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INTRODUCTION

GENERALE



Introduction géenérale

Depuis I'Antiquité, les plantes médicinales et aromatiques (PAM) ont joué un réle crucial
dans le domaine de la médecine, qu'elle soit traditionnelle ou moderne. Plus de 25% des
médicaments utilisés aujourd'hui ont des origines qui remontent a ces plantes, souvent grace a
I'application des connaissances traditionnelles combinées aux avancées technologiques
contemporaines (Ismaili et Lanouari, 2024). Parmi ces plantes, le genre Juniperus, appartenant
a la famille des Cupressacées, est réputé pour étre une riche source de métabolites secondaires
(MS) bioactifs qui est traditionnellement utilisé pour traiter de nombreuses maladies. Ce genre
est aussi I'un des plus étudiés en termes de composition chimique, et les principaux composés
bioactifs identifiés dans ces espéces sont les terpenes et les composés phénoliques, qui
possedent d'importantes activités biologiques telles que des propriétés antioxydantes,
antibactériennes et antivirales (Monribot-Villanueva et al., 2020).

Les huiles essentielles (HE), quant a elles, sont des composés liquides volatils et
aromatiques, obtenus a partir de plantes entieres ou de différentes parties de plantes telles que
les graines, les feuilles, les fleurs, les tiges et les écorces. Elles comprennent des composés
chimiques tels que les monoterpénes, les sesquiterpenes et les phénylpropanoides, qui jouent

des réles importants dans l'interaction des plantes avec leur environnement (Yangilar, 2021).

Dans ce contexte, nous envisageons I'étude des HE et des EXOH des deux espéces de la
famille des Cupressacées, genévrier de phénicie (Juniperus phoenicea L.) et genévrier oxycedre
(Juniperus oxycedrus L.). Ces espéces ont été choisies en raison de leurs nombreuses propriétés
biologiques rapportées dans la littérature scientifique. En effet, ces caractéristiques font de ces
plantes des candidates prometteuses pour le développement de nouvelles solutions naturelles
contre les problémes induits par I'oxydation et les attaques microbiennes.

Ce mémoire vise a extraire les huiles essentielles (HE) et les extraits éthanoliques (ExOH)
des feuilles et des fruits de Juniperus phoenicea L. et Juniperus oxycedrus L. Par la suite, il a
pour but de doser les composés phénoliques présents dans les ExOH, tels que les polyphénols,
les flavonoides, les anthocyanines et les flavonols, puis d’évaluer les activités antioxydante et

antimicrobienne des HE et des EXOH des espéces sélectionnées.



Le présent document est structuré en deux parties, la premiére est dédiée a 1’étude
bibliographique qui aborde les aspects suivants :
e Etudes générales sur les cupressacees ;
e Généralités sur les HE et notions générales sur les métabolites secondaires (MS) ainsi
que leurs propriétés biologiques et antioxydantes.
Quant a la deuxiéme partie de ce manuscrit, elle est dédiée a la partie expérimentale
organisée en deux sections :
e Description des matériels utilisés et des methodologies suivies.
e Présentation des résultats obtenus et leur interprétation en se référant aux études

précédentes, suivie de conclusion et de perspectives pour les recherches futures.
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GENERALITES SUR LES

CUPRESSACEES



Synthése bibliographique Généralités sur les cupressaceées

I. Généralités sur les cupressacées

Les Cupressacées, membres des coniferes et faisant partie de l'ordre des cupressales,
représentent la famille la plus répandue parmi les Gymnospermes, ces arbres dont les graines
sont a nu. Avec 160 espéces réparties dans 7 sous-familles et 29 genres, elles se trouvent dans
les deux hémispheres. Ces arbres, principalement anémophiles, sont majoritairement
monoiques, bien que certains, comme le Juniperus, soient dioiques. Leur reproduction se fait
par de petites fleurs unisexuées sur des chatons strobiliformes appelés cones males et femelles.
Ces cOnes males contiennent généralement de 3 a 10 sacs polliniques ou microsporanges qui, &
maturité, liberent une grande quantité de pollen dans l'air, environ 400000 grains par cone
(Poncet et al., 2022).

I.1 Classification des cupressacées

La figure 1 montre la classification de plusieurs genres appartenant a l'ordre des
Cupressales

Ordre CUPRESSALES
Familles Taxodiacées Cupressacées
Sous-familles Cupressoidées Callitroidées
Tribus Cupressées Junipérées Thukopsidées Tetraclinées Libocédrées Actinostrobées
Genres Chamaecyparis  Cupressus Thuja Tetraclinis Callitris fitzroya
Especes principales Ch. lawsonia C. sempervirens J. cedrus T. occidentalis  T. articulata

Ch. taiwanensis  C. arizonica J. thurifera  T. plicata (Callitris quadiivalvis)

Ch. nootkatensis C. pigmaea J. virginiana  etc.

efc. etc. J. chinensis (15 espéces)

(7 espéces) (20espéces) etc.

(70 especes)

Figure 1: Classification de plusieurs genres appartenant a I’ordre des Cupressales
(Bouyahyaoui, 2017)
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1.2 Description botanique de Juniperus phoenicea L. et Juniperus oxycedrus
L.

Le genre Juniperus comprend 70 espéces, parmi lesquelles se trouvent Juniperus
phoenicea L. que nous avons sélectionné comme premiére espece et Juniperus oxycedrus L.,

comme deuxiéme espece pour notre étude et que nous allons décrire en détail ci-dessous.

1.2.1 Juniperus phoenicea L.

Le Juniperus phoenicea L., (genévrier rouge) (figure2), fait partie de la famille des
Cupressacées. Originaire de la région méditerranéenne, cet arbuste présente une distribution
géographique étendue, s'étendant du Portugal a I'Arabie saoudite, favorisant ainsi une grande
diversité génétique au sein de I'espéce (Meriem et al., 2022). Cette plante, également appelée
Avraar, peut atteindre une hauteur de 8 metres, avec des branches dressées et des feuilles en
forme d'écailles. Chaque 100 grammes de feuilles fraiches contient environ 2 grammes de

composés bénéfiques (ElImhalli et al., 2021).

Figure 2 : Genévrier de phénicie (Juniperus phoenicea) (Nedjimi et al., 2015)

1.2.2 Juniperus oxycedrus L.

Juniperus oxycedrus L., ou genévrier épineux (figure 3 (a) et (b)), est un petit arbre de la
famille des Cupressacées, courant en Algérie. Utilisé en médecine traditionnelle, il contient des
composés phénoliques aux propriétés biologiques (Kachmar et al., 2024). C'est un arbre ou
arbuste parfumé avec des feuilles en aiguilles, et des cones males aux extrémités des branches.
Les fruits mlrs sont rougeatres, de 6 a 15 mm de diametre, et les fleurs males font environ 1

mm de diamétre (Miara et al., 2013)
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1.2.3 Systématique du genévrier

La classification du genévrier est citée selon Dris et al. (2022) et est mentionnée dans le tableau
I

Tableau | : Systématique du genre Juniperus

Regne Plantea
Embranchement Spermaphytes
Sous Embranchement Gymnospermes
Classe Coniféres
Ordre Coniférales
Famille Cupressacées
Genre Juniperus
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1.3 Répartition des cupressacées en Algérie :
La figure 4 montre les groupes de végétation en Algérie, indiquant que le genre Juniperus

appartenant a la famille des Cupressacées, se trouve principalement dans les régions

montagneuses et semi-arides du pays.
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Figure 4: Carte des groupes de végétations (Talbi et al., 2018)

Les études de Quezel (1979) présentées dans le tableau 2 révélent la présence de quatre

espéces de Cupressacées en Algérie, a savoir :
e Cupressus sempervirens ;
e Juniperus phoenicea ;
e Juniperus oxycedrus ;

e Tetraclinis articulata.

Tableau 11 : Le nombre d’espéce de cupressacées qui se trouve dans différents pays

Espéce des cupressacees
3

Pays
France
Espagne
Maroc
Algérie
Gréce
Turquie
Syrie

wWlo|o| O] b
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1.4 Utilisation du genévrier en médecine traditionnelle

Le genévrier est utilisé en médecine populaire depuis des temps anciens. Ses propriétés
médicinales sont exploitées par diverses méthodes, notamment les gargarismes, les poudres et
les boissons médicinales ; toutes les parties de la plante sont utilisées, mais les baies sont
souvent préférées pour leur forte concentration en principes actifs (Stark et al., 2013).

J. phoenicea traite divers maux comme la diarrhée, la goutte, les troubles gastriques, les
rhumatismes, lI'eczéma... et agit comme désinfectant dépuratif. Les baies apaisent la toux et
servent d'agent hypoglycémiant oral, tandis que les feuilles sont utilisées pour les affections
broncho-pulmonaires et comme diurétique. Une tisane de baies facilite la digestion et stimule
I'appétit. Les HE, extraites du bois, des feuilles et des baies, favorisent la sécrétion des fluides
digestifs, améliorent la digestion, et soulagent les gaz (Meriem et al., 2022).

