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Introduction générale

| ntroduction genérale

Depuis des milliers d’années 1’humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans leur
environnement, afin de traiter traditionnellement toutes sortes de maladies .En combinant ces
connaissances traditionnelles avec de nouvelles méthodes issues de la science moderne, les

possibilités de développement de médicaments semblent infinies [1].

Les plantes médicinales sont considérées comme une source de matiére premiére essentielle
pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments
[2], grace a leurs substances actives. L'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ
80% des habitants de la planete ont recours a la médecine traditionnelle a base de plantes en tant
que soins de santé primaire [3]. L’une des familles de plantes les plus utilisées comme source

d’extrait a fort pouvoir antimicrobien, antifongique et antioxydant est la famille des Pinaceae[4].

Cette famille riche en métabolites secondaires (composés phénoliques, huiles

essentielles,terpenoides et flavonoides ..) fait un sujet important de la recherche scientifique.

Le genre cedrus comprend 4 especes fait partie de la famille Pinaceae est reparti a travers
I’Asie et la Méditerranée. L’espéce Cedrus atlantica connu sous le nom le cedre de I’atlas est
utilisée comme un bon antiseptique urinaire et pulmonaire, employée pour soigner les gonorrhées,
urétrites chroniques et vaginites. Elle donne de bons résultats dans le traitement des bronchites

chroniques et de la bronchorrhée. [5] .

Dans ce contexte, notre but principal dans ce présent travail est I’extraction et I’identification
de la composition chimique, ainsi que 1’évaluation des propriétés biologiques: antioxydante et

antibactérienne de I’extrait acétates d’éthyle de cette espece.

Ce travail a été réalisé entre le centre universitaire Abdelhafid Boussouf, et le laboratoire d’analyse

au centre médical Khellaf a Mila.

Les travaux reportés dans ce manuscrit sont présentés dans deux parties :

» Une premiére partie bibliographique, comportant deux chapitres dont :
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= Le premier chapitre portera sur 1’étude bibliographique de la famille Pinaceae, le genre
cedrus et I'espece cedrus atlantica, que nous allons étudier pratiquement, sa systématique,
description botanique, et ses propriétés pharmacologiques.

» Le deuxiéme chapitre portera sur 1’étude des métabolites secondaires et les activités

biologiques.

» Une deuxieme partie expérimentale, consacrée a la présentation de nos travaux personnels,
comportant deux chapitres :

= Le premier chapitre : décrit les détails expérimentaux entrepris tout au long de ce travail, il

comprend le screening phytochimique, le dosage de polyphénols, I’activité antioxydante et
I’activité antibactérienne.

= Le deuxieme chapitre: est consacré a la discussion des résultats de différents tests

biologiques et chimiques effectues.

Et nous finirons par une conclusion générale.
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Partie 1: Chapitre I Apercus bibliographiques sur le genre Cedrus

1. La famille des Pinaceae

La famille des Pinacées ou Abiétacees appartient a un grand groupe d'arbres a feuilles appelé
coniferes. Il compte 225 espéces réparties en 12 genres :Abies, Hesperopeuce, Cedrus, Larix,

Picea, Pinus, Pseudolarix, Pseudotsuga, Tsuga, Cathaya, Ketelariaet Nothotsuga[6].

En Algérie, on rencontre trois genres qui sont : Abies (le Sapin), Cerdus (le Cédre) et Pinus
(le Pins) [7].

La famille Pinaceae est la plus grande famille de gymnospermes [8], constitue une grande
importance économique en tant que source de bois, de pate et de résines. Elle joue également un
role écologique trés important en produisant une grande biomasse et en créant un habitat pour de
nombreux autres organismes. Les arbres forestiers des pinacées sont essentiels pour la
séquestration du carbone qui peut affecter le climat mondial [9]. Les especes de Pinacées sont
riches en huiles essentielles (a partir de multiples organes, avec des compositions chimiques
distinctes), qui pourraient contribuer a prévenir diverses maladies, notamment le cancer, les
maladies cardiaques, les troubles cognitifs ou l'affaiblissement du systeme immunitaire, en

piégeant les radicaux libres [10].
1.1. Position systématique

Les Pinacées font partie de I'ordre des Pinales et sont actuellement classées dans la classe
des Pinopsida, selon la classification établie en 2009 [11-12] .

Tableau N° 1 : Position systématique de la famille des Pinacées

Régne Planta
Embranchement Spermatophytina
Sous embranchement Gymnospermae
Division Pinochyte
Classe Pinopsida
Ordre Pinales

Famille Pinaceae
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1.2. Caractéres botaniques

Les Pinaceae contiennent de la résine dégagent une odeur caractéristique due a des composés
chimiques appelés” pinénes”, qui jouent un réle dans la défense de I'arbre contre les herbivores
[13]. Les feuilles sont en forme d'aiguilles, disposées en spirale ou en faisceaux. Elles peuvent
étre persistantes, restant sur I'arbre toute I'année, ou caduques, tombant en automne, comme chez

les mélézes [14]. Les pinaceae sont des arbres ou plus rarement des arbustes persistants,

monoiques, aux rameaux régulierement verticillés [14] [15].

Figure 1 :Exemples des Pinaceae.
1.3. Répartition géographique

Cette famille est exclusivement distribuée dans I'hémisphére nord a I'exception d’une espéce
de Pinus présente a Sumatra, pres de I'équateur. Les especes rares poussent principalement en
montagne, notamment dans les foréts de coniféres des régions tempérées et froides. On les trouve
plus rarement dans les zones semi-arides ainsi que sous les latitudes tropicales et subtropicales
[16] .

