., 2017). Toutefois, il est difficile de comparer strictement
nos résultats avec des résultats d'autres études car la différence dans les valeurs de
rendement d'extraction et de la composition des extraits varient selon la nature du solvant,
la période, le lieu de la récolte et la durée de séchage. La méthode d'extraction peut influer

elle-méme sur le rendement d'extraction (Ghedadba et al., 2014).
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2  Screening phytochimique

Le matériel végétal a fait ’objet d’un screening phytochimique a I’aide de divers

tests colorimétriques nécessitant des réactifs spécifiques de mis en évidence des principales

familles de métabolites secondaires: Tanins, flavonoides, coumarines, saponines,

alcaloides, polyuronides, composés phénoliques, composés réducteurs, mucilages et

terpenoides.

Les résultats de screening phytochimique sont traduits par la présence (+) ou

I'absence (-) des composés chimiques et représentés dans le tableau ci-dessous

Tableau 16 : Résultats des tests phytochimiques

Extraits . Juniperus Juniperus
Cedrus atlantica .
Tests phoenicia L. oxycedrus L.
polyuronides _ _ _
Alcaloides _ + _
Flavonoides _ _ _
C(?mppses +++ +++ +++
phénoliques
Qomposes +++ +++ +++
réducteurs
Saponines _ _ _
Mucilages _ _ _
Terpenoides +++ +++ +++
Tanins +++ +++ +++
Coumarines +++ +++ +++

36



Résultars et discussion

D’aprés les résultats obtenus dans le tableau (16), nous avons noté que le Cedrus
atlantica est trés riche en composés phénoliques, composés réducteurs, terpenoides, tanins
et en coumarines. De méme, nous avons enregistré une présence importante de ces
métabolites secondaires chez 1’extrait de Juniperus phoenicia L. et I’extrait de Juniperus

oxycedrus L.

Pour les alcaloides sont faiblement positif dans 1’extrait de Juniperus phoenicia L. et

négatif dans I’extrait de Cedrus atlantica et 1’extrait de Juniperus oxycedrus L.

Les autres métabolites ; les polyuronides, les flavonoides, les saponines et les
mucilages, sont totalement absents dans les trois extraits de Cedrus atlantica, Juniperus
phoenicia L. et Juniperus oxycedrus L.

D’aprés Deffa et Daikh (2024), I'extrait méthanolique de la partie aérienne (feuilles)
de C.atlantica de Belezma, Algérie contient des quantités importantes de tanins,
d'alcaloides, de terpénoides, de flavonoides et de composés phénoliques. Cependant, les

saponines et stéroides sont faiblement présents dans le meme extrait.

Les travaux de Elsherif et al. (2024) ont montré que les extraits aqueux et
éthanoliques de Juniperus phoenicea L. contiennent des glucides, phénols, tanins,

flavonoides, alcalordes, coumarines, anthocyanes, saponines et glycosides.

Les résultats obtenus par Belhaddad et al. (2023) révelent la présence des tanins, des
flavonoides, des alcaloides, des terpénoides et des stéroides dans les différents extraits des
feuilles de J. oxycedrus L., Les extraits éthanoliques et méthanoliques contenaient des
phytoconstituants similaires. Tandis que les extraits aqueux (décoction et infusion) ont
montré un test négatif pour les alcaloides, les terpénoides et les stéroides. Les autres
métabolites secondaires tels que la coumarine, le mucilage et les saponines étaient absents

dans cette plante.

Il peut étre difficile de comparer nos résultats avec ceux des études antérieures grace
aux caractéristiques de la matrice de la plante, la pression, la température, le solvant et le
temps qui sont les variables les plus frequentes qui influencent les opérations d'extraction.
De plus, le choix de la meilleure technique d'extraction est crucial pour les études
guantitatives et qualitatives des produits chimiques bioactifs dérivés de sources végétales
(Ghenabzia et al., 2023). L'extraction des composés actifs des plantes nécessite donc des
méthodes d'extraction appropriées choisies en fonction des propriétés des composes actifs

ciblés ou des objectifs de I'extraction (Chuo et al., 2022).
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3 Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Les composés phénoliques et les flavonoides sont généralement connus comme des
métabolites secondaires des plantes qui contiennent un anneau aromatique portant au
moins un groupe hydroxyle (Tungmunnithum et al., 2018). Les principales sources de
polyphénols sont les baies, le raisin, I'nuile d'olive, le cacao, les noix, les arachides et
d'autres fruits et Iégumes, qui contiennent jusqu'a 200-300 mg de polyphénols (Montané et
al., 2020).

