Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université de Blida 1
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

Département des Biotechnologies

&

Mémoire de Fin d’Etudes en Vue de I’Obtention du Dipléme de Master
Académique en Sciences de la Nature et de la Vie

Option : Biotechnologie Végétale

Théme :

Etude phytochimique, analytique, antimicrobienne et

pharmaco-toxicologique des rameaux feuilles
du cypres vert (Cupressus sempervirens L.)

Réalisé par : Boughérara Yousra Soutenu le: 02/07/2014

Devant le jury composé de :

M™ Allal L. Professeur Université Blida 1 Présidente
M™ Amrine SC. Maitre assistante B Université Blida 1 Examinatrice
M™ BenzahraS.  Doctorante Université Blida 1 Examinatrice
M™ Amara N. Maitre assistante A Université Blida 1 Promotrice

2013-2014




o Mo Mo Mo Mo Mo o Mo Mo do Ho Mo Mo Mo Mo do Mo Mo Mo lo N0 Mo o Mo Mo o No Mo Mo Mo Mo o o o Mo Mo Mo Mo Mo Mo Mo So Mo Mo Mo So o

<
alo
L

alle
L
alle
<@

alo
L
allo
<@
allo

<

alle
L

alo
<
alo
<

alo
<
alo
<
alo
<

allo
<

alo
<

alo
<

alo
<

alle
<
alle

<

&
&
&
&
&
&
&
&
&
&
&

aflo
<
aflo
L

afe
<

<

o
o

S S S DS DS SDSDSDSDSDSDSDDDSDDY A A A A A A A A AR R A

afle
<

rtie de son

avoir consacré une pal

REMERCIEMENTS

Nous tenons a remercier vivement tout le groupe du CRD El-Harrach en particulier

M™ Amrine SC. Maitre assistante B a 1’université de Blidal d’avoir consacré une partie

M™Zahi C., M™ Mazouzi N., M™ Chahdan S., M" Dahmen M., et M' Bouziane M.
Nous tenons a remercier M™ Amam S., pour nous avoir permis de manipuler au
Nous exprimons nos vives gratitudes a tous nos enseignants, qui nous ont donné tant
Enfin, merci a toute personne ayant contribuée de pres ou de loin a la réalisation de

Notre promotrice, M™ AMARA N. Maitre assistante A a ’université de Blidal pour sa
M™Allal L. Professeur a 1’université de Blidal d’avoir accepté d’assurer la présidence

de son temps pour examiner notre travail et faire partie du jury.

M™Benzahra S. Doctorante a I’université de Blidal d’
temps a examiner ce mémoire et faire partie du jury.

patience, ses encouragements et les efforts fournis.
laboratoire du PFE du département de Biologie.

Nous tenons a remercier :
du jury de ce mémoire.
de sciences au cours de ces années.

ce mémoire.

o Mo do Mo Ho do do Mo do do do do do do do do do do Mo o o do do do Ho do Jo do do do do do Mo do Mo do Mo Ho Mo do Mo Jdo Jo do Mo Jo o
SRS DDDGDDDDOGDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDODY



o 4 4 2 4 2 20 20 2 20 20 20 20 A

Dédicaces

Je dédie ce modeste travail :
A I’ame de mon pére, qui nous a quitté depuis 10 ans.

A ma chere meére, pour ses mains qui ont tant travaillé pour moi, pour son
coeur qui a été toujours une source de tendresse et [‘exemple de
dévouement, pour son sourire qui m’a réchauffé et pour son regard et son

duaa qui m’ont vraiment encourage.

A mon cher mari Mhamed, pour sa patience et son aide durant tous les

mois de la réalisation de ce mémoire, merci mon cher mimo.

A ma chere sceur Meriem, les mots ne suffisent guere pour exprimer

A mes cousines : Malika, Sarha, Doudja, Ikram, Feriel, Kenza et Imene.
A mes amies : Soumiya, Rym, Amina ,Naziha, Selma, Zahra, Fatima,
Kholoud, Sarah, Amel et Hadjer.

A ma belle famille.

A toute ma famille paternelle et maternelle.

A toute la promotion de biotechnologie végeétale : 2013/2014.

Yousra

! !
! !
! !
! !
! !
! !
! !
! !
! !
! !
! !
! !
z I’attachement, I'amour et ['affection que je porte pour toi. z
! !
! !
! !
! !
! !
! !
! !
! !
! !
! !
! !
? !

1 4 4 2 2 20 40 20 20 20 20 20 2 A



Résumé

Le présent travail, est une contribution, a I’étude phytochimique et analytique, suivie
par la mise en évidence de quelques activités biologiques et 1’étude de la toxicité des

rameaux feuillés de Cupressus sempervierns L.

Le screening phytochimique, a révélé la présence des flavonoides, des tannins
catéchiques, des tannins galliques, des saponosides, des leuco-anthocyanes, des
glycosides, des coumarines et des mucilages et I’absence des anthocyanes et des

alcaloides dans les rameaux feuillés de la plante étudiée.

L’extraction méthanolique, de la poudre des rameaux feuillés du Cyprés vert, a donné

un rendement de 44 %.

Le dosage spectrophotométrique, nous a permis de quantifier les teneurs en
polyphénols totaux, qui ont été de 471, 05 pg/mg éq acide gallique et 442,00 pug/mg éq
acide gallique respectivement pour I’extrait méthanolique et ’infusé. Ce dosage, nous

a permis aussi de quantifier la teneur en flavonoides, qui a été de 6,69 mg/ g éq Rutine.

L’évaluation du pouvoir antimicrobien, a montré que, globalement, les bactéries a
Gram+ ont été plus sensibles que celles a Gram- vis-a-vis 1’extrait phénolique et I’infusé
a 10% des rameaux feuillés de Cupressus sempervirens L. Tandis que, les souches

fongiques étudiées, ont été sensible qu’a I’extrait.

L’étude de I’activité anti-inflammatoire, a révélé que, I’infusé a 10% des rameaux
feuillés de Cupressus sempervirens L. posséde une activité anti-inflammatoire avec un
taux de réduction d’cedéme de 56,20%.

Le test limite de la toxicité de I’infusé, exécuté a une dose de 2000mg/kg, a montré que
rameaux les feuillés Cupressus sempervirens L. sont relativement considérés non

toxiques.

Mots clés: Cupressus sempervirens L., screening phytochimique, activité

antimicrobienne, activité anti- inflammatoire, toxicité.



Summary

This work is a contribution to the phytochemical and analytical study followed by
setting in evidence of some biological activities and a study of toxicity on the stems

leafed of Cupressus sempervirens L.

The phytochemical screening, revealed the presence of flavonoids, tannins, Gallic-
tannins, saponins, glycosides, coumarins, anthocyanins, leuco-anthocyanins and

alkaloids are absents in stems leafed of the studied plant.

The methanolic extraction of stems leafed of Cupressus sempervirens L.gave a yield at
44%.

The assay spectrophotometric, has allowed us to quantify the concentrations of totals
polyphenols, wich were 471,05 pg/mg and 442,00 equivalent gallic acid from extract
and infusion respectively. This assay, has also allowed us to quantify the concentrations
of flavonoides, wich were 6,69 mg/g eq Rutin.

The evaluation of the antimicrobial activity, showed that Gram+ bacteria were more
sensitive than Gram- bacteria against the extract and the infusion about stems leafed of
Cupressus sempervirens L.but the yeast tested were sensitive just against extract.

The study of anti-inflammatory activity revealed that the infusion of stems leafed
has reducing swelling with a rate of 56, 20%.

The limit toxicity test of infusion at a concentration of 2000 mg / kg, showed that
the stems leafed of Cupressus sempervirens L. are considered relatively no-toxic.
Keywords: Cupressus sempervirens L., phytochemical screening, antimicrobial

activity, anti-inflammatory activity, toxicity.
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CRD: Centre de recherche et de developpement.
ISO: International Standard Organization.

NOS: Nitrique Oxyde Synthétase (enzyme).
O.N.A.B: Office National d’Alimentation du Bétail..
USDB: Universite Saad Dahlab de Blida.

UV : Ultra-Violet.

PFE : Projet de Fin d’Etudes.

ATCC: American Type Culture Collection.

€q: équivalent.

T: Température

E: Eclairage.



Glossaire

Aflatoxines : Ce sont des substances élaborées par des champignons (Aspergillus
flavus, Aspergillus sp) dont la toxicité ne s’exerce pas sur 1’hdte, mais sur les

consommateurs (Corbaz, 1990).

Analgésique ou Antalgique : C’est un médicament capable de diminuer la perception

des sensations douloureuses sans entrainer la perte de conscience (Rech, 2001).
Antitussif : Correspond a un médicament calmant la toux (Kenbaum, 2008).

Antispasmodique ou spasmolytique : c’est un médicament susceptible d’entrainer un

relachement des muscles lisses (Kenbaum, 2008).

Aponévrose plantaire : C’est la membrane conjonctive, qui enveloppe les muscles et
dont les prolongements ou tendons fixent les muscles aux os (Chaouche-Mazouni,
2008).

Arthrite : C’est une maladie, qui s’attaque aux articulations (Laurier et Lepage,
1992).

Astringent : Deésigne ce qui, renforce les muqueuses et la peau, réduisant ainsi les

secrétions et les saignements (Iserin, 2001).

Asphyxie : C’est un terme médical signifiant I’arrét plus au moins long, de la

circulation d’oxygéne dans le corps (Dodelin et al., 2007).

Carragéenine : C’est un Mucopolysaccaride sulfaté extrait d’une algue marine.
(Teucher et al., 2005 ).

Chélation : C’est la constitution d’un ion ou d’un atome métallique par un ligand,

conduisant a un chélate (Larousse, 2004).

Convulsion : C’est la contraction violente et involontaire d’un ou plusieurs muscles

(Teucher et al., 2005).

Leucotriénes : C’est des substances qui augmentent la perméabilité des vaisseaux. En
association avec les prostaglandines, elles peuvent déclencher I’ensemble les

symptomes caractéristiques d’une inflammation (Keinz et al., 2001).

(Edéme : C’est un gonflement anormal d’un tissu (Gucrin et Thieulle, 2005).



Glossaire

Phéromones sexuelles : Ce Sont des substances émises par les femelles, ils se
dispersent dans I’atmosphére a de grandes distances et attirent les individus de sexe

opposé pour I’accouplement (Guet, 2003).

Prostaglandine : C’est une substance isolée dans le liquide séminale et la prostate,
mais aussi dans de nombreux tissus et organes, et douée de propriétés physiologiques

tres diverses (Chaouche-Mazouni, 2008).

Psycotropes : Se dit de toute substance capable de modifier le comportement psychique
(At Youssef, 2006).

Vasoconstricteurs : C’est terme, qui signifie toute substance provoquant une

diminution du calibre artériocapillaire (Stora, 2010),
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Introduction

La phytothérapie, existe depuis des temps et tire ses ressources exclusivement des
plantes, en utilisant des posologies courantes et classiques. Les hommes, ont toujours
pratiqué cette médecine douce, élémentaire et efficace, en transmettant de génération en

génération leur savoir empirique (Moatti et al., 1983).