1.4. Les proprietés de la famille Pinaceae

v' Plusieurs études pharmacologiques ont reporté que Pinus halepensis présente un large éventail

d’activités biologiques associées a sa composition chimique.
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v Les rameaux feuillés dePinus halepensis renferment une huile essentielle riche en pinene,
puissant antiseptique apprécié en cas d’affections respiratoires [17].les travaux de Kadri,
2013surl’HE montre un effet inhibiteur de I’appétit, un stimulant de I’absorption des protéines,

et comme traitement de la leishmaniose.

v Le genre Pinus est utilisé dans le domaine cosmétique grace a sa richesse en acide gras,
vitamine E, polyphénols et antioxydants naturelles. Les grains de pin sont utilises dans le

domaine agroalimentaire [18].

v Les cones d’Abies numidicas ont utilisés pour traiter diverses affections pulmonaires et
vasculaires. Sa résine présente des propriétés antiseptiques et antiscorbutiques. Son huile
essentielle est fréquemment employeée pour apaiser certaines pathologies des voies

respiratoires et présentes une activité antibactérienne significative [19-20].

v" Les espéces du genre Picea ont été utilisées en médecine traditionnelle, dans le traitement de

nombreuses affections, selon des méthodes thérapeutiques variées [21].
2. Présentation du genre Cedrus

Le cédre est un grand arbre de I’ordre des coniféres essentiellement montagnard, occupe des
surfaces d'importance inégale et forme spontanément trois blocs géographiques distincts : Afrique
du Nord, Asie mineure et Himalaya , présentant quelque analogie avec les sapins et avec les

mélézes [22].
2.1. Description botanique et distribution

Le genre Cedrus se distingue par la présence de deux types de rameaux : les rameaux courts,
sur lesquels les aiguilles sont disposées en rosette, et les rameaux longs, ou les aiguilles s'agencent
en spirale [23] [24].

Figure 2 : Les aiguilles du cédre en forme d'une rosette [25].

Le genre Cedrus comprend quatre espéces [26]. Cedrus libani naturellement présent au

Liban, en Syrie et en Turquie, Cedrus atlantica originaires d'Afrique du nord au Maroc et en
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Algérie, Cedrus brevefolia sur I'lle de Chypre et Cedrus deodara qui est distribué dans les
montagnes de I'Himalaya.

Py
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ATLANTIQUE 4 - OCEAN
<

. CHINE
Y T pa -
ARk - A4

ALGERIE LVBIE F 4 Viry, PACIFIQUE
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ECHELLE (el 720 KM

Figure 3 :Répartition du genre Cedrus dans le monde [27].
3. L’espéce Cedrus atlantica

Le cedre de I’atlas occupe naturellement les hautes montagnes de 1’ Algérie et du Maroc. En
Algérie occupe une superficie de 30 400 ha et elle est divisée en : Cédraie humide (Atlas tellien)

et en cédraie séche (Atlas saharien) [28] .
3.1. Position systématique

selon la classification réalisée par Ran et ses collaborateurs en 2018 [29], Cedrus atlantica
(Manetti ) suit le taxon suivant :

Régne Plantae
Embranchement Spermaphyte
Sous-embranchement Gymnosperme
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Pinaceae
Sous famille Abietoideae
Genre Cedrus
Espéce atlantica
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3.2. Description botanique

Le port : Arbre de grande taille pouvant atteindre 40 métres de hauteur
[30,31] jusqu’a 60 métres dans les conditions écologiques les plus
favorable [32]. avec une moyenne de taille entre 25 et 30 métres
vers 70 a 80 ans [33]. La cime est conique pyramidale a I’état

jeune, elle sera de forme tabulaire avec le vieillissement de ’arbre
[34].

Les feuilles :

Les feuilles ont des formes d’aiguilles persistantes (durent
généralement 3 ans), peu aigues, raides et fines [35]. Elles ont

une couleur verte ou glauque [36].

Jusqu’a 5 centimétres de long, fleurs monoiques, le cone femelle
court, dressé de couleur vert rougeatre, le cone male dressé de

couleur jaune [37].

De 5-8 centimetres, verts et marrons, de forme cylindriques avec

un sommet plat [38].

Les graines sont d’une forme triangulaire, dont la longueur est de
10 a 15 mm, empreintes d’une couleur marron roux et munies de
larges ailes, tendres et enveloppées d’une pellicule résineuse

protectrice [39].
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3.3. Principes actifs

La composition chimique de la plante dépond de lieu et de récolte, les études antérieures sur

cette espéce montrent que la plante accumule :

» L’huile essentielle dontles principaux composants sont :B-Himachaléne (31,55%,
30,08%), a-Himachaléne(15,00%, 16,38%), Longifoléne (11,22%, 14,45%), & -Cadinéne
(4,08%, 4,55%). a-pinene (5-23%) [40].

» Acide phénoliques :I’acide malique, I’acide protocatéchique, I’acide vanillique et 1’acide

rosmarinique [41]
» Flavonoides: quercétine, le kaempférol [41].

» Coumarines.

'\
/\x//\\

P )\\_
J\/ ,/ /i\}/i>

B-Himachaléne a-Himachalene a-Pinéne

H

-
-
~

Longifoléne & —Cadinéne

Figure 4 :Quelques composées majoritaires des huiles essentielles de C.atlantica.
3.4. Les Propriétés pharmacologique de cédre de I’Atlas

Le Cedre de I’ Atlas est utilise en médecine traditionnelle pour traiter des différentes maladies

tel que :

v' Les maladies génito-urinaires, cutanées et pour le traitement des troubles musculo-

squelettiques [42] .
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L'huile essentielle de Cedrusatlantica présente des propriétés sédatives, analgésiques et anti-

inflammatoires [42], antiseptiques, diurétiques, antifongiques et antivirales [43-44] .

Elles font partie également de la composition chimique de certains lotions et shampoings

traitants le cuir chevelu (Bardeau, 2009) [45] . Et également la chute des cheveux [42-43] .

Le mélange résine-huile essentielle est utilisé pour le traitement des yeux [46].

Ses huiles essentielles sont trés efficaces contre le rhume [45].

L’inhalation d'huile essentielle de Cedrus atlantica induit un effet anti hyperalgésique dans
un modeéle de douleur postopératoire et des propriétés antiseptique. Elle est utilisée dans le
traitement des bronchites, de la toux et des indigestions [42 ,43,44].

