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Introduction

Depuis de nombreuses années, les plantes médicinales jouent un réle important dans
la médecine et la pharmacologie. Aujourd'hui, on estime qu'environ 80% de la population
mondiale recours a des préparations botaniques comme médications pour répondre a leurs
besoins de santé (Ogbera et al., 2010). En effet, ’homme a su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales pour se soigner et cela grace a 1’observation et a
I’expérience a travers le temps. C’est ainsi, qu’est née la phytothérapie, i.e. le traitement des

maladies par les plantes.

L’ Algérie, de par sa position géographique, jouit de plusieurs facteurs de pédogenese et
de grandes variations climatiques auxquels s’ajoutent les ressources hydriques, tous
favorables au développement des plantes aromatiques et médicinales. Parmi ces plantes,

1’espéce Juniperus oxycedrus et 1’espece Dittrichia viscosa.

Juniperus oxycedrus L. ou genévrier cade, appartenant a la famille des cupressacées, est
un petit arbre dioique tres apprécié pour sa richesse en meétabolites secondaires et, en
particulier, les huiles essentielles. Cette plante est largement utilisée dans la médecine
traditionnelle (Adams et al., 1998). Elle est fréquente dans les régions cotiéres
méditerranéennes et présente des capacités remarquables de résistance aux environnements
hostiles tels que la sécheresse et le froid (Montagne, 1999 ; Moreno et al., 1998; Sanchez et
al., 1994). En médecine traditionnelle, cette plante est utilisée dans le traitement de diverses
maladies telles que I’hyperglycémie, 1’obésité, la tuberculose, la bronchite et la pneumonie
(Swanston-flatt et al., 1990). Elle est également utilisée sous forme de décoction pour le
traitement des troubles gastriques et comme un analgésique buccale (Fernandez et al., 1996).
Elle est utilisée en dermatologie humaine comme antiseptique et parasiticide, sous forme de
pommade pour traiter I’eczéma chronique et certaines affections de la peau (Bouhlal et al.,
1988 ; Tavares et al., 2012 ; Becker et al., 1982).

Dittrichia viscosa ou inule visqueuse est une plante vivace de la famille des
Asteraceae (composeteae). Elle est fréquente en région méditerranéenne ou elle fleurit a la
fin de I’été et au début de I’automne, et est également présente dans les régions tempérees
et froides du globe. L’inule visqueuse est considérée comme la reine des plantes médicinales
en raison de ses multiples proprietés biologiques et pharmacologiques. Elle est utilisée dans
la médecine traditionnelle pour ses propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques,

astringentes et vulnéraires (Benhammou et al., 2005 ; Reeb, 2010).
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Elle est aussi utilisée comme antiseptique au niveau de I’appareil génital
(Benguerba, 2008), et elle est efficace pour le traitement des troubles gastriques (Kattouf
et al., 2009). Les parties aeriennes de la plante sont employées en decoction pour le
traitement du diabéte, I’hypertension et les maladies rénales notamment dans les
régions méditerranéennes (Zeggwagh et al., 2006). L’inule visqueuse est considérée
comme un désinfectant et un cicatrisant. Elle est indiquée contre les affections
pulmonaires et les maux de téte (Djerroumi et al., 2004). Elle possede d’autres activités
biologiques a savoir 1’activité antivirale (Sassi et al., 2008), I’activité antitumorale, I’activité
antimicrobienne, et I’activité antioxydante (Rozenblat et al., 2008 ; Adam et al., 1989;
Bssaibiss et al., 2009; Schinella et al., 2002; Remli, 2013).

L’activité antioxydante est la capacité de toutes molécules d’empécher ou de ralentir le
phénoméne d’oxydation en neutralisant les molécules oxydantes (radicaux libres). Un radical
libre est une espéce chimique (atome ou molécule) possédant un électron célibataire qui le
rend instable et capable de provoquer la détérioration oxydative des lipides (peroxydation
lipidique), des protéines et de I’ADN. Dans certaines situations, en raison d’une surproduction
radicalaire ou d’une diminution des capacités antioxydantes, il Se produit un déséquilibre de la
balance (oxydants — antioxydants) et 1’installation du stress oxydatif (Sohal et al., 2002).
Celui-ci peut favoriser la survenue de pathologies (cancers, maladies cardiovasculaires,
maladies dégénératives) ainsi qu’un vieillissement prématuré (Belaich et al., 2016). De plus,
I’une des principales conséquences provoquée par le stress oxydatif est la mort cellulaire
programmée ou apoptose. Pour faire face a cet état de stress, 1’organisme est doté de plusieurs
systemes de défense afin de limiter la surproduction ou de neutraliser ces molécules
oxydantes. Ainsi, il existe deux systemes antioxydants, des antioxydants endogenes et des
antioxydants exogenes. Les antioxydants endogénes correspondent aux enzymes
antioxydantes qui présentent un systeme de défense trés efficace. Cette ligne de défense est
constituée essentiellement de la superoxyde dismutase, la catalase, la peroxydase et la
glutathion (Favier, 2006). Les antioxydants exogenes sont représentés notamment par la

vitamine E, la vitamine C, les composés phénoliques, certains minéraux,...etc.

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires caractérisés par la
présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec
des glucides. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus

physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogénése, la germination des graines et
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la maturation des fruits (Hennebelle et al., 2004). Les principales classes de composes
phénoliques sont les acides phénoliques (acide caféique, acide hydrox cinnamique, acide
ferulique, acide chlorogenique,...), les flavonoides, les tanins, et les coumarines. Les
composés phénoliques sont des molécules biologiquement actives et ils sont largement
utilisés en thérapeutique comme anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques,

antioxydants, et antimicrobiens (Zoughlache, 2008).

Au fait, les recours a 1’'usage des plantes médicinales constituent une alternative dans les
systemes de soins primaires et une voie prometteuse pour le développement de nouvelles
molécules médicamenteuses. Récemment, beaucoup de chercheurs s’intéressent aux plantes
médicinales en raison de leur richesse en substances actives, ces substances possedent des
activités antioxydantes et antimicrobiennes (Yala et al., 2001). C’est dans cette optique que
s’inscrit I’objectif de notre travail a savoir 1’évaluation des propriétés antioxydantes et

antimicrobiennes de deux plantes locales : Dittrichia viscosa et Juniperus oxycedrus
Les objectifs de la présente étude sont :

> Etude des analyses physicochimiques pour les deux plantes (taux en humidité, taux en
eau, taux en cendre, matiére lipidique, et matiere protéique).

> Extraction des substances actives par différents solvants (méthanol, éthanol, acétone,
acétate d'éthyle) a 70%.

> Dosage des polyphénols, des flavonoides, des tanins, des caroténoides, et des pigments
chlorophylliens des différents extraits des deux plantes.

» Evaluation des propriétés antioxydantes in vitro des différents extraits a travers
différents tests complémentaires soit I’activité antioxydante totale, I’activité scavenger a
I’égard du radical libre DPPH, et le pouvoir réducteur.

» Evaluation de I’activité antimicrobienne vis-a-vis de quatre souches bactériennes
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, et Pseudomonas aeruginosa)

et une souche de levure Candida albicans.

-



Materiel et méthodes



Matériel et méthodes

Matériels et méthodes

I. Matériel végétal
Le mateériel végétal utilisé dans cette étude expérimentale est les feuilles des plantes
Juniperus oxycedrus et Dittrichia viscosa, récoltées le 07 mars 2021 dans la région de Tefreg,

Daira de Djaafra, wilaya de Bordj Bou Arreridj (Fig. 1).

Arreridj s

-

Figure 1 : Image montrant la situation géographique de la région d’étude (Google Earth).

