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Résumé

Ce travail est une méta-analyse, qui a pour objectif la caractérisation et la diversité des

polyphénols du cypres vert (Cupressus sempervirens L) dans deux biotopes différents.

Dans cette étude, nous avons donné un apercu sur Cupressus sempervirens L a savoir la
description botanique, la taxonomie et les caractéristiques ecologiques. Ensuite nous avons

abordé, les composés phénoliques, leur classification et leur intérét.

L’étude de la diversité des polyphénols dans trois régions différentes (EI Mokrani bouira
Algeérie, Geurroumma et Djebahia Bouira Algerie, Tabarka Nord-Ouest de la Tunisie), des
travaux sélectionnés, des parameétres etudiés (Screening phytochimique, extraction par
macération, dosage des polyphénols et analyse qualitative par chromatographie sur couche
mince CCM), montre une variation du contenu polyphénolique entre les trois biotopes

étudiées. Ceci est peut étre lié aux facteurs génétiques, climatiques ou environnementaux.

Les mots clés : Cupressus sempervirens ; polyphénols ; diversité ; biotopes ; méta-analyse.
Abstract

This work is a bibliiographic research, which aims to identify the green cypress (Cupressus

sempervirens L) and the biodiversity of polyphenols in deferent biotopes.

In this study, we gave an overnew on the Cupressus sempervirens there know the botanical
description, taxonomy and vernacular name and the diversity of the chemical composition of
the green cypress, then we talked about the phenolic compounds, its classification and its

interest.

The study of the diversity of polyphenols in three deferent regions (EI Mokrani Bouira
Algeria, Geurroumma and Diebahia Bouira Algeria, Tabarka North-West of Tunisia), we
selected the rare works, which studied parameters (Phytochemical screening, extraction by
maceration, quantitative analysis, qualitative analysis by TLC thin layer chromatography).
The results of this study, given a variation of the polyphenolic content between the three

biotopes studied, can be linked to genetic,climatic or environmental factors.

Keywords : Cupressus sempervirens ; polyphenols ; dversity ; biotopes ; meta-analysis.
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Introduction

Le terme biodiversité, contraction de diversité biologique, a dailleurs été introduit au
milieu des années 1980 par des naturalistes qui s'inquiétaient de la destruction rapide de
milieux naturels, tels que les foréts tropicales. Ils réclamaient alors que la société prenne des
mesures pour protéger ce patrimoine. D'ou la montée en puissance des questions relatives a la
gestion et a la conservation de la biodiversité. Simultanément, on réalisait que la diversité
biologique était aussi une ressource économique pour les industries agroalimentaires et

pharmaceutiques.

L’objectif de cette méta-analyse, est de voir si le changement du biotope influence sur la
caractérisation et la diversité des polyphénols du cypres vert (Cupressus sempervirens L.).
Dans ce contexte une question peut se poser. Quelles sont les facteurs, qui influencent la
diversité de la composition chimique des polyphénols dans différents biotopes pour une méme

espece ?

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).

Les polyphénols ou les composés phénoliques, constituent une des grandes familles de
molécules organiques largement répandues dans le regne végétal, avec plus de 8000 structures
phenoliques connues. Le terme polyphénol a été introduit en 1980 en remplacant le terme
ancien de tanin végétal. Ce sont des métabolites secondaires des végétaux, présents dans toute
la partie de la plante, caractérisés comme 1’indique le nom par la présence de plusieurs

groupements phénoliques associés aux structures plus ou moins complexes (Peronny, 2005).

La composition des différents organes, du cyprés 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 dérivés flavaniques (Rombi
et Robert, 2007).

Nous avons subdivisé cette méta-analyse en trois parties :



La premiére partie, est consacrée a une synthese bibliographique englobant des
généralités sur le cypres vert ainsi que, sur les composés phénoliques.

La deuxiéme partie a donné un apercu sur le matériel et les méthodes utilisés dans les
différentes étapes de cette méta-analyse, notamment, le screening phytochimique,
extraction par macération, analyse quantitative et analyse qualitative par
chromatographie sur couche mince (CCM).

La troisieme partie a résumé les résultats et discussion des différents paramétres

étudiés. Enfin nous avons terminé par une conclusion générale.



Chapitre |
Recherche bibliographigue



1-Cypres vert

1-1-Généralités sur le cypres vert

Le nom Cupressus est d’origine latine. Il désigne le genre de cette plante. Certains pensent

aussi qu’il viendrait de cypres qui indique son origine chypriote et 1’espéce sempervirens

signifie : toujours, vert «semper» traduit toujours et «virens» 1’adjectif vert (Riom, 2010).

Cupressus sempervirens L., connu sous le nom de cyprés méditerranéen ou commun, est un
arbre de coniféres de taille moyenne et a feuilles persistantes caractérisé par une forme de
couronne trés variable, de la colonne a la propagation, du feuillage vert foncé et des petits
cones brun ovoides. Ses habitats naturels sont les montagnes semi-arides autour du bassin de

la Méditerranée orientale et du Moyen-Orient (Caudullo, 2016).

1-1-1-Origine et historique

Au début du cette siécle, des peuplements spontanés de Cypres ont été découverts. Il y a eu le
Cupressus dupreziana au Tassili et le Cupressus atlantica. Ces deux espéces ont été, a un
moment confondu avec le Cupressus sempervirens, ce n’est qu’apres des études botaniques
approfondies qu’il y a eu différentiation des trois especes.
STEWART (1969), pense qu’a l’origine il y a eu une seule espéce de Cupressus qui
recouvrait toute la zone méditerranéenne. La différentiation entre le Cyprés vert, le Cypreés du
Tassili et le Cypres de 1’ Atlas s’est fait au cours du temps et serait due a I’influence du milieu.