Les polyphénols ont été calculés a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide

gallique, ayant I’équation: Y = 0,008x + 0,011 R2=0,9985

Les teneurs en flavonoides ont été calculés a partir de la courbe d’étalonnage de la

quercétine ayant I’équation: Y = 0.0242x + 0.0411 Rz =0.985

Les résultats de la quantification des polyphénols et des flavonoides sont rapportés
dans le tableau ci-dessous

Tableau 17 : Taux de polyphénols et des flavonoides contenus dans les trois extraits

hydro-éthanoliques

Les extrairs hydro- - o (b)
éthanoliques des plantes Polyphénols Flavonoides
Cedrus atlantica 44,25+2,12 20,84+0,19
Juniperus phoenicia L. 88,875+7,75 18,42+1,27
Juniperus oxycedrus L. 101,92+ 9,67 25,97+2 91

(a) ng d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.

(b) ng d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.

Les résultats figurant dans le tableau (17) sont illustrés graphiquement dans la figure

(07).
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Figure 07 : Histogramme des teneurs en polyphénols totaux (ug EAG/mg) et flavonoides
(ug EQ/mg). Ces valeurs représentent les moyennes des trois répétitions£SD (Ca) : Cedrus

atlantica, (Jp) : Juniperus phoenicia L., (Jo) : Juniperus oxycedrus L.

A partir de ces résultats, nous avons remarqué que les extraits hydro-éthanoliques des
trois plantes (Cedrus atlantica, Juniperus phoenicia L. et Juniperus oxycedrus L.) sont
riches en polyphénols dont la teneur la plus élevée a été trouvée dans 1’extrait de Juniperus
oxycedrus L. (101,921 9,67 ug EAG/mg), suivi par 1’extrait de Juniperus phoenicia L. qui
posséde une quantité de 88,875+7,75 ng EAG/mg et I’extrait de Cedrus atlantica
(44,25+2,12 pg EAG/mg). Tandis que, les trois extraits posseédent des teneurs modérées en
flavonoides (25,97+2,91ug EQ/mg) pour Juniperus oxycedrus L., (20,84+0,19 pg EQ/mg)
pour Cedrus atlantica et (18,42+1,27 pg EQ/mg) pour Juniperus phoenicia L.

L’étude menée par Ameggouz et al. (2024) sur la poudre de la tige de Cedrus
atlantica qui a subi des extractions successives a l'acétate d'éthyle et a I'éthanol a montré
que D’extrait éthanolique contient une grande quantité en polyphénols totaux (237,23+1,61
mg EAG/g d'extrait), tandis que I’extrait de l'acétate d'éthyle a montré la teneur la plus
élevée en flavonoides totaux 81,53+1,13 mg EQ/g d'extrait. Les résultats obtenus par
Bouyahia et al. (2022) sur I’extrait hydroalcoolique obtenu par macération de Cedrus
atlantica montrent que les teneurs en polyphénols et en flavonoides sont 123.298+2.148
mg EAG/g et 29.2+1.178 mg ER/g, respectivement.
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Dans I'étude de Al-Mustafa et al. (2021) sur I'extrait méthanoliques de feuilles de
J.phoenicea, la quantité de flavonoides et polyphénols est trés élevée (101.1+0.01 mg ER/g
d’extrait, 103.6+£0.006 mg EAG/g d’extrait, respectivement), par rapport a ce que nous
avons trouvé dans 1’extrait hydroéthanolique. D’apres 1'étude de Soltani et al. (2018), les
résultats du dosage des phénols totaux sur les différents extraits des feuilles, des rameaux
et des baies de Juniperus phoenicea L. de I’Ouest algérien sont obtenus par la macération
de la poudre végétale dans trois solvants : méthanol, éthanol et acétate d’éthyle montrent
que les extraits éthanoliques et méthanoliques des rameaux renferment les plus grandes
proportions qui sont de 273,16 + 9,3 mg EAG/g et 229,63 + 7,5 mg EAG/g,
respectivement, suivis par les extraits des feuilles, par contre les extraits des baies
présentent de faibles concentrations. Concernant les flavonoides la plus haute quantité de
flavonoides est notée dans 1’extrait des rameaux avec les trois solvants, acétate d’éthyle,
méthanol et éthanol, qui sont respectivement de I’ordre de 208,81 + 6,8 mg EC/g, de
207,57 £ 7,1 mg EC/qg et de 206,61 + 5,4 mg EC/qg.