L'huile essentielle de Cedrus atlantica il est également utilisé en parfumerie et cosmétologie
[79] et antimicrobiens, la cellulose et ses dérivées extraite de 1’écorce est utilisée dans le

traitement des bronchites, de la toux et des indigestions [64].
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1. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes [47]. Elles sont caractérisées généralement par de
faible concentration dans les tissus végétaux [48]. Ces molécules jouent un role dans 1’adaptation
des plantes a leur environnement et représentent une source importante de produits
pharmaceutiques [49].Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques varies
(alcaloides, terpenes, composés phénoliques...) qui sont répartis de maniére diversifiée chez les

végetaux.[50].
1.1. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles hétérocyclique, composés de
carbone, d’hydrogene, d’oxygene et d’azote [51] produites a partir de différents acide aming,

servent essentiellement a protéger les plantes contre les herbivores[52].
1.2. Les terpénes

Sont des dérivés de I’isopréne CsHg et ont formule de base des multiples de celle-ci, c'est-a-
dire (CsHs)n. La plupart de ces composes ont des structures polycycliques qui différent les unes
des autres non seulement par les groupes fonctionnels, mais aussi par la structure basique de leur

squelette hydrocarboné [53].
1.3. Les composés phénoliques

Les polyphénols sont caractérisé€s par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel
est directement lié au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction
tels que : éther, ester, hétéroside [54]. Ils ont substance des effets prébiotiques, antioxydants,
chélation et inflammation [55]. Les principales classes de composants phénoliques sont : les acides
phénoliques, Les flavonoides, les tanins, et les coumarines [56].

1.3.1. Les flavonoides

Les flavonoides jouent un role essentiel dans la coloration des plantes, en particulier pour
les teintes jaunes, orangées et rouges observées dans divers organes végétaux [57].ces composés
sont constitués d’un squelette carboné spécifique composé de 15 atomes de carbone, organisé selon
un agencement C6-C3-C6 [58].
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Figure 5 :la structure de base de flavonoides

De nombreux flavonoides possedent des propriétés antibactériennes, antifongiques et
antivirales. La 8-prenylnaringénine, extraite du houblon est I’un des meilleurs phytoestrogenes
[59].

1.3.2. Les tanins

Sont des composés polyphénoliques hydrosolubles qui possédent la particularité de se lier
aux macromolécules, notamment les protéines, ce qui leur confere des propriétés de précipitation
des alcaloides et de la gélatine. Cette capacité est également a l'origine de leur pouvoir tannant,

permettant de rendre la peau imputrescible en inhibant sa décomposition [60].
1.3.3.Les coumarines

Le squelette de base des coumarines est constitué de deux cycles accolés avec neuf atomes
de carbone. Ces substances sont utilisées en médecine, notamment pour leurs propriétés anti

oxydantes et anti-inflammatoires.
2.Méthodes d’analyse qualitative et quantitative

L’identification des composés phénoliques est fondée sur des différentes techniques parmi

lesquels on cite :

Le screening phytochimigue :qui est un ensemble de méthodes qui permet de détecter, dans la

plante, la présence des différents métabolites secondaires. Suite & un prétraitement de la plante, les
métabolites secondaires sont extraits. Ces derniers subissent une réaction spécifique lorsqu’ils sont
mis en présence de réactifs chimiques donnés [61]. Cette réaction permet ainsi de les mettre en
évidence. Il est alors possible a la fin d’un screening phytochimique d’établir une liste des

métabolites secondaires présents dans la plante étudiée.

Le dosage : Parmi les méthodes de quantification des composés phénoliques, on peut citer un
protocole utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Il s'agit d'une méthode analytique biochimique
nécessitant la prise d'échantillons, I'extraction des composés phénoliques puis une mesure

spectrocolorimétrique des extraits.
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3.Les activités biologiques

3.1.L’Activité antioxydante

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation.
Stress oxydant, antioxydants, especes oxygénées activées (EOA), et radicaux libres sont devenus

des termes familiers tant dans le monde médical [62].

La présence d’antioxydants dans les aliments permet d’éviter le rancissement di a

I’oxydation causée par I’oxygéne, la lumicre, la chaleur ou le contact de certains métaux [63].
3.1.1.Les antioxydants

Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules. Certains sont produits
par D'organisme, ce sont les antioxydants endogenes ou proviennent de 1’alimentation ou la

médication et sont donc exogenes [64].
» Antioxydants naturels

e Vitamine E

La vitamine E est un antioxydant majeur liposoluble. C’est un composé amphiphile, iljoue

un role important dans I'organisme par son action antioxydante au niveau cellulaire.
e Vitamine A

La vitamine A est une vitamine liposoluble, elle existe sous deux formes : le rétinol et ses

dérivés d’origine animale et les caroténoides d’origine végétale [65].
Le béta-caroténe est le principal précurseur de la vitamine A. Les autres caroténoides
peuvent étre de puissants antioxydants, mais ils sont moins connus et abondants [66].

e Vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est une molécule hydrosoluble présente dans la plupart

des fruits et Iégumes.

Les études in vivo de la supplémentation en vitamine C montrent, pour la plupart, une
réduction de 1’oxydation de I’ADN, des protéines et de la lipoperoxydation, alors que certains
auteurs relatent 1’effet pro-oxydant in vitro de cette molécule dans des milieux tamponnés

contenant du fer en accélérant la réaction de Fenton [67].
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v Les composés phénoliques

La capacité antioxydante des composés phénoliques réside dans leur faculté a « terminer »
les chaines radicalaires par des mécanismes de transfert d’électrons et de protons, et a chélater les

ions des métaux de transition capables de catalyser la peroxydation lipidique [59].
> Les antioxydants de synthese

Les antioxydants de synthése les plus connus sont les composés phénoliques tels
que:Hydroxyanisolebutylé (BHA), Hydroxytoluéne butylé (BHT), tertButylhydroquinone
(THBQ) et Gallate de propyle (GP). Les antioxydants synthétiques sont toujours substitués par un

alkyle pour améliorer leur solubilité dans les graisses et les huiles [68].