L’HE de J. oxycedrus est couramment utilisée en application locale comme parasiticide
et antiseptique, notamment pour traiter des affections cutanées comme l'eczéma et le psoriasis.
Elle est egalement utilisée pour soigner les maladies pulmonaires, les douleurs dentaires, et

certaines affections oculaires (Hoummani et al., 2019).
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II. Généralités sur les huiles essentielles
I1.1 Historique des HE

Suite a un accident d’explosion dans le laboratoire du pére de 1’aromathérapic René-
Maurice Gattefossé au début des années 1900s, qui se brlla les mains et sans réfléchir il les
plongea dans un seau d’HE de Lavande. Le soulagement a été instantané et la guérison de la
plaie trés rapide. Il décida donc d’étudier les HE et leurs propriétés et publiera son premier
ouvrage, intitulé Aromathérapie, en 1931. C’est le premier ouvrage qui met en évidence la
relation entre les activités des HE et leurs composants biochimiques (Fourmentin et Kfoury,
2024).

Ces composés étaient déja appréciés par de nombreuses civilisations depuis I’Egypte
ancienne (4500 av. J.- C.) en passant par la civilisation chinoise (2800 av. J.-C.), les civilisations
américaines (Incas, Mayas et Aztéques) (1000 av. J.-C.), les Grecs (300av. J.-C.) et les Romains
(150 av. J.-C.) ainsi que le moyen-age et la renaissance moyen-orientale et européenne. Ces
civilisations ont non seulement développé la médecine par les HE, mais également utilisé ces
derniéres dans la parfumerie. Les HE connaissent actuellement une renaissance inédite poussée

par I'évolution des mentalités et ’envie de revenir au naturel (Fourmentin et Kfoury, 2024).

1.2 Définition des huiles essentielles

L’Association francaise de Normalisation (AFNOR) donne une définition précise et
officielle de I’huile essentielle : « produit obtenu a partir d’'une matiére premicre naturelle
d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a
partir de I’épicarpe de fruits de citrus (agrumes), soit par distillation seche, apres séparation de
I’éventuelle phase aqueuse par des procédés physiques n’entrainant pas de changement

significatif de sa composition » (Fourmentin et Kfoury, 2024).

1.3 Composition chimique des huiles essentielles des especes étudiées

Selon Fourmentin et Kfoury (2024), les HE comprennent plusieurs composés organiques
possédant des structures et des fonctions chimiques tres différentes. Les deux principales
familles chimiques rencontréees sont :

Le groupe des terpénoides: il s’agit d’une famille de composés largement répandus dans
le régne végétal, ils sont formés par la combinaison de 5 atomes de carbones (C5) hommée :
isopréne. Ce groupe est subdivisé en deux sous-groupes : les monoterpénes et les sesquiterpénes
(Nazik Mansouri et al., 2011).
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Le groupe des phénylpropanoides (les composés aromatiques) : sont beaucoup moins
fréquents que les terpenoides. Ils comprennent plusieurs fonctions : alcool, phénols, dérivés
méthoxy, composés méthyléne dioxy (Nazik Mansouri et al., 2011).

Plusieurs études ont identifié les composés principaux de I'huile essentielle de Juniperus
phoenicea et de Juniperus oxycedrus dans différentes régions. Pour Juniperus phoenicea, les
principaux composés sont l'a-pinéne, le myrcene, le B-pinéne, le 5-carene, et le terpinoléne.
Pour Juniperus oxycedrus, les composés dominants sont 1'a-pinéne, le -copaéne, le 3-pinéne,

le limonéne, et 'a-fenchene (Boukhaloua et al., 2022).

A B
CH, 3G

G HsC
CH3 CHa

Limonene a-pinene
Figure 5 : Structure chimique du limonéne (A) et du a-pinéne (B) (Melkina et al., 2021)

1.4 Activités biologiques des huiles essentielles

La diversité des composés dans les HE les rend capables d'influencer plusieurs systémes
biologiques, notamment en santé, agriculture, cosmétique et alimentaire, grace a leurs
nombreuses propriétées biologiques (Thormar, 2011). Certaines de ces activités ont été signalées
pour les HE notamment les activités antioxydante, antibactérienne et antifongique
(Ouerghemmi et al., 2017).

11.4.1 Activité antioxydante

Un antioxydant est une substance qui a la capacité de retarder ou d'empécher I'oxydation
des substrats biologiques. Ces composés jouent un réle crucial en réduisant efficacement les
mauvaises odeurs et en retardant la peroxydation des lipides. lls accomplissent cette tache sans
compromettre les propriétés sensorielles, telles que le godt et I'ardme, ainsi que les propriétés

nutritionnelles des aliments (Boyd et al., 2003).
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11.4.2 Activité antimicrobienne

Les HE possedent une activité antimicrobienne naturelle qui entrave la croissance des
micro-organismes, comme les bactéries et les champignons, en interférant avec leurs processus

de reproduction et de métabolisme (Hassane et al., 2011).

11.4.3 Activité antifongique

Les HE ont une activité antifongique qui entrave la croissance des champignons en
perturbant leurs processus de reproduction et de métabolisme. Cette fonction est employée dans
la protection des plantes contre les champignons pathogénes et dans la préservation alimentaire
(El Ajjouri et al., 2008).

1.5 Les techniques d’extraction des huiles essentielles
Il existe plusieurs procédés d’extraction des HE tels que 1’extraction par hydrodistillation,
par bain au solvant et entrainement a la vapeur qui est moins complexe et donne des HE pures

et sans résidus (Djousse et al., 2022).

11.5.1 Entrainement a la vapeur d’eau « ex-situ » : Vapo-hydrodistillation
La vapo-hydrodistillation est la méthode qui permet d’extraire les essences thérapeutiques
avec un rendement élevé et qualité supérieure des HE (Djousse et al., 2022). Cette technique
repose sur l'introduction de vapeur dans un mélange d'eau et de matiere végétale, permettant
ainsi la libération des composés volatils présents. Ces vapeurs, chargées en composés volatils,
sont ensuite refroidies et condensées, puis séparées par décantation, permettant ainsi I'obtention

des précieuses essences (Duval, 2012).

11.5.2 Entrainement a la vapeur d’eau « in-situ » : Hydrodistillation

La matiére végétale est chauffée dans I'eau, produisant de la vapeur chargée d’HE. Cette
vapeur est ensuite refroidie dans un condenseur a eau froide, transformant la vapeur en un
mélange d'eau et d'HE.

Ce melange est dirigé vers un essencier ou les deux liquides se séparent naturellement :
I'eau aromatisée d'un cOté et I'HE de l'autre. La séparation finale se fait par décantation
(Besombes, 2008).
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Légende :
1 : Chauffe ballon
2 : thermomeétre

3 : agitateur

4 : moteur électrique

5 : condenseur

Figure 6 : Montage de I’entrainement a la vapeur d'eau (in-situ) (Kurji et al., 2019)

11.5.3 Expression a froid
Cette méthode est employeée pour extraire les essences volatiles des agrumes en déchirant
leurs péricarpes via un traitement mécanique, permettant ainsi la collecte non altérée des

essences présentes dans les sacs oléiféres du mesocarpe (Boukhatem et al., 2019).

11.5.4 Extraction assistée par micro-ondes

Ce procéedé permet de réduire la durée de distillation et améliore le rendement, I'utilisation
croissante des micro-ondes émerge comme une méthode d'extraction en plein essor. Par
exemple, la SFME (Solvent Free Microwave Extraction) utilise un four & micro-ondes pour
chauffer le matériel végétal sans ajout d'eau ou de solvant, favorisant la libération des HE par

la dilatation des cellules végétales (Boukhatem et al., 2019).

11.5.5 Extraction par bain au solvant
La méthode d'extraction par solvant consiste & combiner de la matiére végetale avec un
solvant volatil dans un extracteur, suivi de lavages pour extraire les molécules aromatiques,

puis de la distillation dans un concentrateur (Boukhatem et al., 2019).
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1. Métabolites secondaires
Les plantes produisent une grande diversité de composes, dont les métabolites primaires
nécessaires a leur fonctionnement de base, et les métabolites spécialisés, qui les aident dans des
fonctions spécifiques. Ces derniers sont produits et stockés dans des parties précises de la
plante, leur conférant un avantage évolutif (Tousignant, 2022).

111.1 Classes de métabolites secondaires

I11.1.1 Les terpénoides
Les terpénoides, métabolites spécialisés des plantes, sont abondants et diversifiés. lls
contribuent aux caractéristiques sensorielles, a la défense contre les herbivores et les pathogenes

et aux processus de reproduction des plantes (Tousignant, 2022).

111.1.2 Les composés phénoliques

Les polyphénols se répartissent en au moins dix classes différentes en fonction de leur
structure chimique, allant des molécules simples comme les acides phénols aux composés
fortement polymérisés comme les tannins. Ils sont souvent classés en quatre grandes catégories

selon leur structure chimique (Menaceur, 2015).
» Les phénols simples :

Les phénols simples, tels que les phénylpropanoides et les dérivés de I'acide benzoique,
défendent les plantes contre les prédateurs et inhibent la germination des graines dans le sol.
L'acide salicylique, quant a lui, régule la croissance et renforce la résistance des plantes aux

maladies (Menaceur, 2015).