1.1. Juniperus oxycedrus
1.1.1. Description botanique

Le nom "oxycedrus" provient de deux mots grec "oxys" et "cedros” qui signifient
respectivement aigu et cedre, c'est-a-dire "cédre a feuille épineuse"(Garnier et al., 1961).
C’est un arbrisseau ou arbuste dressé de 1 a 8 metres, a bourgeons écailleux et a ranules
obtusément triangulaires. Les feuilles trés étalées, verticillées, et toutes linéaires en aléne
a pointe fine et piquantes articulées, non décurrentes, marquées de deux sillons blanchatres,

et séparées par nervure médiane en dessus et a carene obtuse non sillonnées en dessous.
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Les fleurs dioiques, les fruits rouge et luisants a la maturité assez gros (Chaouche,
2013). Il pousse dans les foréts des régions cotieres méditerranéennes (du Maroc a I’Iran) et

préfere les endroits pierreux (klimko et al., 2007).

1.1.2. Répartition géographique

Juniperus oxycedrus est une espece typique de la région méditerranéenne, sa
répartition s’étend dans 1’ Afrique du nord (Maroc, Algérie et la Tunisie). Il se trouve aussi en
Espagne, en France, en Italie, en Portugal, en Turquie, dans la péninsule Balkanique et aussi
dans I'Est du Caucase et au Nord de I'lran. C’est une espéce qui se développe sur des pentes
séches, mais aussi sur les dunes. Elle apprécie les lieux arides, rocailleux, sur calcaire ou sur
sols acides, ou il est fréguemment associé au chéne vert et au chéne kermes (Brus et al.,
2011).

1.1.3. Classification botanique

Le tableau 1 présente la classification botanique de 1’espece Juniperus oxycedrus selon
Adams (2001).

Tableau I : Systématique du genévrier

Regne Plantae

Sous- régne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Pinopsida

Ordre Pinales

Famille Cupressaceae

Genre Juniperus

Espece Juniperus oxycedrus L

Nom vernaculaire Taga, Aar’Ar
1.2. Dittrichia viscosa Figure 2 : Photographie de I’espé

1.2.1. Description botanique Juniperus oxycedrus

Dittrichia vscosa est une plante annuelle, herbacée, visqueuse et glanduleuse, a odeur
forte qui appartient a la famille des Astéracées (compositeae). Elle peut atteindre 50cm a
1m de hauteur et présente des capitules a fleurs jaunes trés nombreuses au sommet de la

tige avec une hauteur de 5-10cm. Les feuilles sessiles sont ondulées, dentées, aigués,

ce
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rudes recouvertes sur les deux faces de glandes visqueuses qui dégagent pendant la

phase végétative une odeur forte et acre (Quzep, 1963). Sa racine pivotante lignifiée peut

atteindre 30 cm de longueur (Haoui et al., 2011).

1.2.2. Répartition géographique

L’espece Dittrichia viscosa est répandue dans tout le bassin méditerranéen, sur les

sols salés, les prairies humides et les bords de cours d’cau (Quzep, 1963). En Algérie, elle

est largement répandue dans les rocailles et les terrains argileux (Benayache et al., 1991).

1.2.3. Classification botanique

Le tableau 2 présente la classification botanique de ’espéce Dittrichia viscosa selon

Quzep (1963).

Tableau Il : Systématique de Dittrichia viscosa

Regne Plantae

Sous- régne Tracheobionta
Division Coniferophyta
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnolipsida
Ordre Asterales
Famille Astéracees
Genre Inula

Espéce Viscosa

Nome vernaculaires

Il — Méthodes
11.1. Séchage

Magramane ou Amagramane

Figure 3 : Photographie de I’espéce
Dittrichia viscosa

La quantité des feuilles fraiches de Dittrichia viscosa aprés nettoyage était de 1757¢g

alors que celle de Juniperus oxycedrus était de 1860g. Les feuilles de Juniperus oxycedrus et

Dittrichia viscosa ont été séchées a ’aire libre a une température ambiante pendant 3 jours,

puis mises a 1’étuve pendant 24h & une température de 40 °C (Fig. 4).
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Figure 4 : Séchage a I’ombre, puis a 1’étuve des feuilles de Juniperus oxycedrus (a) et de
Dittrichia viscosa (b).

11.2. Broyage et tamisage

Les feuilles séchées sont broyées a ’aide d’un broyeur électrique jusqu’a 1’obtention
d’une poudre fine (Fig. 5). La quantité de poudre obtenue est de 344,049 pour Dittrichia viscosa,
et de 844,09g pour Juniperus oxycedrus. Les poudres obtenues ont étaient tamisées a 1’aide d’un
tamis de granulométrie inférieure a 200 um. Les poudres sont conservées dans des flacons en

verre, fermés hermétiquement, & I’abri de la lumiére dans un réfrigérateur (T°=-4C°).

Figure 5 : Broyage et tamisage des deux plantes.

11.3. Analyse physicochimique
11.3.1. Détermination du taux d’humidité
11.3.1.1. Teneur en eau

Le test de la teneur en eau permet la détermination de la quantité d'eau existante dans la
plante fraiche. La teneur en eau des deux plantes a été déterminée comme suit : une quantité
précise des feuilles de Dittrichia viscosa et de Juniperus oxycedrus fraiches est pesée, apres
séchage a l’air libre a température ambiante et a ’ombre pendant environ 3 jours, ces mémes

feuilles ont été pesées une deuxiéme fois pour déterminer la diminution du poids.

H% = [(poids a - poids B) / poids a] x 100%
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H% : taux d’humidité exprimé en pourcentage.
a: poids (g) de I’échantillon "plante fraiche".

B: poids (g) de I’échantillon "plante séche".

11.3.1.2. Humidité de la poudre

Pour déterminer I’humidité de la poudre pour les deux plantes, une quantité de 2 g de
chaque plantes est mise dans un creuset en porcelaine préalablement taré. Chaque creuset est
introduit dans une étuve (type Memmert) a 105 °C pendant 24h. Aprés refroidissement dans
un dessiccateur renfermant un desséchant (gel de silice), les creusets sont pesés une deuxiéme
fois.

Le taux d’humidité est déterminé selon la formule suivante :

H=[(m-m) ’/ m)] x 100

m: masse de I’échantillon avant le séchage.
m’': masse de I’échantillon aprés le séchage = masse (creuset + échantillon) — masse du

creuset vide.

11.3.1.3. Determination du taux de cendre

Les cendres totales représentent les résidus en composés minéraux qui reste apres
I’incinération d’un échantillon contenant des substances organiques d’origine animale,
végétale ou synthétique. Les cendres représentent environ 1 a 5% de la masse d’un aliment
sur une base humide.

Cette méthode consiste a calciner la poudre & 800°C dans un four a moufle jusqu’a
I’obtention d’une cendre blanchatre de poids constant. Dans des creusets en porcelaine
préalablement tarées, 2g de poudre sont pesées pour chaque plante et sont ensuit placés dans
un four a moufle de type Memmert a une température de 800°C pendant 10 heures, jusqu’a
I’obtention des cendres blanche. Les creusets sont pesés apres refroidissement dans un
dessiccateur.

Le taux de cendre est calculé par la formule suivante :

“ Te=(M-M")/ E x 100 “

M : masse finale (creuset + cendres totales).

T. : taux de cendre

M’: masse du creuset vide.

E : prise d’essai de la maticre.