(Nichane, 2015).

On ne connait pas exactement I’aire naturelle de Cypres qui a été depuis trés longtemps,
planté sur tous le pourtour du bassin méditerranéen. Il est vraisemblablement spontané dans
les montagnes du nord de I’Iran et sans doute aussi en Asie mineure. Pour certains auteurs, il
serait originaire de I’'ille de Chypre et de la, il serait propagé en Grece, Turquie.
En France, le Cyprés a été planté et se trouve dans toutes les régions cotiéres allant des Alpes

auxPyrénées.

En Grece, le Cypres pousse du niveau de la mer jusqu’a la limite de la végétation (1750 m
au-dessus du niveau de la mer en Crete) et constitue des foréts naturelles en Crete, & Samos,
Rhodes, Kos, Simi et Millos.



En Espagne, le Cupressus sempervirens, a été introduit seulement récemment et les espéces

les plus anciennes ont environ 150 ans.

En Italie, nous ne trouvons pas de foréts naturelles de Cyprés. Des Cypriéres de petite dimension se
trouvent sur les collines de la cbte de la mer Tyrrhénienne, de la Ligurie & la Calabre et en Sicile ;
celles plus vastes et productives, sont localisées en Italie centrale, surtout en Toscane prés de Florence,

de Sienne et de Pise.

Dans le Nord de [I'ltalie, le Cyprés se trouve principalement sur les rives des lacs.
Au Portugal, le Cupressus sempervirens n’est pas trés diffusé. Il serait trés anciennement naturalisé
partout ailleurs. Quoi qu’il en soit, en Afrique du Nord et tout particuliérement en Algérie, il se
comporte actuellement comme une essence autochtone, tres bien adaptée a nos climats secs. Il en
existe deux formes, souvent présentes dans le méme lot de plants : la forme fastigiata a cime
étroitement conique et la forme horizontalis a branches étalées
(Nichane, 2015).

1-1-2-Descreption botanique

Le cyprés vert, un est arbre de la famille des coniferes, a grande longévité, monoique et
thermophile, au tronc rectiligne a I’écorce d’un gris brunatre fibreuse et striée verticalement.
Les rameaux écailleux sont bruns. Le Port est élancé, conique, en étroite colonne compact et
dense. Le Feuillage est persistant, aromatique, vert foncé. glanduleuses (glandes résiniferes).
Les fleurs sont coniques a I’extrémité des rameaux. Les chatons males sont jaune a brun claire
chargés de pollen (en février — mars), les cones femelles sont globuleux verts réunis en

bouquet a I’extrémité des jeunes pousses (Figure 01 -03)

La floraison débute au printemps, la production importante de pollen est la cause, tous les
ans, de nombreuses allergies. Certaines variétés produisent beaucoup de fruits, ce qui peut
nuire a I’esthétique de 1’arbre, notamment chez les formes colonnaires, en provoquant une
arqure des branches. Certaines variétés ont été sélectionnées pour leur capacité a former

moins de fruits. La pollinisation est anémogame (pollen transporté par le vent).

Les graines sont petites, mesurant de 4 a 7 mm de long. Elles portent deux ailes, de

part et d’autre de la graine.



La multiplication se fait par semis au printemps aprés avoir pris soin de conserver les graines

au froid durant 3 mois (pour respecter la dormance), bouturage en fin d’été. (Nichane, 2015).

Figure 01 : Aiguilles, cones et tronc du cypres vert (Cupressus sempervirens L) (Nichane,

2015).



Figure 03 : Cupressus sempervirens L (Caudullo, 2016).



1-1-3-Classification botanique
Selon Esmail, (2016), la classification du cypres est la suivante :

Régne : Plantae

Sous- Regne : Viridiplantae
Embranchement : Tracheophyta
Sous-embranchement : Spermatophytina
Classe : Pinopsida

Sous-classe :Pinidae

Ordre :Pinales

Famille :Cupressaceae

Genre : Cupressus

Espéce : Cupressus sempervirens
1.1.4- Caractéres écologiques

Le Cypres est une plante de climat doux. Il a besoin de chaleur. Il doit étre protégé des
vents froids. Il peut résister a des températures négatives allant jusqu’a -20°C. . Comme
beaucoup de plantes méditerranéennes, c’est le froid humide en hiver qui peut étre
préjudiciable & sa longévité. Le Cypres est une essence xérophile, car c’est un arbre robuste
susceptible de s’adapter a des conditions physiques trés séveres. Mais il peut étre plastique,
c'est-a-dire qui peut se développer dans des climats humides. En effet, le Cyprés est un arbre

qui n’a pas d’exigence pluviométrique et peut se contenter de 250 a 350 mm / an.

Le Cypres vert se rencontre spontanément dans toutes les zones basses du pourtour
méditerranéen a moins de 500 m d’altitude. On les trouve souvent en limites de zones
agricoles ou en alignement dans les parcs ou les propriétés ou leur forme particuliere en
fuseau marque les paysages. il est indifférent a la nature chimique du substrat. Il préfére les
sols profonds, drainés, Si
non ras méme sec et calcaire. Il supporte mal les terres argileuses ou trop gorgées d’eau.
Néanmoins, le Cyprés vert tolére les sols superficiels (moins de 50 c¢cm, voire 30cm) et
caillouteux. Un sol trop humide peut entrainer le développement des champignons parasite

C’est une excellente essence vis-a-Vis la résistance au vent et a la sécheresse (Nichane, 2015).