Les métabolites secondaires restent 1’objet de nombreuses recherches in Vivo et in
Vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels que les composés
phénoliques, les flavonoides et les huiles essentielles auxquelles de nombreux effets

thérapeutiques sont attribués (Favier, 2003).

L’Algérie, de part son climat et ses terrains fertiles, posséde une flore trés riche et offre
des conditions de développement de nouvelles exploitations agricoles, des plantes

médicinales et aromatiques (Beloued, 2005).

A cet effet, et dans le cadre de la contribution a la valorisation de la flore algérienne,
nous nous sommes intéressés a I’étude des rameaux feuillés de Cupressus
sempervirens L. Car, cette plante, posséde un large spectre d’intéréts thérapeutiques
grace aux polyphénols de ses rameaux feuillés. Mais, qui n’ont pas été suffisamment
étudiés contrairement aux huiles essentielles de cette plante, qui ont été 1’objet de

nombreux travaux antérieurs.

L’objectif de notre travail, consiste a réaliser :

e Une étude phytochimique, pour déterminer le taux d’humidité de la poudre
des rameaux feuillés de Cupressus sempervirens L.et la mise en évidence de
quelques métabolites secondaires dans la poudre et dans I’infusé a 10% des
rameaux feuillés du cypreés vert.

e Une Extraction méthanolique, de la poudre des rameaux feuillés de Cupressus
sempervirens L. afin d’évaluer son rendement.

e Une analyse quantitative par spectrophotométre UV- visible, pour déterminer
la teneur en polyphénols totaux dans I’extrait méthanolique (1mg/lml) et

I’infusé et la teneur en flavonoides dans 1’extrait méthanolique (10mg/1ml).



Introduction

Une étude microbiologique: pour mettre en évidence [’activité
antimicrobienne de I’extrait phénolique (1mg du résidu sec/ 1ml d’éthanol) et
I’infusé a 10% des rameaux feuillés du cypres vert sur quelques souches
microbiennes.

Une étude de I’activité anti-inflammatoire de 1’infusé a 10% des rameaux
feuillés de la plante étudiée.

L’étude toxicologique : qui a pour but d’étudier la toxicité de 1’infusé par le

test limite.
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I.1. Phytothérapie et plantes médicinales

I.1.1. Historique

Les découvertes les plus anciennes, prouvant 1’utilisation des plantes a des fins
médicinales datent de 5000 ans. La premiére ordonnance connue, au 3*™ millénaire
avant Jésus-Christ, en Mésopotamie (I’Irak actuel), prescrivait déja des remedes a base
de saule pour soigner les maux de téte. La pharmacopée chinoise, connue depuis
plusieurs millénaires et les papyrus des civilisations pharaoniques, constituent autant de
preuves de I’ancienneté de la phytothérapie. Hippocrate, consacra une grande partie de
son existence a 1’étude de cette médecine par les plantes (Winckle, 2006).

Les arabes avaient, aussi leurs spécialistes en médecine et en pharmacie tels qu’Abu
Baker al-Razzi ou Rhazés (865-925). Il fut suivi par lbn Sina ou Avicenne et Ibn al
Baytar, ainsi ce sont les arabes, qui donnérent a la pharmacie son caractére scientifique.

Les traditions pharmaceutiques arabes, passerent en Europe et influencérent

profondément les grandes universités au 9 *™siécle (Amar, 1995).

1.1.2. Définition de la phytothérapie et des plantes médicinales

Selon Roland(2002), la phytothérapie, est le traitement par les plantes, du grec
« phython qui signifie ; plantes » et « thérapie ; soin ou cure ».

La phytothérapie désigne, le traitement curatif ou préventif des maladies, par
’utilisation des préparations obtenues a partir des plantes entiéres ou d’organes de
plantes : feuilles, fleurs, racines, fruits et graines (Fintelman et Weiss, 2004).

Selon Paris et Schawenberg (1977), une plante médicinale, est toute plante
renfermant un ou plusieurs principes actifs capables de prévenir, soulager ou guérir des
maladies. Certaines plantes contenant toute une gamme de matieres efficaces, peuvent

avoir des actions tres différentes suivant leur préparation.

1.1.3. Avantages de la phytothérapie

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de
multiples avantages. Elle permet d’avoir recours a des traitements individualisés alors
que, le médicament chimique, est composé d’une seule molécule. La plante possede
une action douce, mais plus profonde grace a la synergie de toutes les substances,
qu’elle contient, dénuées le plus souvent de tout effet secondaire toxique. L’emploi
médicinal des plantes, apparait de plus en plus souvent, comme une réponse aux

problémes générés par les médicaments chimiques (Winckle, 2006).



I. Recherche bibliographique

La phytothérapie, qui propose des remedes naturels, est bien acceptée par I’organisme et
elle est souvent associée aux traitements classiques.

Elle connait de nos jours, un renouveau exceptionnel en occident, spécialement dans le
traitement des maladies chroniques, comme I’asthme ou I’arthrite. De plus les effets
secondaires, induits par les médicaments inquietent les utilisateurs, qui se tournent vers

des soins moins agressifs pour I’organisme (Deuroy et al., 1978).
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1.2. Généralités sur la plante : Cyprés vert (Cupressus sempervirens L.)

1.2.1. Historique médicale

Le Cyprés vert, est une espéce trés ancienne (ére tertiaire-5,3 millions d’années).Il
posséde une longévité exceptionnelle, certains cypreés contemporains, ont été estimés
agés de 2000 ans (Fournier, 2010). Dans I’antiquité, les Grecs ont soigné la dysenterie,
les crachats, 1’asthme et la toux en administrant les cénes de cyprés concasses et
marinés dans du vin (Iserin, 2001). Les Assyriens et les Romains, ont utilisé les fruits,
en cones, appelés noix ou galbules de cypres, dont les principes actifs sont d’excellent

vaso-constricteurs (Bianchini et Corbetta, 1975).

1.2.2. Systématique
Selon Farjon (2005) et Zsolt et Istvan (2012), le cyprés vert appartient au :
= Régne : Plantae
= Embranchement : Spermaphytes
= Sous-embranchement : Gymnospermes
= Classe : Pinopsida
= Ordre : Pinales
= Famille : Cupréssacées
= Genre : Cupressus

= Espéce : Cupressus sempervirens L.

1.2.3. Description botanique
Aspect : Le cypres vert, est un arbre de
20 a 25 metres de haut ou plus. Il peut
revétir une forme étalée ou au contraire
trés allongée. La forme la plus courante

posséde un tronc droit (figure 01), des

branches dressées et proches du tronc et

présente un port tres étroit et allonge, a

sommet trés effilé (Dupéat et Polese, Figure O1 : Arbre du cypres
2008). vert (Original, 2014).
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Tronc : I’écorce du tronc, est fine, de
couleur gris foncé, fissurée, se

détachant en bandelettes (figure 02).

Feuilles : les feuilles sont opposeées,
Squamiformes, de couleur vert foncé,
mesurant de 2 a 5 mm de long sur les
pousses principales. Elles sont pointues
et 1égérement distantes, mesurant 1mm
de long sur les pousses latérales
(Figure03). Elles sont jointives comme
les tuiles d’un toit (Bartels, 1997).

Cones : Le cypres vert est un arbre
monoique. Les cones femelles
(Figure04), sont globuleux et ovoides,
mesurant de 8 & 40mm de long et sont
formés de 4 ald écailles également
disposées par paire opposees-décusseés.

Ils sont d’abord verts trés fermés, puis

secs a maturite (ils atteignent leur
maturité entre 18 a 24 mois). Les cones
males restent petits, de couleur vert
jaunatre et mesurant 3 a 8 mm de long.

Les graines sont petites et mesurant de

4 a 7mm de long (Bartels, 1998).

Figure 02 : Tronc du cypres vert
(Original, 2014).

Figure 03 : Rameaux feuillés
juvéniles du cypreés vert
(Original,2014).

Cones

femelles

Figure 04 : Rameaux feuillés du cypres

vert avec inflorescences
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1.2.4. Noms vernaculaires

Nom francais: Cypres vert, Cyprés de Provence et Cypres pyramidale (Fournier,
2010).

Nom algérien : Ceronal,Carou et Bestana (Ali-Delille, 2010).

Nom arabe : Chadjarat al hayat (Koubaissi, 1971).

Nom targui ou berbere : Tiddi et Irz (Beloued, 2001).

1.2.5. Habitat

Le cypres vert, préfére des habitat variés, depuis le niveau de la mer jusqu'a les altitudes
élevées dans les régions montagneuses (Judd et al., 2002). Il pousse en Turquie et dans
le bassin méditerranéen (Iserin, 2007) et Il est freqguemment, cultivé et naturalisé en
Europe du sud (Hensel, 2008).

Le cypres vert, est localisé dans les régions tempérées chaudes ou subtropicales de
I’hémisphére nord (I’Amérique du nord, I’Amérique centrale, le nord de 1’Afrique
« Algérie, Maroc et Tunisie », le moyen orient, I’Himalaya, la Chine méridionale et le
nord du Vietnam) (Ducrey et al., 1999).

1.2.6. Mode de multiplication

La multiplication se fait, par semi au printemps, apres avoir pris soin de conserver les
graines au froid durant trois mois (pour respecter la dormance) et le bouturage en fin
d’été (Boujemaa et Cherni, 2005).

1.2.7. Exigences pédoclimatiques du cypres vert

s Climat : Le cypres vert, est planté au nord de son aire naturelle a condition que,
les températures hivernales ne descendent pas au dessous de -12C°. C’est une
espéce sensible au gel (Nedelec et al., 1993).

%+ Caracteres pédologiques : Le cypres vert, est un arbre, qui se développe dans
les sols bien drainés et calcaires, car il craint I’humidité excessive (Benjamaa,
2004).
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1.2.8. Parties utilisées
Les parties utilisées, sont les jeunes rameaux feuillés et les cones récoltés encore verts
(Dupérat et Polese, 2008).

1.2.9.Composition chimique

La composition des différents organes, du cypreés vert est connue. Elle est caractérisée
par la présence de bi-flavonoides dans ses rameaux: biflavones 8-8(type
cupressuflavone) et 8-3(type amentoflavone). Les rameaux fournissent également une
petite quantité d’huile essentielle. Les cOnes renferment, des acides diterpéniques et des

deérivés flavaniques (Rombi et Robert, 2007).

1.2.10.Propriétés thérapeutiques et utilisations de Cupressus sempervirens L.
L’aromathérapie exploite, son astringence et sa capacité de contracter les veines pour
diminuer les ruptures des capillaires. C’est un tonique circulatoire dans le cas de varices
et d’hémorroides, antibactérien, antitussif et antispasmodique pour réduire la toux. En
phytothérapie, il est prescrit pour freiner le systeme parasympathique et stimuler les
cestrogénes (Bremness, 2005).