-
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11.3. 2. Teneur en matiere grasse

L’extraction de la maticre grasse totale a été effectuée par la méthode au Soxhlet. Cette
méthode est trés utilisée pour la détermination de la matiére grasse dans les aliments ou
végétaux solides déshydratés. C’est une méthode gravimétrique, puisqu’on pése 1’échantillon

au déebut, et la matiére grasse a la fin de I’extraction.

Des quantités de 10g de poudre de chaque plante (Dittrichia viscosa et d’Oxycedrus
juniperus) sont introduites dans une cartouche puis placée dans I’appareil Soxhlet. Ensuite,
200 ml d’éther de pétrole est versé dans le ballon et 50 ml dans ’extracteur. Les ballons sont
chauffés pendant 4 heures. Aprés I’élimination du solvant par distillation, les deux ballons
sont séchés a une température de 70-80 °C, puis pesés apres refroidissement dans un

dessiccateur.

Le taux de la matiére grasse est calculé par la formule suivante :

MG= (P1-P2 /ME) 100

MG : taux de la matiére grasse
P1: poids du ballon apres évaporation.
P2 : poids du ballon vide.

ME : masse de la prise d’essai.

11 .3.3. Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de BIPEA (1976) utilisant un
distillateur Kjeldahl; cette méthode est basée sur le dosage de 1’azote total, qui est ensuite
converti en taux de protéines. La minéralisation de 1g d’échantillon des produits concernés
par 20ml d’acide sulfurique se fait en présence de catalyseur composé de 10g sulfate de
potassium (K,SQO,) et de 02g d’oxalate de potassium (K2C,0,4) dans un digesteur type Buchi
430 (Digestor Germany), pendant 5 h. Ensuite, une distillation est effectuée dans un
distillateur type Buchi 320 (Germany), apres addition de 70 ml de solution de soude (NaOH)
a 40% au minéralisat. Le distillat est recueilli dans 15ml d’une solution tampon d’acide
borique préparée par dissolution de 40 g d’acide borique dans 1000 ml d’eau distillée et 10 ml
d’une solution de rouge de méthyl 0,05% comme indicateur coloré. Le titrage du distillat se
fait avec 1’acide sulfurique 0,1 N. Les taux d’azote total et de protéines brutes sont obtenus

avec des formules :

Taux d’azote total (%)= V (H,SO4) x N (H2SO,) x 0,014 x 100/P
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V(H,SO,4) = volume H,SO, de la chute de burette ;
N(H2SO4) = normalité de 1’acide sulfurique ;
0,014 = coefficient affecté a la concentration de la solution normale d’azote (14/1000) ;

P = poids de I’échantillon.

11 .4. Etude phytochimique

I1.4.1. Préparation des extraits

La préparation des extraits de Dittrichia viscosa et de Juniperus oxycedrus a été
réalisée par la méthode d’extraction liquide - solide (macération) sous agitation. Des quantités
del0g de la matiere végétale ont été extraites a 1’aide de 150 ml de différents solvants
(méthanol 70%, acétone 70%, éthanol 70% et acétate d’éthyle 70%) sous agitation continue
pendant 24 heures a température ambiante. Aprés extraction, le mélange a été filtré a I’aide
d’un papier filtre (Fig. 6). Une deuxieme extraction est réalisée, dans les mémes conditions,
pour extraire un maximum de substances actives. Le mélange obtenu a été filtré et soumis a
une évaporation a 45°C dans un rotavapor pour éliminer le solvant. Les extraits séchés ont été

stockés a -4 °C avant analyse.

Figure 6 : Etapes de préparation des extraits de D.viscosa et de J.oxycedrus par macération
(a) macération sous agitation, (b) filtration.

11 .4.2. Calcul du rendement
Le rendement de l'extraction est le rapport entre la masse de 1’extrait obtenu aprés

évaporation et la masse de la matiére premiére végétale aprés séchage, exprimé en

pourcentage.
R% = ([MEX] / [MMV]) x 100
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MMV : masse de la matiére veégétale sechée et lamine (g)

MEX : masse de I'extrait obtenu aprés évaporation (g)

11 .4.3. Dosage des composés phénoliques

Les teneurs en composés phénoliques totaux des extraits ont été estimées a 1’aide de la
méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1965). Brievement, des aliquotes (200 pL) des
différents extraits de Dittrichia viscosa et de Juniperus oxycedrus ou de solution d’acide
gallique (50, 100, 150, 200, 250 et 300 ug/mL), utilisée pour établir la courbe d’étalonnage,
ont été ajoutées a 1 ml du réactif Folin-Ciocalteu (10 %). Le mélange a été soigneusement
mélangé par agitation, puis incubé a température ambiante pendant 5 min, avant I’ajout de
800 pL de Na,CO; (7,5 %). Tous les échantillons ont été incubés a température ambiante et a
I’obscurité pendant 2h. L’absorbance des mélanges bleus a été enregistrée a 760 nm a I’aide
d’un spectrophotométre UV-visible a double faisceau (Shimadzu UV-1601, Japon). Les
teneurs totale en phénols sont exprimées en milligramme d’équivalent d’acide gallique
(EAG)/g d’extrait sec en utilisant une équation obtenue a partir de la courbe standard de

I’acide gallique (Annexe 1) : Y = 0,006 X +0,013 (R? = 0,998).

11.4.4. Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides des extraits ont ét¢ mesurées a I’aide d’une méthode
colorimétrique (Jain et al., 2011), en utilisant la quercétine pour préparer la courbe
d’étalonnage. Un volume de 1 mL de chaque extrait ou de solution étalon (quercétine) a
différentes concentrations (2,5, 05, 10, 20, 30, 40 et 50 pg/mL) est réagi avec 1 mL de
chlorure d’aluminium (2 %). Apreés incubation a température ambiante pendant 1h,
I’absorbance du mélange réactionnel est mesurée a 430 nm. Les teneurs totales en flavonoides
sont exprimées en milligramme d’équivalent de quercétine (QE)/g d’extrait en utilisant la

courbe d’étalonnage de quercétine (Annexe 2): y = 0,0315x -0,0273 (R? = 0,998).
11.4.5. Dosage des tanins condensés (Pro-anthocyanidines)

Les teneurs en pro-anthocyanidines sont mesurées selon le protocole décrit par Sun et
al. (1998) avec quelques modifications. Le principe de la méthode est base sur la capacité de
la vanilline a réagir avec les unités des tanins condensés en présence d'acide pour produire un
complexe coloré. La réactivité de la vanilline avec les tanins n'implique que la premiére unité

du polymere (Ba et al., 2010).
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Mode opératoire

Un volume de 0,5 ml de la solution d’extrait (I mg/ml) est mélangé avec 3 ml de la
solution de vanilline (4%, W/V), préalablement préparée dans du méthanol, et 1,5 ml d’HCI
(37%). Le mélange est bien agité, puis incubé pendant 15 min a température ambiante.
L’absorbance est lue a 500 nm. Un témoin est préparé en mélangeant 0,5 ml d’extrait avec 3

ml de méthanol et 1,5 ml d’HCI.
11.4.6. Extraction et dosage des caroténoides

Le dosage des caroténoides est déterminé selon la méthode de Sass-Kiss et al. (2005).
Pour cela, un poids déterminé de la poudre est additionné a 10ml d’un mélange de solvant
(hexane, acétone, éthanol) (2:1:1, V/VIV). Aprés agitation pendant 15 min, le mélange est
centrifugé a 4500 tours/min pendant 15 min. La phase supérieure contenant les pigments, est
récupérée et le culot est soumis a une deuxiéme extraction dans les mémes conditions. Les
deux phases hexaniques sont mélangées puis 1’absorbance du mélange est mesurée par
spectrophotometre UV-VIS a 450nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalant B-caroténe
par g de matiére végétale séche en se référant a la courbe d’étalonnage de la f-caroténe (ug E

B-C /g) (Annexe 3)

11 .4.7. Détermination des pigments lipo-solubles

Les teneurs en B-carotene, en lycopéne et en chlorophylle des différents extraits ont été
déterminées par spectrophotométrie Nagata et Yamashita (1992). Une quantité de 100 mg de
chaque extrait est mélangée avec 10 ml acétone-hexane (4:6 V/V) puis agités vigoureusement
pendant 1 min, ensuite le tous est filtré a travers un papier Whatman N°4. L’absorbance des
filtrats est mesurée a différentes langueurs d’ondes : 453 nm, 505 nm, 645 nm et 663 nm. La
teneur en pigments a été calculée selon les equations indiquées ci-dessous et les résultats ont
été exprimeés en mg de chlorophylle, de caroténoide, de lycopéne ou de B-caroteéne/g d’extrait.
- p-Caroténe (mg/100 ml) = 0,216 x A663 — 1,22 x A645 — 0,304 x A505 + 0,452 x A453.