» Flavonoides :

Cette catégorie de composés phénoliques sont classés en groupes selon le degré
d'oxydation de leur pont a trois carbones, comprenant les anthocyanines, flavones, flavonols,
isoflavones, flavanones et flavan-3-ols (Menaceur, 2015).

» Tannins :

Ce sont des polyphénols présents dans diverses parties des plantes telles que I'écorce, le
bois, les feuilles, les fruits et les racines, ont des poids moléculaires variant de 500 a 3000
Daltons. lls sont classés en deux principales catégories : les tannins hydrolysables et les tannins

condensés (Menaceur, 2015).

11



Synthése bibliographique Meétabolites secondaires

e - = -
r | 1

Phenolic acids Flavonoids Non-flavonoids
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Hydroxybenzoic acid Hydroxycinnamic acid Stilbenes Lignans Others

Figure 7 : Classification des composés phénoliques (Rambaran, 2020)

111.1.3 Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances naturelles principalement dérivées de plantes. Ces
composés organiques, de petite taille, présentent une structure hétérocyclique et contiennent
souvent une ou plusieurs bases azotées. Ils sont principalement dérivés des acides aminés et se
caractérisent par leurs propriétés basiques. Leurs structures sont diverses et complexes (Dey et
al., 2020). Parmi les deux espéces sélectionnées, seul le J. oxycedrus renferme des alcaloides

qui ne sont pas présents dans le genévrier rouge (Bachir et al., 2017).

11.1.4 Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments présents dans divers organismes, responsables de
nombreuses couleurs naturelles. Leurs propriétés antioxydantes les rendent précieux dans les
domaines de la santé, de l'alimentation et des cosmétiques. Ces pigments liposolubles,
appartenant a la famille des isoprénoides, sont visibles dans des exemples tels que les fruits, les

Iégumes, et certains tissus animaux (Martinez-Camara et al., 2021).
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Partie expérimentale Matériel et methodes

Objectif

Notre étude vise a extraire les huiles essentielles et les extraits éthanoliques des feuilles
et des fruits de J. phoenicea L. et de J. oxycedrus L. Par la suite, nous doserons plusieurs
composés bioactifs tels que les polyphénols, les flavonoides, les flavonols, les anthocyanines,
les tannins, les chlorophylles et les caroténoides, et nous évaluerons les activités

antimicrobienne et antioxydante des EXOH et des HE des deux espéces.

I. Matériel
.1 Matériel végétal

Les plantes étudiées ont été collectées entre février et mars 2024 dans deux régions
distinctes :

e J. oxycedrus dans la wilaya de Béjaia (Figure 7 (a)) ;
e J. phoenicea dans la région de Djelfa (Figure 7 (b)).

Le traitement préliminaire de ces plantes constitue en I'élimination des tiges et la
récupération des feuilles et des fruits. Les produits récupérés sont d'abord séchés dans une étuve
a une température qui varie entre 35°C et 40°C pendant 48 heures. Ensuite, elles sont divisées
en deux lots.

e Le premier lot est pesé, broyé, tamisé (500 pum de diametre) et stocké dans des bocaux

en verre a 4°C, a l'abri de la lumiére ;

e Lesecond lot est pesé et séparé afin d'extraire ses HE.

Fig. a »
6‘

N “"1

\
Y

Figure 8 : Photographie des feuilles et des fruits de J. oxycedrus (a) et J. phoenicea (b)
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1.2 Réactifs utilises

Le dosage des différents composes bioactifs, des chlorophylles et des caroténoides se
trouvant dans les EXOH des deux espéces a impliqué I’utilisation de plusieurs réactifs
(tableaulll).

Tableau I11 : Les réactifs utilisés pour les différents dosages
Reéactifs Utilisation
Folin Ciocalteu Dosage des composés phénoliques
Carbonate de sodium Na;COs3 (7.5%)
Chlorure d'aluminium AICl3 (2% dans le Dosage des flavonoides
méthanol)
Méthanol — HCI (0.1N) Dosage des anthocyanines et flavonols
Butanol — HCI Dosage des proanthocyanidines (tannins)
Ether diéthylique Dosage des chlorophylles et caroténoides

2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle (DPPH) Evaluation de I’activité antioxydante

1.3 Germes cibles

Les souches utilisées ont été fournies par Mme. BOUDRIES et elles sont de référence de
type ATCC (American Type Culture Collection)

Tableau 1V : Les souches microbiennes

Souche Référence Gram Famille
Bacillus subtilis ATCC 6633 + Bacillaceae
Staphylococcus aureus ATCC 6314 + Micrococcaceae
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) ATCC 43300 + Micrococcaceae
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - Pseudomonadaceae
Escherichia coli ATCC 29522 - Enterobacteriaceae
Salmonella typhi ATCC 14028 - Enterobacteriaceae
Klebsiella pneumoniae Souche de - Enterobacteriaceae
diagnostique
Candida albicans ATCC 10231 / Saccharomycetaceae

1.4 Milieux de culture utilisés
e Gélose nutritive (GN)

e Bouillon nutritif

e Gélose Mueller Hinton (MH)
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II. Meéthodes

L’extraction a été réalisée au laboratoire de physicochimie des aliments de ’université

Béjaia en utilisant la méthode de I’hydrodistillation pour les HE et la macération pour les EXOH.

1.1 Protocole d’extraction des huiles essentielles

L'extraction commence par I'immersion de la matiére végetale dans un alambic rempli
d'eau portée a ébullition. Les vapeurs produites sont condensées dans un réfrigérant, puis
récupérées dans une ampoule a décanter, ou I’HE est séparée par décantation. Apres la
récupération de I’HE, du sulfate de sodium anhydre est ajoutée comme agent déshydratant pour
éliminer l'eau résiduelle. Elle est ensuite conservée dans un flacon en verre ambré,
hermétiquement fermé, a une température basse de 4°C pour assurer sa stabilité et prolonger sa
durée de vie (Moutchou et al., 2024). Le dispositif d'extraction en verre utilisé est représenté

dans la Figure 8.

Figure 9 : Dispositif d’extraction des HE par hydrodistillation

11.1.1 Rendement en huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle (RHE%) correspond au pourcentage obtenu en divisant
la masse de I’HE extraite (MHE) par la masse de la matiére vegétale traitée (MV), puis en
multipliant le résultat par 100 (Boudjit et al., 2022).

La formule est : RHE% = (MHE / MV) x 100

15



Partie expérimentale Matériel et méthodes

11.1.2 Analyses physicochimiques
Densité relative
Principe
C’est le rapport entre la masse d'un certain volume d’HE a 20°C et la masse du méme

volume d'eau distillée a 20°C. Elle représente un repére crucial, offrant une indication sur la

composition chimique de I’'HE (Boudjit et al., 2022).
Mode opératoire

Selon Alili et al. (2022) elle est une grandeur sans dimension. Pour la mesurer un
pycnomeétre est soigneusement nettoyé, rincé a I'éthanol et a I'acétone, puis séché. 1l est ensuite
pesé vide avec son bouchon a 0,001 g pres. Rempli d'eau distillée a 20°C et pese plein. Apres
avoir videé et séché le pycnomeétre, la méme opération est répétée avec I'huile essentielle. Elle

est calculée avec la formule :

_mZ—mO
" ml—m0

Avec :
e mp est la masse du pycnométre vide ;
e My est la masse du pycnometre rempli d’eau ;

e m; est la masse du pycnomeétre rempli d’HE.

Indice de réfraction:

Selon Alili et al. (2022) I'indice de réfraction est un indicateur de la qualité de I'huile
définie comme étant le rapport entre les sinus des angles d'incidence et de réfraction d'un rayon
lumineux de longueur d'onde définie, lorsqu'il traverse I'air pour entrer dans I’HE, cette derniére
étant maintenue a une température constante de 20°C.

Avant de prendre des mesures, il est essentiel de vérifier I'étalonnage du réfractometre
avec l'eau distillée (indice de refraction 1,33). La température du prisme doit étre maintenue
constante a I'aide d'un bain d'eau contrélé.

Avant chaque mesure, abaissez la partie mobile du prisme en position horizontale. Les
mesures doivent étre effectuées conformément aux instructions, avec une precision de 0,0001

et en enregistrant la température du prisme.
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11.2 Macération des feuilles et des fruits des espéces sélectionnées

La méthode suivie repose sur le protocole décrit par Belhaddad et al. (2023) en y
apportant quelques modifications (figure 9). Une quantité de quatre grammes de chaque partie
de la plante (feuilles et fruits), séchée, broyée et tamisée a 500 pum, sont placés séparément avec
40 ml d'éthanol pur (99%) dans un Erlenmeyer. Aprés agitation pendant 30 minutes, le mélange
est filtré. Le filtrat est ensuite évaporé avec un rota-vapeur pour obtenir un extrait sec, qui est
séché dans une étuve ventilée a 40°C pendant 24 heures. L'extrait est enfin reconstitué dans du

méthanol pur selon des volumes spécifiques pour obtenir des concentrations de 50 mg/ml.

