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RESUME

Nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et a 1'activité biologique de I’huile essentielle des feuilles
de Tetraclinis articulata, une plante endémique appartenant a la famille des Cupressacées, connue pour ses vertus
thérapeutiques, de la wilaya de Relizane.

Dans un premier temps, nous avons procédé a un criblage phytochimique des grandes classes de métabolites
secondaires, suivi par le dosage quantitatif des polyphénols totaux par une méthode colorimétrique et une étude
de I’activité antioxydante testée a 1’aide de la réduction du radical DPPH. Dans un deuxiéme temps, nous nous
sommes intéressés a déterminer 1’effet antibactérien contre une souche d'Escherichia coli. Le rendement de
I’huile essentielle extraite de la biomasse foliaire de Tetraclinis articulata (Vahl) est de 0,22 % par rapport a la
matiére seche. La teneur en polyphénols a révélé une forte concentration en polyphénols, et nous avons remarqué
que I'huile essentielle de T. articulata présente une bonne activité antioxydante. Les résultats relatifs a 1’activité
antibactérienne ont montré une activité et un degré de sensibilit¢ moyens contre la souche d'Escherichia coli.
L’effet bénéfique de T. articulata pourrait résulter des propriétés antioxydantes de cette plante. Cette étude
pourrait étre approfondie dans le but de développer un phytomédicament pour la production de nouveaux agents

antioxydants et de substituants dans le domaine de I'agroalimentaire.

ABSTRACT

The objective of this study is to find natural substitutes in cosmetics, chemical preservatives, or in the field of
insecticides. We focused on the phytochemical study and biological activity of the essential oil from the leaves
of Tetraclinis articulata, an endemic plant belonging to the Cupressaceae family, known for its therapeutic
virtues, from the wilaya of Relizane.

First, we conducted a phytochemical screening of the major classes of secondary metabolites, followed by the
quantitative determination of total polyphenols using a colorimetric method and a study of antioxidant activity
tested using DPPH radical reduction. Secondly, we aimed to determine the antibacterial effect against an
Escherichia coli strain. The yield of essential oil extracted from the foliar biomass of Tetraclinis articulata (Vahl)
is 0.22% relative to the dry matter. The polyphenol content revealed a high concentration of polyphenols, and we
observed that the essential oil of T. articulata exhibits good antioxidant activity. The results related to
antibacterial activity showed moderate activity and sensitivity against the Escherichia coli strain. The beneficial
effect of T. articulata could result from the antioxidant properties of this plant. This study could be further
developed to create a phytomedicine for the production of new antioxidant agents and substitutes in the field of
food processing.
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INTRODUCTION GENERALE

Les huiles essentielles (HE) sont des composés volatils et aromatiques extraits des plantes par
diverses methodes. Elles sont utilisées depuis des siécles pour leurs propriétés médicinales et
aromatiques. Dans les temps anciens, les huiles essentielles étaient utilisées pour traiter une
gamme de maladies et d'infections, telles que la peste, le choléra et la tuberculose (El
Hachlafi et al., 2024).

L'utilisation des HE comme agents antimicrobiens remonte a I'Egypte ancienne, ou elles
étaient utilisées pour I'embaumement et pour la prévention de la propagation des maladies
infectieuses (EI Hachlafi et al., 2024)

Tout au long de [I'histoire, les HE ont été utilisées dans les pratiques de médecine
traditionnelle a travers le monde, par exemple, dans la médecine ayurvédique, les HE sont
utilisées depuis des milliers d'années pour traiter diverses maladies, y compris les infections
(N. Benkhaira et al., 2023).

De méme, dans la médecine traditionnelle chinoise (MTC), les huiles essentielles sont
utilisées pour leurs propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et antivirales. L'utilisation
des HE comme agents antimicrobiens a gagné en popularité au début du 20eéme siecle avec la
découverte des propriétés antibactériennes et anti-inflammatoires des HE telles que le thym et
l'eucalyptus (E.M. Abdallah et al., 2011). Depuis lors, de nombreuses recherches ont été
menées pour explorer I'activité antimicrobienne des HE et leur potentiel en tant qu'alternatives
aux médicaments antimicrobiens conventionnels (V.K. Joshi et al., 2011).