- Lycopéne (mg/100 ml) = - 0,0458 x A663 + 0,204 x Ag45 — 0,372 x A505 + 0,0806 x A453.

- Chlorophylle a (mg/100 ml) = 0,999 x A663 — 0,0989 x A645.
- Chlorophylle b (mg/100 ml) = - 0,328 x A663 + 1,77 x A645.

-
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11.5. Evaluation de activité antioxydante

L’activité antioxydante des différents extraits de Dittrichia viscosa et de Juniperus
oxycedrus est évaluée en utilisant plusieurs tests complémentaires soit 1’activité scavenger a

I’égard du radical DPPH’, le pouvoir réducteur, et I’activité antioxydante totale.

Il .5.1. Activité anti-radicalaire

Les capacités anioxydantes des extraits de Dittrichia viscosa et de Juniperus oxycedrus
ont été mesurées a 1’égard du radical 2,2- diphénylpiprylhydrazyl (DPPH) (Hinneburg et al.,
2006). Le DPPH est dissout dans 100 ml de méthanol pour préparer une solution mere qui est
ensuite diluée pour obtenir une absorbance de 0,98 (+0,02) a 517 nm. Un volume de 100 pL
de chaque extrait a différentes concentrations a été ajouté a 2,5 ml de la solution méthanolique
de DPPH. Les mélanges sont agités puis incubé€s a I’obscurité pendant 30 min, I’absorbance

de la solution résultante a été mesurée a 517 nm.

La vitamine C, le BHT et le BHA, sont utilisé comme des standards. L’activité anti-

radicalaire est calculée selon 1’équation suivante :

11.5.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits des deux plantes est déterminé selon le protocole
décrit par Oyaizu (1986). Les extraits qui possédent un potentiel réducteur réduisent le Fe*
présent dans le complexe KsFe(CN)g (Ferricyanure de potassium) en Fe?* qui réagit & son tour
avec le Chlorure ferrique (FeClsz) pour donner un complexe mesurable a 700 nm (Jayanthi et
Lalitha, 2011).

Un volume de 200 uL de chaque extraits a différentes concentrations est mélangé avec
500uL de solution tampon phosphate (0,2 M ; pH = 6,6) et 2,5 ml de solution de Ferricyanate
de potassium a 1% (K3Fe(CN)g) préparé dans 1’cau distillée. Le mélange est incubé a 50°C
pendant 20 min, puis les tubes a essais sont retirés. 2,5 ml d’acide trichloroacétique a 10%
(TCA) est ajouté, suivi d’une centrifugation a 650 rpm pendant 10min. Un volume de 500uL
de surnageant est prélevé auquel sont ajoutés 2,5 ml d’H,O distillée et 0,5 ml de FeCl; a
0,1%. La mesure de 1’absorbance est effectuée a 700 nm. Un blanc est préparé en remplagant
I’extrait par le solvant. L’acide ascorbique est utilisé comme contréle positif dans les mémes

conditions.
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I1 .5.3. Capacité antioxidante totale

La capacité antioxydante totale des extraits étudiés a été évaluée par le test du
phosphomolybdene selon la procédure décrite par Prieto et al. (1999). Une aliquote de 0,3 ml
de chaque extrait ou étalon a été mélangée avec 3 ml du mélange réactionnel (0,6 M d'acide
sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de molybdate d'ammonium). Ensuite, les
mélanges ont été incubés a 95 °C pendant 90 min et I'absorbance a été enregistrée a 695 nm.
L'activité antioxydante a été exprimée en mg d'équivalent acide ascorbique par g d'extrait sec
(mg EAA /g de ES).

I1.6. Activité antimicrobienne
11.6.1. Préparation de I'inoculum

Chaque espece est inoculée au préalable sur une gélose nutritive afin d'obtenir une
culture de 18 a 24 heures. L'inoculum est ensuite préparé. Ensuite, 4-5 colonies bactériennes
bien isolées sont mises en suspension dans du bouillon nutritif (ou de I'eau physiologique
contenant 0,9% de NaCl). Cette suspension est ensuite ajustée a la norme Mc Farland 0,5 a
I'aide d'un spectrophotometre, ce qui correspond a une lecture de densité optique a 625 nm
allant de 0,08 & 0,1, correspondant & une suspension contenant environ 102 UFC/mL (CA-
SFM, 2013).

11.6.2. Mode opératoire

L’activit¢ antimicrobienne des différents extraits étudiés a eté réalisée suivant la
méthode des puits sur gélose, en utilisant les microorganismes pathogénes suivants : 1)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), 2) Staphylococcus aureus (ATCC 25923), 3)
Echerichia coli (ATCC 259222), 4) Bacillus cereus( ATTC 11778), 5) Candida albicans. Des
puits de 6 mm de diamétre ont été formés sur gélose Mueller Hinton préalablement
ensemencée avec des cultures jeunes de bactéries (10® UFC/mI) et de la levure (5x10°
cellules/ml) respectivement, ces puits ont ét¢ ensuite remplis avec 80 ul de chaque extrait a
différentes concentrations (128, 64, 32, 16,8 et 4mg/ml). Apres une mise au réfrigérateur a
4°C pendant 6 heures, les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries

et 48 heures pour la levure. Les zones d’inhibition ont ensuite ét¢ mesurées (Fatima et al.,
2016).
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I1. 6.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus faible concentration de la substance antibactérienne inhibant toute
croissance visible aprés un temps d’incubation de 18h a 24h. Le principe de la méthode
consiste a diluer la substance antimicrobienne a tester et a inoculer le milieu avec les
microorganismes. L’extrait montrant la meilleure activité antimicrobienne, a subit des
dilutions successives de concentration mere (SM =128mg/ml) (1/2, 1/4 ... etc.) afin de
déterminer la moindre concentration donnant une zone d’inhibition. Cette concentration est

considéré comme la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Min et al., 2008).
11 .6.4. Détermination de la concentration minimale bactéricide/Fongicide (CMB)

La CMB est la concentration de la substance antibactérienne exercant un effet
bactéricide et permettant d’obtenir, aprés 18 a 24 h d’incubation a 37 °C, 0,1 % de germes,
c¢’est-a-dire une bactérie pour 1000 de I’inoculum initial (Rodriquez-Vaquero et al., 2007).
Pour la détermination de la CMB, la surface de chaque zone d’inhibition obtenue avec les
différentes dilutions (1/2, 1/4, 1/8, 1/16 et 1/32 (Test de CMI) est raclée a 1’aide d’une pipette
Pasteur. Ensuite des tubes de bouillon nutritif sont ensemencés par les morceaux de gélose
raclés. Les tubes sont incubés a 37°C pendant 24h. L’absence de croissance dans les tubes
inoculés, indiquant un effet bactéricide et le tube contenant aucune croissance (pas de trouble)
est déclarée comme contenant la CMB, égale a la concentration ou on a raclé au départ
(Salama et Marraiki, 2010).