1-1-5-Répartition géographique

Cupressus sempervirens L était indigéne au bassin méditerranéen (Figure 04). Cependant, la
plante a été distribuée au Nord d’Afrique : Algérie, la Tunisie et Maroc. (Al-Snafi, 2016). |,
en Asie (Iran, Palestine, Jordanie, Liban, Syrie, Irak, Turquie), au sud d’Europe (la Gréce et

I'ltalie) et en Amérique nordique (Molino, 2005).

Les Cupressus sont, fréquemment cultives en Algérie (Bouyahyaoui, 2017).
Ils sont trouvés par exemple dans toutes les zones de la Wilaya de Biskra (rideau Brise vent et

ornement) (Maaoui, 2014).

FCHELLE

ﬂ ‘ ('uprcnm sempervirens L

Figure 04 : Aire et répartition de Cupressus sempervirens L dans le monde (Nichane,
2015)
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1-1-6-Composition biochimique du cypres vert

Les branches du cypres contiennent des biflavonoides, des huiles essentielles (0.3-
0.8%). Elles sont riches en monoterpenes. Les cones contiennent 0.5% d'huiles essentielles.
Elles sont riches en apinene, acides diterpéniques des tanins et dérivés oligomeéres

proanthocyanidolique (Molino, 2005).

Dans des études précédentes, les constituants principaux ont été identifiés dans des especes
de Cupressus comme a-pinéne et A-3-carene. Les feuilles et les fruits de cette plante sont tout
a fait riches en tannins et en flavonoides. Mais elles sont exempts d’alcaloides et pauvre en
saponines (Tumen et al, 2012). Les phénols sont donc présents dans la composition

biochimique de Cupressus sempervirens (Figure 05) (Al-Snafi, 2016).
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Figure 05 : Structure chimique de quelques polyphénols, flavones, flavonoides et glycosides

de flavones (1) biflavones (2) isolés de Cupressus sempervirens (Khan et al., 2017).
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1-1-7-Importance du cypres vert

Cupressus sempervirens, est une plante médicinale traditionnelle, ses feuilles seches sont
employés dans le traitement de douleur d'estomac, diabéte, inflammation, mal de dents,
laryngites et comme contraceptif. Elle a été aussi employée pour la grippe, les toux et la
bronchite. L'extrait du cypres a été incorporé dans les préparations (des onguents et des
suppositoires) et employé pour traiter les hémorroides, les veines variqueuses et les désordres

veineux de circulation (Selim et al. 2014).

L'huile essentielle a été employée comme antiseptique et antispasmodique pour les toux
tétues (AlSnafi, 2016). C. sempervirens a été traditionnellement employé pour le traitement

de I’angine et les rhumatismes (Zhang et al, 2012).

Dans la médecine traditionnelle turque, les fruits de cette plante sont employés pour traiter
le rhume et les toux (Tumen et al, 2012). Le cypres a été également décrit comme
désodorisant, et diurétique, pour favoriser la circulation veineuse au secteur de reins et de la
vessie, et pour améliorer la tonalité de cette derniere et en tant que coadjuvant dans la thérapie

de l'incontinence urinaire et de 1’énurésie (Tumen et al, 2012).

Les parties de la plante qui sont donc utilisées, dans la médecine traditionnelle sont les
feuilles et les cones (Al-Snafi, 2016). Ainsi, Cupressus sempervirens possede plusieurs
activités biologiques qui sont précises encore plus dans la (Figure 06). Toxicité : trés

allergisant (Maaoui, 2014).
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Figure 06 : Divers activités biologiques de Cupressus sempervirens (Khan et al, 2017).
1-2-Composés phénoliques

L’expression de « composés phénoliques » est utilisée pour toutes substances chimiques
possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles. Les polyphénols sont des métabolites secondaires. Ils participent a la défense des
plantes contre les agressions environnementales. C’est pourquoi 80% des composés
phénoliques sont essentiellement localisés dans les tissus épidermiques des plantes. Ce sont
des phyto-constituants, généralement des pigments, responsables des teintes automnales des
feuilles et des couleurs des fleurs et fruits (jaune, orange, rouge...etc). Ils sont associés a de
nombreux processus physiologiques : croissance cellulaire, différenciation, organogenése,
dormance des bourgeons, floraison, tubérisation. Ces composés jouent aussi un réle important
dans la qualité alimentaire des fruits et déterminent ainsi leur saveur. Les polyphénols se
répartissent dans toutes les parties de la plante : racines, tiges, fleurs et feuilles (Lugasi et al.,
2003).
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1-2-1-Classification des composés phénoliques

Une classification de ces substances, a été proposée par Harborne (1980), en se basant
d’une part, sur le nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure du squelette de
base. Trois principales classes de polyphénols sont largement répandues : les acides
phénoliques (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques), les flavonoides et les
tanins (Figure 0 7) (Harborne, 1989).

HO

tmnnnn

HO COOH
Acide Gallique

(Les acides phénoliques) OH 0

Apigénine

o (Les Flavonoides)

(Les tanins)

Figure 07 : Trois principales classes de polyphénols (Harborne, 1989).

1.2.1.1- Acides phénoliques

Ce sont des composeés phénoliques possedant une fonction acide en plus de la fonction
phénol. Ils sont représentés par deux sous classes, les dérives de I’acide hydroxy-benzoique et

I’acide hydroxy-cinnamique (Bruneton, 2008).