OH
OH oH COOCH;
[
L
HO OH
DCH;

CH, OH OH

BHA BHT TBHQ PG

3.1.2.Les radicaux libres :

Les radicaux libres ou espéce réactive de 1’oxygene/Radical libre ou espece réactive de
I’oxygéne (ROS), : C’est une molécule chimique qui posséde un électron libre [69] dans I’orbitale
la plus externe ; En effet, ce radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant

un électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en oxydant un autre compose [70].

Elle est trés active et peut réagir avec I’ADN, les protéines, les lipides ...provoquant des

dommages déléteres [71], structuraux et fonctionnels [72].

3.2.Evaluation de I’activité antioxydante

L’approche appliquée pour I1’évaluation de I’activité antioxydante est celle de la

détermination de la réduction relative du radical (DPPH").
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L’activité est définie par I’indice de la réduction de I’activité anti-radicalaire en pourcentage
%RSA (Radical Scavenger Activity), ou I’absorbance du mélange réactionnel qui contient le

radical libre et I’échantillon de I’antioxydant. L activité est calculée selon 1’équation :

Acontroleest 1’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs.
Acextraitest I’absorbance de la réaction contenant les réactifs et 1’extrait.

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les
résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence, comme 1’acide ascorbique

(vitamine C), a-tocophérol (vitamine E) et les antioxydants synthétiques BHT et BHA.

L’indice relatif %RSA montre seulement la capacité de I’échantillon, a une concentration

fixée, de réduire ou non les radicaux libres.

Pour s’affranchir de I’influence de la concentration, dans la majorité des études, la réactivité
est estimée par la concentration effective ICsode I’antioxydant, qui correspond a une réduction de

50% de I’activité (de 1’absorbance) du DPPH" dans le milieu réactionnel.

4. L’activité antibactérienne

Un agent antibactérien est un agent qui inhibe la croissance bactérienne ou tue les bacteéries.
Aujourd'hui, cependant, on a une meilleure connaissance des agents responsables de
diverses maladies infectieuses, et le terme antibiotique remplace le terme antibactérien pour

désigner un large éventail de composés antimicrobiens.

Cependant, l'usage répandu de ces « médicaments » a entrainé la sélection de souches multi-
résistantes, mettant en évidence I'importance de focaliser la recherche sur de nouvelles alternatives,

en particulier les plantes, qui ont longtemps été I'inspiration des chercheurs médicaux [73].

4.1. Caracteres biologiques

4.1.1. Bactéries a Gram positif

Les bactéries a Gram + ont une structure unimenmbranée qui est organisée en trois grandes

parties :

e Lacouche de peptidoglycane.
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e L’espace péri plasmique.
e Lamembrane plasmique.

Les bactéries a Gram positif se cultivent, pour la plupart, facilement dans les milieux de
base; on dit que ce sont des germes non exigeants. La plupart des coques, les bactéries de formes

rondes, sont des Gram+, et de nombreux bacilles, bactéries de formes allongées en batonnets, sont

aussi des Gram positif [74].

Lipoteichoic acid

Peptidoglycan

Cytoplasmic
membrane

Porin " Phospholipid

Figure 6 :Paroi bactéries a Gram positif.

4.1.2. Bactéries a Gram négatif

Les bactéries a Gram négatif ont une structure biomembrane qui est organisee en trois

grandes parties:

e La membrane externe.
e L’espace périplasmique (comportant notamment la paroi avec le peptidoglycane) [75].

e Lamembrane plasmique .

} O-polysaccharide ]

Core polysaccharide

Outer membrane Lipid A

Lipopolysaccharide

Phospholipid
~ Periplasmic space

&
= —— | ("

Peptidoglycan —

Inner membrane = ’ § < Membrane protein

Porin

Figure 7 :Paroi des bactéries a Gram négatif.
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Tableau N° 2 :déférents types de Bactéries

Escherichia coli : Gram- Elles sont des bacilles fins 0.5 um de diamétre sur 2 a 3
pum de long [76] , (de couleur rose), On la trouve
naturellement dans le tube digestif, responsable de

diarrhées .

Ce type de bactéries est immobile, asporulé,
habituellement sans capsule. Apparait sous forme
sphérique (coque en grappes de raisin), de 0,5a 1,5 um
de diametre, (de couleur violette), se trouve sur la

muqueuse nasale [77].

Pseudomonas aeruginosa : une bactérie en forme de batonnet (bacille), mesurant

Gram- environ 0,5 a 0,8 um de diamétre pour une longueur de 1
a 3 um[76]. De coloration rose en culture, elle est
ubiquitaire dans I’environnement, notamment présente
dans 1’eau et sur les surfaces humides. Elle est
fréiqguemment  impliqguée  dans les infections

nosocomiales.

E. cloacae fait partie de la flore intestinale normale des
humains et des animaux, elle peut végeéter sur la peau et
les muqueuses et elle représente notamment 1’espece type

du groupe Entérobactérie [78].

Elle est naturellement présente dans le sol,. Cette espéce
peut étre impliquée dans certains cas d’intoxications
alimentaires [79]. En raison de ses propriétés, B. subtilis
trouve des applications dans de nombreux domaines,
notamment en médecine, I’agroalimentaire,

I’environnement et les industries des détergents et

tannage [80].
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Introduction

Nos travaux de recherche ont été réalisés au sein du centre universitaire Abdel Hafid
Boussouf, Mila (département de sciences et technologies) ou nous avons effectué : le screening,
I’activité antioxydante et le dosage des polyphénols de I’extrait acétate d’éthyle de 1’espéce
C.altantica, et pour I’activité antibactérienne, elle a été réalisée en collaboration avec le laboratoire

d’analyse au sein de clinique Médicale Khellaf a Mila.

Dans ce chapitre, nous préesenterons les différentes méthodes et matériaux utilisés pour

préparer l'extrait AcOEt, et les testes biologiques Notre travail sera partagé en 4 étapes :

v Dextraction.

v"le Screening phytochimique.
v" dosage polyphénols.

v' les activités biologiques.