I1.7. Analyse statistique

Tous les essais realises dans la présente étude ont été répétés au moins trois fois et les
résultats ont été exprimés par la moyenne * la déviation standard. Les graphes sont mis en
forme par EXCEL. L’étude statistique est réalisée a 1’aide d’un logiciel statistique (Stat View
v5.0). Des comparaisons statistiques ont eté effectuées avec le test Student t ou les tests

ANOVA. Les différences ont été jugées significatives a p< 0,05 ou a p< 0,01.




Résultats et discussion |



Résultats et discussion

Résultats

I. Résultats de I’étude physicochimique

1.1. Teneur en eau
Les analyses ont révélé que les feuilles fraichement récoltées présentent une teneur

importante en eau soit 80,42% pour Dittrichia viscosa et 55% pour et de Juniperus oxycedrus
(Fig. 7).

Heau M Matiére séche Heau M Matiére séche

(a) (b)
Figure 7 : Teneur en eau des feuilles fraiches de Dittrichia viscosa (a) et de Juniperus

oxycedrus (b).

l. 2. Taux d’humidité
Le taux d’humudité pour Dittrichia viscosa est de 6,60 £ 0,112%, alors que pour
Juniperus oxycedrus, la valeur moyenne est de 3,68+ 0,066% (Fig. 8).

1.3. Taux de cendre
Les résultats du taux de cendre montrent des valeurs moyennes de 7,04 + 0,087 pour
Dittrichia viscosa et 4, 97 = 0, 125% pour Juniperus oxycedrus (Fig 8).

1.4. Teneur en matiére grasse
Les résultats du dosage de la fraction lipidique ont montré une teneur moyenne de 2,44
+ 0,035% pour Dittrichia viscosa et de 6,65 + 0,076 % pour Juniperus oxycedrus (Fig 8).

I.5. Teneur en protéines
Les résultats du dosage de la fraction protéique ont montré une teneur moyenne de
11,03+ 0,085% pour Dittrichia viscosa et de 2,80 £ 0,037% pour Juniperus oxycedrus (Fig 8).
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Figure 8 : Résultats de I’analyse des parametres physico-chimiques de Dittrichia viscosa (a)

et de Juniperus oxycedrus (b)

I1. Résultats de I’étude phytochimique

Il .1. Rendements d’extraction

Dans la présente étude, quatre solvants ont été utilisés pour I’extraction des composés

bioactifs a partir de la partie aérienne des deux plantes Dittrichia viscosa et Juniperus

oxycedus. La figure 9 illustre les résultats des rendements d’extraction de ces plantes. Les

résultats obtenus montrent que le rendement d’extraction varie en fonction du solvant utilisé.
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Figure 9 : Histogrammes montrant le rendement d’extraction de Dittrichia viscosa (a) et de
Juniperus oxycedrus (b)
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Concernant Dittrichia viscosa, le taux le plus élevé a été détecté dans 1’extrait acétate
d’éthyle (32,28+ 0,25mg/g), suivi par I’extrait méthanolique (31,27 + 0,015mg/g), puis
I’acétone (30,92 £ 0,105 mg/g), et en fin 1’éthanol qui a montré le rendement le plus bas
(29,05 £ 0,05 mg/g). Alors que dans le cas de Juniperus oxycedrus, le taux le plus élevé a été
détecté¢ dans D’extrait éthanolique (35,75+ 0,028), suivi par l’extrait acétonique (35,53
0,079), puis I’extrait méthanolique (33,01 £ 0,008), et en fin I’extrait acétate d’ethyle (14,69
+0,01).

11 .2. Teneurs en polyphénols totaux
Les résultats du dosage des composeés phénoliques montrent que les teneurs en

polyphénols varient également en fonction des solvants utilisés (Fig. 10).
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Figure 10 : Histogrammes montrant les teneurs en polyphénoles totaux des différents extraits

de Dittrichia viscosa (a) et de Juniperus oxycedrus(b).

La teneur la plus élevée pour Dittrichia viscosa a été détectée dans 1’extrait
méthanolique (452,01 £ 5,78 mg EAG/g ES) et I’extrait Acétonique (441,27 + 8,84mg EAG/g
ES) avec absence de difference significative entre les deux extraits, suivi par 1’extrait
éthanolique (336,19 + 7,75 mg EAG/g ES), et I’extrait acétate d’éthyle (136,50+ 7,27 mg
EAG/g ES).

La teneur la plus élevee pour Juniperus oxycedrus a été détectée dans I’extrait
acétonique (508,3 = 9,61lmg EAG/g ES) suivi de I’extrait éthanolique (443,33+ 9,09mg
EAG/g ES), puis I’extrait méthanolique (327,82 + 9,57 mg EAG/g ES), et I’extrait acétate
d’éthyle (15,46+ 0,18 mg EAG/g ES).




Flavonoides (mg EQ/g d'ES)

Résultats et discussion

11 .3. Teneurs en flavonoides totaux

Les teneurs en flavonoides des différents extraits de Dittrichia viscosa et de Juniperus

oxycedrus sont représentées dans la figure 11.
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Figure 11 : Histogrammes montrant les teneurs en flavonoides totaux des différents extraits

de Dittrichia viscosa (a)et de Juniperus oxycedrus (b).

D’apres les résultats obtenus, il apparait 1a aussi que les teneurs en flavonoides totaux

varient en fonction du solvant utilisé.

Pour Dittrichia viscosa, I’extrait éthanolique et 1’extrait acétonique présentent les plus
grandes concentrations en flavonoides avec des valeurs moyennes de 42,77+ 0,72 mg EQ/g
ES et de 41,28+ 0,75 mg EQ/g ES, respectivement. L’extrait méthanolique montre une teneur
moyenne de I’ordre de 34,37 £1,29 mg EQ/g ES, alors que I’extrait acétate d’éthyle montre la
plus faible teneur en flavonoides (7,91+ 0,68 mg EQ/QES).

De méme pour Juniperus oxycedrus, I’extrait éthanolique et 1’extrait acétonique
présentent les plus grandes concentrations en flavonoides avec des valeurs moyennes de 23,16
+ 0,43mgEQ/QES et 23,91 + 0,87mgEQ/QES, respectivement. L’extrait méthanolique montre
une teneur moyenne de 12,91 +0,17 mgEQ/QES), et I’extrait acétate d’éthyle montre une

teneur moyenne dell1,25+ Omg EQ/gES.
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Il .4. Teneur en tanins condensés

La figure 12 illustre les résultats des teneurs en tanins condensés des différents extraits
de Dittrichia viscosa et de Juniperus oxycedrus.
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Figure 12 : Histogrammes montrant les teneurs en tanins condensés des différents extraits de

Dittrichia viscosa (a)et de Juniperus oxycedrus (b).

Concernant I’espece Dittrichia viscosa, le taux le plus élevé a été détecté dans 1’extrait
acétonique (55,38t 2,026mg/g), suivi par I’extrait méthanolique (47,95 + 0,75mg/g), puis
I’extrait éthanolique (44,24+ 1,37mg/g), et en fin ’extrait acétate d’éthyle qui a montré le
taux le plus bas en tanins condensés (41,13 £ 0,2291 mg/qg).