1.2.1.1.1- Les acides hydroxybenzoiques

Ces acides sont tres connus aussi bien sous forme libre que sous forme combinée a 1’état
d’esters ou hétérosides (Skerget et al. 2005 ; Bruneton, 2008). Les acides benzoiques
incluent I’acide gallique, I’acide protocatéchique, vallique et 1’acide Ssyringique, qui ont en
commun le cycle C6-C1 (Balasundram et al. 2005). Cette catégorie est abondante dans les
végétaux et les aliments notamment les épices, les fraises et les oignons (Manach et al.
2005).
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2.1.1.2- Acides hydroxycinnamiques

Ces composés ont une distribution tres large, rarement libre, ils sont souvent estérifiés et
peuvent également étre acidifiés ou combinés avec des sucres ou des polyols. Ils sont étudies
principalement dans le café (particulierement riche en dérivés cinnamiques). Ce sont des
composés  aromatiques avec  trois  carbones latéraux dans la  chaine
C6-C3 dont I’acide caféique, I’acide férulique, I’acide coumarique et 1’acide sinapique sont

les plus connus (Figure 08) (Skerget et al., 2005).

Acides hydroxycinnamigques Acides hydroxybenzoiques
0
oH {5
E; R;
R;
By

Figure 08 : Structure de base des acides hydroxybenzoiques et acides hydroxycinnamiques
(Zeghad, 2009).

1.2.1.2- Flavonoides

Ce sont des pigments hydrosolubles responsables de la couleur des végétaux (Ojeil et al.
2010). lls sont présents dans presque tous les organes de la plante (racines, fleurs, tiges...)
et jouent un role important dans le systeme de défense comme antioxydants (Harkati, 2011 ;
Isory, 2007).

Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la nature
des substituants (groupements hydroxyles libres, méthylés ou glycosylés) sur les deux cycles
aromatiques A et B et le cycle central C (Figure 09) (Ghedira, 2005 ; Mouffok, 2011).
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Figure 09 : Structure de base des flavonoides (Mouffok, 2011 ; Barreca et al., 2011)

1.2.1.3- Tannins

Le terme tannin dérive de la capacité de tannage de la peau animale en la transformant en
cuir par le dit composé. Les tannins sont un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire.
Les tannins sont des molécules fortement hydroxylés et peuvent former des complexes
insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives,
réduisant ainsi la digestibilité des aliments. Ils peuvent étre liés a la cellulose et aux nombreux
éléments minéraux. On distingue les tanins hydrolysables et condensés. (Figure 10) (Alkurd
et al., 2008).
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Figure 10 : Structures chimiques (a) d’un tanin condensé et (b) d’un tanin hydrolysables
(Favier, 2003)

1.2.1.3.1- Tannins hydrolysables

Ce sont des esters du D-glucose et de I’acide gallique ou ses dérives en particulier 1’acide
éllagique (Figure 11). Ces substances sont facilement hydrolysables par voie chimique ou

enzymatique (tannase) (Cowan, 1999 ; O’connell et fox, 2001).

\;\ 181
011}1 - <_§ 2_5(‘::!!
) COOH
(I(|"‘I<):I>7 = —(

Figure 11 : Structures de I’acide gallique (1) et ellagique (2) (Packer, 2001).

1.2.1.3.2- Les tannins condensés

Les tannins condensés ou les pronthocyanidines sont des polymeres constitués d’unités
flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4, C8 et C6 (O’connell et Fox, 2001). lls
déférent fondamentalement des tannins galliques et ellagiques, ils ne possedent pas de sucre

dans leurs molécules et sont non hydrolysable (Paris et Hurabiellem, 1981).
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1.2.2- Biosynthése des composes phénoliques

Les composés phénoliques sont issus de 2 grandes voies métaboliques, la voie de 1’acide

shikimique et la voie de 1’acide acétique.
1.2.2.1-Voie shikimate

L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est trés rapprochée,
presque tous dérivent de 1’acide shikimique, cette voie shikimate conduit a la formation des
oses aux acides aminés aromatique (Figure 12), « phénylalanine et la tyrosine », puis par
désamination de ces derniers en acides cinnamique et a ses dérivés (acide benzoique, lignines,

coumarines...) (Bruneton, 1993).
1.2.2.2- Voie acétate

La voie poly acetate est moins courante que la voie shikimate, elle consiste a la
condensation de 3 unités d’Acétyle-CoA et plusieurs d’autres composés pour aboutir a la fin a

la formation des composés phénoliques (Coulin et Crouzet, 2011).

(llOOH COOH
L
~ TNH,
T [ N
Phénylalanine Acide cinnamique
COOH e I COOH COOH COOH COOH

“NH, = = = 2
R /Jﬁ,\\\ ,/I\\\,\ N (/g\
0 — 0 — Qi Qg

Z \f \(\OH Z > oMe MeO/Y\OMe
OH

OH OH OH OH
Tyrosine Acide p-coumarique Acide caféique Acide férulique Acide sinapique

Figure 12 : Biosynthese des composés phénoliques les plus largement distribués par la voie
acétate.

PAL : phénylalanine ammonialyase ; C4H : cinnamate 4-hydroxylase (Crozier et al. 2006).
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1.2.3-Interet des composés phénoliques

Chez les végétaux, les composés phénoliques, peuvent intervenir dans certains aspects de la
physiologie de la plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires
avec certains microorganismes symbiotiques ou parasites...). Dans les interactions des plantes
avec leur environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les hampignons,
la résistance aux UV) ; soit directement dans la nature soit lors de la conservation apres

récolte de certains végétaux. (Fleuriet et al, 2005).