Les cOnes du cyprés vert, sont utilisés sous forme d’infusion, de poudre ou d’extrait
entrant dans des spécialités pharmaceutiques (gélules, comprimés et solutions buvables)
(Goetz et Michel, 2008). Les cones pulvérisés, entrent comme parfum dans les poudres
composées, pour les dents dont le « traité des odeurs » et les rameaux feuillés, traités
par le benzene, sont utilisés dans la parfumerie frangaise. L’essence du cypres, posséde

une efficacité contre la cogueluche (Aubaile et Nave, 2002).

Le cypres vert, est fréquemment cultivé en Algérie, pour constituer des haies
protectrices contre le vent et utilisé également, dans le reboisement du barrage vert
(Beloued, 2001).
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1.3. Métabolistes secondaires
Une des singularités des vegétaux, est de former de nombreux composes dont le role, au

niveau de la plante, est mal connu ; le fait que, ces composés ne se rencontrent pas chez
toutes les especes indique, qu’ils n’entrent pas dans le métabolisme générale et qu’ils
n’exercent pas de fonction directe, au niveau des activités fondamentales de 1’organisme
végétale : Ce sont les métabolites secondaires (Guignard, 2000).

Ils dérivent néanmoins de voies de biosynthése (Figure 05) provenant, du métabolisme

primaire (Pillet, 2001).
L0, +H,U

l Photosynthése

] METABOLISME PRIMAIRE |

Erythrose-d-phosphate / \ 3-Phosphoglycérate
(3-PGA)

Phosphoenolpyruvate Pyruvate

/

Cycle de Krebs |[*— Acétyl CoA

AA. aliphatiques \ Y

Voie de I'acide Voie de |'acide Voie de I'acide Voie de 3-PGA/
shikimique malonigue mévalonigue pyruvate

T
A.A. aromatiques

A

» Flavonoides

Tanins
Lignines
Lignanes
Stilbénes

METABOLISME SECONDAIRE

Figure 05 : Schéma simplifié des voies principales, conduisant a la synthése des
métabolites secondaires et leur interaction avec les métabolites primaires (Pillet, 2001).
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1.3.1. Classes des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires comportent trois classes :

1.3.1.1. Composés phénoliques

Les composes phénoliques, sont 1'une des trois grandes familles des métabolites
secondaires, comprenant les acides phénols, les flavonoides et d’autre formes plus
condensées comme les tannins (Vercautern et al., 1998). Ce sont des molécules
biologiques, qui ont en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques
(structures aromatiques), portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles, modifiées ou pas.
Comme c’est le cas pour la quasi-totalité des substances naturelles, qualifiées de
métabolites secondaires. Leur répartition qualitative et quantitative, est inégale selon les
especes (Sarni-Manchado et al., 2006). D’ou leur utilisation en tant que, marqueurs
biochimiques en chimio-taxonomie, pour caractériser les cultivars ou leur variété en
différentes especes in (Ouafi, 1987 ; 2007).

Les polyphénols sont, des métabolites secondaires, intervenant comme antioxydants
et protecteurs vis-a-vis des radicaux libres. Leur répartition qualitative et quantitative
est inégale selon les espéces, les organes, les tissus et les stades physiologiques. Ils sont

utilisés dans les domaines de 1’agroalimentaire et de la pharmacologie (Allemand, 2005).

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en plusieurs classes :

A. Acides phénoliques

Les acides phénoliques, sont des composés phénoliques, dont la structure est caractérisée,
par I’existence d’un seul noyau benzénique. Ils sont présents dans la majorité des vegetaux,
a I’état combiné (sous forme de liaison ester ou osidique), comme ils peuvent exister a

1’état libre. lls appartiennent a deux groupes (Ribereau- Gayon, 1986).

» Acides hydroxybenzoiques
Les acides hydroxybenzoiques, sont les dérivés de 1’acide benzoique. Ils ont une formule
de type Cg-C;. Certains dérivent de I’acide shikimique et d’autres de la dégradation de
I’acide cinnamique (Sarni- Manchado et Cheynier, 2006).

10
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» Acides hydroxycinnamiques
C’est une classe trés importante d’acides phénoliques, ayant une structure de base en
(C6-C3), rarement présents a 1’état libre. Ils existent souvent sous forme estérifiees ou de

glycoside (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)

» Coumarines

Elles sont des composés dérivés de 1’acide hydroxycinnamique, par cyclisation interne de
la chaine latérale de celui-ci. A 1’état naturel, elles se présentent & la fois sous forme
hétérosidique et sous forme complexe, telles que les aflatoxines (Gazengel et Orcchioni,
2001).

Les coumarines les plus fréquentes, sont I'umbelliférone ou ombelliférone, I'aesculétine,
la scopolétine, dont les substitutions correspondent, respectivement, aux acides :
p-coumarique, caféique et férulique. Signalons également, la fraxétine et la daphnétine
(figure 06) (Dean, 1963).

HO S el =0 H s JG\J_.I:-:'
LT Il
T\;; ~ g e T~

TUmbelliferone Scopolebine

Figure 06 : Structure chimique de quelques coumarines (Dean, 1963).

Les coumarines possédent, un tropisme nerveux et sanguin (anti-coagulant). Leur action
sur le systéme nerveux, est sédative (calmante). Certaines coumarines, ont des propriétés

anti-infectieuses vis a vis Echerichia Coli (Gazengel et Orcchioni, 2001).

B. Flavonoides

Les flavonoides, sont des combinaisons naturelles de phénol, avec des noyaux
aromatiques. Ce sont des pigments, quasiment universels des végétaux, presque toujours
hydrosolubles. Ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. Ils sont également présents, dans la cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques des feuilles, assurant la protection des tissus, contre les effets nocifs du

rayonnement UltraViolet (Guignard, 1996).

11
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Selon Bruneton (1999), les flavonoides, ont une large gamme d’effets pharmacologiques
sur ’organisme. llIs augmentent la solidité des capillaires, participent au processus
oxydants et désoxydant et produisent des effets spasmolytiques et anti-inflammatoires.
Nous distinguons :

» B. 1. Hétérosides flavoniques
Les hétérosides flavoniques, résultent de la condensation, d’un groupement hydroxyle
réducteur (hémiacétalique), d’un ose avec une substance non glucidique appelée génine ou
aglycone. La diversité des hétérosides repose sur, la nature de 1’atome de la génine portant
I’hydrogéne, qui se condense avec hydroxyle hémiacétalique, ainsi nous distinguons : les
O- hétérosides ,qui sont les plus répondus chez le régne végétal (hétérosides d’alcools, de
phénols), les S-hétérosides,(hétérosides de thiols),les N-hétérosides (hétérosides d’aminés)

et les C- hétérosides (liaison C-C entre 1’ose et la génine) (Gamet- Payrastre et al., 1999).

» B.2. Aglycones flavoniques
Les aglycones flavoniques, sont des composés tres abondants, au niveau des feuilles et des
tiges de la plupart des végétaux. Mais, ils sont assez rares au niveau des graines et des
racines. lls se divisent en: flavones (1’apigéninine et la lutéoline), flavonols (Figure 07) (le
kaempférol, la quercétine et le myricétine), flavonones et dérivés voisins (Ribereau-
Gayon, 1986).

12
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flavanone R3' flavone

flavanonol flavonol R3'

flavan 3-ol isoflavone

Figure 07: Structures chimiques des différentes classes de flavonoides (Gamet-
Payrastre et al., 1999).

» B. 3. Anthocyanes

Les anthocyanes (proviennent du grec anthos : fleurs et kianos : bleu violet), sont des
pigments végétaux, colorés selon le pH en rouge, violet ou bleu, du rouge orangé en milieu
acide ou bleu mauve en milieu alcalin (Audigie et Zonszain, 1991).

Les anthocyanes, sont tres répondus dans le regne végétal, sous forme d’hétérosides
(anthocyanosides). Leur présence dans les plantes, est donc détectable a I'eeil nu. A
I'origine de la couleur des fleurs, des fruits et des baies rouges ou bleues. Elles sont
géneralement localisées, dans les vacuoles des cellules épidermiques, qui sont de véritables
poches remplis d'eau. Elles ont des propriétés antirhumatismales et anti-inflammatoires

reconnues (Bruneton, 2001).

13
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C. Tannins

Les tannins, sont connus depuis la plus Antiquité. Ils sont dérivés de I’acide gallique et
d’autres acides polyphénoliques et ils résultent de I’estérification, par ces acides, des
fonctions alcooliques du glucose. Leur structure chimique, est trés variable mais comporte
toujours une partie polyphénolique. Ils sont des substances d’origine organique, présentes
dans pratiquement tous les végétaux et dans toutes leurs parties (écorces, racines et
feuilles). lls sont caractérisés par leur astringence, c’est a dire par une sensation de
desséchement dans la bouche (Joslyn, 1964).

Les tannins sont utilisés, depuis 1’Antiquité par ’homme pour le traitement des peaux
d’animaux. lls présentent des formes phénoliques condensées, capables de se lier aux
protéines en solution et de les précipiter : gélatine, albumine et hémoglobine (Allemand et
al., 2005).

Il est classique, de distinguer deux grands groupes de tannins différents, a la fois par leur
réactivité chimique et par leur composition : les tannins hydrolysables et les tannins
condensés ou proanthocyanidines Les tannins proanthocyanidines sont dotés d’activités
antibactériennes et permettent de prévenir I’apparition d’infections urinaires (Weinges,
1968).

¢+ Tannins condenseés
Les tannins condensés, appelés aussi polyphénols ou proanthocyanidine, sont largement
répandus dans l'alimentation humaine (fruits, Iégume, thé, dattes, ...) (Haslam, 1998).

% Tannins hydrolysables
Les tannins hydrolysables, sont des esters de glucides ou d'acide phénols, ou de dérivés
d'acides phénols ; la molécule glucidique, est en général du glucose, mais dans certains cas
des polysaccharides. Ces tannins, en raison de leurs nombreux groupements OH, se
dissolvent plus ou moins (en fonction de leur poids moléculaire) dans I'eau, en formant des

solutions colloidales (Guignard, 1996).
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1.3.1.2. Composés azotes

» Alcaloides
Les alcaloides, sont souvent amers. Ce sont des composés azotés, basiques, d’ou
I’appartenance a la famille des amines. Ces derniers, les rendent pharmacologiquement tres
actifs. lls existent sous forme de sels solubles (citrate, malate et benzoate) ou sous forme
d’une combinaison avec les tannins (Bruneton, 1999).
Ils se rencontrent, surtout chez les Angiospermes. lls sont trés peu présents chez les
thallophytes, les Ptéridophytes les Gymnospermes. Au niveau cellulaire, ils s’accumulent
dans les vacuoles et constituent la source la plus importante de nos médicaments Les
alcaloides ou les extraits qui, en renferment ont été utilisés, comme médicaments, relaxant

musculaires, analgésiques, tranquillisants et psychotropes (Guignard, 2000).

1.3.1.3. Glycosides

Les glycosides, sont des produits du métabolisme secondaire des plantes. 1ls se composent
de deux parties, I’une contient un sucre, par exemple le glucose. Elle est le plus souvent
inactive, mais exerce un effet favorable sur la solubilité du glucoside, sur son absorption et
son transport vers les organes. L’effet thérapeutique est déterminé par la seconde partie, la

plus active, nommeée aglycone (Bruneton, 1993).