En ce qui concerne Juniperus oxycedrus L., les résultats trouvés par Belhaddad et al.
(2023) montrent que les extraits éthanoliques et méthanoliques obtenus par macération
présentent les teneurs en flavonoides les plus élevées (5,47 + 0,15 mg EQ/g et 4,81 + 0,16
mg EQ/g, respectivement) ce qui est inferieur a ce que nous avons trouvé. Cependant, la
plus faible concentration en flavonoides a été observée dans les extraits de décoction et
d'infusion (1,60 £ 0,06 et 2,11 + 0,08 mg EQ/g, respectivement). La teneur la plus élevée
en composés phénoliques a été observée dans I'extrait de décoction (310,11 + 2,35 mg
EAG/qg), suivi par I'extrait méthanolique (275,61 + 1,64 mg EAG/g). Alors que l'extrait
obtenu par infusion contient la plus faible quantité de polyphénols (109. 5 £ 2.21 mg
EAG/g). Selon Zivi¢ et al. (2019) I’extrait éthanolique de baies de J. oxycedrus qui a été
récoltée de la région de Sara dans le sud de la Serbie contient 58.73 + 0.14 mg EAG /g de
phénols totaux et 21.39 + 0.33 mg ER/g extrait de flavonoides.

Il est important de reconnaitre qu'il est difficile de comparer les résultats obtenus
dans notre étude avec les autres a cause de I’influence des différents parametres tels que la
température, le temps d'extraction, le rapport matiére/solvant sur les substances actives de
la plante (Xie et al., 2015).
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De méme que les solvants utilisés pendant le processus d'extraction ont une influence
sur la nature et la quantité de métabolites secondaires extraits des plantes. Par exemple, les
solvants polaires sont utilisés pour extraire les composés phénoliques, tandis que les
solvants non polaires sont utilisés pour I'extraction des stéroides. En outre, les techniques
d'extraction ont également un effet notable sur la récupération du contenu phytochimique
des plantes (Dirar et al., 2019). Selon Fadili et al. (2017), la distribution des métabolites
secondaires peut changer pendant la croissance de la plante. Ceci peut étre lié aux
conditions climatiques (la température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité), qui

stimulent la biosynthése des métabolites secondaires tels que les polyphénols.

L’examen de ces résultats permet de mettre en évidence une corrélation entre la
teneur des extraits en flavonoides et en composés phénoliques. Ceci est logique étant

donné que les flavonoides représentent les composés majoritaires des polyphénols.

Néanmoins, les résultats du dosage des composés phénoliques ne donnent pas les
valeurs exactes des teneurs en polyphénols, car malgré la grande sensibilité de la méthode
de Folin- Ciocalteu, elle peut présenter des problémes d’interférence. En effet, le réactif
Folin-Ciocalteu peut réagir avec les acides aminés (tyrosine, tryptophane), et les sucres
réducteurs comme le glucose et le fructose. Par conséquent, il convient de noter que ces
facteurs peuvent influencer les mesures et conduire a une estimation moins précise des

teneurs réelles en composes phénoliques dans les extraits (Ghedadba et al., 2014).

4 L’activité antioxydante

Certains chercheurs estiment que les deux tiers des espéces végétales de la planéte
ont une valeur médicinale ; en particulier, de nombreuses plantes médicinales ont un grand
potentiel antioxydant (Krishnaiah et al., 2011). Les composés phytochimiques sont des
composés naturels dotés d'un immense potentiel antioxydant et présentent un grand intérét
pour la santé. Chaque partie de la plante a ses propres propriétés médicinales et posséde
différents types de métabolites secondaires qui jouent un role important dans le traitement
de différents types de maladies et dans la fabrication de médicaments (Pammi et al.,
2023).
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4.1 Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)
L’activité anti-radicalaire des extraits vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée
spectrophotométriqguement a 517 nm en suivant la réduction de ce radical qui

s’accompagne d’un passage de la couleur violette a la couleur jaune.

Les reésultats obtenus sont illustrés dans les courbes d'étalonnage suivantes :
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Figure 08 : Activité anti-radicalaire de I’acide ascorbique (test DPPH)
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Figure 09: Activité antiradicalaire de I’extrait hydro-éthanolique de Juniperus phoenicia L.

Par le test DPPH.
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Figure 10 : Activité antiradicalaire de 1’extrait hydro-éthanolique de Juniperus

oxycedrus L. par le test DPPH.
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Figure 11 : Activité antiradicalaire de 1’extrait hydro-éthanolique de Cedrus atlantica Par

le test DPPH.

D’apres les courbes d'étalonnage nous avons observé que l'activité antiradicalaire

évolue avec l'augmentation des concentrations et que le pourcentage d'inhibition du radical
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libre des trois extraits hydro-éthanoliques et de 1’acide ascorbique augmente
progressivement. Ainsi que les deux extraits de Juniperus phoenicia L. et Juniperus
oxycedrus L. présentent une activité antioxydante plus importante (82,24 %) et (82,4 %),
respectivement et approximative de I’activit¢ de de [’antioxydant standard (I’acide
ascorbique) qui a montré une activité de 85,92 %. Concernat l'extrait de Cedrus atlantica,
le pourcentage d'inhibition du radical libre était inférieur (66,72 %) a celui de référence

pour toutes les concentrations utilisées.