Le role des composés phénoliques chez les humains, est largement montré dans la
protection contre certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses
enzymes et de leurs propriétés antioxydantes. Spécifiquement, on attribue aux flavonoides des
propriétés variées : veinotonique, antitumorale, anti-radicalaire, anti-inflammatoire,
analgésique, antiallergique, antispasmodique, antibactérienne, hépatoprotectrice, estrogénique

et/ ou antiestrogénique.

IIs sont également connus pour moduler 1’activité de plusieurs enzymes ou de récepteurs
cellulaires. Les flavonoides favorisent la relaxation vasculaire et empéchent l'agglutinement
des plaquettes sanguines. Par conséquent, ils réduisent la coagulation du sang et le rendent
plus fluide ; Limitent l'oxydation des lipides sanguins et contribuent & la lutte contre les
plagues dathérome. Et ils sont aussi anxiolytiques et protegent nos artéres contre

I'athérosclérose et réduit la thrombose (caillots dans les artéres) (Fleuriet et al, 2005).

1-2-4 Propriétés des polyphénols

1-2-4-1 Propriétés Biologiques des polyphénols

Les propriétés biologiques des polyphénols (Tableaul) proviennent essentiellement de leur
activité réductrice et de leur affinité pour une grande variété de protéines. De nos jours, les
polyphénols sont largement étudiés dans le domaine médical ou on leur a découvert des
activités anti-tumorales, anti-inflammatoires antiallergiques et anti-cancer. lls sont également

actifs sur I’obésité et le diabete (Dangles, 2006).

20



Tableau 1 : les activités biologiques des composés phénoliques (Bahorun, 1997).

Polyphénols Activités
Acides phénols Antibactériennes
(cinnamiques et benzoiques) Antifongiques
Antioxydants
Coumarines Protectrices vasculaires antioedémateuses
Flavonoides Anti tumorales

Anti carcinogenes
Anti inflammatoires
Hypotenseurs et diurétiques
Anti oxydantes

Anthocyanes Protectrices capillaroveineux

Pronthocyanidines Effets stabilisants sur le collagene
Anti oxydantes
Anti tumorales
Anti-inflammatoires

Tannins galliques et catéchiques Anti oxydantes

1-2-4-2 Propriétés pro-oxydantes des polyphénols

Certains polyphénols particulierement réducteurs peuvent manifester une activité
prooxydante en entrant dans des cycles redox qui générent des Radicaux Réactifs d’oxygeéne
(ROR). Par exemple, I’acide gallique est capable de réduire Fe3+ en Fe2+, ou Cu2+ en Cu+,

et ainsi d’enclencher la réaction de Fenton avec formation du radical hydroxyle. Le peroxyde

d’hydrogene nécessaire a la réaction est produit par autoxydation des ions de basse valence.
Par leurs effets pro-oxydants, certains flavonoides peuvent promouvoir la dégradation
oxydante de I’ADN. La signification biologique de ces effets pro-oxydants est dépendante de

la présence d’ions du fer libres, c’est-a-dire non liés aux protéines (Dangles, 2006).
1-2-4-3 Propriétés chimiques des polyphénols

Les propriétés chimiques des polyphénols sont essentiellement liées a celles des noyaux

pheénoliques. Ceux sont genéralement des noyaux riches en électrons, a cause des effets
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donneurs des groupements hydroxyle. Les propriétés chimique qui en découlent sont diverses
et variés : réaction de Pechman (formation d’une coumarine), réaction de Mannich (formation
d’amine), ...etc. La réaction d’oxydation des polyphénols est I'une des réactions phares de la
chimie biologique (biochimie et chimie des aliments) ; elle peut se faire de maniére chimique

ou enzymatique. (Dangles, 2006).
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Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Notre travail, est basé sur une étude retrospective, portant sur des travaux antérieurs
réalisés sur le cypres vert. Mais malheureusement, nous n’avons pas trouvé des articles, qui
traitent la diversité des polyphénols chez Cupressus sempervirens. Les études antérieures se
sont focalisées surtout sur la caractérisation et la composition de I’huile essentielle de cet
arbre a vertus multiples. De ce fait nous avons sélectionné les rares travaux, qui ont étudie et

abordé les parameétres suivants :
-Screening phytochimique
-Extraction par macération

-Analyse quantitative : détermination des rendements en polyphénols et dosage des

polyphénols totaux
- Analyse qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM)

Le recours a la réalisation d’une synthése bibliographique de travaux antérieurs sur le
cypres ver a été imposé, par les circonstances particulieres, qu’a connues 1’année pédagogique
en cours, liées a la propagation de la pandémie du Covid 19, qui nous a empéchées de
concrétiser la démarche expérimentale que nous avions tracé, bien que nous ayons récolté les

échantillons dans deux biotopes et séché le matériel végétal nécessaire pour 1’étude.
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2.1- Matériel

2.1.1- Matériel végétal utilisé
A travers les travaux consultés, nous avons constaté que, la partie utilisée est les aiguilles.

Le (Tableau 1) regroupe les informations sur 1’échantillon récolté et le licu.

Tableau 2: Informations  sur  l’organe  étudié  dans  chaque  article

ainsi que le lieu de récolte

Espéce étudiée Partie utilisee Lieu de récolte Références
bibliographiques
Cupressus Aiguilles région d’El Mokrani | Sebbane et Khaldi, 2019

sempervirens (Bouira) Algerie

Aiguilles Geurroumma et Aliouat et Boudaoud,

Djebahia) (Bouira) | 2018
Algérie
Aiguilles Tabarka (Nord-Ouest | Aloui et al. 2020
de la Tunisie)

2.2-Méthodes

2.2.1-Screening phytochimique

Ce sont des techniques, qui permettent de déterminer les différents groupes chimiques
contenus dans un organe végetal. Elles se basent sur des réactions chimiques, qui permettent
d’identifier la présence des substances chimiques (Hamidi, 2013). Les méthodes de

caractérisation utilisées sont celles décrites par (Bruneton, 2009).