» Saponines
Les saponines, sont des glycosides, qui se rencontrent dans une grande variété de végétaux.
Elles ont un go(t amer et la capacité de former une mousse, en présence d’eau (Bernard et
Larbier, 1992). Ainsi la majorité des saponines, ont des propriétés hémolytiques. De
nombreuses plantes contenant des saponines, sont utilisées en industrie pour les

préparations galéniques et détergentes (Oda et al., 2000 ; Sparg et al., 2004 ).

1.3.1.4. Terpénoides

Les terpénes, sont des molécules organiques, constituées par un multiple de 5 atomes de
carbone de formule générale (CsHg),. La molécule de base est I’isopréne. Ils sont classeés,
en fonction du nombre de leur unité isoprene en : Monoterpénes (10 atomes de carbone
dans la molécule), sesquiterpénes (15 atomes de carbone) et diterpenes (20 atomes de

carbones) (Hadji-Minaglou et Kaloustian, 2012).
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11.3.1.5. Mucilages

Les mucilages sont, des polyméres complexes, de nature d’hydrate de carbone avec
des structures hautement ramifiées et complexes. lls contiennent des proportions variées
de D-arabinose, D-galactose et D-xylose. Ainsi que, I’acide galacturonique (Mazliak,
1981).

1.3.2. Intérét des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires, ont plusieurs réles importants, en effet ils peuvent dissuader
les prédateurs (r6le de défense) : Les herbivores évitent, les plantes toxiques. Exemple :
Les odeurs du Pélargonium, repoussent les herbivores. lls peuvent également, attirer les
pollinisateurs : Les Couleurs et aussi les odeurs attirent les insectes. Exemple : Certaines
Orchidées, synthétisent, des phéromones sexuelles, qui sont des substances volatiles. Chez
les insectes, ces mémes substances, sont émises par les femelles pour attirer les males.

De plus, ils découragent la compétition vis-a-vis d’autres espéces : C’est 1’allélopathie.
Certaines plantes émettent, des substances pour inhiber, la croissance des autres plantes.
Exemple : Le noyer produit le juglans, qui inhibe la croissance des autres plantes, dans un

rayon de 8m autour du tronc (Bruneton, 1993).
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Notre expérimentation a été réalisée, pendant trois mois allant du mois d’Avril
jusqu’au mois de Juin (2014) au niveau :
+¢+ Des laboratoires de pharmacotoxicologie et microbiologie du CRD SAIDAL d’El-
Harrach, pour la réalisation de I’activité antimicrobienne, anti-inflammatoire et la
toxicite.
+«+ Du Laboratoire du PFE (département de biologie) université Saad Dahlab de Blida,
pour la réalisation de I’extraction méthanolique, le screening phytochimique, le
dosage des polyphénols totaux et des flavonoides des rameaux feuillés du cypres

vert.

11.1. Matériel

11.1.1. Matériel biologique

A) Matériel végétal

Le matériel végétal, est constitué de 179 ,42g des rameaux feuillés frais du cypres vert
(Cupressus sempervirens L.), récoltés au printemps (a la fin Mars).

La plante a été identifiée au niveau du département d’ Agronomie de I’USDB (laboratoire

de botanique) par M™ Briki F.

B) Micro-organismes
Le test antimicrobien a été réalisé sur les souches microbiennes illustrées dans le

Tableau I.
Tableau I : Souches microbiennes utilisées
Souches Gram ATCC Famille
bactériennes
Escherichia coli _ 6051 Enterobacteriaceae
Staphylococcus + 6538 Staphylococaceae
aureus
Bacillus subtilus + 6633 Bacillaceae
Staphylococcus + 9341 Staphylococaceae
épidermidis
Candida albicans 24433 Sacchromycetaceae
(souche fongique)
Beauveria bassiana 74040 Ophiocordycipitaceae
(souche fongique)
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C) Matériel animal

Les souris, sont maintenues, dans des cages numerotées, qui sont en polypropyléne, pour

éviter les infections cutanées. Chaque cage doit porter les indications illustrées dans le

Tableau 11
Tableau Il : Matériel animal utilisé
Matériel | Race Sexe Nombre poids | Alimentation | Conditions
animal d’élevage
Souris Albinos | Males et | 18 : activité De 18 | Granulés et | T :20a
femelles | anti- a22g |eau de | 24°C
inflammatoire robinet
H : 50%
« O.N.A.B »
6 : Toxicité
E:10
heures

11.1.2. Matériel non biologique

Le matériel non biologique utilisé (I’appareillage, la verrerie, les réactifs et les milieux de

culture) est illustré en Annexe 1 et Annexe 2.

11.2. Méthodes

Nous avons adopté, pour la réalisation de notre étude ce plan général, qui résume la

procédure expérimentale effectuée sur les rameaux feuillés du cyprés vert « Cupressus

sempervirens L. » (Figure 08).
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1. Screening phytochimique

2. Dosage de polyphénols totaux Calcul du

rendement de
I’extraction

3. Activité antimicrobienne
4. Activité anti-inflammatoire

5. Toxicité

10mg/1ml pour
le dosage
des flavonoides

1mg/1ml pour
Pactivité
antimicrobienne

1mg/iml pour

le dosage de
polyphénols
totaux

Figure 08 : Schéma général de la procédure expérimentale, effectuée sur les rameaux
feuillés du cypres vert « Cupressus sempervirens L. » (Original, 2014).
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Le mateériel végétal récolté, est constitué des rameaux feuillés de Cupressus sempervirens
L. Il est séché a D’air libre, a I’abri de la lumiére et de I’humidité, pour éviter le
développement des moisissures et a une température ambiante, afin d’éviter la photo-
oxydation des substances. Il est ensuite, broyé (a 1’aide d’un moulin a café) finement en
poudre de couleur verdatre et enfin conservé dans des flacons en verre, dans un endroit sec
a I’abri de la lumiére.

11.2.1. Taux d’humidité « H »

% Mode opératoire
En suivant la méthode d’ISO 662 (1998), nous avons séché les béchers dans 1’étuve et les
laisser refroidir. Puis, nous avons pese leur poids. Aprés avoir taré, nous avons pesé 5 g de
poudre végeétale dans des béchers avec une balance de précision. Ensuite, nous avons placé
les béchers dans 1’étuve a 105 °C pendant 24 heures. Aprés étuvage, nous avons pesé
chaque 3h jusqu’a I’obtention d’un poids constant.
Le taux d’humidité¢ est calculé par la formule suivante :

H : Taux d’humidité en pourcent.

H = % x 100 Pi : Masse de I’échantillon avant séchage a 1’étuve (g).

P : Masse de 1’échantillon aprés séchage a 1’étuve (g).

R/

¢ Préparation de ’infusé (a 10%)

A 10 g de poudre végétale, sont ajoutés 100 ml d’eau distillée bouillante, laissés infuser
pendant 10 min. Puis filtrer. Le filtrat est ajusté a 100 ml avec 1’eau distillée (Bouyer,
1996).

11.2.2. Tests du Screening phytochimique
Le but de ces tests, est de connaitre la composition en métabolites secondaires. Ils sont
effectués, soit sur la poudre du broyat, soit sur I’infusé. Le screening phytochimique, est

soit des réactions de colorations ou de précipitations (Paris et Moyse, 1976).

Les réactions du screening phytochimique que nous avons effectué ont été décrites par
(Bouyer, 1996).

20



1. Matériel et méthodes

A. Flavonoides
A 5ml de I’infusé, sont additionnés 5 ml d’HCL, un copeau de Mg et 1 ml d’alcool
isoamylique. La réaction des flavanols, flavanones et flavones par le magnésium

métallique donne une couleur rouge orangee, ce qui indique la présence des flavonoides.

B. Les tannins

» Tannins catéchiques
A 5 ml de I’infusé, sont ajoutées quelques gouttes de la solution FeCL3 a 5%.L apparition

d’une couleur bleue noire indique la présence des tannins catéchiques.

» Tannins galliques
A 5 ml de I’infusé, sont ajoutés 2 g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCLs.

L’apparition d’une couleur bleue noire indique la présence des tannins galliques.

C. Saponosides
A 2 ml de I’infusé, sont additionnées quelques gouttes d’acétate de plomb. L’apparition

d’un précipité blanc indique la présence des saponosides.

D. Anthocyanes
Quelques gouttes d’HCL concentreé, sont ajoutées a 5 ml de I’infusé. L’apparition d’une

couleur rouge indique la présence des anthocyanes.

E. Leuco-anthocyanes

2 g de poudre végétale, sont additionnés a 20 ml d’un mélange de propanol /acide
chlorhydrique (v/v). Aprés, le mélange est porté a 1’ébullition dans un bain-marie pendant
quelques minutes. L’apparition d’une couleur rouge indique la présence des leuco-
anthocyanes.

F. Alcaloides

5 g de poudre végétale, sont humectés avec 20 ml d’ammoniaque %2, puis laisser macerés
pendant 24 heures dans 50 ml d’un mélange éther chloroforme (3v /v). Ensuite, le filtrat est
épuisé par HCL a 2N. Apres, quelques gouttes du réactif de drangendroff sont ajoutées a
la solution chlorhydrique. L’apparition d’un précipité rouge indique la présence des

alcaloides.
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G. Glycosides

A 2 g de poudre végétale, sont ajoutées quelques gouttes d’acide sulfurique. Une
coloration rouge brique apparait. Aprés agitation, une coloration violette se forme en
présence de glucosides.

H. Coumarines

2 g de poudre végétale, sont mis a I’¢bullition dans 20 ml d’alcool éthylique pendant 15
min dans un bain-marie puis filtrer. Ensuite, 3 a 5 ml de filtrat, sont ajoutés a 10 gouttes de
la solution alcoolique de KOH a 10% jusqu’a I’obtention d’un milieu faiblement acide avec

formation de troubles.

I. Mucilages
Dans un tube a essai, 1ml d’infusé est ajouté a 5 ml d’alcool absolu. La formulation d’un

précipité floconneux blanc montre la présence des mucilages
11.2.3. L’extraction méthanolique

» Mode opératoire
Le protocole que nous avons suivi pour la réalisation de I’extraction méthanolique a été
décrit par (Upson et al., 1999).
10g de poudre végétale des rameaux feuillés séches sont mis en ébullition dans un bain
marie a 70°C, pendant 5 min avec 200 ml du méthanol aqueux 70%. Puis, le mélange a
subit une macération pendant 24h sous agitation magnétique. Apres maceration, une
filtration a été effectuée sur papier filtre. Le filtrat est ensuite évaporé a 40°C a sec dans
un rotavapor.
Le résidu sec obtenu est soit :

e Repris dans un volume de méthanol, dans le but d’obtenir un extrait, avec
une concentration de 1mg /1Iml pour le dosage des polyphénols totaux et de
10mg/1ml pour le dosage des flavonoides.

e Repris dans un volume d’éthanol, dans le but d’obtenir un extrait, avec une

concentration de 1Img/1ml pour le test antimicrobien.