Figure 10 : Procédé d’extraction éthanolique des feuilles et des fruits des deux espéces
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11.2.1 Dosages des composés bioactifs
Composés phénoliques

Principe

Le réactif est composé dun mélange dacide phosphotungstique et d'acide
phosphomolybdique. Lors de I'oxydation des phénols, il se réduit en un mélange d'oxydes bleus
de tungsténe et de molybdeéne. La couleur produite, avec une absorption maximale située entre
720 et 750 nm, est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits

végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).

Mode opératoire

Le protocole utilisé repose sur la méthode décrite par Singleton et Rossi (1965) avec
quelques modifications. Un volume de 200 pl d'extrait a été mélangé avec 750 pl du réactif de
Folin-Ciocalteu et 400 ul de carbonate de sodium a 7,5%. Apres une incubation de 1 heure,
I'absorbance a été mesurée a 720 nm. Les concentrations en composés phénoliques ont été
déterminées en se référant a une courbe d'étalonnage établie avec de I'acide gallique (annexel).

Les résultats sont exprimés en mg équivalents acide gallique (mg EAG) pour 1 g d’extrait

SecC.

Flavonoides

Principe
La méthode est basee sur la formation d’un complexe Flavonoide-aluminium qui permet
d’avoir une couleur jaune dont le maximum d’absorbance se situe & 430 nm (Djeridane et al.,

2006).
Mode opératoire

La concentration en flavonoides dans les extraits a été déterminée par spectrophotométrie
en suivant la méthode de Djeridane et al. (2006), avec quelques modifications. Un volume de 1
ml d’extrait a ét¢ mélangé avec 1 ml du réactif AICI3 (2% MOH). Aprés une incubation de 15
minutes, l'absorbance a été mesurée a 430 nm. Les concentrations en flavonoides ont été
déterminées en se référant a une courbe d'étalonnage établie avec de la Quercétine (annexe 2).
Les résultats sont exprimes en mg équivalents de Quercétine (mg EQ) pour 1 g d’extrait

SecC.
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Anthocyanines et flavonols
Principe

Le dosage repose sur la modification de la couleur des anthocyanes et des flavonols selon
le pH. En ajoutant de I'HCI, le milieu devient acide, rendant les anthocyanes rouges en raison
de leur forte réaction. Les flavonols, moins réactifs, produisent des teintes moins intenses, tirant
vers le jaune (Cisse et al., 2017).

Mode opératoire

La teneur en anthocyanines et flavonols dans les extraits a été déterminée par
spectrophotométrie selon la méthode de (Hrazdina et al., 1982) en y apportant quelques
modifications. Un mélange de 1 ml d'extrait et 1 ml de HCI/MOH (0.1N) a été préparé, puis
I'absorbance a été mesurée a 530 nm pour les anthocyanines et a 360 nm pour les flavonols. Les
concentrations ont été calculées en utilisant la loi de Beer-Lambert, avec des coefficients
d'extinction molaire de 26900 I-mol™t.-cm™ et PM=449,2 g/mol pour les anthocyanines, les
résultats sont exprimés en mg équivalent cyanidine 3-glucoside pour 1 g d’extrait sec.et de
20000 I-mol~t-cm™ PM=464,38 g/mol pour les flavonols, les résultats sont exprimés en mg

équivalent Quercétine 3-glucoside pour 1 g d’extrait sec.

Proanthocyanidines (tannins)
Principe

Sous l'effet de la chaleur en milieu acide, les proanthocyanidines se dissocient,
produisant une coloration mesurable & une absorbance de 530 nm (Skerget et al., 2005).

Mode opératoire

La teneur en proanthocyanidines a été mesurée en utilisant la méthode décrite par
Skerget et al. (2005). Pour cela, 2 ml de réactif butanol-HCI (contenant 77 mg de FeSO,
dans 500 ml de HClI-butanol [2:3]) ont été ajoutés a 0,5 ml d'extrait. Le mélange a été
incubé a 95°C pendant 15 minutes. Les concentrations ont été déterminées selon la loi
de Beer-Lambert, en utilisant la cyanidine comme standard (¢ = 34700 lemol™cm™ et
PM = 287,24 g/mol).

Les résultats sont exprimés en mg équivalent cyanidine (mg EC) par g d’extrait
sec.
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11.2.2 Dosage des chlorophylles et des caroténoides
Principe
Les phytoconstituants pigmentés ont été quantifiés en suivant les conditions décrites par

(Wellburn, 1994), qui recommandent de minimiser I'exposition de I'huile a la lumiére, a
I'oxygéne et aux acides apres l'extraction. Le dosage des pigments a été effectué par
spectroscopie UV-visible. L'absorbance des extraits a été mesurée a 470, 644 et 662 nm pour
calculer les concentrations en caroténoides ainsi qu'en chlorophylles a et b, en utilisant les
formules suivantes

e Chlorophylle a (Ca, pg/ml) = 10,05 Ags2 - 0,766 Asas

e Chlorophylle b (Cp, pg/ml) = 16,37 Asas - 3,144 Ase2

e Caroténoides (g/ml) = (1000 As7o - 1,28 C 4 - 56,70 C b) / 230
Mode opératoire

La teneur en caroténoides et en chlorophylles des poudres a été déterminée selon la
méthode de Wellburn (1994). Pour cela, 400 mg de poudre ont été ajoutés a 10 ml d'éther
diéthylique et le mélange a été maintenu sous agitation magnétique a I'abri de la lumiéere pendant
30 minutes. Ensuite, le mélange a été centrifugé a 5000 tours par minute pendant 10 minutes.

Les résultats sont exprimés en mg/g de matiére seche.

11.3 Evaluation de I’activité antioxydante
Test de piégeage du radical DPPH- :
Principe
La capacité des huiles essentielles ou de certains composés purs a donner des électrons

ou d’hydrogéene est évaluée par une méthode spectrophotométrique, qui observe la disparition

de la couleur violette d'une solution méthanolique contenant le radical libre DPPH (Chikhoune,

2007).
SO @8~ J - @

DPPH DPPH-H
Purple, 519 nm Colorless

./7 . \, - . .
w . (H  represents antioxidant

Figure 11: Meécanisme reactionnel du DPPH (Liang et Kitts, 2014)
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Mode opératoire

Des dilutions d’HE et d'EXOH ont été préparées dans du méthanol pour évaluer leur
potentiel antioxydant. A chaque dilution, 1 ml de solution méthanolique de DPPH a été ajouté
a 100 pl. Apres une incubation de 30 minutes a I'obscurité, les absorbances ont été mesurées a
517 nm. Le pouvoir antiradicalaire des HE et des ExOH a été déterminé en calculant I'lC50 a
partir de la courbe de pourcentage d'inhibition des radicaux libres de DPPH- en fonction des
concentrations des HE et des ExOH.

Chaque absorbance correspond & un pourcentage d'inhibition calculé a partir de la
différence entre I'absorbance de la solution de DPPH sans HE ou ExOH et celle en présence
d'un de ces derniers (Maidi et Dahia, 2022).

1.4 Activité antimicrobienne des extraits ethanoliques et des huiles

essentielles des espéces sélectionnées

La méthode employée pour évaluer I'activité antimicrobienne des HE et des EXOH de J.
phoenicea et de J. oxycedrus est la méthode de diffusion (par puits) sur milieu gélosé. Cette
approche permet la diffusion des composés a partir d'un puits, générant une zone d'inhibition
claire et mesurable. Apres ensemencement, par écouvillonnage, d'une culture fraiche (agée de
18 a 24 heures) a une concentration de 10° UFC/ml du germe cible sur la surface du milieu
MH, des puits de 6 mm de diamétre ont été formés a I'aide d'un emporte-piéce stérile. Ensuite,
20 pl de chaque extrait brut & une concentration de 50 mg/ml ou d’HE brute ont été introduits
dans chaque puits. Le méme volume de méthanol a été utilisé comme témoin négatif. Aucun
antibiotique n'a été utilisé comme témoin positif en raison de la non-disponibilité. Les boites
ont été incubées pendant 2 heures a 4°C puis a 37°C pendant 18 a 24 heures. Les diametres des
zones d'inhibition entourant les puits contenant les échantillons a testés ont été mesurés a l'aide

d'un pied a coulisse (Ennajar et al., 2009) (en y apportant quelques modifications).

Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Afin d'évaluer de maniere quantitative I'activité antimicrobienne des EXOH provenant des
fruits et des feuilles des espéces étudiées, ainsi que de leurs huiles essentielles, la détermination
de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des HE et des EXOH actifs a été menée contre
les germes cibles présentant la meilleure sensibilité selon le test des puits. Les microorganismes
choisis étaient la bactérie a Gram positif S. aureus et la levure C. albicans. La CMI est définie
comme la concentration la plus faible capable d'inhiber toute croissance microbienne,

perceptible a I'ceil nu.
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Dans cette ¢tude, la méthode de microdilution en milieu liquide a été mise en ceuvre,
utilisant des microplaques a 96 puits, conformément a la procédure décrite par (Gulluce et al.,
2007).