Les résultats de Naimi et al. (2015), indiquent clairement que 1’extrait de graines de
Cedrus atlantica posséde une bonne activité antiradicalaire vis-a-vis du DPPH avec un
pourcentage d’inhibition de 87.875 £ 0.1778 % et une valeur IC50 de 0,40 mg/ml.
L'évaluation de l'activité de piégeage du DPPH par Belkacem et al., (2021) de I’extrait
éthanolique de branches de C. atlantica a montré une activité antioxydante avec une 1C50
de 14.04+1.51pg/ml.

Concernant I’extrait de J.phoenicea Al-Mustafa et al. (2021), ont montré dans leurs
étude sur I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique de J.phoenicea de Jordanie que
le pourcentage d'inhibition du radical libre est de 10 % a la concentration de 2 pg/ml. Alors
que, I’étude de Ait-Mimoune et al. (2023) a confirmé que I’huile essenticlle de J.
phoenicea a une propriété anti-oxydante modéré. Selon Menaceur et al. (2013), I'extrait
éthanolique des feuilles de J. phoenicea a montré la plus forte activité de piégeage des
radicaux libres par rapport a I’huile essentielle avec un pourcentage d'inhibition de

88,9+0,1 %.

Selon Abdellah et al. (2018), les résultats du test DPPH ont montré que I'huile de
cade possede une forte activité antioxydante avec une valeur 1C50 de 0,063 + 0,0035 pl /
ml qui est supérieur a celui de I'antioxydant standard, I'acide ascorbique. Pour les résultats
de I'étude de Zivi¢ et al. (2019), la plus grande capacité & neutraliser les radicaux DPPH a
été trouvée pour I’extrait éthanolique de baies de J. oxycedrus avec une valeur IC50 de
64,49 £ 0,23 pg/ml.
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Ces variations de résultats peuvent étre dues aux mécanismes de réaction entre
I'antioxydant et le DPPH qui dépendent de la conformation structurelle de I'antioxydant.
Certains composés réagissent tres rapidement avec le DPPH, réduisant un nombre de
molécules de DPPH égal au nombre de groupes hydroxyles (Bondet et al., 1997). En
outre, la quantité de composés phénoliques, ainsi que l'activité antioxydante, varient
considérablement d'une population & l'autre en raison de l'impact différent des facteurs

environnementaux (Zlati¢ et al., 2019).

5  L'activité antimicrobienne

5.1 L'antibiogramme
Afin d’évaluer la sensibilité¢ des souches bactériennes, trois antibiotiques appartenant
a différentes familles ont été utilisés et les résultats sont mentionnes dans le tableau ci-

dessous

Tableau 18 : Résultats de I'antibiogramme

I S SR et e :
i biotiques Ofloxacine Nitrofurantoine Oxacilline i
: Souches E
1 - 1
- K. pneumoniae :
© ATCC 4352 S R R E
1 1
: S. aureus :
© ATCC 25923 S R R :
1 1
i E. coli R S R i
i - i
: E. coli :
© ATCC 25922 R S R :
1 1
i P. aeruginosa S R R i
: . i
: P. aeruginosa :
© ATCC 27853 2 S A E
1 1
i B.cereus i
i ATCC 11778 R R R i
R souhe resstan T B e s seibie

D’aprés les résultats de 1’antibiogramme (tableau 18), le diamétre de la zone
d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un antibiotique a un autre. La bactérie la
plus résistante a tous les antibiotiques a été Bacillus cereus. K. pneumoniae, S. aureus et la
souche clinique de P. aeruginosa ont montre une résistance vis-a-vis les deux antibiotiques

nitrofurantoine et oxacilline et une sensibilité a I’antibiotique ofloxacine.
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Concernant les deux souches de E.coli, elles ont été sensibles a 1’antibiotique
nitrofurantoine et ont été résistantes aux deux autres antibiotiques. Alors que, la souche

P.aeruginosa a été sensible a I’ofloxacine et nitrofurantoine seulement.

L'un des moyens probables par lesquels les bactéries peuvent developper une
résistance aux antibiotiques est de travailler a réduire I'afflux par ces porines ou nanopores
de la membrane externe (Ghai, 2023). Les enzymes bactériennes jouent un réle clé dans
I'émergence de la résistance. Les principaux mécanismes de développement de la
résistance sont associés a I'évolution des superfamilles d'enzymes bactériennes en raison de

la variabilité des genes qui les codent (Egorov et al., 2018).