Les différentes étapes de 1’extraction méthanolique sont représentées dans la Figure 09
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Extraction méthanolique

49 de poudre végétale+ 80 ml de

méthanol aqueux 70% ——»

Au bain marie a 70°C pendant

5min

l

Macération 24 h sous
agitation magnétique

|

Filtration avec
papier filtre

l

Evaporation a
40°C dans un
rotavapor

l

Résidu sec

Img/1ml d’éthanol pour le test
antimicrobien

1mg /1ml de méthanol
pour le dosage des
polyphénols totaux

10mg/1ml de méthanol
Pour le dosage des

flavonoides

Figure 09: Protocole expérimental de 1’extraction méthanolique des rameaux feuillés du

cypres vert « Cupressus sempervirens L. » (Original, 2014).
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» Rendement de I’extraction
Le calcule de rendement de I’extraction, est exprimé en pourcentage de masse d’extrait
méthanolique : « C’est le apport entre 1’extrait sec méthanolique et la poudre végétale ».
Dans notre étude, nous avons exprimé le rendement pour 4g de matiere végetale.

Le rendement d’extraction a été calculé selon 1’équation suivante :

Rendement % = (MS/ MV) x 100

MV : Masse de la poudre végétale utilisée pour I’extraction (g)

MS : Masse de I’extrait sec obtenue apres évaporation (g)

Sachant que :

MS = (poids du ballon avec I’extrait aprés évaporation) — (poids du

ballon vide)
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11.2.4. Analyse quantitative par spectrophotométrie UV-visible

% Définition
La spectrophotométrie, est une méthode couramment employée, pour la détermination de
la concentration d’un composé qui soit natif ou résultant d’une extraction méthanolique.
Elle permet d’utiliser toute la gamme du visible et éventuellement de 1’UltraViolet, si le

spectrophotometre est équipé d’une source UV (Kamoun, 1997).

% Principe
La colorométrie, se base sur la propriété de certains composés, qui absorbent d’avantage la
lumiére a des longueurs d’ondes spécifiques dans le spectrophotométre UV-visible. Le
dosage des composés phénoliques, utilise tres fréquemment, leurs spectres d’absorptions,
dans I’UV pour la plupart des autres composés, en choisissant pour chacun d’eux la
longueur d’onde d’absorption maximale. Les lectures sont faites par rapport a un témoin
(Plummer, 1989).

11.2.4.1. Dosage des polyphénols totaux

% Principe
La teneur en phénol totaux, a été déterminée en utilisant le réactif de Folin—Ciocalteau. Ce
dernier, forme un complexe rédox avec I’acide phosphotungstique et 1’acide

phosphomolybdique lors de I’oxydation des phénols (Singleton et al., 1998).

% Mode opératoire
Le mode opératoire que nous avons suivi a été établie par (Singleton et Rossi, 1965 ;
Singleton et al., 1998).
La préparation de la solution témoin, la solution de I’extrait méthanolique (Img/1ml) et

de I’infusé & 10% des rameaux feuillés du cypreés vert est illustrée dans le Tableau I11
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Tableau 111 : Dosage différentiel spectrophotométrique, des polyphénols totaux de

I’extrait méthanolique et I’infusé

Témoin 250pl du folin ciocalteau (1mI+9ml de méthanol) + 50ul de méthanol
Incubation (5 min)—/50ul de carbonate de sodium a 7% +5ml d’eau

distillée— Incubation a température ambiante pendant 120 min

Essai 1 250ul du folin ciocalteau (Iml+9ml de méthanol) + 50ul d’extrait
(extrait) méthanoligue— Incubation (5 min)}—750ul de carbonate de sodium
(5répétitions) | a 7% +5ml d’eau distillée—Incubation a température ambiante

pendant 120 min

Essai 250pl du folin ciocalteau (1ml+9ml de méthanol) + 50 pl de I’infusé a
(infusé a 10%) | 10% . Incubation (5min)—,750ul de carbonat de sodium a 7%
(5répétitions) | +5ml d’eau distillée — Incubation a température ambiante pendant
120 min

Les solutions (témoin, essai; et essaiy), sont passées dans le spectrophotometre pour la
lecture & 760 nm.

La quantification des polyphénols, a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y= ax+b) réalisée par un extrait d’étalon «acide gallique » & différentes

concentrations dans les mémes conditions opératoires que les échantillons.

Les résultats sont exprimés en pg équivalent acide gallique par 1mg du poids sec de la

plante en poudre.

11.2.4.2. Dosage des flavonoides

A) Principe

La formation par chélation, de complexe entre les composés phénoliques et les métaux est
largement utilisée, pour la réalisation des spectres d’absorption. En effet, le chlorure
d’aluminium (AICl3) fait intervenir les propriétés chélatantes des ions d’aluminium
(AP*) a I’égard des flavonoides. Il se forme soit des complexes labiles avec deux
hydroxyles libres en position ortho, soit des complexes stables avec le carbonyle en

position 4 et I’hydroxyle en position 5 et /ou en 3 (Lauranson, 1989).
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C) Mode opératoire

Le protocole que nous avons suivi pour la mesure de 1’absorbance a été décrit par (Abdel-
Hameed, 2009). Il a été nécessaire de préparer pour 1’extrait méthanolique (10 mg /1ml) a
analyser deux solutions (Tableau 1V).

Tableau 1V : Dosage différentiel spectrophotomeétrique, des flavonoides dans

I’extrait méthanolique

Témoin 100 pl d’extrait méthanolique+ une goutte d’acide acétique +
5 ml de méthano——lIncubation a température ambiante
pendant 40 min.

100 pl d’extrait méthanolique + 100 pl de chlorure
Essali d’aluminium a 20% + une goutte d’acide acétique——»
(5 répétition) | le mélange est dilué dans 5ml de méthanol — Incubation a

température ambiante pendant 40 min.

Les deux solutions : témoin et essai sont passées dans le spectrophotometre pour la lecture
a 415nm.

Nous avons utilisé, la Rutine a 0,5 mg/ml comme Standard. La lecture de 1’absorbance est
effectuée dans les mémes conditions expérimentales, que notre extrait méthanolique.

La teneur des flavonoides, est exprimée en mg/g équivalent de la Rutine et elle est

calculée par la formule suivante :

REx=A m /AQ Mo

A . Absorbance de I’échantillon et m : Masse de 1’échantillon
Ao : Absorbance de la Rutine (Standard) et mg . Masse de la rutine
RE : Equivalence de la Rutine.

X : Teneur en flavonoides (mg/g).
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11.2.5. Activités biologiques
11.2.5.1. Activité antimicrobienne

% Principe
Ce principe, est celui de la Pharmacopée européenne (2002). La technique, consiste a
utiliser des disques en papier absorbants de 9 mm de diametre, imprégnés d’une quantité
d’extrait et déposés a la surface d’une gélose inoculée et uniformément ensemencée par la
suspension bactérienne & étudier. La diffusion de 1’extrait dans la gélose, permet d’avoir
comme résultat positif une zone d’inhibition aprés incubation. La lecture des résultats, se

fait par mesure des diametres des zones d’inhibitions, obtenues pour chacune des souches.

% Mode opératoire
Selon la fiche technique de Saidal (2002), I’activité antimicrobienne est réalisée comme
suit :

% Les milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont les
suivants :
La gélose Nutritive « GN » pour I’isolement et la conservation des souches bactériennes.
La gélose Muller Hinton « MH » pour I’étude la sensibilité des bactéries aux deux

échantillons : extrait phénolique et I’infusé.

La gélose Sabouraud « SAB » pour I’isolement, la conservation et le repiquage des

levures. Ainsi que, I’étude de leur sensibilité aux mémes échantillons.
La gélose Trypcace Soja Agar « TSA » pour le repiquage des bactéries.

+ Conservation et repiquage des souches
Les souches, sont conservées a 4°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieu de

culture incliné. A partir de ces tubes a essai, un repiquage a été réalisé. Les milieux sont
incubés respectivement a 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 25°C pendant 48h pour

les levures.

¢ Préparation des milieux de culture
Les milieux Muller-Hinton (pour les bactéries) et Sabouraud (pour les levures), sont
liquéfiés dans un bain marie & 95°C. Sous une hotte a flux laminaire, les milieux de

cultures gélosés, sont coulés en surfusion dans des boites de Peétri stériles a raison de 15 ml
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par boite. Chaque boite de Pétri doit étre étiquetée et porte les indications suivantes : nom
du milieu et date de préparation et/ou date de péremption. Apres refroidissement et
solidification des milieux géloses, les boites de Pétri préparées, seront utilisées
immediatement ou conservees dans des conditions, évitant toute modification de leur

composition.

% Préparation des suspensions bactériennes et fongiques (inoculum)
A partir d’une culture jeune, de 18 a 24 h pour les bactéries et 48 h pour les levures, des
suspensions bactériennes, sont réalisees en prélevant quelques colonies isolées, qui seront
ensuite, mises dans 5 ml d’eau physiologique. Ces suspensions, sont agitées au vortex. Une
premiere lecture de la suspension, est réalisée a 1’aide d’un spectrophotométre de type
GENOVA a la longueur d’onde de 620 nm. L’absorbance doit étre comprise entre 0,22 et
0,32 pour les bactéries et entre 2 et 3 pour les levures. Les valeurs comprises dans les
intervalles cités ci-dessus, correspondant & une concentration optimale de 10’ & 10°
germes/ml. Si une des valeurs trouvées a la premiere lecture, n’est pas comprise dans
I’intervalle, un ajustement est réalis¢ en ajoutant de 1’eau physiologique, si elle est
inférieure a la valeur minimale ou en ajoutant des colonies, si elle est supérieure a la valeur
maximale. Une nouvelle lecture, est réalisée jusqu’a 1’ajustement de la suspension aux
valeurs désirées. Six tubes correspondant aux six souches utilisées, sont ainsi obtenus. Ils
seront incubés, pendant quelques temps (20 a 30 min) dans une étuve a 37°C pour les

suspensions bactériennes et a 25°C pour les levures.

% Ensemencements par inondation
De chaque tube, contenant les suspensions bactériennes ou fongiques, une quantité de 1 ml
est extraite, puis déposeée et étalée sur le milieu MH ou SAB respectivement. Les boites de
Pétri doivent étre séchées, pendant 15 min a 35°C dans une étuve.

 Deépot des disques et incubation
A T’aide d’une pince stérile, un disque absorbant de 9 mm stérile est préleve. Il sera
imbibé d’extrait phénolique avec concentration de 1mg de résidu sec /1ml d’éthanol, par
simple contact du bout du disque et 1’extrait. Celui-ci, est absorbé progressivement jusqu’a
imprégnation totale de tout le disque. Un autre disque, sera imbibé de I’infusé a 10% des
rameaux feuillés de cypres vert et de la méme fagon que, I’extrait mais les deux disques
sont diffusés dans deux boites différentes, avec trois répétitions. Donc, il a été nécessaire

de préparer pour chaque souche microbienne deux boites de Pétri. Les disques, sont
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disposés de telle manieére que, les zones d’inhibition ne se chevauchent pas. Apres
diffusion, dans le milieu pendant 1 h30 a une température de 30°C, les boites sont incubées
a 37°C pour les bactéries et & 25°C pour les levures. La lecture est effectuée aprés 24 h
d’incubation pour les bactéries et 48 h pour les levures.