Les précultures des microorganismes cibles ont été préparées de maniere similaire a celles
décrites précédemment pour le test des puits. L'inoculum a été ajusté pour obtenir une charge
d’inoculum d'environ 10¢ UFC/ml. Des dilutions en série des HE et des ExOH a testés, ont été
réalisées dans les plaques a 96 puits.

Des témoins positifs et négatifs appropriés ont été inclus en paralléle. Les plaques ainsi
préparées ont été incubées a la température optimale de croissance des microorganismes (37°C)
pendant 24 heures. Les tests ont été effectués en deux fois, avec trois puits par échantillon lors
de chaque essai. Aprés incubation, la CMI a été déterminée en observant, a I’eeil nu, la
croissance du microorganisme dans chaque puits. Elle correspond a la premiére concentration

en échantillon ne présentant ni trouble ni culot microbien.

Analyse statistique

Les résultats de I'étude ont été présentés en termes de moyenne et d'écart-type, basés sur
trois séries de tests distincts. Les comparaisons multiples ont été effectuées a l'aide de I'analyse
de la variance (ANOVA) et du test post hoc de Fisher LSD. Un seuil de signification de 0,05 a

été utilisé pour déterminer la significativité des résultats.
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ITI. Résultats et discussion

I11.1 Rendement des huiles essentielles
Les rendements d’extraction des HE a partir des feuilles et des fruits des deux espéces
sont mentionnés dans le tableau ci-dessous :

Tableau V : Rendement des HE des especes sélectionnées

J. phoenicea J. oxycedrus
Feuilles Fruits Feuilles Fruits
Rdt (%) 0,79 1,998 0,096 1,096

Les résultats obtenus indiquent que les fruits de J. phoenicea contiennent une quantité
d’HE supérieure a celle des feuilles. De méme, pour J. oxycedrus. En comparant les deux
especes, J. phoenicea offre un rendement en HE supérieur a celui de J. oxycedrus.

A titre de comparaison, Les feuilles de J. phoenicea présentent un rendement moyen de
1,10 + 0,03% de matiére séche, comparable a celui observé dans le centre-ouest de la Tunisie
(1%) et superieur a celui du Maroc (0,9%). En revanche, les feuilles affichent des rendements
variant entre 0,50% et 0,75% en Tunisie, 0,36% en Egypte, et entre 0,30% et 0,70% en Espagne
(Beniaich et al., 2023). Les rendements obtenus a partir des fruits mars se situent dans une plage
intermédiaire qui varie de 1,96% a 2,82% (Abu-Darwish et al., 2013).

Selon Guerroudj et al. (2021), les rendements en HE de J. oxycedrus varient de 0,23% a
0,32% dans les feuilles et peuvent atteindre jusqu'a 0,80% dans les fruits. Les fruits ont montré
des rendements environ deux fois plus élevés que les feuilles, avec des moyennes allant de
0,26% a 0,82%. En revanche, Mortadi et al. (2024), indique que les feuilles de J. oxycedrus du
Maroc ont donné un rendement d'HE de 0,1%. La variation de résultats est peut-étre due a des
facteurs comme le stade de maturité des plantes, les conditions climatiques régionales et d'autres
parameétres environnementaux. Elles peuvent aussi résulter de pratiques agricoles spécifiques

et de techniques de culture adaptées a divers environnements.
111.2 Cinétique d’extraction des huiles essentielles

Le graphique de la figure 12 montre deux courbes représentant I'extraction d’HE a partir
des fruits et des feuilles de genevrier de Phénicie. Il fournit des informations utiles sur la

quantité d’HE obtenue de ces sources pour chaque 500g de MV.
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Figure 12 : Courbe d'extraction des HE a partir des fruits et des feuilles de j. phoenicea
La courbe d'extraction a partir des fruits révéle une augmentation rapide du volume
d'huile extraite durant les premieres minutes, 10 min pour feuilles et 40 min pour les fruits,
suivie d'une stabilisation progressive, avec un volume maximal atteint apres environ 50 minutes
pour feuilles et 150 min pour les fruits. En comparaison, la courbe d'extraction a partir des
feuilles indique une augmentation plus rapide des huiles extraites, et un volume maximal
inférieur (4,5 ml) a celui obtenu a partir des fruits (6,5 ml). Ainsi, les deux courbes illustrent
que I'extraction des HE a partir des fruits a un rendement plus €levé, probablement en raison

d'une plus grande concentration de composés aromatiques dans les fruits.

I11.3 Caractéristiques organoleptiques des huiles obtenues

Les caractéristiques organoleptiques des HE sont présentées dans le tableau VI :

Tableau VI : Caractéristiques organoleptiques des HE obtenues

J. phoenicea et J. oxycedrus
Feuilles Fruits
Couleur Jaune péle Transparente
Odeur Trés forte Trés forte
Aspect Limpide Liquide
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Les huiles essentielles extraites du J. phoenicea L. et du J. oxycedrus L. présentent des
caractéristiques organoleptiques similaires, notamment une couleur jaune péle ou transparente,
une odeur trés forte et un aspect liquide et limpide. Ces caractéristiques peuvent Iégerement

varier selon que I'huile est extraite des feuilles ou des fruits.

111.4 Analyses physicochimiques des huiles essentielles

111.4.1 Densité relative

Le tableau VII présente la densité relative des feuilles et des fruits de deux especes de

genévrier.
Tableau VII : Densité relative des deux espéces étudiées
J. phoenicea J. oxycedrus
Feuilles Fruits Feuilles Fruits
Densité 0,8735 0,8697 0,8986 0,8797

La densité relative de I’eau = 1

Les résultats trouvés montrent que la densité relative des HE des feuilles et des fruits des
deux especes de genévrier ont des densités inférieures a celle de I'eau, et qui varient de 0,8697
pour les fruits de J. phoenicea L. jusqu’a 0,8986 observée pour les feuilles de J. oxycedrus L.

Dhifi et al. (2016) Indiquent que les densités des HE varient entre 0,85 et 1,05 g/ml, en
fonction de leur composition chimique spécifique et de la méthode d'extraction utilisée.

En comparant avec nos résultats, des variations légéres semblent étre dues a la
composition variable en monoterpénoides et sesquiterpénoides, ainsi qu'a la volatilisation

sélective des composés a point d'ébullition plus bas lors des extractions a haute température.

111.4.2 Indice de réfraction

Le tableau VIII présente I’indice de réfraction des HE extraites des feuilles et des fruits

des espéces étudiées.

Tableau VII1 : Indice de réfraction des HE des espéces étudiées

J. phoenicea L.

J. oxycedrus L.

Feuilles

Fruits

Feuilles

Fruits

Indice de

réfraction (nd)

1,4695

1,4688

1,4697

1,4710
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Les résultats trouvés indiquent que 1’indice de réfraction des HE de J.phoenicea L., est
Iégerement inférieur a celui de J. oxycedrus L. Il varie entre 1,4688 pour les fruits de
J.phoenicea L., jusqu’a 1,4710 obtenu pour les fruits de J. oxycedrus L.

Conformément aux normes AFNOR, l'indice de réfraction est fixé entre 1,461 et 1,470
pour les HE.

Certains auteurs soulignent que ce parameétre varie principalement en fonction de la
quantité de monoterpénes et de dérivés oxygenés y sont présents. Il est important de noter que
I’indice de réfraction peut varier légérement en fonction de la température, la lumiére et la
longueur d’onde utilisée (Boukhatem et al., 2010).

Nos résultats montrent une certaine similarité comparant aux valeurs fixées par AFNOR.

I11.5 Rendement des extraits éthanoliques

Le tableau ci-dessous indique les rendements des EXOH obtenus par macération.

Tableau IX : Rendement des extraits éthanoliques

J. phoenicea L. J. oxycedrus L.
Feuilles Fruits Feuilles Fruits
Rdt (%) 15,99 17,89 11,84 5,645

Les rendements obtenus pour J. phoenicea L., sont supérieurs a ceux de J. oxycedrus L.
Par ailleurs, une comparaison entre les rendements des feuilles et des fruits de chaque espéce
révele que les fruits de J. phoenicea L., ont un rendement supérieur a celui des feuilles, tandis
que c'est le contraire pour J. oxycedrus L.

En comparant nos résultats a ceux de Fadel et al. (2016), les rendements d’extraction
éthanolique des feuilles de J. phoenicea L., et de J. oxycedrus L., qui sont de 14,88 % et 9,81

%, respectivement, sont en accord avec nos valeurs.

26



Partie expérimentale Résultats et discussion

111.6 Dosages des composes bioactifs
111.6.1 Composés phénoliques
mg EAG/g ES
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Feuilles Fruits Feuilles Fruits

Teneurs en composés phénoliques

Juniperus Phoenicea Juniperus oxycedrus

Les valeurs marquées par des lettres minuscules différentes (a-d) sont significativement différentes (p < 0,05)
Figure 13 : Teneurs en composés phénoliques

La figure 12 illustre les teneurs en polyphénols totaux des deux parties des deux especes
étudiées qui varient de 4,85 a 283,11 mg EAG/g ES.