5.2 Activite antibactérienne

La présente étude vise a montrer la présence ou 1’absence d’une activité
antibactérienne, vis-a-vis les 7 souches bactériennes pathogenes, en présence des extraits
de Cedrus atlantica, Juniperus oxycedrus L. et Juniperus phoenicia L. La méthode utilisée
pour évaluer cette activité est la méthode de diffusion sur milieu solide. Les résultats du
pouvoir antibactérien des extraits hydroéthanoliques de ces plantes sont présentés dans le
tableau ci-dessous

Tableau 19 : Résultats de ’activité antibactérienne des trois extraits et DMSO

T B i 1
i Extraits C.atlantica | J-Phoenicia | oxycedrus L. i
i mg/ml) = DMSO |
: Souches 100 200 100 | 200 100 200 i
I . 1
: K. pneumoniae :
L o 07 07 07 |07 07 07 o
E S. aureus :
. ATCC 25923 - - - | -] - - -
I 1
i E. coli _ _ _ _ _ _ _ i
1 |
I - 1
: E. coli :
© ATCC 25922 o 07 - - U 07 -
I 1
i P.aeruginosa 07 07 07 | 733 _ _ _ i
1 1
. P.aeruginosa 07 :
. ATCC 27853 - - - - - - i
I 1
3 B. cereus :
L _.Atccuizrs | O | M8 ] O Tl W L Lo

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que toutes les souches bactériennes

étaient résistantes aux extraits de C.atlantica, J.phoenicia L., J.oxycedrus L.
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avec un diametre d’inhibition varie entre 6 et7,66 mm a I’exception de la souche
B.cereus qui était sensible a I’extrait de J.oxycedrus L. dont la zone d’inhibition était de
10,5 mm a la concentration de 200 mg/ml. Ainsi sa croissance a été arrétée a une

concentration minimale inhibitrice (CMI) de 6,25 mg/ml.

Le DMSO n’a aucun effet sur les souches testées, il est utilis€ comme controle

négatif.

L'étude de Belkacem et al. (2021) a montré que Staphylococcus aureus est la souche
la plus sensible aux extraits et a I'nuile de C. atlantica, avec une concentration minimale
inhibitrice et une concentration minimale bactéricide de 62,5 et 125 pg/mL pour la fraction
d'acétate d'éthyle, respectivement. D’aprés Derwich et al. (2010) les huiles essentielles de
feuilles de Cedrus atlantica du Maroc se sont révélées actives sur Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae avec des

diamétres des zones d’inhibitions de 25 mm, 21 mm, 22 mm et 12 mm, respectivement.

Les résultats de I’é¢tude de Alhadad et al. (2023) ont montré que les extraits de
méthanol et d'acétone de feuilles de J. phoenicea L. de Libye ont démontré une efficacité
modérée et élevée contre tous les isolats cliniques testés (Staphylococcus aureus, S.
haemolyticus, Pseudomonas aeruginosa et Proteus mirabilis ) avec des zones d'inhibition
allant de 15,66 jusqu’a 27,66 mm a toutes les concentrations. Les souches S. aureus et S.
haemolyticus se sont révélées les plus sensibles a ces extraits avec des diameétres des zones

d’inhibitions de 27,66 mm et 27,00 mm, respectivement.

Dans I’étude de Karaman et al. (2003), Les extraits aqueux et méthanoliques des
feuilles de J. oxycedrus L. récoltées dans le village de Pelitli a Gebze, Kocaeli, dans la
région de Marmara en Turquie, ont été examinés contre 143 souches de laboratoire. Les
résultats qui nous intéressent sont ceux liés aux souches bactériennes utilisées dans notre
étude, qui montrent que l'extrait méthanolique de J. oxycedrus L.ayant une efficacité
élevée contre les isolats de Pseudomonas aeruginosa avec une zone d’inhibition s’étend
jusqu’a 15 mm suivi par Bacillus cereus de 13 mm, puis Staphylococcus aureus avec une
zone d’inhinibition allant jusqu’a 11 mm, et enfin Escherichia coli était le moins sensible

avec une zone d’inhibition de 9 mm.
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Cependant, I'extrait aqueux de J. oxycedrus L. n'a aucune activité contre les isolats
bactériens testés, ce qui est cohérent avec les résultats obtenus dans notre étude.

5.3 Activité antifongique

La méthode des disques ou méthode de diffusion sur gélose a pour but d’étudier
I’activité antifongique des extraits de Cedrus atlantica, Juniperus oxycedrus L. et
Juniperus phoenicia L. contre deux champignons pathogénes (Aspergillus niger, Candida
albicans ). Les résultats de I’activité antifongique sont mentionnés dans le tableau ci-

dessous

Tableau 20 : Résultats de ’activité antifongique des trois extraits et DMSO

Extraits
(mg/ml)

Souc_hes 100 200 100 200 100 200
fongiques

C. atlantica J. phoenicia L. J. oxycedrus L.

DMSO

Aspergillus
niger 2CA936 - - - - - - -

Candida
albicans - - - - - - -

(-): absence de I’activité antifongique

D’apres le tableau (20) les résultats de 1’activité antifongique des trois extraits de
plantes, testés a deux concentrations différentes (100 et 200 mg/ml), montrent que les
extraits de Cedrus atlantica, Juniperus oxycedrus L. et Juniperus phoenicia L. n’ont aucun

effet vis-a-vis les deux souches fongiques testées.