Remarqgue : Nous avons imprégner les disques absorbants de 9mm dans le méthanol, en

suivant la méme procedure expérimentale, que ’extrait et I’infusé.

¢ Lecture des réesultats
L’extrait et ’infusé a 10%, possedent une activité antimicrobienne, si le diametre de la
zone d’inhibition obtenu aprés incubation, dépasse le diamétre du disque absorbant.
Les diametres des zones d’inhibition, sont mesurés avec précision a I’aide d’un pied a

coulisse. lls sont classés en 4 classes (Tableau V) (Moreira et al., 2005).

Tableau V : Degré de sensibilité des souches microbiennes selon le diamétre de la

zone d’inhibition

Degré de sensibilité des souches Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Souche résistante

Souche sensible 10<D<14
Trés sensible 15<D<19
Extrémement sensible D>20

Les différentes étapes de 1’activité antimicrobienne sont illustrées dans la Figure 10
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z

Figure 10 : Différentes étapes de I’activité antimicrobienne (Original, 2014).
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11.2.5.2. Activité anti-inflammatoire

A) principe et but

L’injection de la carragéenine, sous 1’aponévrose plantaire de la patte de la souris,
provoque une réaction inflammatoire, qui peut étre réduite par un produit anti-
inflammatoire. Cette étude permet, de comparer la réduction de 1’cedéme plantaire, apres
administration de doses égales du produit anti-inflammatoire a tester et du produit de

référence correspondant (Colot, 1972).

B) Mode opératoire

La procédure expérimentale suivie, pour la réalisation de 1’activité anti-inflammatoire a été
mise au point par (Colot, 1972).

Les souris utilisées pour cette expérience, ont été pesees et reparties dans trois lots de 6
souris chacun (Figure 12), auxquelles nous avons administré, par voie intra gastrique

(gavage) les différentes suspensions.

Au temps TO
Lot témoin : chaque souris recoit 0,5 ml d’eau distillée ;
Lot essai 1 : chaque souris regoit 0,5 ml de I’infusé des rameaux feuillés de cypres vert ;

Lot essai 2 : chaque souris recoit 0,5 ml de diclofénac.

Au temps TO + 30 min
Injecter la solution de carragéenine, sous 1I’aponévrose plantaire de la patte arriére gauche
sous un volume de 0,25 ml, a tous les animaux mis en expérience.

La patte postérieure droite, pour chaque souris est considérée comme témoin.

Aux temps TO+ 4 heures

Les souris sont sacrifiées, par asphyxie a I’éther, ensuite les pattes postérieures gauches et
droites, sont coupées a hauteur de I’articulation et pesées sur une balance analytique.

Les moyennes arithmétiques massiques des pattes droites (Mp) et pattes gauches(Mg) en
grammes sont calculées pour chaque lot.

Le pourcentage d’augmentation de poids des pattes (% d’cedéme) pour chaque lot est
calculé selon la formule suivante:

MG-MD
MD

x100

%d oedéme =

32



1. Matériel et méthodes

Le pourcentage de réduction d’cedéme chez les souris traitées par rapport au témoin est
calculé comme suit :

% d'oedémeT — % d'oedemeE
%d'oedémeT

x 100

% réduction d'oedéme =

T : témoin
E : essai

La procédure expérimentale de 1’activité anti-inflammatoire est illustrée dans la Figure 11

1- Lots de souris 2- Administration de 0,5ml 3- Injection de 0,25ml de
Témoin, essai L etessai 2 *de I’infusé a10% la carragéenine
*d’eau distillée
* de diclofénac.

4- Sacrifice de souris 5- Coupure de pattes 6- Pesée des pattes

Figure 11 : Différentes étapes de 1’activité anti-inflammatoire (Original, 2014).

33



1. Matériel et méthodes

11.2.6. Etude du test limite de toxicité

A) Principe

L’essai limite, est utilisé principalement, lorsque des informations indiquant que, la
substance d’essai n’est probablement pas toxique, sont disponibles. C’est a dire que, la
toxicité se situe au dessus de la dose limite réglementaire. Des informations, concernant la
toxicité de la substance d’essai, peuvent étre recueillies a partir de connaissances de
substances, produits ou mélanges similaires deja soumis a essai. En prenant en compte
I’identité et le pourcentage des composants, CONNUS pour avoir une importance du point de

vue toxicologique (Roll et al., 1986).

Un essai limite a un niveau de dose de 2000 mg/kg, peut étre exécuté avec six animaux et
si aucune mortalité ne se produit, la DL50 sera >2g/kg. Exceptionnellement, un essai
limite & un niveau de dose de 5000 mg/kg, peut étre conduit avec trois animaux et si la
mortalité se produit, il peut étre nécessaire, de tester avec des doses immédiatement

inférieures (Diener et al., 1989).

B) Mode opératoire
Le protocole suivi pour la réalisation du test limite de toxicité (Figurel0Q) a éte établi par
(Roll, 1989 ; Diener, 1995).

Au départ, nous avons choisis un lot de 6 souris pour la dose de 2g/kg du poids corporel
pour I’infusé des rameaux feuillés de cypres vert. Puis, Par voie intra gastrique (voie orale)
et a ’aide d’une sonde de gavage, nous avons administré aux souris une dose de 0,5 ml de
I’infusé a 10 % des rameaux feuillés de cyprés vert. Enfin, les souris ont été privées de
nourriture 3 h aprés 1’administration de I’infusé. Des observations ont été effectuées
comme suit :

» Les animaux doivent étre observés, individuellement, au moins une fois pendant
les premiéres 30 minutes et régulierement, pendant les premiéres 24 heures, apres
le traitement.

» Prendre le poids corporelle, de chaque souris peu de temps avant I’administration
de I’infusé et ensuite, au moins une fois par semaine.

» Enregistrer le taux de mortalité quotidiennement, pendant les 14 jours de 1’étude,

afin de signaler les symptomes de toxicité. L’attention portera en particulier sur
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I’observation des diverses manifestations de tremblement, convulsion, salivation,
diarrhée, sommeil et coma.

» Les animaux qui sont morts, doivent &étre soumis a une autopsie a 1’échelle
macroscopique. Car cet examen peut fournir des renseignements utiles sur la
cause de la mort.

Les étapes suivies pour la réalisation du test limite de toxicité sont représentées dans la

Figurel2.

Lots de 6 Souris J Contention des souris J Gavage des souris J

Administration de 0,5 ml
Pinfusé a 10% des
rameaux feuillés de

Cupressus sempervirens L.

A 4

Observation des souris pendant 14 jours J

Figure 12 : Etapes du test limite de toxicité (Original, 2014).
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I11.1. Résultat de I’étude phytochimique

111.1.1. Détermination du taux d’humidité
Le résultat du taux d’humidité de la matiere vegétale, (la poudre végétale des rameaux

feuillés du cyprés vert) est représenté dans le (Tableau V1).

Tableau VI : Taux d’humidité de la poudre des rameaux feuillés de Cupressus

sempervirens L.

Poids de la matiere végétale avant séchage Pi (g). 5,0001
Poids de la matiere végétale apres séchage P (Q). 4,5981
Le taux d’humidité de la matiere végétale H(%0). 8,04

Le taux d’humidité, de la poudre des rameaux feuillés de Cupressus sempervirens L., a été
de 8,04%. Cette valeur, apparait nettement inférieure a 12 %. Ce résultat répond aux
normes d’(ISO 662, 1998). Il se concorde avec le résultat, trouvé par Audigie et

Zonsgain, (1991) sur la plante étudiée qui a été de 9%.

Ce résultat démontre que, notre matériel végétal a été séché et conservé dans de bonnes
conditions, ce qui rend, par conséquent les résultats de nos analyses phytochimiques

fiables.

111.1.2. Screening phytochimique
Le screening phytochimique, effectué soit sur la poudre, soit sur I’infusé¢ a 10% des
rameaux feuillés de Cupressus sempervirens L., nous a permis d’obtenir les résultats

suivants (TableauVIl) :
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Tableau VII : Résultats des différentes réactions du screening phytochimique

Rameaux
Métabolites secondaires -

feuillés
Flavonoides Présence
Tannins catéchiques Présence
Tannins galliques Présence
Saponosides Présence
Leuco-anthocyanes Présence
Glycosides Présence
Coumarines Présence
Mucilages Présence
Anthocyanes Absence
Alcaloides Absence

Les résultats expérimentaux, du screening phytochimique, ont montré la présence des
flavonoides, des tannins catéchiques, des tannins galliques, des saponosides, des leuco-
anthocyanes ,des glycosides, des coumarines et des mucilages et absence des anthocyanes

et des alcaloides dans les rameaux feuillés de Cupressus sempervirens L..

Les familles chimiques, détectées dans cette étude phytochimique, viennent confirmer les
travaux antérieurs de (Emami et al., 2004) sur Cupressus sempervirens L. qui, ont

identifié la présence des tannins, des flavonoides et des saponosides.

Par ailleurs, les résultats obtenus, concernant 1’absence des alcaloides se concordent avec

ceux obtenus par Chamount et Millet- clerc, (2011) chez la méme plante.

D’apres Bakker et al., (2004), I’absence des anthocyanes, peut étre générée , suite a des
réactions de condensation avec d’autres molécules inférieures, comme 1’acide puracique.

Ainsi que, par la combinaison avec les tannins, pour donner les polyméres ayant des
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propriétés et des couleurs différentes de celles des anthocyanes, empéchant ainsi, leur

révélation qualitative par le screening phytochimique.

Une détermination plus précise, de la composition chimique de chaque famille de
métabolites secondaires, aurait été souhaitée pour connaitre et attribuer les effets
thérapeutiques constatés ; par manque de matériel de séparation et d’analyse ainsi que,

les étalons ceci n’a pas été achevé.

111.2. Résultat du rendement de I’extraction méthanolique
Le résultat du rendement de I’extraction méthanolique de la poudre des rameaux feuillés

du cypres vert est mentionné dans le (Tableau VIII).

Tableau VIII : Rendement de I’extraction méthanolique de la poudre des

rameaux feuillés de Cupressus Sempervirens L.

1.76
MS : Masse de I’extraction obtenue aprés évaporation (Q).
4,00
MYV : Masse de la poudre végétale utilisée pour I’extraction (g)
44
Rendement de I’extraction (%0).

Dans notre étude, le rendement de I’extraction méthanolique, faite sur la poudre des
rameaux feuillés de Cupressus sempervirens L. a été de 44%. A partir de ce résultat, nous

pouvons constater que, I’extraction méthanolique a donné un bon rendement.

Ceci est probablement du, a la méthode d’extraction utilisée : macération dans le
méthanol. En effet, Falleh et al., (2008), ont montré que, le méthanol reste le solvant le
mieux choisi pour extraire les polyphénols. Cependant, Vuorela (2005) a précisé que, le

méthanol aqueux a 70% est deux fois plus efficace que, le méthanol pur.
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En outre, Majhenic et al., (2007), ont démontré, que 1’extraction par les solvants a une
température élevée permettait d’obtenir des rendements plus élevé en extrait secs que
lorsqu’ils sont obtenus & une température ambiante. Ce qui, justifie le rendement éleve

en extrait sec de Cupressus sempervirens L.