De méme pour Juniperus oxycedrus, le taux le plus élevé a été détecté dans I’extrait
acétonique (302,81+ 0,74 mg/g), suivi par I’extrait éthanolique (250,07 = 1,12mg/g), puis
I’extrait méthanolique (219,65+ 1,13mg/g), et en fin ’extrait d’éthyle acétate (148,01 + 1,02
mg/q).

I1.5. Teneur en caroténoides

La teneur moyenne en caroténoides est de 22,49 ug /g pour Dittrichia viscosa et est de
11,76 pg/g pour Juniperus oxycedrus.
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11.6. Teneur en pigments lipo-solubles
Le tableau 11l : les teneurs en pigments lipo-solubles des différents extraits des deux
plantes étudiées (Dittrichia viscosa et Juniperus oxycedrus).

plantes \pigrn{ts Chlorophylle a | Chlorophylle b | Lycopene | B-caroténe
solvants

Juniperus | Méthanol 26,53 21,86 7,68 /

oxycedrus |"Etpanol 220,85 250,84 253,87 /
Acétone 200,69 134,26 46,15 42,36
Acétate d’éthyle 339,76 346,45 136,64 /

Dittrichia | Méthanol 155 46,37 11,49 /

viscosa  ["Ethanol 330 276 89,36 /
Acétone 299 96,98 37,57 42,36
Acétate d’éthyle 301 53,85 30,93 49,84

D’apres ce tableau, on peut voir que tous les extraits présentent des concentrations tres
élevées en chlorophylle a et b. En termes de teneurs en lycopéne et B-caroténe, les extraits
montrent des teneurs variables et parfois insignifiantes, notamment en B-caroténe pour les

solvants polaires (éthanol et méthanol).

I11. Résultats de I’activité anti-oxydante

I11. 1 Activiteé scavenger a I’égard du radical libre DPPH

L’évaluation de pouvoir anti-radicalaire d’un extrait de plante peut se fait par différents
tests in vitro. La méthode choisie pour I’évaluation des extraits préparés dans cette étude est le

piégeage du radical libre DPPH.

Les resultats obtenus pour Dittrichia viscosa révelent que 1’extrait méthanolique semble
étre le plus actif avec une ICsy de 0,211mg/ml, suivi de I’extrait acétonique et de I’extrait
éthanolique avec des valeurs d’ICs, de 0,269 mg/ml, et 0,277 mg/ml, respectivement.
L’extrait d’acétate d’éthyle a montré la plus faible activité anti-radicalaire (ICs, = 0,868
mg/ml) (Fig. 13).
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Figure 13: Histogrammes montrant 1’activité scavenger des différents extraits de Dittrichia

viscosa a I’égard du radical DPPH.

Dans le cas de Juniperus oxycedrus, les mémes extraits (I’extrait acétonique, I’extrait
méthanolique, et D’extrait éthanolique) sont les plus actifs avec des 1Csy de I'ordre de
0,210mg/ml, 0,223mg/ml, et 0,233mg/ml, respectivement (avec absence de différence

significative entre ces extraits). L’extrait acétate d’éthyle a montré la plus faible activité anti-

radicalaire (0,690 mg/ml) (Fig. 14).
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Figurel4 : Histogrammes montrant 1’activité scavenger des différents extraits de Juniperus

oxycedrus a I’égard du radical DPPH.

Dans ce test, plusieurs antioxydants standards ont été utilisés a des fins comparatives.

La quercétine, la Vit c et le BHA ont montré une tres forte activité antiradicalaire avec des

@

ICs, de 0,142 mg/ml, 0,103 mg/ml, et de 0,65 mg/ml, respectivement.
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111.2. Résultats du pouvoir réducteur

Les résultats de ce test ont montré que le pouvoir réducteur des extraits étudiés varie en

fonction du solvant utilisé (figurel5 et 16).

Dans le cas de Dittrichia viscosa, il a été constaté que les extraits éthanolique,
méthanolique, et acétonique sont les plus actifs avec des ICs, de 0,44 mg/ml, 0,463mg/ml, et

0,549 mg/ml, respectivement. L’extrait acétate d’éthyle a montré le plus faible pouvoir

réducteur (2,083 mg/ml) (Fig.15).
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Figurel5 : Histogrammes montrant le pouvoir réducteur des extraits de Dittrichia
viscosa.

Les résultats obtenus pour Juniperus oxycedrus révélent que I’extrait méthanolique est
le plus actif avec une ICso de 0,392 mg/ml, suivi de I’extrait acétonique avec une valeur de
0,593 mg/ml, et I’extrait éthanolique avec une valeur de 0,949 mg/ml. L’extrait acétate

d’éthyle a montré un faible pouvoir réducteur avec une ICsq de 2,083 mg/ml (Fig.16).
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Figurel6 : Histogrammes montrant le pouvoir réducteur des extraits de Juniperus
oxycedrus.
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Dans ce test, deux antioxydants standards ont été également utilisés a des fins
comparatives. La vitamine C et le BHT ont montré les plus forts pouvoirs réducteurs avec des

ICso de 0,28 mg/ml et 1,09mg/ml, respectivement.

111.3. Résultats de I’activité antioxydante totale

Les résultats obtenus ont montré que 1’activité antioxydante totale varie également en

fonction des différents extraits de Dittrichia viscosa et de Juniperus oxycedrus (Fig.17 et 18).

Pour Dittrichia viscosa, 1’extrait le plus actif est I’extrait éthanolique (275,53 pg EAA/
mQ), suivi par I’extrait méthanolique (240,56 pg EAA/ mg), puis I’extrait acétonique (117,9
Mg EAA/ mQ), et en fin I’extrait acétate d’éthyle (79,06 pg EAA/ mg) (Fig.17).
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Figurel? : Histogrammes montrant I’activité anti-oxydante totale des extraits de Dittrichia
viscosa.

Les résultats obtenus pour Juniperus oxycedrus révelent que I’extrait méthanolique est
le plus actif avec une valeur moyenne de 498,26 pg EAA/ mg, suivi de I’extrait acétonique
(223,16 pg EAA/ mg), puis I’extrait acétate d’éthyle (208,33 pg EAA/ mg) et enfin I’extrait
éthanolique (130,51 pg EAA/ mg) (Fig.18).
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Figurel8 : Histogrammes montrant I’activité anti-oxydante totale des extraits de Juniperus
oxycedrus.

1V.4. Résultats de I’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des extraits extraits de D. viscosa et J. oxycedrus a été
déterminée en mesurant les diamétres des zones d'inhibition autour des puits contenant les
extraits vis-a-vis de cing germes pathogénes dont quatre bactéries (Gram + et Gram -) et une

levure (Tableau 4).

Tableau IV: Diamétres des zones d'inhibition (mm) en présence des différents extraits de D.
viscosa et J. oxycedrus.

Plantes Solvant B. cereus | P.aeruginosa E.coli S.aureus | C. albicans
méthanol 13,93 / 9,85 19,13 18,34
| éthanol 21,91 / 8,65 24,54 20,44
Dittrichia )
viscosa acetone 13,11 / / 22,42 15,35
acétate
d'éthyle 13,42 / 7,35 24,25 19,74
méthanol 16,22 / / 15,37 20,66
. éthanol 16,28 / / 15,85 16,56
Juniperus ;
oxycedrus acétone 17,16 / / 15,84 21,36
acétate
d'éthyle 15,86 / / 23,77 14,23
Gentamicine 30,25 42,76 12,16 19 38,63
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Dans le présent travail, la concentration maximale des extraits était de 128mg/ml et est

de 40mg/ml pour la gentamicine.