Matériel

Produits chimiques

e Erlenmeyer
e Tubes a essai

e Portoirs
e Bécher
e Entonnoir

e Pipette graduée

e Spatule

e Micropipette

e Pipette pasteur

e Balance de précision
e Papier filtre

e Spectrophotométre
e Fiole a juger

e Eprouvette

e Bec bunsen

e Lesembouts

e Autoclave

e FEtuve

e Boites de pétri

e Ecouvillons stériles

Ethanol
Méthanol
CHCI3

Acétate d’éthyle
Butanol

Héxane

DPPH

HCI

DMSO
Folin-Ciocalteu
Acide ascorbique

Acide gallique
Na;CO3
Eau distillée

Eau physiologie
MH

Les antibiotiques
(CZ30 ,VAN20)
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1. Matériel végeétale

1.1. Récolte de la plante

Les parties aériennes branche et aiguilles de Cedrus atlantica a été recoltée en mois de
décembre de la région des Aures (Wilaya de Batna). Apres séchage dans un endroit sec et a I’abri

des rayons solaires, les parties aériennes ont été macérées.
1.2. Extraction

300 g des parties aériennes de la plante sont mises a macérer a température ambiante dans
un mélange hydroalcoolique (EtOH / H20, 80 : 20, V/V), en répétant cette opération 3 fois avec
renouvellement du solvant (24 a 48 heures). L’ extrait récupéré est concentré sous pression réduite

a une température n’excédant pas 40°C, puis dilu¢ avec de I’eau distillée.

Une décantation pendant une nuit permet le dép6t des composés hautement lipophiles (la
chlorophylle, les cires, les résines, le sable etc...). La solution ainsi dégraissée subit une filtration
pour obtenir une solution aqueuse claire. Cette derniére a subi des extractions de type liquide-
liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en commengant par 1’éther de pétrole, le
chloroforme, puis I’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol. Les phases organiques récuperées

sont concentrées sous pression réduite a sec et pesées :
+ Extrait CHCI3=0,2 g.
« Extrait AcOEt= 2g.

+ Extrait n-BuOH= 5,8 g.

Le protocole d’extraction est résume dans la figure 8.
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Parties aériennes: aiguilles
M =300g

- Macération 3 fois dans EtOH/H,O
80 :20(v/v)
- Filtration

Extrait hydroéthanolique

- Concentration a (t=37°C) non a sec
- Dilution avec 1’eau distillée

- Filtratinn
Filtrat
- Extraction par différents solvants
- Séparation
- concentration
Extrait Extrait AcOEt Extrait n-butanol
CHCls M=2g M=58a

Figure 8 :Protocole d’extraction de C.atlantica
2. Screening phytochimique:

Un screening phytochimique a été effectué sur I’extrait acétate d’éthyle de cedrus atlantica
afin de connaitre ses principaux constituants. Le protocole réalisé lors de ce screening est le

suivant :
2.1. Recherche des flavonoides:

2 ml d'extrait de cedrus atlantica préparé dans 1’eau distillé ont été mis dans des tubes a
essai. Apreés addition de HCI puis de quelques morceaux de magnésium, I'apparition d'une couleur

rouge indique la présence de flavonoides [81].
2.2. Recherche des saponines

2ml d'extrait de cedrus atlantica solubilisé dans de I’eau distillé sont mis dans un tube a essai.
Aprés agitation pendant quelques minutes. L'apparition de mousse persistante indique la présence

de saponines [82].
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2.3. Recherche des tanins

2 ml d'extrait de cedrus atlantica solubilisé dans de I’eau distille dans des tubes a essai. Pour
détecter la présence ou l'absence des tannins, le trichlorure de fer (FeCI3, 1%) a été ajouté.
L'apparition d'une couleur vert- bleu foncé indique la présence des tanins galliques et la couleur

bleu-verdatre indique la présence des tanins catéchiques [83].
2.4. Recherche des phénols

Quelques millilitres 2ml d’extraits ont été mis dans des tubes a essai puis ajouter quelques

millilitres de réactif FeCI3. L'apparition d'une couleur bleue verte indique la présence des phénols.
2.5. Recherche des Quinones

Ajouter 2ml d’extrait de Cedrus atlantica dans un tube a essai avec quelques millilitres

d'acide sulfurique (10%) L'apparition d'une couleur rouge indique la présence des Quinones.
2.6. Recherche des terpénoides

L’extraits de Cedrus atlantica 0.5ml ont été mis en solution dans quelques millilitres d'acide
sulfurique (10%) 3ml et agiter quelques seconds, L'apparition de la couleur rouge vermillon

indique la présence des terpenoides .
2.7. Recherche des protéines

Ajouter 2ml d’extrait a 2gouttes de 1’acide nitrique et agiter apres laissés pendant quelques

minutes. L'apparition de la couleur jaune indique la présence des protéines.

3. Etude quantitative

3.1. Dosage des polyphénols

Principe : Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (HzPW12040) et
d’acide phosphomolybdique(HzPMO12040). 11 est réduit, lors de I’oxydation des phénols,en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene. La coloration produite, dont 1’absorption
maximum est comprise entre 725 et 760 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols

présents dans les extraits végétaux.

Protocole :on prépare des dilutions d’acide gallique de différentes concentrations comprise entre
25 et 200pg/mL. On introduit 0,5ml de chaque dilution a 1’aide d’une pipette dans des tubes a
essai, suivis de I’addition de 2,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois dilué dans 1’eau
distillée). Apres agitation et 5 min d’incubation 2 ml de carbonates de sodium a 7,5% ont été

ajoutées, les solutions ainsi obtenues sont maintenues a 1’obscurité pendant 2 heures a température
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ambiante. L’absorbance de chaque solution a été¢ déterminée a 760 nm a 1’aide d’un

spectrophotometre UV-VIS.

L’analyse quantitative des phénols totaux de I’extrait AcOEt a été réalisée par 1’ajout de 0,5 ml de

I’extrait (Img/ml) suivi par la méme procédure. Toutes les mesures sont répétées 3 fois.
4. Les activités biologiques

4.1. L’évaluation de I’activité antixydantepar DPPH

L’activité anti-radicalaire de I’extrait AcOEt a été évaluée par le test de DPPH® (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyle). Le DPPH?°, radicale stable, donne une solution violette et une
absorbance caractéristique et maximale a 517 nm. Le principe de ce test repose sur la décoloration
de la couleur violette lorsque le DPPH° est réduit par un composé anti-radicalaire. Pour

I’évaluation comparative, 1’acide ascorbique a été utilisées comme une références [84].