Selon El Hachlafi et al. (2023), les résultats de potentiel antifongique ont montré
que I’huile essentielle de C. atlantica a une forte activité antifongique contre Candida
albicans (22,65 + 2,93 mm), suivi par Coniophora puteana (18,98 + 0,53 mm) et Candida
tropicalis (15,50 £ 0,62 mm). D’aprés Bennouna et al. (2020), I'huile essentielle de C.
atlantica a montré une activité antifongique contre A. niger, avec des valeurs CMI de 1 %
(V/v).

Bouyahyaoui et al. (2016) ont montré dans leur étude que le pouvoir antifongique de
I'nuile essentielle de feuilles séches de Juniperus phoenicea L. d'Algérie est tres élevée

contre Candida albicans avec une zone d’inhibition allant jusqu’a 29 mm.
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Une autre étude de EI-Sawi et al. (2007) a révélé que I’huile essentielle de feuilles de
cette espece était trés active contre I’Aspergillus niger avec une zone d’inhinibition de 20

mm.

Pour I’extrait de Juniperus oxycedrus L., les résultats trouvés lors de ce travail sont
en accord avec ceux trouvés par Karaman et al. (2003) ou I’extrait aqueux des feuilles de
Juniperus oxycedrus L. de Marmara en Turquie s’est révélé complétement inactif vis-a-Vis
11 isolats de Candida albicans. Par contre, I'extrait méthanolique ayant un effet

anticandidaux avec une CMI de 31,25 ug/ml.

L'étude de Abdellah et al. (2018) a montré que 1’Aspergillus niger ATCC 106 404
est sensible a I'huile essentielle de Juniperus oxycedrus L. avec une CMI de 0.2%.

Comme il a été cité précedemment, les différences dans les résultats entre les études

sont influencées par différents parametres.

Les terpénes constituent une classe importante de composés dans les HE dont on sait
qu'ils ont une activité antimicrobienne. Il est bien connu que les terpénes peuvent perturber
I'assemblage lipidique de la paroi cellulaire bactérienne, entrainant la désintégration de la
membrane cellulaire, la dénaturation des protéines cellulaires, la fuite de matériel
cytoplasmique, ce qui finit par provoquer la lyse et la mort de la cellule bactérienne et cela
explique I’activité élevée des huilles essentielle par rapport aux extraits (Angane et al.,

2022).

La résistance importante des bactéries Gram négatif a nos extraits pourrait
probablement étre attribuée a leurs membranes extérieures qui entourent la paroi de la
cellule et qui limitent la diffusion des composés hydophobes par les lipopolysaccharides de

couverture (Kontiza et al., 2008).
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La flore algérienne jouit d’une biodiversité considérable, elle posséde de nombreuses
plantes endémiques, aromatiques et médicinales riches en métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques. Dans le cadre d’une valorisation de
ces ressources, trois especes forestieres endémiques a Khenchela (Cedrus atlantica,
Juniperus oxycedrus L. et Juniperus phoenicia L.) ont fait I’objet de notre étude, a travers
I’évaluation de D’activité antimicrobienne ainsi que 1’activité antioxydante et 1’analyse

phytochimique des extraits hydro-éthanoliques de ses feuilles.

Les résultats obtenus au cours de notre travail sur les trois plantes endémiques de

Khenchela sont :

= La macération a montré que les extraits des plantes présentent des rendements
estimés de 20,68 %, 17,8% et 15 % pour ’extrait de Juniperus oxycedrus L.,
Juniperus phoenicia L. et Cedrus atlantica, respectivement.

= Le criblage phytochimique des parties aériennes (feuilles) des trois espéces
sélectionnées a révélé la présence de différentes familles de métabolites
secondaires. Il s’agit essentiellement des composés phénoliques, composés
réducteurs, terpenoides, tanins et en coumarines. Ces constituants sont connus
de part leurs diverses propriétés biologiques. Les alcaloides sont faiblement
positif dans 1’extrait de Juniperus phoenicia L. et négatif dans ’extrait de
Cedrus atlantica et I’extrait de Juniperus oxycedrus. Alors que les
polyuronides, les flavonoides, les saponines et les mucilages, sont totalement
absents dans les trois extraits.

= Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides des extraits ont été
effectués selon la méthode de Folin-Ciocalteu et le trichlorure d’aluminium
en utilisant I’acide gallique et la quercétine comme références. Les résultats
obtenus indiquent que les teneurs en polyphénols dans les extraits de
Juniperus oxycedrus L., Juniperus phoenicia L. et Cedrus atlantica sont :
101,92+ 9,67, 88,875+7,75 et 44,25+2,12 ng EAG/mg, respectivement.
Concernant les flavonoides les trois extraits de Juniperus oxycedrus L.,
Juniperus phoenicia L. et Cedrus atlantica contiennent des teneurs éstimées
de 25,97+2,91, 18,42+1,27 et 20,84+0,19 ug EQ/mg, respectivement.

= L'activité antioxydante in vitro est aussi évaluée par la méthode de réduction
du radical libre 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrasyl (DPPH). Le test a montré que
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le pouvoir antioxydant est proportionnel a 1’augmentation des concentrations
de trois extraits. Selon les résultats obtenus du test de I’effet scavenger du
radical DPPH, le pourcentage d’inhibition le plus élevé a été observé avec
I’extrait de Juniperus oxycedrus L. (82,4 %) suivi par 1’extrait de Juniperus
phoenicia L. (82,24 %) et enfin I’extrait hydro-éthanolique de Cedrus
atlantica qui possede le plus faible pourcentage d’inhibition (66,72 %).
Néanmoins, cette activité reste inférieure a 1’antioxydant standard utilisé
(I’acide ascorbique 85,92 %).

= Une relation linéaire a ¢été ¢établie entre 1’activité antioxydante des
échantillons testés et le contenu en polyphénols et en flavonoides. Les
échantillons les plus riches en polyphénols totaux sont les plus actives.

= L’activité antimicrobienne de trois extraits hydro-éthanoliques des aiguilles
de Cedrus atlantica, Juniperus oxycedrus L. et Juniperus phoenicia L. a été
évaluée contre sept bactéries a Gram+ et Gram- et deux souches fongiques
par la méthode de diffusion sur un milieu gélosé. Les résultats ont montré que
les extraits de Cedrus atlantica, Juniperus oxycedrus L. et Juniperus
phoenicia L. n’ont aucun effet vis-a-vis tous les souches testées, a I’exception
de la souche B.cereus qui était sensible a 1’extrait de J.oxycedrus L. dont la
zone d’inhibition était de 10,5 mm a la concentration de 200 mg/ml. Ainsi sa
croissance a été arrétée a une concentration minimale inhibitrice (CMI) de
6,25 mg/ml.

Comme perspectives pour la continuité de ce travail, il serait intéressant de :

v" Tester autres méthodes d'extraction et d’autre solvants pour lI'optimisation du
rendement des extraits et de la bioactivite.

v Réaliser des études complémentaires pour approfondir nos connaissances et
explorer davantage les possibilites de valorisation de ces plantes avec
d’autres concentrations des extraits afin d’avoir des résultats plus précis sur
les extraits de ces trois plantes endémiques.

v Elargir le spectre de la recherche en étudiant un large éventail de souches
microbiennes et en identifiant les composants actifs responsables de l'activité

antimicrobienne.
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v Approfondir ce travail par I’identification des composants dotés d’une
activité antimicrobienne et d’une activité antioxydante dans les extraits actifs

de ces trois plantes endémiques de Khenchela.

Enfin ce travail va nous ouvrir des horizons de recherche ciblés dans le domaine des
plantes endémiques, notamment en termes de mise en évidence des principes actifs et

I’évaluation de leurs activités biologiques.
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1. Composition et préparation de milieux de culture
1.1.Gélose Mueller-Hinton (MH)

» Composition

Composition gélose Mueller-Hinton (MH)
PH=74 £02
Peptone trypsique de caséine 175¢g
Extrait de viande 209
Amidon 159
Calcium 20425 mg
Magneésium 10a12,5mg
Agar 15,0 g
Eau distillée gsplL

» Préparation

On a pesé 38 g de poudre de la gelose MH et on la mise dans 1 litre d’eau distillée,
puis on a homogénéisé et chauffé le mélange avec agitation. Le mélange doit porter a
I’ébullition d’environ une minute avant de le repartir dans les flacons. Ensuite, on a
stérilisé les flacons a l'autoclave a 121°C pendant 15 minutes. Le milieu est conservé au

réfrigérateur a 4 °C.
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1.2.Gélose Nutritive (GN)
» Composition

Composition gélose nutritive (GN)
PH 6.8+0.2a 25 °C
Extrait de viande 1, 0g
Extrait de levure 2,0g
Peptone 5,09
Chlorure de sodium 5,0g
Agar 15,09
Eau distillée gsplL

» Préparation

On a mis en suspension 23 g de la gélose nutritive poudre dans 1 litre d’eau distillée
puis, le mélange est chauffé jusqu’a 1’ébullition pour le faire dissoudre complétement en
utilisant une plaque chffante avec agitateur. Le mélange est réparti dans les flacons et
stérilisé pendant 15 minutes a 121 °C. Aprés le refroidissement, les flacons ont conservés

au réfrigérateur.