D’aprés le tableau 4, nous pouvons voir que dans le cas de D. viscosa, ’extrait
éthanolique présente la plus forte activité antimicrobienne vis —a —vis de Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus et Candida albicans avec des diametres de 21,91 mm, 24,54, et 20,44
mm, respectivement. Alors que dans le cas de J. oxycedrus, c’est plutot I’extrait acétonique
qui exerce une forte activité antimicrobienne vis —a —vis de Bacillus cereus et de Candida
albicans avec des diametres de 17,16mm et 21,36 mm, respectivement. Staphylococcus

aureus est beaucoup plus sensible a I’action de 1’extrait acétate d’éthyle avec une grande zone

d’inhibition (23, 77mm).

Les extraits de D. viscosa ont montré un effet modéré sur Echerichia coli, alors

qu’aucun effet n’est observé avec 1’espéce Juniperus. Pseudomonas aeruginosa semble

insensible a ’action des extraits des deux plantes.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides /fongicides (CMB et

CMF) des extraits de de D. viscosa et J. oxycedrus sont représentées dans le tableau 5.

Tableau V : Concentrations minimales inhibitrices (CMI), bactéricides (CMB), et fongicides

(CMF) des différents extraits vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Echirichia coli (ATCC 259222),
Bacillus cereus (ATCC 11778), et de Candida albicans.

Plantes Extraits B. cereus P. aeruginosa E.coli S. aureus C. albicans
CMI CMB |CMI |CMB | CMI CMB | CMI CMB CMI CMF
Dittrichia | MeOH 8mg/ml [128mg/ml| / / 64mg/ml | 64mg/ml |8mg/ml| 64mg/ml |16mg/ml|128mg/ml
viscosa EthOH 32mg/ml|128 mg/ml|  / / 64mg/ml |128mg/ml [8mg/ml| 32mg/ml |32mg/ml|128mg/ml
Acétone 16mg/ml| 64mg/ml / / / 128mg/ml [8mg/ml| 32mg/ml |32mg/ml|128mg/mi
Act. d'éthyle|16mg/ml|128mg/ml| / [ [128mg/ml |128mg/ml|8mg/ml|128mg/ml|16mg/ml| 64mg/mi
Juniperus | MeOH 16mg/ml|128mg/ml| / / / 128mg/ml|8mg/ml| 64mg/ml | 8mg/ml | 64mg/ml
oxycedrus | EthOH 16mg/ml|128mg/ml| / [ 1128mg/ml|128mg/ml|8mg/ml| 32mg/ml |16mg/ml|128mg/ml
Acétone 8mg/ml | 64mg/ml / / / 128mg/ml [8mg/ml|128mg/ml| 8mg/ml | 32mg/ml
Act. d'éthyle| 8mg/ml | 64mg/ml / / / 64mg/ml |8mg/ml| 64mg/ml | 8mg/ml | 64mg/ml
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Discussion

La technique d’extraction est une ¢&tape trés importante dans 1’isolement et la
récupération des composés phytochimiques existants dans le matériel végeétal. Elle est
influencée par la nature chimique du solvant utilisé, la technique utilisée, la taille de
I’échantillon étudié, ainsi que la présence de substances interférentes (Stalikas, 2007).
D’aprés Djahra et al. (2013), la méthode de macération sous agitation permet d’accélérer le
processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec 1’extrait tout en

préservant la bioactivité de ces constituants.

Dans la présente étude, les valeurs obtenues concernant 1’analyse des paramétres
physicochimiques de Juniperus oxycedrus et de Dittrichia viscosa n’ont pas dépassé les
normes décrites dans la pharmacopée européenne i.e. le taux d’humidité ne dépasse pas 10 %
et le teneur en cendres totales est inférieure a 14,0 %, ceci confére a la poudre étudiée une

meilleure conservation a long terme (Fettah, 2019).

L’extraction des composés phénoliques par quatre solvants de différentes polarités
(méthanol, éthanol, acétone et acétate d’éthyle a 70%) a partir des deux plantes étudiées, a
permis d’avoir des rendements différents. En effet, ’extrait acétate d’éthyle de D.viscosa a
montré le rendement le plus élevé (32,102%) qui est supérieur a celui obtenu par Chahmi et
al, (2015) qui ont travaillé sur la méme espece de plante d’origine du Maroc et qui ont
rapporté un pourcentage de 21,30%. Alors que, I’extrait acétate d’éthyle de J. oxycedrus a
montré un rendement tres faible (14,68%). L’extrait éthanolique de J. oxycedrus donne le
rendement le plus élevé (35,70%), ceci est sans doute lié a la nature des substances
phytochimiques des deux plantes. Plusieurs auteurs ont souligné que le rendement
d’extraction dépend de la nature des composants de la plante qui varient selon la période, le
lieu de la récolte, et la durée de séchage de la matiére végétale, la méthode d’extraction, la
nature du solvant, les conditions dans lesquelles I’extraction est effectuée, et la partie de la
plante étudiée (Smith e et al., 2005).

L’étude phytochimique consiste a rechercher les grandes classes de composes
chimiques appartenant aux métabolites secondaires (Virginie et al., 2015). Les teneurs en
polyphénols et en flavonoides totaux dans les quatre extraits de D. viscosa étudies varient de
136 a 452 mgeEAG/ g et de 7,91 a 42,77 mgEQ /g, respectivement.
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Ces valeurs sont supérieures a celles obtenues par Rhimi et al, (2019) et Chahmi et al,
(2015). Ces derniers ont étudié I’espece 1. viscosa de différentes régions du Maroc et ont
rapporté des teneurs en polyphénols qui varient de 140 a 274 mg EAG/ g d’extrait en utilisant
I’acétate d’éthyle et 1’éthanol. Toutefois, nos reésultats en termes de flavonoides restent
inférieurs par rapport a ceux de Chahmi et al, (2015). Les résultats des teneurs en
polyphénols et en flavonoides de J. oxycedrus sont supérieurs a ceux de Djerdane et al,
(2006).

Les composés phénoliques sont généralement solubles dans les solvants organiques
polaires et les solutions aqueuses et sont peu solubles dans les solvants organiques apolaires
(Macheix et al, 2005). C’est ce qui a été observé dans le cas de notre étude ou nous avons
constaté que les teneurs des extraits en ces composes sont beaucoup plus concentrées dans les
extraits organiques polaires (méthanol, éthanol, acétone) plutét que les extraits organiques

apolaires (acétate d’éthyle).

L’activité antioxydante des plantes médicinales est attribuée essentiellement a leur
richesse en composés phénoliques mais aussi a d’autres molécules bioactives (Geethae et al.,
2009 ; Balasundram et al., 2006).

Le test de réduction du radical DPPH est largement utilisé pour 1’évaluation des
propriétés antioxydantes en raison de sa stabilité, facilité et rapidité d’exécution (Rice-Evans
et al, 1997). L’activité anti-radicalaire est due a la présence de groupements hydroxyles, a la
structure moléculaire du composé, a la disponibilit¢ de I’hydrogeéne phénolique, et a la
stabilisation du radical formé résultant d’un donneur d’hydrogeéne (Chung et al., 2006). Dans
ce travail, les extraits des deux plantes montrent une activité antioxydante importante. Les
résultats de ’activité anti-radicalaire (DPPH) et du pouvoir réducteur de D.viscosa sont en
accord avec ceux Chahmi et al, (2015). Nos resultats concernant ces mémes tests pour J.

oxycedrus sont supérieurs a ceux de Merradi et al, (2018).