VIOLET JAUNE

4.1.1. Mode opératoire

6mg de DPPH sont dissout dans 150 ml de MeOH et on mélange la solution jusqu'a ce qu'il
devienne homogéne. Un volume de 3,9 mL de la solution de DPPH est mélange avec 1 mL de
chaque dilution de différente concentration de 1’acide ascorbique. Le méme protocole est répété
avec les différentes dilutions de I’extrait AcOEt . Apres 30 minutes d’incubation a 1I’obscurité et a

température ambiante, I’absorbance est lue a 517 nm.
4.2. Evaluation de I'activité antibactérienne

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antibactérienne en milieu solide

(MH) dans des boites de pétrie, aprés un certain temps de contact entre le produit et les

microorganismes cible. L’activité inhibitrice du produit se manifeste par la formation d’une
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auréole d’inhibition autour du disque, elle est considérée comme positive pour tout produit donnant

un diamétre d’inhibition supérieur a 8mm. [85].

Tableau N° 3 : les différente souche bactérienne utilisé et leur origine .

Souches bactérienne

Origine

E.cloacae

Pus

Infection urinaire

ATCC27853

ATCC6633

ATCC25922

» Préparation des dilutions:

400 mg de l'extrait sont dissous avec 1 ml de DMSO pour obtenir la solution mere. D'aprés la

concentration de la solution mére on prépare 2 dilutions 1/2 et 1/4 .
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» Préparation de milieu de culture :

Le milieu Muller Hinton a été utilisé comme milieu de culture approprié pour cette étude. Apres
dissolution du milieu MH au bain-marie, les flacons sont apportés au poste de travail. Le milieu
est coulé dans des boites de Pétri en plastique stériles, puis laissé sur la paillasse pendant 30

minutes jusqu'a doivent étre séchées.

> Préparation des disques :

Les disques ont été préparés a partir de papier filtre, avec un diametre de 6 mm puis ils ont
été mis dans un tube a essai, et ont été stérilises a l'autoclave apres ils ont été conservé jusqu'a
l'utilisation.

» L'ensemencement :

A partir des cultures jeunes préparées, on préléve quelques colonies des bactéries dans 3 ml d’eau

physiologique stérile, ensuite les tubes ont été agités au vortex pendant quelques secondes.
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Les boites de Pétri préalablement coulées, seront ensemencées dans un milieu stérile en présence
de bec benzéne par trempage d’un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, puis
I'ensemencement s'effectue par le frottement de 1’écouvillon a la surface de MH , séche en tournant
la boite de Pétri de 60° .Cette opération est répétée 3 fois pour assurer une distribution homogene

des bactéries.

|
i

Ensuite on va divisés les boite de Pétri en quatre parties (SM ,D1 ,D2 et AB).

v
v Les disques et antibiotique imprégnés a 1’aide d’une pince stérilisé a chaque utilisation
v" 10 pL de chaque dilution et de SM ont été mit dans les disques.

v

Les boites de pétri ont été incubées pendant 24 heures a 37°C.
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» Lecture des antibiogrammes

La lecture des antibiogrammes se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour de
chaque disque a I’aide d’une régle en (mm). Les résultats ont été exprimés par le diamétre de la

zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité des souches.
v" Non sensible (-) : ou résistante : diamétre <8 mm ;
v’ Sensible (+) : diamétre compris entre 8 a 14 mm ;
v' Trés sensible (++) : diamétre compris entre 15a 19 mm ;
v' Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm[86].

Conclusion :

Aprés avoir appliqué des méthodes et du matériel chimiques et biologiques, nous sommes

arrivés a un ensemble de résultats que nous présenterons et discuterons dans le dernier chapitre.
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Partie2 :Chapitre 11 Résultats et discussions

1.Screening phytochimique

Les résultats de Screening phytochimique de Cedrus atlantica ont fourni des informations
préliminaires sur la composition chimique du matériel végétal, en s'appuyant principalement sur
des réactions de coloration ou de précipitation. Les résultats obtenus sont reportés dans le

tableauN" 04. Il révéle la présence ou 1’absence d’un groupe de métabolites secondaires.

Tableau N° 4 :Résultats du screening phytochimique de 1’extrait AcOEt de C.atlantica.

Meétabolites secondaires Résultats Observation

Flavonoides +4++

Saponines ++

Tanins +++

32



Partie2 : Chapitre 11

Résultats et discussions

Phénols ++
Quinones _
Terpénoides _
Protéines +

% (+++) : Réaction fortement positive.
% (++) : Réaction moyennement positive.

% (-) : Réaction négative.
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D’apreés le tableau ci-dessus on constate la présence de la pluparts des métabolites secondaires.

Pour les tests des tanins, la couleur vire au bleu noir, ce qui indique la présence des tanins galliques
par une réaction fortement positive, ainsi que pour les flavonoides, par ’apparition d’une
coloration rouge qui révele leur présence. La présence des phénols est bien observée par la
coloration verdatre. Les terpenoides sont absent dans 1’extrait.Nos résultats sont en accord avec

les travaux de Ameggouz et al. (2024) [87].
La formation d’une mousse dans le tube a essai indique la richesse de la plantes en saponines.

L’étude effectuée par ameggouz et al., 2024 sur I’extrait AcOEt révele la présence des quinones

par contre ils sont totalement absents dans notre étude .

Les protéines sont moyennement présents dans 1’extrait AcOEt, et n’ont pas fait I’objet d’une étude

antérieure dans le screening de cet extrait.

L’analyse compléte du résultat du screening phytochimique a mis en évidence la présence des

métabolites secondaires possédant des activités biologiques intéressantes.
2.Le dosage de polyphénols

La teneur en polyphénols totaux dans 1’extrait acétate d'éthyle a été estimée par la méthode
colorimétrique de FolinCiocalteu. L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans

cette méthode.