2.2.1.1- Préparation de ’infusé a 5%

Une masse de 5 g de poudre seche de Cupressus sempervirens
L a été pesé et mis dans 100 ml d’eau distillé bouillante pendant 30 minutes. Une étape de
filtration sur papier Wattman a été effectuée par la suite. Puis, le résidu restant a été lavé par

I’eau distillée chaude en ajustant le volume totale de I’infusé a 100 ml.
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2.2.1.2- Tests réalisés

-Pour la recherche des tanins, 5 ml de chaque infusé, quelques gouttes de solution de Feclza

5% ont été ajoutés. La réaction donne une coloration bleu noire en présence des tanins.

-Pour la recherche des tanins catéchiques, A 15 ml des infusés, 2 a 3 gouttes de solution de
Fecls & 5% ont été rajoutées. La réaction donne une coloration bleu noire en présence des

tanins catéchiques.

-Pour la recherche des tanins galliques, A 5 ml d’infusé, 2 g d’acétate de sodium et quelques
gouttes de FeCls a 5% ont été ajoutées. La réaction donne une coloration bleu foncée en
présence des tanins galliques.

2.2.2-Méthode d’extraction

L’extraction des polyphénols a partir des aiguilles du cyprés vert a été effectuée par la
méthode de macération en utilisant 200ml de mélanges suivants : Méthanol, Méthanol + eau
(30/70, VIV).

L’extraction par macération a été réalisée selon la méthode de Bellebcir, (2008). Elle
consiste a tremper une substance (matiere végétale) dans un solvant froid ou chaud, pour
extraire les molécules solides ou liquides présentes dans une substance naturelle par sa

dissolution dans ce solvant, & température ambiante sous agitation ou pas.
2.2.3-Analyse quantitative

2.2.3.1-Détermination de rendement en polyphénols

Le rendement d’extraction est défini comme étant le rapport entre le poids d’extraction
obtenue aprés I’extraction et le poids de la poudre utilisé. Il est calculé par la formule
suivante : R(%)= [(p1-po) /p]*100 Avec : P : poids initial de I’échantillon (g), Po : poids de

bécher vide (g) et P1: poids de bécher apres évaporation totale(g).

2.2.3.2-Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans I’extrait etudié a été réalisé par la méthode de Folin-

Ciocalteu selon la technigue décrite par Riberau-Gayon, (1968).
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Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique. La
méthode de Folin-Ciocalteu est basée sur 1’oxydation des cycles phénoliques, couplée a la
réduction de ’acide phosphomolybdique (Castellucci, 2010).

» Mode opératoire

Un échantillon 50 mg de I’extrait est dilué dans 10 ml de 1’éthanol. Apres 0.5 ml de I’extrait
a été ajouté a 5 ml d’eau distillée et 0.5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu ; puis ce mélange a
été incubé pendant 3 minutes. 0.5 ml de carbonate de sodium (Na2 Co3) a 10 % ont été
ensuite ajoutés a ce mélange puis incubé pendant 1 heure a I’abri de la lumiére. L’absorbance

a été lue a 765 nm.

Contre un témoin contenant : 5 ml de I’éthanol, 0,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu et 0,5

de carbonate de sodium.

La concentration des polyphénols totaux est exprimée en milligramme d’équivalent en

acide gallique par gramme de la matiere séche.

2.2.3.3-Analyse qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM)

Cette technique repose principalement sur des phénomeénes d'absorption et d'interaction. La
phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long d'une phase
stationnaire fixée sur une plague de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiere plastique

ou aluminium.

L’¢chantillon a analyser doit se trouver dans un solvant volatil. Apres que I'échantillon ait
été déposé, les substances migrent par capillarité. La vitesse dépend des forces
électrostatiques retenant le composant sur la phase stationnaire et de sa solubilité dans la
phase mobile. Les composes se déplacent alternativement de la phase stationnaire a la phase
mobile. Les substances de faible polarité (a la phase stationnaire) migrent plus rapidement que

les composants polaires (Andriamialiharisoa, 2011).

Le systéeme solvant choisi (Acide acétique avec chloroforme (9 / 1, v/v), a été utilisé
comme un éluant des phases stationnaires. Sa vapeur doit saturer I’atmosphére de la cuve,

ceci impose d’utiliser une cuve bien fermée.
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Le dépdt de I’échantillon (5 pl) a été fait a I’aide d’une micropipette ; vis-a-vis
d’un témoin (Acide ascorbique ; Acide gallique et Quercétine). La plaque a été placée en
position verticale ou legerement inclinées dans la Cuve.
Les différents constituants de I’échantillon déposé migrent avec des vitesses différentes. Dans
le cas idéal, on obtient autant de taches que les constituants sur le trajet de migration du
solvant. La visualisation des taches (spots) a été faite sous une lampe UV dans une chambre

noire a 356 nm.
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

3-Meta-analyse des travaux antérieurs

3.1-Résultats du screening phytochimique

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique de I’extrait des aiguilles de
Cupressus sempervirens, a permet de mettre en évidence, quelques groupes chimiques

représentés dans (Tableau 2).

Tableau 3 : Résultats du screening phytochimique de Cupressus sempervirens L.