Les feuilles de J. oxycedrus renferment la concentration la plus élevée (283,11 mg EAG/g
ES) suivies par les feuilles de J. phoenicea (231,45 mg EAG/g ES). Alors que, les fruits des
deux espéces présentent des teneurs faibles et similaires.

Les résultats obtenus pour les feuilles son t proches des autres études. En effet, Ben Mrid
et al. (2019) et Soltani et al. (2018) ont révélé des concentrations élevées dans les feuilles de J.
oxycedrus et de J. phoenicea avec 292,52 mg EAG/g ES et 180,78 mg EAG/g ES,
respectivement.

Selon les deux auteurs, les fruits des deux espéces affichent des concentrations de 131,48
mg EAG/g ES pour J. oxycedrus et 16,75 mg EAG/g ES pour J. phoenicea.

La différence entre nos résultats et ceux trouvés dans la littérature est due a plusieurs
parameétres qui sont généralement la méthode d'extraction utilisée, le solvant employé et le
matériel végétal étudié. Cependant, les mesures des composés phénoliques ne reflétent pas
directement la concentration exacte de polyphénols en raison des interférences potentielles avec
la méthode de Folin-Ciocalteu. Cette méthode peut réagir avec les acides aminés (tyrosine,
tryptophane) et les sucres réducteurs tels que le glucose (Hayouni et al., 2007).
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111.6.2 Flavonoides

La figure 13 montre les concentrations en flavonoides dans les fruits et les feuilles

de J. oxycedrus et J. phoenicea
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Juniperus Phoenicea Juniperus oxycedrus

Les valeurs marquées par des lettres minuscules différentes (a-d) sont significativement différentes (p < 0,05)
Figure 14 : Teneurs en flavonoides

Les résultats obtenus dans notre étude montrent que la concentration la plus élevée a été
observée dans les fruits de J. oxycedrus (6,83 mg EQ/g ES), suivie par les feuilles de la méme
espéce (3,23 mg EQ/g ES). Ensuite viennent les feuilles de J. phoenicea (2,05 mg EQ/g ES),
puis les fruits de cette derniere espece (0,76 mg EQ/g de ES).

Cependant, des études antérieures ont indiqué des teneurs différentes en flavonoides.
L’étude de Fadel et al. (2016) a rapporté que les feuilles de J. oxycedrus contiennent 23,11 mg
EQ/g ES, suivies des feuilles de J. phoenicea avec 13,949 mg EQ/g ES. D'autre part, Bouchmaa
et al. (2019) ont trouvé des teneurs de 54,58 mg EQ/g ES pour les feuilles de J. oxycedrus et de
8,28 mg EQ/g ES pour les fruits de cette espece.

Ces résultats divergent de ceux de notre étude, ce qui peut s'expliquer par le fait que nous
avons broye les fruits entiers (péricarpes avec les graines qui ne sont pas riches en composés
phénoliques). Cela pourrait avoir entrainé une dilution de la concentration en flavonoides dans
nos échantillons de fruits. Par ailleurs, d’autres facteurs tels que 1’espéce et la variété ainsi que

des conditions environnementales peuvent influencer les teneurs en flavonoides

111.6.3 Anthocyanines et flavonols
La figure 14 représente les différentes teneurs en flavonols et anthocyanines des deux

parties de J. phoenicea et de J. oxycedrus.
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Les valeurs marquées par des lettres minuscules différentes (a-d) sont significativement différentes (p < 0,05)
Figure 15 : Teneurs en anthocyanines (a) et en flavonols (b)

On a obtenu des concentrations élevées en ces deux composes bioactifs dans les feuilles
des deux especes, mais celles de J. oxycedrus ont enregistré des teneurs plus élevées par rapport
a celles de J. phoenicea. Cependant, les fruits de ces derniéres montrent de faibles
concentrations. Les teneurs en anthocyanines varient de 0,20 mg ECyG/g ES pour les fruits de
J. phoenicea a 7,94 mg ECyG/g ES pour les feuilles de J. oxycedrus. De plus, les concentrations
en flavonols varient de 0,12 mg EQG/g ES pour les fruits de J. oxycedrus a 1,10 mg EQG/g ES

pour les feuilles de la méme espece.

111.6.4 Proanthocyanidines

La figure 15 montre les teneurs en proanthocyanidines (tanins condensés) des feuilles et

des fruits des especes étudiées.
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Les valeurs marquées par des lettres minuscules différentes (a-d) sont significativement différentes (p < 0,05).
Figure 16 : Teneurs en proanthocyanidines
Les feuilles de J. oxycedrus possédent la concentration la plus élevée (4,67 mg EQG/g

ES), suivies par celles de J. phoenicea (4,29 mg EQG/g ES). Ensuite viennent les fruits de J.
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oxycedrus (2,95 mg EQG/g ES). En revanche, les fruits de J. phoenicea affichent des teneurs
faibles (0,29 mg EQG/g ES).

A des fins de comparaison, les études de Ennajar et al. (2009) ont révélé des teneurs en
proanthocyanidines de 6,02 mg EQG/g ES dans les feuilles et de 0,65 mg EQG/g ES dans les
fruits de Juniperus phoenicea. En revanche, d'autres auteurs rapportent que les fruits de
Juniperus oxycedrus contiennent 2,30 mg EQG/g ES de proanthocyanidines, tandis que les
feuilles en contiennent 8,9 mg EQG/g ES (Yuca et al., 2023). Nos résultats semblent confirmer
les tendances générales observées, méme si les valeurs peuvent présenter des variations légéres

d'une étude a l'autre.

111.7 Dosage des Chlorophylles et des caroténoides

Le graphique (figure 16) ci-dessous présente la répartition des chlorophylles et des

caroténoides dans les feuilles et les fruits de deux especes de genévrier :
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Les valeurs marquées par des lettres minuscules différentes (a-d) sont significativement différentes (p < 0,05)
Figure 17: Dosage des Chlorophylles (a) et des caroténoides (b)

Les feuilles présentent des concentrations plus élevées en chlorophylle a, chlorophylle b
et caroténoides avec des valeurs de 192,86 ug/g MS ; 412,78 pg/g MS ; 171,82 ug/g MS,
respectivement pour J. phoenicea et des valeurs de 324,64 ug/g MS ; 76,84 ug/g MS ; 196,47
Kg/g MS, respectivement pour J. oxycedrus indiquant une activité photosynthétique plus intense
par rapport aux fruits.

La quantification des pigments n'a jamais été effectuée pour les especes sélectionnées.
Par conséquent, des comparaisons ont été effectuées avec d'autres espéces de la méme famille.

Les résultats confirment les observations préliminaires.

I'étude réalisée par Jabbour et Alzahrani (2024) sur les feuilles de Juniperus procera
montre des teneurs en chlorophylle a, chlorophylle b et caroténoides de 342,64 ug/g MS, 98,9
Mg/g MS et 159 pg/g MS, respectivement. De méme, I'étude de Stankov, et al. (2020) indique
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que les fruits de Juniperus excelsa ont des teneurs respectives de 94,2 ug/g MS, 51,5 ug/g MS
et 46,5 ng/g MS.

111.8 Activité antioxydante
Le test de DPPH est réalisé pour les HE ainsi que pour les EXOH des feuilles et des
fruits des deux especes.
Tableau X : Tableau récapitulatif des IC50

Huiles essentielles Extraits éthanoliques
J. phoenicea L. | J. oxycedrus L. |J. phoenicea L. | J. oxycedrus L.
Feuilles| Fruits | Feuilles| Fruits |Feuilles| Fruits | Feuilles| Fruits
\ IC50 (mg/ml) | 23,25 | 21,11 | 18,78 | 24,07 | 0,21 | 0,22 0,10 0,45

111.8.1 Huiles essentielles

Le tableau IX montre les IC50 du DPPH pour les HE des feuilles et des fruits de J.
phoenicea et J. oxycedrus. Il estimportant de noter que des valeurs plus faibles d'IC50 indiquent
une activité plus importante.

Les résultats sont les suivants :

e |'HE des feuilles de J. oxycedrus présente I'activité antioxydante la plus élevée par
rapport a celle de J. phoenicea. Tandis que c’est le contraire pour les fruits.

e L’HE des feuilles de J. phoenicea a une IC50 de 23,25 mg/ml, tandis que celle des fruits
est de 21,11 mg/ml, indiquant que I’HE des fruits est plus efficace pour inhiber les
radicaux DPPH.

les travaux de Mansour et al. (2023) ont rapporté une IC50 de 35,440 mg/ml pour les HE
extraites des feuilles de J. phoenicea, et Ennajar et al. (2009) ont trouvé une IC50 de 14,417
mg/ml pour les fruits.

e L’HE des feuilles de J. oxycedrus a une IC50 de 18,78 mg/ml, et celle des fruits a une
IC50 de 24,06 mg/ml, suggérant que I’HE des feuilles est plus efficace.