En revanche, le rendement que nous avons obtenu, estinférieura celui trouvé par
Gardeli et al., (2008) chez Mytrus Communis L. poussant spontanément en Grece qui, a
été de 59.5 %.

En effet, Hayder et al., (2008), ont signalé que, I’espéce étudiée, la localisation
géographique, le climat et la période de récolte semblent avoir un impact direct sur

le rendement en extrait méthanolique sec.
111.3.Résultats de I’analyse quantitative par spectrophotometre UV- visible

111.3.1. Résultats du dosage des polyphénols totaux
Une étude comparative en polyphénols totaux a été réalisée par la construction d’une

courbe d’étalonnage (Figure 13) de I’extrait d’acide gallique a différentes concentrations.

DO
0,4000
03500 v =0,0017x+0,0222. 7
! 2 _
0,3000 R"=0,9838 @ courbe etalonnage acide
7S gallique

0,2500
0,2000 /
0,1500

0,1000 ’/

) —— Linéaire (courbe etalonnage
0,0500 acide gallique)
0,0000 & T T T T )
0 50 100 150 200 250 [ C]

Figure 13 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique ( Original, 2014).
[C] : Différentes concentrations d’acide gallique (pug/ml)

Do : Densité optique
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Les résultats du dosage des polyphénols totaux de 1’extrait méthanolique et I’infusé sont
établis dans le (Tableau IX).

Tableau IX : Résultas du dosage des polyphénols totaux de I’extrait méthanolique

et I’infusé de Cupressus semprvirens L.

Moyenne de Densité teneurs en longueur
Echantillon ) .
HMg/mg éq acide| d’onde
optique des 5 essais gallique (nm)

+écart type

Extrait 0,8230 + 0,081 471,05 760
méthanoliquelmg /1ml

0,7736 0,121 442,00 760
Infusé & 10%

Malgré la simplicité de la méthode du folin, elle n’est pas spécifique aux polyphénols. En
effet, le réactif peut agir avec des protéines, des sucres réducteurs, 1’acide ascorbique et

des composés soufrés (Singleton et al., 1998).

Les teneurs en polyphénols totaux varient de 471,05 pg/mg éq acide gallique, a

442.00pg/mg éq acide gallique pour I’extrait méthanolique et 1’infusé respectivement.

D’aprés ces résultats, il est bien évident que, quantitativement 1’extrait méthanolique est

plus riche en polyphénols que I’infusé.

D’une part, ces résultats corroborent avec les travaux antérieurs de Saadaoui et al., (2007)
qui ont montré que, la teneur de polyphénols de I’extrait méthanolique de quelque plante
Punicagramatum, Rétama.raetum, Thymus capitatus, Rosmarinus officinalis, Ruta
chalepensis, Ajuva iva, Lawsonia inermis et Agave americana varie entre 100.68 et 500

pg/mg de matiére séche exprimée en équivalent d’acide gallique.

D’une autre part, ces résultats se concordent avec ceux de Gardeli et al ; (2008), qui ont
trouvé une teneur en extrait méthanolique des polyphénols chez Myrtus communis L. qui
varie entre 352 pg/mg éq acide gallique et 373 pg/mg éq acide gallique, et elle atteint son

maximum en période de floraison.
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De ce fait, le contenu polyphénolique, varie quantitativement d’une plante a une autre, ceci

peut étre attribué a plusieurs facteurs :

 Facteurs climatiques et environnementaux, la zone géographique, la sécheresse,
le sol et les maladies (Ebrahimi et al., 2008).

% Le patrimoine génétique, la période de récolte et le stade de développement de la
plante (Mliauskas et al., 2008).

111.3.2. Résultats du dosage des flavonoides

Les résultats du dosage spectrophotométrique, des flavonoides de 1’extrait méthanolique
10mg/ml de Cupressus sempervirens L. par rapport & la Rutine sont établis dans le
(Tableau X).

Tableau X : Résultats du dosage spectrophotométrique, des flavonoides de

I’extrait méthanolique de Cupressus sempervirens L.

Moyenne des absorbances Teneurs longueur
Echantillon L,
d’essais + écart type d’onde (nm)
Extrait 1,159 +0,019 6,69 mg/g éq Rutine 415
méthanolique
10mg/ml
Rutine 3.463 £0.000 0.5 mg/ml 415

Le dosage spectrophotométrique, des flavonoides de I’extrait méthanolique 10mg/ml du
Cupressus sempervirens L., a une longueur d’onde de 415 nm, nous a permis d’obtenir une
teneur de 6,69 mg/g éq Rutine.

En effet, ces résultats quantitatifs, viennent confirmer les résultats qualitatifs, trouvés lors
du screening phytochimique, concernant la présence des flavonoides.

Par ailleurs, les concentrations de flavonoides, dépendent du stade de maturation, le sol et les

conditions climatiques (Baustista et al ., 2007).
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111.4. Résultats de I’étude des activités biologiques

111.4.1. Résultats de I’activité antimicrobienne

Lors de cette étude, nous nous sommes intéressés a 1’étude du pouvoir antimicrobien de
I’extrait phénolique des rameaux feuillés de Cupressus sempervirens L. (1mg du résidu sec

/ 1ml d’éthanol) et I’infusé a 10%. Les résultats sont regroupes dans le (TableauXl).

TableauXI : Diametres des zones d’inhibitions des souches microbiennes étudiées

Moyennes de Zones d’inhibition

+écart type

Souches bactériennes |Gram Extrait Infusé

13,000+0,000 9,000+0,000
Escherichia coli -

20,666+2,309 13,000+0,000
Staphylococcus aureus +

21,000+1,000 13,000+0,000
Bacilus subtilus +

14,000+1,000 25,000+1,000
Staphylococcus +
épidermidis
Candida albicans 14,333+0.577 9,000+0,000
(souche fongique)

21,000+1,000 9,000+0,000
Beauveria bassiana
(Souche fongique)

D’aprés les résultats cités dans la littérature scientifique, nous pouvons constater
globalement que, les bactéries & Gram +, ont été plus sensibles a I’extrait et I’infusé des
rameaux feuillés du cypres vert que, la souche a Gram — Escherichia coli. (Figure 14, 15
et 16).
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Figure 14 : Zones d’inhibition des souches microbiennes : Escherichia coli, Beauveria
bassiana, Staohylococcus aureus et Bacilus subtilus vis-a-vis 1’extrait (Original, 2014).
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Figure 15: Absence des zones d’inhibition (9mm) pour Escherichia coli, Candida
albicans et Beauveria bassiana vis-a-vis 1’infusé (Original, 2014).

Figurel6 : Zones d’inhibition des souches bactériennes: Staphylococcus aureus,

Staphylococcus épidermidis et Bacilus subtilus vis 1’infusé (Original, 2014).

44



I11. Résultats et discussion

Selon Farag et al., (1989), les bactéries a Gram + sont genéralement plus sensibles aux

extraits de plantes que , les bactéries a Gram-—.

D’aprés Nikaido (2003), ceci est peut étre du, a la composition de la membrane des
bactéries Gram négatif. En effet, ces dernieres, possédent une membrane, qui présente une
perméabilité sélective ; la surface des lipopolysacharides contient des charges négatives,
qui empéchent la diffusion des molécules hydrophobes, et des porines qui, bloquent le
passage des molécules & haut poids moléculaires. Cependant, Escherichia coli contient
dans sa membrane des porines de faible perméabiliteé.

Ces résultats, se concordent avec ceux obtenus par (Bouzouita et al., 2008 ; Mazari et al.,
2010) sur I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Juniperus phoenicea de la

famille des Cupressaceae sur les bactéries a Gram positif par rapport aux Gram négatif.

D’une part, les souches Staphylococcus aureus et Bacilus subtilus, se sont montrées
sensibles vis-a-vis I’infusé a 10% des rameaux feuillés du Cupressus sempervirens L. avec
le méme diametre d’inhibition de 13mm. Tandis que, ces mémes souches bactériennes, se
sont montrees extrémement sensibles a 1’extrait phénolique (1mg/1ml d’éthanol), avec des
zones d’inhibition de 20,66 mm et 21mm respectivement. Ce qui nous laisse conclure que,
pour les deux souches : Staphylococcus aureus et Bacilus subtilus 1’extrait a donné un

pouvoir antimicrobien supérieur a ce lui de I’infusé.

D’autre part, la souche Escherichia coli s’est révélée sensible vis-a-vis de 1’extrait avec un
diamétre de 13mm et résistante a 1’infusé avec 9mm de diamétre d’inhibition. Cependant,
la souche Staphylococcus épidermidis a été extrémement sensible a I’infusé en marquant
une zone d’inhibition de 25 mm. Mais, elle a été sensible a ’extrait avec une zone
d’inhibition de 14mm. Par conséquent, nous pouvons constater que, pour cette souche,
I’infusé des rameaux feuillés du cyprés vert a donné un pouvoir antimicrobien supérieur a

celui de 1’extrait.

En ce qui concerne les souches fongiques, les résultats ont montré que, Candida albicans
et Beauveria bassiana ont été résistante vis-a-vis 1’infusé avec le méme diamétre
d’inhibition de 9mm. De ce fait, il est évident que, 1’infusé des rameaux feuillés du cypreés
vert, n’a aucun effet antifongique sur les deux levures : Candida albicans et Beauveria

bassiana.
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En revanche, pour I’extrait phénolique (Img/ Iml d’éthanol), Candida albicans s’est
révélée sensible avec une zone d’inhibition de 14,33 mm. Tandis que, Beauveria bassiana
s’est montrée extrémement sensible vis & vis du méme extrait avec une zone d’inhibition
de 21mm. En somme, nous pouvons dire que, 1’extrait posséde un pouvoir antifongique

nettement supérieur a celui de I’infusé.

Cette observation, peut étre expliquée, par le fait que, les composés phénoliques des
extraits des végetaux, agiraient sur les hyphes des mycéliums provoquant la sortie du
contenu cytoplasmique, la perte de la rigidité et 1’arrét de croissance mycélienne (Tripathi
et Scharma, 2006).

Ces résultats, corroborent avec les travaux antérieurs de Glisic et al., (2007), qui ont
démontré la forte activité antifongique de 1’huile essentielle de Juniperus communis de la

famille des Cupressaceae.

Plusieurs observations de Allemand et al., (2005), ont montré que, les rameaux feuillés du

Cupressus semprvirens L. possedent une propriété antiseptique par leurs tannins.

De plus, Mori et al., (1987), ont mentionné que, les flavonoides, possédent une activité

antimicrobienne.

Cependant, Chabot et al., (1992), ont rapporté que, les composés les moins polaires,
comme les flavonoides, manquant le groupement hydroxyle « OH » sur leur cycle B sont

plus actif vis-a-vis les microorganismes que , ceux portant le groupement «OH>x.
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111.4.2 Résultats de I’activité anti-inflammatoire
Le pourcentage d’cedéme et de réduction d’cedéme des lots expérimentés est illustré dans
la (Figure 17).