Métabolites secondaires Aiguilles du cypres vert Références bibliographiques
Tanins Présence Sebbane et Khaldi, 2019
Tanins catéchiques Présence
Tanins galliques Présence Aliouat et Boudaoud,
2018 ; Sebbane et Khaldi,
2019
Coumarines Présence Aliouat et Boudaoud, 2018
Lignines Présence Aloui et al. 2020

Les résultats du criblage phytochimique des aiguilles du cypres vert (Cupressus
sempervirens L.), des trois auteurs (Sabbane et Khaldi 2019 ; Aliouat et Boudaoud, 2018 ;
Aloui et al. 2020), récoltées dans trois régions déférentes a savoir : EI Mokrani (Bouira)
Algerie et Geurroumma Djebahia) (Bouira) Algérie et Tabarka (Tunisie) ont montré une
variation au niveau des métabolites secondaires. En effet au niveau du premier biotope les
aiguilles sont composeées : de tanins, tanins catéchiques et tanins galliques. Par contre, au
niveau de la deuxiéme région, elles sont constituées de tanins galliques et de coumarines

seulement. Alors qu’en Tunisie un seul constituant a été¢ déterminé : les lignines.

Konkon et al. (2006), dans ces travaux a détecté 1’existence de coumarines, de flavonoides,
de saponines et de tanins au niveau des aiguilles Cupressus sempervirens L.

L'abondance en principes actifs conféere a ces plantes des propriétés pharmacologiques
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remarquables. Ce qui pourrait justifier ses multiples indications

thérapeutiques.

La différence de la composition chimique, de cette méme espéce dans une autre région peut
étre expliquée par I’influence de plusieurs facteurs sur la présence, 1’absence et la répartition
des différents principes actifs comme, le climat, la nature du sol, eau et altitude (Boughrara,
2016).

3.2-Rendement d’extraction en polyphénols

Les résultats du rendement d’extraction polyphénolique des aiguilles de Cupressus
sempervirens L. par macération dans deux régions différentes de Bouira sont colligés dans le
(Tableau 3)

Tableau 4 : Rendement d’extraction métanolique des aiguilles du cyprés vert dans deux

régions différentes

Rendement d’extraction méthanolique (%) Références bibliographiques

16 Aliouat et Boudaoud, 2018

10,9 Sebbani et Khaldi, 2019

D’aprés le (Tableau 3) nous remarquons que, les deux rendements de 1’extraction
méthanolique de deux régions différentes de Bouira pour la méme partie de la plante et la
méme espéce sont différents. Ceci peut étre expliqué par fait que, certains facteurs
environnementaux et génétiques peuvent influencer sur le rendement de 1’extraction d’une

méme espece.

En effet, Selon Amarti et al. (2010), la composition chimique des composés phénoliques, du
point de vue qualitatif et quantitatif, peut varier. Ces variations sont en rapport avec certains
facteurs écologiques, la partie de la plante utilisée et ’age de la plante ou méme les facteurs

génétiques.

3.3-Teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu.
C’est I’'une des méthodes les plus utilisées pour déterminer la teneur en polyphénols des

plantes médicinales (Abdel-Hameed, 2008).
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Une courbe d’étalonnage a été alors effectuée avec 1’acide gallique, une mesure de la
densité optique (DO) de I’extrait a été réalisée a 765nm.
La quantité des polyphénols correspondante a été déterminée par 1’équation : Y=ax+b. Elle

est rapportée en mg équivalent d’acide gallique /g de Matiere Séche (M.S).

Les résultats des teneurs en polyphénols des trois biotopes différents sont rapportés dans le
(Tableau 4).

Tableau 5 : Résultats des teneurs en polyphénols des aiguilles du cyprés vert dans trois

biotopes différents

Extrait de plante aiguilles | Teneur en mg EAG/g de (MS) | Références bibliographiques

Cupressus sempervirens 143,42 Aliouat et Boudaoud, 2018
170,45 Sebbani et Khaldi, 2019
138,67 Aloui et al. 2020

La quantification des composés phénoliques a montré que, les teneurs en polyphénols totaux, varient
entre les trois biotopes étudiés par (Aliouat et Boudaoud, 2018 ; Sebbani ; Khaldi, 2019 ; Aloui et
al. 2020). La teneur en polyphénols totaux la plus €levée, est obtenue au niveau de 1’extrait de
I’échantillon, récolté dans la région d’El Mokrani (Bouira). Alors que, la teneur en polyphénols

totaux la plus faible est obtenue & Tabarka (Nord-Ouest de la Tunisie).

Selon Ebrahimi et al. (2008), Cette variation quantitative du contenu polyphénolique entre
ces trois biotopes étudiés par ces différents auteurs, peut étre liée aux facteurs génétiques,

climatiques ou environnementaux : la zone géographique, la sécheresse, le sol et les maladies.

Chez les plantes les teneurs en composés phénoliques et leur nature sont fortement
modifiées sous 1’action, d’une part, des facteurs externes ou exogénes qu’ils soient de natures
biotiques ou abiotiques et d’autre part, des facteurs internes ou endogenes tels que les facteurs
génetiques conduisant a des différences importantes entre les espéces du méme genre (Ksouri
et al. 2010).

De ce fait, les facteurs génétiques, sont considérés parmi les criteres de variabilité

qualitative et quantitative des teneurs en composes phénoligues.
3.4-Analyse qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM)

L’extrait est soumis, a une analyse qualitative par chromatographie sur couche mince, dans

le but d’estimer le nombre de principes actifs dans 1’extrait. Apres le séchage et la révélation
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avec les vapeurs d’ammoniaque quelques taches ont été mises en évidence. Les observations

ont été faites sous une lampe UV a 365nm.