Figure 9 : dilutions de I’acide gallique.

La teneur en polyphénols totaux est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait, en
utilisant I’équation de la régression lin¢aire de la courbe d’étalonnage tracée par 1’acide gallique
(y =0,0115x — 0,0673) avec un coefficient de corrélation R? =0,968. Cette valeur, trés proche de

1, témoigne d’un pouvoir prédictif éleve.
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Figure 10 :Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux ont été obtenus par extrapolation de 1’absorbance
de I’extrait sur la courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Les résultats obtenus montrent que la

teneur moyenne en phénols totaux de I’extrait acétate d'éthyle est de123,7+ 8,64mg EAG/g.

Ces résultats sont inferieur a ceux de Ameggouz et al., 2024 qui ont mené leur étude sur une

espece issue de Maroc, avec une concentration de 132,02 + 0,60 mg GAE/g d'extrait.

La teneur en polyphenols reporté par Benmerache et al. 2024 [41] qui est de ’ordre de 157,6
10,2 ; (mg EGA/Q) est plus elevé par rapport a notre resultat.

Cette différences de résultats se trouve probablement due a la période de récolte ou la partie de

plante étudiée (fruits, feuille, cones...).
3.Evaluation de P’activité anti-radicalaire de ’extrait AcOEt

L’évaluation de cette activité a été effectuée on utilisant la méthode de DPPH. La mesure de cette
activité a été réalisée par spectrophotométrie & une longueur d’onde de 517 nm. A partir des valeurs
d’absorbance obtenues, les pourcentages d’inhibition ont été calculés, puis utilisés pour tracer les
courbes (Figure 11) illustrant 1’inhibition en fonction des concentrations de I'extrait acétates

d’éthyle de C..atlantica.

Le parametre 1Cso est défini comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de

50% de I'activité de DPPH (couleur). Les résultats ont été présentés par la moyenne de deux essais.
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Figure 11 :I’activité antiradicalaire de 1’extraits AcOEt de C. atlantica et I’acide ascorbique.

Nous avons déterminé la 1Cso de 1’extrait et comparer son activité avec la molécule de référence,

’acide ascorbique (Vitamine c).

Les valeurs des ICso exprimées en pg/ ml calculées graphiquement sont représentées dans le

tableau :

Tableau N° 5 :Les ICso de 1’extraits et standard.

Extrait  1C., (ug/mL)

\\-_, e \\-_, -

Selon les résultats obtenus, on remarque que la vitamine C atteint un plateau d’inhibition maximal

avec des faibles concentrations dont la ICsg est de 1’ordre de 2,13 pg/mL, ce qui confirme sa
capacite a neutraliser les radicaux libres a tres faible dose. Alors que I’extrait AcOEt nécessite des
concentrations bien plus élevées pour atteindre une inhibition comparable. La ICso est de 1’ordre
de 95,33 pg/mL.

L’étude effectuée par [87]Ameggouz et al. (2024) reporte une activité antioxydante plus
importante pour [’extrait acétate d’éthyle de C.atlantica issu du Maroc dont la
IC50=45,60£0,01ug/mL.
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Les résultats obtenus par Benmerache et al. (2024) [41] et [88] Belkacem et al. 2021 ont révélé
le meilleur pouvoir antioxydant de 1’extrait acétate d’éthyle de C.atlantica issu de Khenchela

(Algérie) avec une ICso de 10,85 + 1,40 et 6,16 pg/mL respectivement.

Cette différence pourrait s’expliquer par la différence d’origine botanique, de méthode

d’extraction, ou de conditions expérimentales (solvant, temps d’extraction, température).
4.1’activité antibactérienne

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne de 1’extrait acétates d’éthyle des aiguilles de 1’espece
C.atlanticaa été évaluée par la méthode de diffusion de disque en milieu gélosés solide MH. La
lecture des résultats sur boite se fait grace a I’observation des halos d’inhibition autour des disques.

Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux ci-dessous:

Tableau N° 6 :Zone d’inhibition (mm) des souches bactériennes avec I’extrait AcOEt .

Souches bactériennes Zones d’inhibition (mm)

SM C1 C2 Test

400mg |200mg | 100 mg
S. aureus Gram+ | 17,33 15 14 20 VA-30
E. cloacae Gram- 9 8 - - Cz--30
P.aeruginosa (ATCC) Gram- 14,47 10,34 9,07 - DMSO
B. subtullis(ATCC) Gram+ | 15,77 12 10,71 - DMSO
E.coli(ATCC) Gram- 11 11 - - DMSO

Non sensible (-) : d<8mm. Sensible: d entre8a 14 mm.

Treés sensible : dentre 15 a 19 mm . Extrémement sensible : d > 20 mm .

Les testes effectué sur S. aureus et E.cloacae ont été réalises en triplicata, avec différentes
concentrations de 1’extrait et des antibiotiques de références : Céphazoline pour E.cloacae et

Vancomycine pour S. aureus. Les résultats ont été présentés par la moyenne des 3 essais.
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S. aureus

P. aeruginosa B. subtilis E. coli

Figure 12 :Zone d’inhibition des souches bactériennes

Les résultats ont révélé que les bactéries Gram+ , étaient plus sensibles a cet extrait que les Gram
-avec des zones d’inhibition allant de 15 mm a 18 mm pour la concentration meére (400mg/ml),

dont S. aureus est la plus sensible dans différents concentrations.

Enterobacter cloacae, est la plus résistante des souches testées, les zones d’inhibitions sont trés
faibles (8 mm) ou nulles, il est observé aussi qu’il y a aucune efficacité de I'antibiotique qui
s'explique par la barriére externe supplémentaire des bactéries Gram-, qui limite la pénétration des

composés actifs de 1’extrait.

Les résultats révelent une activité antibactérienne notable des trois souches testées : P.aeruginosa,
B. subtilis et E. coli. Les zones d'inhibition diminuent proportionnellement avec la concentration
de I'extrait.
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* Pour P.aeruginosa, on a observee a la concentration SM une sensibilité élevé (14,47 mm),
suivie de C1 (10,34 mm) et C2 (9,07 mm). ce qui suggeére une activité dose-dépendante.