Ces derniéres annees, I'émergence et la propagation de bactéries résistantes aux antibiotiques
ont été reconnues comme I'une des plus grandes menaces pour la santé publique mondiale, et
la majorité des grandes entreprises pharmaceutiques ont abandonné la recherche sur les
antibiotiques en raison des codts élevés et du faible retour sur investissement, entrainant une
diminution significative du nombre de nouveaux antibiotiques approuvés par les agences de
réglementation. Par conséquent, les HE pourraient étre une source prometteuse de nouveaux
agents antimicrobiens.

L'Algérie est un véritable réservoir phylogénétique connu pour sa riche et grande diversité
floristique. Ainsi, de nombreuses enquétes ethnopharmacologiques ont été menées dans
diverses régions du pays pour documenter et préserver les connaissances indigenes et
développer une stratégie de protection de la biodiversité Senouci, F., Ababou, A., Senouci, S.,
& Bouzada, N. (2023). Traditional medicinal plants applied for the treatment of gastrointestinal

diseases in Chlef, Algeria. Egyptian Journal of Botany, 63(2), 419-429..



INTRODUCTION GENERALE

Tetraclinis articulata (Vahl) Mast., également appelée Thuja orientalis, est un arbre conifére a
feuilles persistantes, appartenant a la famille des Cupressaceae. Cette espece est largement
distribuée dans les pays d'Afrique du Nord, y compris I'Algérie, le Maroc, et la Tunisie et
constitue un élément substantiel de la végeétation dans cette région. T. articulata est
couramment utilisée en médecine populaire pour traiter divers maux tels que les problémes
gastro-intestinaux infantiles, les infections respiratoires, I'hypertension, le cancer, le diabéte,
les maladies de la peau et les troubles rhumatismaux (El Hachlafi et al.,2024). Des études
biologiques antérieures sur I'huile essentielle de T. articulata ont mis en évidence ses
remarquables bioactivités en tant qu'antimicrobien (EI Hachlafi et al.,2024), antioxydant,
anti-inflammatoire, antidiabétique et insecticide.

Les constituants chimiques de I'huile essentielle de T. articulata ont montré la présence de
différents composes bioactifs, appartenant généralement au groupe des monoterpenes, y
compris I'a-pinene, le limonene, le bornéol, le camphre, le cis-verbenol, I'acétate de bornyle et
l'a-terpinéol (EI Hachlafi et al., 2024)

L'objectif de cette enquéte exploratoire est de déterminer les propriétés biologiques de I'huile
essentielle (HE) de T. articulata, a savoir I’activité antibactérienne, antioxydante, en utilisant

une approche in vitro
Dans cette optique, nous avons fait :

1- L’étude phytochimique par dosage qualitatif et quantitatif des composés
polyphénoliques et ainsi que 1’étude de ses activités antioxydantes.

2- Une étude biologique par I’effet antimicrobien de Tétraclinis articulata par la méthode
aromatogramme sur une souche bactérienne Escherichia coli
L’étude entreprise dans ce document est représentée en trois parties. La premiere partie est
une étude bibliographique, la deuxieme partie décrit le matériel et les méthodes mises en
place afin de répondre aux questions posées dans ce projet. Enfin, la derniére partie de ce
manuscrit consiste en la présentation et la discussion des résultats obtenus au cours de ce

travail.
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PARTIE I ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Les Huiles essentielles : quel interét ?

Les huiles essentielles possedent des propriétés analgésiques, des médicaments anti-
inflammatoires, des médicaments antiprotozoaires, des agents anticarcinogenes, des
gastroprotecteurs et des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase. Cette derniere propriété est d'un
grand intérét dans le controle de la maladie d'Alzheimer, une maladie neurodégénérative
progressive qui affecte principalement la population agée et représente 50 a 60 % des cas de
démence chez les personnes de plus de 65 ans (El Hachlafi et al., 2024). Récemment, les huiles
essentielles ont suscité un grand intérét dans l'industrie alimentaire pour contréler les
microorganismes d'origine alimentaire, et une attention particuliere est désormais accordée aux

extraits de plantes en remplacement des antimicrobiens conventionnels (Figure 1).