Cependant, les résultats de Loizzo et al. (2007) indiquent que les HE des fruits de J.
oxycedrus ont une activité antioxydante plus importante que celles des feuilles, avec des 1C50
de 17,42 mg/ml et 22,72 mg/ml, respectivement.

En comparant nos résultats avec ceux des études précédentes, nous constatons des
différences concernant J. phoenicea.

Ces variations peuvent étre expliquées par le type de MV étudie et les différences dans la
composition chimique, influencées par des parametres tels que le climat, la maturité et la

localisation.
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111.8.2 Extraits éthanoliques
Le tableau 1X présente les IC50 des radicaux de DPPH pour les EXOH des feuilles et des
fruits de J. phoenicea et J. oxycedrus. Les résultats sont les suivants :

e LesExOH des feuilles de J. oxycedrus présentent la capacité antioxydante la plus élevée
avec une 1C50 de 0,1 mg/ml, par rapport a celles de J. phoenicea (IC50 de 0,15 mg/ml).
De méme, les fruits de J. phoenicea (IC50 de 0,22 mg/ml) montrent une activité
antioxydante supérieure a celle des fruits de J. oxycedrus (IC50 de 0,446 mg/ml).

e Les EXOH des feuilles de J. phoenicea ont une IC50 de 0,21 mg/ml, tandis que les
extraits des fruits présentent une 1C50 de 0,22 mg/ml. Cela indique que les feuilles et
les fruits de J. phoenicea ont une activité antioxyadante similaire.

e Les EXOH des feuilles de J. oxycedrus ont une IC50 de 0,1 mg/ml, tandis que ceux des
fruits ont une IC50 de 0,45 mg/ml. Ces résultats montrent que les feuilles de J.
oxycedrus ont une activité antioxydante plus élevée que les fruits.

Fadel et al. (2016) et Zivi¢ et al. (2019) ont rapporté les IC50 des ExOH des feuilles et
des fruits de J. phoenicea a 0,403 mg/ml et 0,540 mg/ml, respectivement, et ceux des feuilles

et des fruits de J. oxycedrus a 0,481 mg/ml et 0,644 mg/ml, respectivement.

En conclusion, les recherches antérieures confirment nos résultats en montrant que les

ExOH de J. oxycedrus présentent la plus haute capacité antioxydante.
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111.9 Activité antimicrobienne

Les figures 20 et 21 présentent les résultats du test de diffusion des puits pour certains

microorganismes testes :

B-subtils

E : Extrait éthanolique /  H : Huile essentielle

Figure 18 : Souches de Microorganismes avec Presence de Zones d'Inhibition

E : Extrait éthanolique /  H : Huile essentielle

Figure 19 : Souches de microorganismes sans présence de zones d'inhibition
Les résultats montrent que 1’activité antimicrobienne varie selon le type de
microorganisme et la nature de 1’échantillon. Plusieurs points importants ressortent de cette
analyse. Les HE ont démontré une activité antibactérienne plus puissante que les EXOH contre

la plupart des microorganismes testés.
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Pour les bactéries a gram positif, la bactérie la plus sensible est S. aureus suivie de SARM,
les HE ont été plus efficaces que les EXOH. En revanche, les bactéries a gram négatif sont
averées résistantes a tous les échantillons.

Concernant ’activité antifongique, les HE et les EXOH ont montré une efficacité contre
la levure C. albicans, les HE étant encore une fois plus efficaces.

En comparant les deux espéces, les HE de J. phoenicea ont démontré une efficacité
supérieure a celles de J. oxycedrus, tandis que pour les EXOH, J. oxycedrus s'est révélé plus
performant.

Les diametres des zones d’inhibition sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau XI : Résultats du test de diffusion sur puits

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Extraits éthanoliques Huiles essentielles

Gram | Germecible | J. phoenicea | J.oxycedrus J. phoenicea J. oxycedrus
Feuilles | Fruits | Feuilles | Fruits | Feuilles | Fruits | Feuilles | Fruits

SARM 12 10 9 14 18 15 14 14

+ S. aureus 15 13 20 20 25 25 18 18

B. subtilis 10 15 0 12 14 23 13 14

P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0

E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0

- S. typhi 0 0 0 0 0 0 0 0

K.pneumoniae 0 0 0 0 0 0 0 0

/ C. albicans 18 23 17 22 25 30 18 0

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Ennajar et al. (2009). En effet, E.
coli et K. pneumoniea n’ont pas été inhibées ni par les HE ni par les EXOH de J. phoenicea.
Tandis que, des zones d’inhibition ont été observées pour B. subtilis et S. aureus, bien que
certaines variations aient été notées. De méme pour les HE et les ExOH de J. oxycedrus, et cela
a été confirmé par Mértiri et al. (2024).

A titre de comparaison, I’étude de N Mansouri et al. (2010) rapporte que l'activité
antimicrobienne des HE de J. oxycedrus peut étre attribuée a leurs composés majoritaires,
notamment 1’0-pinéne, connu pour ses propriétés antibactériennes, anti-inflammatoires et

herbicides.
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Ce composé joue un role clé dans I'efficacité observée contre les micro-organismes testés.
Selon cette étude, I’'HE de J. oxycedrus présente une bonne activité inhibitrice contre C.
albicans et S. aureus, ce qui confirme nos résultats.

Par ailleurs, I'HE de J. phoenicea demontre une forte activité antifongique grace a la
synergie entre ses divers composés volatils. Les monoterpénes, tels que I'a-pinéne, le sabinéne
et le B-pinéne, ainsi que les sesquiterpénes comme l'a-cédréne et le B-caryophylléne, perturbent
les membranes cellulaires des champignons gréce a leur nature lipophile, provoquant des fuites
et la mort des cellules fongiques.

Les composés phénoliques renforcent cette action en affaiblissant les défenses des
champignons, rendant I’HE particulierement efficace contre les infections fongiques.

Enfin, il est essentiel de considérer I'effet synergique entre les différents constituants des
HE des deux espéces, qui pourrait également contribuer de maniére significative a leur activité
antimicrobienne (Hajji-Hedfi et al., 2024).

On peut expliquer que les HE sont généralement plus efficaces contre les bactéries a Gram
positif que contre les bactéries a Gram négatif en raison des différences dans la structure de leur
paroi cellulaire. Les bactéries a Gram positif ont une paroi cellulaire plus simple,
principalement composée de peptidoglycane, ce qui permet aux molécules hydrophobes des HE
de pénétrer plus facilement et d'agir a la fois sur la paroi et a l'intérieur du cytoplasme. En
revanche, les bactéries & Gram négatif possedent une membrane externe supplémentaire riche
en lipopolysaccharides, formant une barriére protectrice qui limite la diffusion des composés

des HE vers le cytoplasme (Martins, 2020).

Les concentrations minimales inhibitrices des extraits ethanoliques et

des huiles essentielles testés

Les concentrations des différentes dilutions sont calculées par la loi suivante:

CiV1i=C 2

Ou:

C1 : est la concentration initiale en extrait brut (50 pg. pl™) ou huile essentielle brute.

V1 : volume de I’extrait ou de I’huile ajouté dans le puits.

V2: volume final du mélange réactionnel : milieu Muller-Hinton additionnée de la culture
microbienne et de I’extrait ou de I’huile (100 pl).

C: : est la concentration finale de 1’extrait brut ou ’huile essentielle (en pg. plL).
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Les CMI trouvées sont mentionnées dans le tableau suivant :
Tableau XII : Détermination des CMI

Souche Extrait éthanolique (ug. pl?) Huile essentielle (ug. pl?)
cible J. phoenicea L. | J.oxycedrus L. | J. phoeniceaL. | J.oxycedrus L.

Feuilles | Fruits | Feuilles | Fruits | Feuilles | Fruits | Feuilles | Fruits

S. aureus 6,25 6,25 3,13 0,39 | 12,25 25 6,25 25
C. albicans 6,25 0,78 1,56 3,13 6,25 25 12,25 25

Le tableau XI représente les valeurs des CMI pour S. aureus et C. albicans. Les CMI des
EXOH et des HE de J. oxycedrus et de J. phoenicea varient de 0,39 a 25 pg/pl pour S. aureus
et de 0,78 a 25 pg/pl pour C. albicans.

L’ExOH des fruits de J. oxycedrus montre une plus grande efficacité contre S. aureus,
avec une CMI de 0,39 pg/pl. En revanche, C. albicans est plus sensible a L’ExOH des fruits de
J. phoenicea, avec une CMI de 0,78 pg/pl.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales et aromatiques sont reconnues pour leur propriété
antimicrobienne et antioxydante.

Cette etude démontre le potentiel des EXOH et des HE des feuilles et des fruits de J.
phoenicea et J. oxycedrus. Leur capacité a inhiber la croissance microbienne et a neutraliser les
radicaux libres souligne leur importance pour le développement de solutions alternatives contre
les infections et le stress oxydatif.

L'hydrodistillation des HE a permis d’obtenir des rendements de 0,790 % et 1,998% pour
les feuilles et fruits de J. phoenicea, et de 0,09 % et 1,09 % pour J. oxycedrus. Les EXOH ont
montré des rendements de 15,99 % et 17,89 % pour les feuilles et les fruits de J. phoenicea, et
de 11,84 % et 5,64 % pour les feuilles et les fruits de J. oxycedrus.