* B. subtilis, une bactérie a Gram +, a montré la plus large zone d’inhibition globale avec 15,77
mm a la concentration 400mg/ml, et continue de reste sensible méme pour les autres concentration

Caz, C1 pour une zone d’inhibition varie entre 10,17 et 12mm.

* Quant a E.coli, les résultats montrent une inhibition modérée avec une ZI constante de 11 mm
pour SM, identique a celle de C1, mais une résistance pour C2, ce qui pourrait indiquer une limite

de I’activité a des concentrations plus faibles.

En confrontant nos résultats a ceux rapportés dans la littérature, il apparait que 1’extrait
d’acétate d’éthyle présente une activité inhibitrice inférieure mais reste sensible contre les

différentes souches bactériennes [41] .

La résistance des souches aux extraits peut étre due a la différence de structure de paroi

cellulaire entre les bactéries Gram (+) et Gram (-).

Les bactéries Gram (+) tel que :Staphylococcus aureus et bacillussubtilus sont généralement
des souches qui posséde une hypersensibilité s’explique par la paroi qui est dépourvue de
membrane externe et qui semble étre sensible aux changements externes, tels que les extraits
naturels [89].

39



Conclusion générale



Conclusion

Conclusion générale

Ce travail s’inscrit dans la valorisation de la flore algérienne et notamment les plantes aromatiques

riches en composés bioactifs.

L’investigation phytochimique des parties aériennes de I’espéce "Cedrus atlantica méne aux tests
préliminaires du screening phytochimique, le dosage des polyphénols et 1’évaluation de I’activité

antioxydant et antibactérienne de I’extrait acetates d’éthyle issus des aiguilles.

En outre, afin d’obtenir un extrait enrichi en métabolites d’intérét, nous avons opté une extraction
par macération, suivi par une extraction liquide-liquide en utilisant différents solvants de polarité

croissantes (I’éther de pétrole, CHCls, AcOEt et n-butanol).

Les résultats de screening phytochimique ont mis en evidence la présence de flavonoides, tanins,
phénols et saponines, les protéines sont moyennement présent dans cet extrait. Cependant, les

quinones et les terpenoides ont été absents.

La teneur en polyphénols en adoptant la méthode de Folin-Ciocalteu révéle que 1’extrait acétate

d’éthyle montre une teneur moyenne de : 123,7+ 8,64mg EAG/g.

L’étude de I’activité antioxydante selon la méthode du piégeage du radical libre DPPH a montré
que I’extrait ACOEt posséde une activité antioxydante importante 1Cso = 95.33 pg/ml .Cette

activité reste néanmoins nettement inférieure a celle de la Vitamie C.

L’activité antibactérienne a été évaluée sur deux souches bactériennes Gram+ et trois souches

Gram- par la méthode des disques. Les résultats montrent que les bactéries Gram positives :

B. subtilis et S. aureus sont les plus sensibles vis a vis I'extrait ACOEt par contre les souches gram
négatifs sont plus résistantes mais restent efficace.

En perspective, ces résultats ne constituent qu’une petite partie dans le domaine de la recherche
des antioxydants et des antibactériens naturels. Il est souhaitable de mener une étude plus
approfondie pour isoler et caractériser les principes actifs responsables de ces propriétés
pharmacologiques, et d’évaluer d’autres activités biologiques in vitro et in vivo de chacun de ces

COmMpOosés pris séparément.
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Résumé

Le présent travail concerne 1'é¢tude phytochimique et biologique d’une plante aromatique
appartenant a la famille des Pinaceae : Cedrus atlantica qui a été récoltée du parc national de
Chélia ( Batna).

La partie aérienne (aiguilles) a été soumis a une macération dans 1’éthanol/eau (8 :2) suivi par une

extraction par des solvants de différents polarité afin d’extraire les métabolites secondaires.

Les résultats obtenus de screening phytochimique de I’extrait AcOEt indique la présence des
principales métabolites secondaires tels que les flavonoides, les phénols, les tanins et les

saponines .cependant les terpenoides et les quinones sont absents.
La teneur en polyphénols totaux de 1’extrait AcOEta été déterminée en utilisant le réactif de Folin-

Ciocalteu, (123,7+£8,64) mg EAG/g .

Les résultats obtenus révélent une activité antibactérienne de 1’extrait AcOEt contre les bactéries
a Gram+, et une activité antimicrobienne notable des deux souches de Gram - : Pseudomonas

aeruginosa et Escherichia coli. Et une forte résistance pour la souche Enterobacter.

Le test in vitro de ’activité antioxydante par la méthode de DPPH a montré que le pouvoir
antioxydant est proportionnel a 1’augmentation de la concentration de I’extrait Acétate d'éthyle

avec une ICso = 95.33 pg/ml

Mots clés : C.atlantica, activité antioxydante, activité antibactérienne.



Abstract

This work concerns the phytochemical and biological study of an aromatic plant belonging
to the Pinaceae family: Cedrus atlantica, harvested from Chélia National Park (Batna). The aerial
part (needles) was macerated in ethanol/water (8:2) followed by extraction with solvents of
different polarities to extract secondary metabolites. The results obtained from phytochemical
screening of the AcOEt extract indicate the presence of the main secondary metabolites such as
flavonoids, phenols, tannins, and saponins; however, terpenoids and quinones are absent. The total
polyphenol content of the AcOEt extract was determined using the Folin-Ciocalteu reagent,
(123.7+8.64) mg EAG/g. The results obtained reveal the antibacterial activity of the EtOAc extract
against Gram-positive bacteria, and significant antimicrobial activity against two Gram-negative
strains: Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli. It also demonstrates strong resistance
against the Enterobacter strain. In vitro testing of antioxidant activity using the DPPH method
showed that antioxidant power was proportional to the increase in the concentration of the ethyl
acetate extract, with an 1Cso of 95.33 pg/ml.

Keywords: C. atlantica, antioxidant activity, antibacterial activity.
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