1.3. Potato Dextrose Agar (PDA)
» Composition

Composition Potato Dextrose Agar (PDA)

PH final & 25°C: 5,6 £ 0,2

Pomme de terre 200 g

Agar 209

Glucose 20 g
Eau distillée gsplL




Anrnexes

» Préparation

21 g de la La gélose glucosée a I’extrait de pomme de terre poudre ont été ajoutés a
500 ml d’cau distillée. Le mélange est porté a 1’ébullition puis réparti dans des flacons en
verre afin de les stérilisés a I’autoclave pendant 15 minutes a 121 °C. Apres le
refroidissement, les flacons ont été conservés a4 °C.

1.4. Eau physiologique

» Composition

Composition de I’eau physiologique

Chlorure de Sodium (NacCl) 09¢g

eau distillée 100 ml

» Préparation

On a pese 0,9 g de poudre (NaCl) et on la mise dans 100 ml d’eau distillée, puis on a
homogénéisé. Le mélange est réparti dans les tubes, ensuite on a stérilisé a l'autoclave a
121 °C pendant 20 minutes. Aprés refroidissemment, les tubes ont été conservésé au
réfrigérateur a 4 °C.

4.Conservation < —>! 1. Pesage

Milieu de
culture

poudreux

3.Stérilisation e 2.Agitation

>

Schéma : Les étapes de la préparation des milieux de culture
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Tableau : Résultats des tests phytochimique

Tests Résultats Observations

Ca: aucun changement ( - )

Jp: aucun changement ( -)

polyuronides

Jo: aucun changement ( - )

Ca: aucun changement ( -)

Jp: turbidité

Alcaloides

Jo: aucun changement ( -)

Ca: aucun changement ( - )

Jp: aucun changement ( -)

Flavonoides

Jo: aucun changement ( -)

Ca: coloration bleue verdatre

Jp: coloration bleue verdatre

Composés
phénoliques

Jo: coloration bleue verdatre
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Composeés
réducteurs

Mucilages Saponines

Terpenoides

Tanins

Coumarines

Ca: précipité rouge brique

Jp: précipité rouge brique

Jo: précipité rouge brique

Ca: aucun changement ( -)

Jp: aucun changement ( -)

Jo: aucun changement ( -)

Ca: aucun changement ( -)

Jp: aucun changement ( -)

Jo: aucun changement ( -)

Ca: brune rougeatre

| Jp: brune rougeatre

Jo: brune rougeatre

Ca: coloration bleu-noir intense

Jp: coloration bleu-noir intense

Jo: coloration bleu-noir intense

Ca: apparition d’une fluorescence

Jp: apparition d’une fluorescence

Jo: apparition d’une fluorescence

Ca: Cedrus atlantica

Jp: Juniperus phoenicia L. Jo: Juniperus oxycedrus L.




Abstract

Our study focused on determination of phytochemical constituents and evaluation of
antioxidant and antimicrobial activities of hydro-ethanolic extracts from the leaves of
three endemic plants collected from Khenchela region (Juniperus oxycedrus L.,
Juniperus phoenicea L., Cedrus atlantica). Phytochemical screening of the extracts
obtained by maceration showed that they are rich in secondary metabolites such as
phenolic compounds, reducing compounds, terpenoids, tannins and coumarins.
Quantitative estimation of total polyphenols and flavonoids showed that J. oxycedrus
L. extract had the highest levels of total phenols (101.92+9.67ug GAE/mg) and
flavonoids (25.97£2.91ug QE/mg) compared to the other two extracts. Antioxidant
activity was studied using the free radical scavenging (DPPH). The test showed that
the highest percentage of inhibition was observed with J. oxycedrus L. extract
(82.4%), while C. atlantica had the lowest inhibition percentage (66.72%). The
antimicrobial activity of the three extracts was assessed against seven bacteria (E. coli
ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 4352, P. aeruginosa ATCC 27853, clinical E. coli,
clinical Pseudomonas, B. cereus ATCC 11778 and S. aureus ATCC 25923) and two
fungal strains (Aspergillus niger and Candida albicans) by the agar diffusion method.
The three extracts showed no activity against any of the tested microbial strains, with
the exception of J. oxycedrus L. extract, which showed moderate activity against B.
cereus strain, with inhibition zone of 10.5 mm and a MIC of 6.25 mg/ml.

Key words: Antimicrobial activity, antioxidant activity, phytochemical screening,
Juniperus oxycedrus L., Juniperus phoenicea L., Cedrus atlantica.
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