En comparant entre les deux espéces, les dosages ont révélé que les feuilles de J.
oxycedrus sont particulierement riches en polyphénols, anthocyanines, flavonols et
proanthocyanidines, tandis que les fruits de J. oxycedrus se distinguent par leur teneur élevée
en flavonoides. D’autre part les feuilles des deux espéces sont riches en chlorophylles et en
caroténoides.

L’activité antioxydante a été déterminée par la méthode de DPPH pour les différents
organes des plantes étudiées. L’évaluation de I’activité antioxydante révéle que les EXOH et les
HE des feuilles de J. oxycedrus ont I’activité antioxydante la plus élevée avec IC50 de 0,1
mg/ml et 18,78 mg/ml, respectivement.

Nous avons étudié I'efficacité antibactérienne des HE et des EXOH des fruits et feuilles
de deux especes sur huit souches microbiennes, incluant trois a gram positif, quatre a gram
négatif et une levure. Globalement, les HE ont montré une activité antimicrobienne plus
prononcée. Cependant, les HE de J. phoenicea se sont révélées les plus efficaces contre les
souches a gram positif ainsi que la levure, en comparaison avec celles de J. oxycedrus. Les
souches les plus sensibles étaient S. aureus et C. albicans, présentant des zones d'inhibition
significatives et des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) intéressantes.

Les résultats confirment que les EXOH et les HE de J. phoenicea et J. oxycedrus sont de
veéritables réservoirs de molécules bioactives, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives pour leur

utilisation future dans différents domaines.
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Dans l'industrie agroalimentaire, leurs substances antimicrobiennes et antioxydantes
peuvent étre utilisées comme agents de conservation naturels, prolongeant la durée de
conservation des aliments en inhibant la croissance microbienne et en prévenant I'oxydation des
lipides et autres.

Comme perspectives et afin de compléter ce travail, il est recommandé de :

» Caractériser les différentes HE ainsi que les EXOH par CG-SM et LCMS ;

» Faire d’autres activités biologiques telles que ’activité anti-inflammatoire, et autres
activités antioxydantes (-caroténe);

» Tester ces HE et extraits sur 1’oxydation lipidique des huiles végétales (rancimat) ;

> Tester leurs effets sur la stabilité des aliments apres leurs incorporation dans
I’emballage alimentaire et les films biodégradables;

> Tester leurs toxicités avant leur utilisation alimentaire, cosmétique et pharmaceutique.
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Annexe 2 : Courbe d’étalonnage des Annexe 1 : Courbe d’étalonnage des

flavonoides composés phénoliques

Annexe 3 : Concentrations en composés bioactifs

J. phoenicea L. J. oxycedrus L.

Feuilles Fruits Feuilles Fruits

Composés phénoliques 231,45 4,85 283,11 7,52
(mg EAG/g ES)

Flavonoides 2,05 0,76 3,23 6,83
(mg EQ/g ES)

Anthocyanines 4,51 0,20 7,94 0,88
(mg ECyG/g ES)

Flavonols
(mg EQG/g ES) 0,63 0,41 11 0,12
Proanthocyanidines
(mg EQG/g ES ) 4,29 0,29 4,67 2,95

Annexe 4 : Teneurs en chlorophylles et caroténoides

J. phoenicea L. J. oxycedrus L.

Feuilles Fruits Feuilles Fruits

Chlorophylle a 192,86 16,27 342,64 82,91
(Hg/g MS)

Chlorophylle b 412,78 17,30 76,84 45,47
(Hg/g MS)

Caroténoides 171,82 5,46 196,47 27,02
(Hg/g MS)
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Activité antioxydante de I'HE des
feuilles de J. phoenicea

Activité antioxydante de I'HE des
fruits de J. phoenicea
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Annexe 5 : Activité antioxydante des HE des feuilles (a) et des fruits (b) de J. phoenicea
L., et des feuilles (c) et des fruits (d) de J. oxycedrus L.
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Activité antioxydante de I'ExOH des Activité antioxydante de I'ExOH des
feuilles de J. phoenicea fruits de J.phoenicea
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Annexe 6 : Activité antioxydante des ExOH des feuilles (a) et des fruits (b) de J.
phoenicea L., et des feuilles (c) et des fruits (d) de J. oxycedrus L.
Annexe 7 : Concentrations des extraits pour la Détermination des CMI
Puits 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C2 (Mg. | 25 12,5 | 6,25 3,125 | 1,5625 | 0,78125 | 0,39 | 0,1953 | 0,0976
pL™)
Dilutions 1/2 1/4 | 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 | 1/256 | 1/512
des HE




Résumé

L'objectif de cette étude est d'évaluer I'activité antioxydante et antimicrobienne des HE et
des EXOH des feuilles et des fruits de J. phoenicea L., et J. oxycedrus L. Les HE ont été extraites
par hydrodistillation et les EXOH par maceération. L'activité antioxydante a été mesurée par le
test du DPPH et I'activité antimicrobienne par diffusion sur puits, avec un dosage des composés
phénoliques, chlorophylles et caroténoides. Les résultats montrent que le rendement en HE des
fruits de J. phoenicea L. (1,998%) est plus élevé que celui des feuilles, de méme que pour les
ExOH, ou les fruits de J. phoenicea L., ont enregistré le rendement le plus important (17,89%).
Les dosages révelent que les feuilles de J. oxycedrus L., sont riches en polyphénols (283,11 mg
EAG/g ES), anthocyanines (7,94 mg ECyG/g ES), flavonols (1,10 mg EQG/g ES) et
proanthocyanidines (4,67 mg EQG/g ES), tandis que les fruits de cette espéce se distinguent
par leur teneur élevée en flavonoides (6,83 mg EQ/g ES). De plus, les feuilles des deux espéces
sont riches en chlorophylles (pour J. phoenicea L. Ca = 192,86 pg/g MS ; Cp = 412,78 pg/g MS
et pour J. oxycedrus L. Ca = 324,64 pg/g MS ; Cp = 76,84 pug/g MS), et en caroténoides (pour
J. phoenicea L. 171,82 ug/g MS ; pour J. oxycedrus L. 196,47 pg/g MS). L'évaluation de
I'activité antioxydante révéle que les EXOH et les HE des feuilles de J. oxycedrus L., possedent
I'activité la plus élevée, avec des IC50 de 0,1 mg/ml et 18,78 mg/ml, respectivement. L'activité
antibactérienne a été testée sur huit souches microbiennes, dont trois a Gram™, quatre a Gram’,
et une levure. Les HE de J.phoenicea L., se sont révélées particulierement efficaces contre les
souches a Gram® et C. albicans, qui ont montré des zones d'inhibition significatives et des CMI
intéressantes qui varient de 0,93 a 25 pg. It pour S. aureus et de 0,78 a 25 pg. ™ pour C.
albicans.

Mots clés: Huile essentielle, hydrodistillation, activité antioxydante, activité
antimicrobienne, Juniperus phoenicea, Juniperus oxycedrus.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the antioxidant and antimicrobial activity of EO and
ExXOH from the leaves and fruits of J. phoenicea and J. oxycedrus. EOs were extracted by
hydrodistillation and ExOHs by maceration. Antioxidant activity was measured by DPPH assay
and antimicrobial activity by well diffusion, with phenolics, chlorophylls and carotenoids
assayed. The results show that the EO yield of J. phoenicea fruits (1.998%) is higher than that
of leaves, as is the case for ExXOH, where J. phoenicea fruits recorded the highest yield
(17.89%). Assays reveal that J. oxycedrus leaves are rich in polyphenols (283.11 mg EAG/g
ES), anthocyanins (7.94 mg ECyG/g ES), flavonols (1.10 mg EQG/g ES) and
proanthocyanidins (4.67 mg EQG/g ES), while the fruits of this species stand out for their high
flavonoid content (6.83 mg EQ/g ES). In addition, the leaves of both species are rich in
chlorophylls (for J. phoenicea Ca =192.86 ug/g MS; Cb =412.78 ug/g MS and for J. oxycedrus
Ca = 324.64 ug/g MS; Cb = 76.84 pug/g MS), and carotenoids (for J. phoenicea 171.82 ug/g
MS; for J. oxycedrus 196.47 pg/g MS). Evaluation of antioxidant activity revealed that ExOH
and EO from J. oxycedrus leaves possessed the highest activity, with IC50s of 0.1 mg/ml and
18.78 mg/ml, respectively. Antibacterial activity was tested on eight microbial strains,
including three Gram+, four Gram- and one yeast. J.phoenicea EO proved particularly effective
against Gram+ strains and C. albicans, which showed significant zones of inhibition and
interesting MICs ranging from 0.93 to 25 pg. pl-1; for S. aureus and 0.78 to 25 pg. ul-1 for C.
albicans.

Key words: Essential oil, hydrodistillation, antioxidant activity, antimicrobial activity,
Juniperus phoenicea, Juniperus oxycedrus.