60 (o)A
50
40
30 - % d'oedéme
20 - B % de réduction
d'oedéme
10 -
0 - Produit a tester
T R E

Figure 17 : Pourcentage d’cedéme et de réduction d’cedéme pour les lots T, R et E
(Original, 2014).

T : Témoin « eau distillée » R : Référence « diclofénac » E . L’infusé a 10% des rameaux

feuillés du cypres vert

Dans les 4 heures, qui ont suivi le traitement et d’aprés les résultats illustrés dans la
(Figurel?7). Nous avons constaté que, le produit 0,5 ml d’eau distillée pour le témoin
a induit un taux de réduction d’cedéme avec 31,90% .Ce taux, est nettement inférieur a
celui obtenu par le traitement a base de diclofénac, qui a été égale a 50,89 % et a celui
obtenu apres le traitement par I’infusé a 10% des rameaux feuillés du cypres vert, qui a
été de 56.20% .

En effet, le pourcentage de réduction d’cedéme pour I’infusé a 10% des rameaux feuillés
de Cupressus sempervirens L. est supérieur a celui de la référence. Ce qui, prouve que, la

plante étudiée inhibe mieux I’inflammation que, la référence.
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Cette observation, justifie les utilisations traditionnelles de Cupressus sempervirens L.
citées par Hensel (2008), dans le traitement de rhume, de bronchite et des inflammations

veineuses : telles que, les varices et les hémorroides,

Selon Maryuama et al., (2005), I’injection par voie intra-péritonéale de 0,5 ml de 1’infusé

de la plante étudiée a provoqué une réduction d’cedéme des pattes postérieures des souris.

En effet, il est possible que, I’inhibition de I’inflammation par I’infusé de cyprés vert, soit
attribuée aux différents polyphénols et surtout les acides phénoliques (mise en évidence
dans notre étude par les tests phytochimiques) qui, selon Iserin (2007), sont fortement

anti- inflammatoires.

Le screening phytochimique effectué dans notre étude, a révélé la présence des saponines,
les coumarines et les tannins qui, selon Sanez et al., (1997) ; Berge et al., (2005) et

Stefanova et al., (2007 ) sont dotés d’activité anti-inflammatoire et anti- cedémateuse.

Ce méme screening, a montré aussi la présence de flavonoides qui, sont selon Di Carlo et

al., (1999) ; Hennebelle (2006), capables d’exercer des propriétés anti- inflammatoires

Dans cette méme optique, Lahlah (2008), a signalé que, la quercetine calme la douleur
musculaire en accélérant la répartition des tissus au niveau moléculaire ; de maniere
spécifique, ils inhibent I’enzyme NOS responsable de la synthése de 1’oxyde nitrique, qui

est un déclencheur chimique de I’inflammation.

De plus, les études de Landolf et al., (1984) ont montré que, certains flavonoides sont
capables de modifier le métabolisme de I’acide arachidonique, ce qui conduit a la

formation des prostaglandines et des leucotriénes médiateurs de I’inflammation.
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I11.5. Résultats du test limite de toxicité

Les résultats du test limite sont illustrés dans le tableau XI1
Tableau XI1 : Résultats du test limite de toxicité sur I’infusé¢ a 10% des rameaux
feuillés du cypres vert

Nombre d’animaux dans Nombre des animaux
le lot morts (14 j)

Produit administré

0,5 ml de I’'infusé des 6 0
rameaux feuillés du cypres

vert

Au cours de notre étude, sur la toxicité de I’infusé a 10% des rameaux feuillés de cypres
vert et selon les conditions expérimentales, dont les quelles nous avons effectué ce test,
aucune mortalité n’est enregistrée pour la dose de 2g/kg de I’infusé de la plante étudiée et
aucun signe de toxicité (tremblement, salivation et diarrhée) n’a été enregistré chez tous

les animaux expérimentés, pendant les 14 jours de I’expérimentation

L’absence de mortalité, a une dose de 2g/kg, nous a permis de confirmer que, que I’infusé
de la plante étudiée, n’est pas doté d’une toxicité a cette dose avec une DL50 supérieure a
20/Kg.

Le screening phytochimique, effectué sur I'infusé a 10% des rameaux feuillés du
Cupressus sempervirens L. a révélé que, ce dernier est dépourvu d’alcaloides qui, Selon

Lemoine (2004), sont les substances, les plus toxiques chez les plantes.

D’aprés les études menées par Auburn et Magnan (2008), 1’absence de mortalité est
peut étre due a ’absence des alcaloides, qui agissent sur le systéme nerveux, les reins, le

cceur et le systeme digestif.
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Le présent travail, a porté sur I’étude de I’extrait méthanolique et I’infusé a 10%

des rameaux feuillés de Cupressus sempervirens L. Ainsi, hous avons contribué, a la
valorisation de cette plante, en établissant une relation entre sa composition chimique et

ses activités biologiques.

Le taux d’humidité, de la poudre végétale des rameaux feuillés du cyprés vert

déterminé par le procédé de séchage a I’étuve, est conforme aux normes d’I1SO (1996),
avec 8.04%.

Le screening phytochimique, a permis de révéler la présence des flavonoides, des

tannins catéchiques, des tannins galliques, des saponosides, des leuco-anthocyanes, des
glycosides, des coumarines et des mucilages et 1’absence des anthocyanes et des

alcaloides dans les rameaux feuillés du cyprés vert.

L ’extraction méthanolique, de la poudre végétale des rameaux feuillés de

Cupressus sempervirens L. nous a permis d’avoir un bon rendement de 44%.

Le dosage spectrophotométrique, nous a permis de quantifier les teneurs en

polyphénols totaux, qui sont de 471, 05 pg/mg éq acide gallique et 442,00 ug/mg éq
acide gallique respectivement pour I’extrait méthanolique et 1’infusé. Ce dosage, nous a

permis aussi de quantifier la teneur en flavonoides, qui est de 6,69 mg/ g éq Rutine.

L>évaluation du pouvoir antimicrobien, a montré que toutes les souches bactériennes

testées, se sont révélées sensibles vis-a-vis les deux échantillons 1’extrait phénolique
(Img résidu sec/Iml d’éthanol) et I’infusé a 10% des rameaux feuillés de Cupressus
sempervirens L. sauf Escherichia coli qui s’est montrée résistante a 1’infusé. Tandis

que, les souches fongiques étudiees, se sont révelees sensibles qu’a I’extrait.

L*étude de I’activité anti-inflammatoire, a révélé que, I’infusé & 10% des rameaux

feuillés de Cupressus sempervirens L. posséde une activité anti-inflammatoire avec un

taux de réduction d’cedéme de 56.20%.
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La réalisation du test limite, exécuté avec une dose de 2g/kg nous a permis d’assurer

que, I’infusé a 10% des rameaux feuillés de Cupressus sempervirens L. ne cause aucun
signe de toxicité avec une DL50>2g/kg.
Les résultats, aux quels nous avons abouti, sont trés encourageants et promoteurs. 1ls

auraient été meilleurs, si tous les moyens nécessaires étaient disponibles.

Comme dans tout travail de recherche, ces résultats sont préliminaires ; il serait donc

intéressant, de poursuivre des investigations sur les rameaux feuillés et les cones du
cypres vert en se focalisant sur les différentes extraits alcooliques et I’huiles essentielle,
en réalisant des analyses par diverses techniques chromatographiques quantitatives et
qualitatives et en augmentant, 1’effectif des souches bactériennes et fongiques, pour
mieux évaluer ’activité antimicrobienne. Il serait souhaitable, de faire des études de

I’activité anti-oxydante, antitussive et anti-spasmodique.
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ANNEXES

ANNEXE 1

Matériel non biologique

Appareillages

Verreries et autres

Réactifs et solutions

- Balance analytique

- Support

- Balance de précision
- Hotte

- Bain marie

- Bec bunzen

- Etuve d’incubation
-Plaque chauffante
-Spectrophotomeétre
UV- visible
-Rotavapor de type
(BUCHI rotavapor R-
200)

- Entonnoir

- Béchers

- Ampoule a décantation de 500 ml
- Pipettes

- Poire

- Flacon ombré

- Fioles jaugées

- Eprouvette

- Tubes a essai stériles
- Pipettes graduées

- Boites de Pétri

- Disques absorbants

- Pince de laboratoire
-Seringue

- Moulin

- Sonde de gavage

- Eau distillée

- Ethanol

-Méthanol

-Carrageenine

-Eau de javel

-Eau physiologique
-Réactif de Drangendroff
-Propanol

-Acétat de plomb

- Ammoniaque 1/2

-FeCls, I, H,SO4, AICI3,

NaCl & 9% et Na,CO5

-Folin ciocalteau

-Méthanol aqueux 70%

-Hcl concentré

-Hcla2 N

-chloroforme

-Acétat de sodium

-KOH a10%

-Coupeau de magnésium

-Alcool isoamylique

-Acide sulfirique

-Ether de pétrol

-Acide acétique

-Vortex
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ANNEXE?2

Figurel8 : Balance analytique Figure 19 : Plaque chauffante
(Original, 2014) (Original, 2014)

Préparation du milieu de culture utilisé : Sabouraud

« Composition
e Peptone : 10g.
e Dextrose : 40g.
e Geélose : 15g.
e pHfinal: 65%0,2.

®,

% Préparation

Mettre 65 g de poudre en suspension dans un litre d'eau distillée et mélanger bien, puis
chauffer sous agitation fréquente et laisser bouillir pendant une minute jusqu'a dissolution
compléte. Procéder ensuite, a la stérilisation en utilisant 1’autoclave a 121°C pendant 15 a

20 min.

Préparation du réactif de Drangendroff : (iodobismuthate de potassium) dissolvez 8 g
d’iodure de potassium R dans 20 ml d’eau, et ajouter cette solution a 0.85g d’oxynitrate de

bismth R dissous dans 40 ml d’eau et 10 ml d’acide acétique glacial R.

Méthanol aqueux a 70% : 52ml de méthanol pur+ 48 ml d’eau distillée.
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Figure 20 : Tests du screening phytochimique (Original, 2014).
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ANNEXE 4
Tableau X111 : Poids des pattes gauches et droites des souris expérimentées
S Lot T Lot E
Ppg Ppq Ppg Ppq
S 0,140 0,104 0,1364 0,1211
Sz 0,120 0,171 0,1284 0,1312
Ss 0,158 0,108 0,1499 0,1199
S4 0,165 0,126 0,1268 0,1286
Ss 0,150 0,109 0,1599 0,1423
Se 0,138 0,108 0,1601 0,1126
Moyenne | 0,145 0,110 0,1435 0,1259

Ppg : poids des pattes gauches en (Q).

Ppq: Poids des pattes droites en (g).

Tableau X1V : Résultats de 1’activité anti-inflammatoire

Lots MG MD % d’cedéme % de réduction d’cedéme
Lot T 0,145 0,110 31,90 -

LotR 0,16 0,138 15,94 50,89

Lot E 0,1259 0,1435 13.97 56.20
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