D’aprés ces résultats, il a été remarqué que, le solvant utilisé (acide acétique/ chloroforme
9v/1v) a permis une bonne séparation des composés poly-phénoliques. Le systeme et le
solvant (acide acétique /chloroforme 9 :lv/v) a permis la séparation d’une seule
tache de couleur marron de Rf (0.23) de I’extrait issu de la macération de la région
Geuroumma-Djebahia (Bouira). Il s’agit de ’acide gallique (Aliouat et Boudaoud, 2018). Le
méme composé a été identifié dans la région El Mokrani (Bouira). Il s’agit de 1’acide gallique
aussi (Sebbane et Khaldi, 2019). Le screening phytochimique effectué a prouvé 1’existence

de I’acide gallique au niveau des échantillons analysés de ces deux régions.
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Conclusion et Perspectives

Dans le cadre de cette méta-analyse qui porte sur quelques travaux antérieurs sur les
variations de polyphénols de 1’espeéce Cupressus sempervirens L. Nous avons tenté de mettre
en valeur les principaux parametres suivants : screening phytochimique, analyse quantitative
(détermination des rendements en polyphénols des extraits issus de I’extraction par
macération et dosage des polyphénols totaux) et analyse qualitative par chromatographie sur

couche mince (CCM).

Il ressort des résultats de cette méta-analyse que, le test du screening phytochimique
présente des différences au niveau de la composition chimique des aiguilles du cypreés vert
analysée dans les trois régions. En effet, au niveau des deux zones (1 et 2) différents de
Bouira, le criblage phytochimique a détecté la présence de tanins, tanins catéchique, tanins
galliques pour la premiere zone et tanins gallique et coumarines pour la deuxiéme zone.

Concernant la Tunisie un seul constituant est identifié les lignines.

D’aprés les résultats obtenus, nous avons remarqué que, le rendement et la teneur en
polyphénol de I’extrait d’un méme organe et de la méme espéce, varient d’une région 4 1’autre
sous I’influence des facteurs endogeénes ou internes (génétiques) et externes ou exogenes

(biotiques/abiotiques).

Les résultats de la Chromatographie sur couche mince (CCM) a montré que les extraits des
aiguilles du cyprés vert récoltés dans deux régions différents de Bouira renferment le méme

constituant : I’acide gallique.

En perspective, il serait intéressant d’utiliser des techniques plus performantes a fin
d’identifier les composés phénoliques existant dans les organes (rameaux, aiguilles et cénes)
de cet arbre & parfum & multiple vertus. Comme par exemple la chromatographie & haute
performance ou HPLC.
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Annexe 1

o PHENOLICS
) |
r 1
\ Polyphenols " Simple phenols
| i
f 1 I 1
_J Tanins o Flavonoids o Coumarins | L} Phenalic acids
A 1
I 1 r 1
Non- Hydroxycinnamic] | | Mydroxybenzoic
.J Hydrolyzable | W hydrolyzable acids o acds

Figure : schéma représente les différents groupes des phénols

AnNnexe 2 : Tableau : Les principales classes de composés phénoliques

Squelet'te Classe Exemple origine
carboné
Cs Phénols simples Catéchol

Acides . . .
Cs-Ca hydroxybenzoiques p-Hydroxybenzoique Epices, fraise

Acides Acides caféique, Citrus
Cs-Cs hydroxycinnamiques férulique .

. e [ Citrus

Coumarines Scopolétine, esculétine
Ce—Cs Naphtoquinones Juglone Noix
Ce—C2—Cs Stilbénes Resvératrol Vigne
Flavonoides i . o
« Flavonols Kaempférol, quercétine Fruits, légumes, fleurs
« Anthocvanes Cyanidine, pélargonidine | Fleure, fruits rouges
ol nyl Catéchine, épicatéchine Pomme, raisin Cs—C3—Cs

Iava OIS Naringénine Citrus
* Flavanones Déidzéine Soja, pois
Isoflavonoides
(Ce—Cs)2 Lingnanes Pinorésinol Pin
o Bois, noyau des

(Cs—Cs)n Lignines fruits
(C15) n Tannins Raisin rouge, Kaki
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Annexe 3 :

Fhosphénol pymawvate
Erythrose 4-phosphat e

Acides dela senie

Phenylalarane

Tyroane

Proteines

Cuinone pigrents brins

Benzoigque
{ac galligue salicyliguee

tf—
Tannins Certaines
hydrolysable U nOTEs

PAL : phénsdalanine ammongalyass ; TAL : tyrosine atmmonialyase

Pheyl propanoides (derivés de Derivis des acides
I"acide cinnarmd gue) beppdrosmypcitna o gue
(ac.caurmarigue cafEique rac chlorosenigus
farili que, sinanpigue o leur acétyl p | 121tigque )
COA)
ool grols
ligranes tmolonyl CO&
CHT
l Courmarines
Lignines (coutrarines Flvanoides Stilbénes
simples. furanocou (davanols, reserverato
TTIATTINES, COUITETTE anthocyanes,
s prényiées) flavanes3-sal)
-lsoflavanoides

CCER : cinmamals Cod reductase | CAD dnnamyl &l cool déshydrogénase |
CHS -chalconeamihass ; CHI ; chalcone flavanons isoméraze ; PP O -polyphémnolomrdases ;
POD © perocopdases

L - laccass.

Fionne 12 ; Les orandes liones de la biosymthese des prine ipaus groupes de commposés

p hénoligues.

Figure : Les grandes lignes de la biosynthése des composés phénoliques .
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Annexe 4

0 OH =,
OH
| HO ] o ‘
O OH o
HO
isoflavones flavanones

0 OH

I OH

OH

anthocynadines

flavanols

Figure : Structures chimiques de quelques flavonoides.
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