Les résultats de ’activité antioxydante totale de D. viscosa sont supérieurs a ceux
obtenus par Chahmi et al, (2015). La différence dans la capacité antioxydante totale d’un
extrait a un autre peut étre expliquée par la capacité des substances a transférer des électrons

dans le milieu réactionnel (Hinneburg et al, 2006).
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Par ailleurs, la richesse de D.viscosa et de J. oxycedrus en métabolites secondaires,
particuliérement, en polyphénols et en flavonoides soutient leurs propriétés antimicrobiennes.
L’effet inhibiteur des composés phénoliques et des flavonoides sur la croissance des bactéries
peut étre expliqué par plusieurs mécanismes d’action tels que la chélation du fer qui est
nécessaire a la croissance microbienne, 1’action sur les membranes des micro-organismes
conduisant a la perte de son intégrité structurale (Akiyama et al., 2001 ; Funatogawa et al.,
2004).

Les extraits de J. oxycedrus et de D. viscosa ont montré une bonne activité inhibitrice et
ce avec les différentes concentrations testées sur les souches bactériennes a Gram positif
(Staphylococcus aureus et Bacillus cereus) par comparaison aux souches bactériennes a Gram
négatif (Esherischia coli et Pseudomonas aeruginosa). Nos résultats, concernant les extraits
de J. oxycedrus sont en accord avec ceux de Merradi et al, (2018) qui ont étudié la plante J.
thurifera L., appartenant a la méme famille que J.oxycedrus, et qui ont constaté également
I’absence d’activité antimicrobienne sur les bactéries a Gram négatif. De méme, nos résultats
concernant les extraits de D.viscosa corroborent ceux de Oskay et al, (2007) qui montré

I’efficacité antimicrobienne de I’extrait éthanolique des feuilles d’ I. viscosa.

Plusieurs études ont montré que les bactéries a Gram positif sont tres sensibles par
rapport aux bactéries a Gram négatif (Okoro et al., 2010 ; Oumaskour et al., 2012). Masibo
et He (2009) expliquent que la résistance d’E. coli (bactérie a Gram négatif) aux agents
antimicrobiens est liée a la présence d’une enveloppe qui comprend une membrane cellulaire
riche en lipopolysaccharides et une paroi qui limite 1’accés aux agents antimicrobiens
contrairement aux bactéries a Gram positif qui sont moins protégées contre les agents externes

(détergents et antibiotiques).

.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent une source inépuisable de principes actifs doués de
propriétés therapeutiques. Cette diversité en propriétés biologiques et thérapeutiques est liee

certainement & une gamme extraordinaire de molécules bioactives.

Le présent travail concerne 1’étude physicochimique, phytochimique, et D’activité
antioxydante et antimicrobienne de différents extraits méthanolique, éthanolique, acétonique
et acétate d’éthyle de deux plantes locales soit Dittrichia viscosa appartenant a la famille des

Astéracées, et Juniperus oxycedrus appartnant a la famille des Cupressacées.

Tous les extraits montrent une richesse en polyphénols, flavonoides, caroténoides, et en
tannins. Les résultats de 1’activité antioxydante montrent que les extraits exercent une

bonne capacité de piégeage des radicaux libres et un bon pouvoir réducteur.

Les résultats de 1I’étude microbiologique montrent que les extraits de Dittrichia viscosa
et de Juniperus oxycedrus exercent une bonne activité inhibitrice a 1’égard, notamment, des
bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus et Bacillus cereus) par rapport aux bactéries
a Gram négatif (Esherischia coli et Pseudomonas aeruginosa).

Ces résultats préliminaires ouvrent des perspectives vers des études plus approfondies :

e Séparation et identification des composés actifs des deux plantes par des techniques
d’analyse avancées (HPLC), et étude de leur toxicité.

e Elargir le spectre de 1’activité antioxydante in vitro et in vivo.

e Orienter 1’¢tude vers d’autres activités biologiques telles que les activités,
antiinflammatoire, anticancéreuse,...etc. et détermination des mécanismes d’action des
composés actifs.

e Réaliser des études sur les autres parties de la plante (fruits de Juniperus oxycedrus).

e Envisager la formulation d’un médicament a base de la plante.

.
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JUNIPERUS OXYCEDRUS

Solvants
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Résumé

Le présent travail s’intéresse a la détermination des constituants phytochimiques et 1’évaluation de
I’activité antioxydante et antimicrobienne des extraits des feuilles de Dittrichia viscosa et de Juniperus
oxycedrus. L’extraction a été réalisée par la macération sous agitation en utilisant différents solvants (méthanol,
éthanol, acétone et acétate d’éthyle). Les rendements obtenus sont respectivement de 31,26 %, 29%, %, 30 ,80%,
32,10% pour D .viscosa et 33%, 35,7%, 35,56%, 14,68% pour J. oxycedrus. La quantification des polyphénols
totaux, des flavonoides, et des tanins condensées dans les quatre extraits montrent la richesse des deux espéces
en ces métabolites secondaires. L’activité antioxydante est évaluée par différentes tests (activité scavenger du
DPPH, activité antioxydante totale, pouvoir réducteur). L’extrait acétonique de J. oxycedrus et I’extrait
méthanolique de D. viscosa montrent la plus grande capacité de piégeage du radical DPPH (ICsq ~0.21 mg/ml).
L’extrait méthanolique de J. oxycedrus et I’extrait éthanolique de D. viscosa révélent le plus fort potentiel
réducteur avec des ICg, de 0.392 et 0.44 mg/ml, 0.463mg, respectivement. De méme, 1’extrait éthanolique de D.
viscosa et I’extrait méthanolique de J. oxycedrus montrent la plus grande activité antioxydante totale avec des
ICso de 275,53 HgEAA et 498,26 HGEAA, respectivement.L’activité antimicrobienne a été évaluée sur quatre
souches bactériennes (B. cereus, P .airogeuosa, E.coli et S. ceurus) et une levure (C. albicans). Les extraits de
Dittrichia viscosa et de Juniperus oxycedrus montrent une bonne activité antimicrobienne.

Mots clés : Dittrichia viscosa, Juniperus oxycedrus, polyphénols, flavonoides, tanins condensées, activité
antioxydante, activité antimicrobienne.

Abstract

This work aimed to evaluate phytochemical constituents and the antioxidant as well as antimicrobial
activity of leaves extracts of Dittrichia viscosa and Juniperus oxycedrus. The extraction is carried out by
maceration with stirring using different solvents (methanol, ethanol, acetone and ethyl acetate). The obtained
yields are respectively 31.26%, 29%,%, 30, 80%, 32.10% for D.viscosa and 33%, 35.7%, 35.56%, 14.68% for J.
oxycedrus. The quantification of total polyphenols, flavonoids, and condensed tannins in the four extracts shows
the richness of both species in these secondary metabolites. Antioxidant activity is evaluated by various tests
(scavenging activity of DPPH, total antioxidant activity, reducing power). Acetone extract of J. oxycedrus and
methanolic extract of D. viscosa show the greatest capacity for scavenging DPPH radical (IC50 ~ 0.21 mg / ml).
Methanolic extract of J. oxycedrus and ethanolic extract of D. viscosa show the strongest reducing potential with
IC50s of 0.392 and 0.44 mg / ml, 0.463 mg, respectively. Likewise, ethanolic extract of D. viscosa and
methanolic extract of J. oxycedrus show the greatest total antioxidant activity with 1C50s of 275.53 ugEAA and
498.26 WQEAA, respectively. Antimicrobial activity was evaluated on four bacterial strains (B. cereus, P.
airogeuosa, E.coli and S. ceurus) and one yeast (C. albicans). Extracts of Dittrichia viscosa and Juniperus
oxycedrus show good antimicrobial activity.

Key words: Dittrichia viscosa, Juniperus oxycedrus, polyphenols, flavonoids, condensed tannins, antioxidant
activity, antimicrobial activity.
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