[ Antimicrobial ] oxidan

activity Immune functions ]

ESSENTIAL OILS

!

Pharmaceutical d Application Food industry
industries (drugs) L (preservatives)

Cosmetic im:lns_try Agriculture (feed
(perfumes, skin additives)
cares efc.)

Figure 1: Schéma montrant les applications des huiles essentielles dans différentes industries
(Herman, et al., 2019)

1.2. Caractéristiques et composition chimique des huiles essentielles

De maniére intéressante, les huiles essentielles (HE) sont bien caractérisées en fonction des
composés naturels existants, environ 20 a 60 en différentes quantités (Buchanan et al. 2015). En

raison de leur nature hydrophobe et de leur densité souvent inférieure a celle de I'eau, elles sont
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généralement lipophiles, se dissolvent dans les solvants organiques, sont incompatibles avec
I'eau et peuvent étre séparées de la phase aqueuse par décantation (EI Asbahani et al., 2015).

Cependant, les composés les plus actifs sont classés en quatre groupes en fonction de
leur nature diversifiée et de leur composition chimique, tels que les terpénoides (par exemple, le
carvacrol, le thymol), les terpénes (par exemple, le limonene, le p-cymeéne), les phénylpropenes
(par exemple, la vanilline, l'eugénol), et d'autres composés comme les isothiocyanates ou
I'allicine (Zanetti et al. 2018). Sur l'autre c6té, Tariq et al. (2019) ont décrit que les huiles
essentielles contenant des phénols ou des aldéhydes tels que l'eugénol, le carvacrol, le
linalaldéhyde, le citral ou le thymol comme composant principal ont montré la plus forte activité
antibactérienne, suivies par les huiles essentielles contenant des terpenes et des alcools.

1.3.Interet des huiles essentielles

1.3.1. Activité antioxydante
Récemment, il est soupconné que des antioxydants synthétiques tels que le butylhydroxytoluéne
(BHT) et le butylhydroxyanisole (BHA) ont provoqué des effets indésirables potentiels sur la
santé humaine (Oswell et al., 2018). Ainsi, les huiles essentielles (HE) ont été considérées
comme une bonne alternative car la majorité des HE sont généralement classees comme sdres
(GRAS) (Ribeiro-Santos et al., 2017). Le potentiel antioxydant des matiéres organiques dépend
principalement de leur composition chimique (Bhavaniramya et al., 2019). Les phénols et
certains autres composés meétaboliques secondaires sont liés par des doubles liaisons,

responsables de I'activité antioxydante intrinseque des HE.

Les HE extraites de plantes traditionnelles sont des sources riches en monoterpénes oxygénés
tels que des esters, des cétones et des aldéhydes. De plus, les hydrocarbures monoterpéniques et
les terpénoides phénoliques, tels que le carvacrol ou le thymol, sont les principaux composés
chimiques qui conferent une activité antioxydante plus forte aux HE obtenues a partir de
certaines plantes (Bhavaniramya et al.,, 2019). Par exemple, I'huile extraite de plantes
médicinales telles que le thym, I'origan, le basilic, le clou de girofle, la muscade, La cannelle et
le persil montrent des activités antioxydantes significatives grace a la présence de constituants
majeurs tels que le carvacrol et le thymol (Aruoma, 1998). Leurs activités sont associées a la
présence de composés phénoliques, qui possédent des propriétés significatives dans I'oxydation
et la réduction et jouent un réle important dans la neutralisation des radicaux libres et dans la

décomposition des peroxydes (Burt, 2004). D'autres composants tels que les éthers, certains
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alcools, aldéhydes, cétones et monoterpénes comme l'isomenthone, le citronellal, le
géranial/néral, le 1,8-cinéole, le linalol et la menthone jouent également un réle majeur dans les

propriétés antioxydantes des huiles essentielles (Modzelewska et al. 2005).

OSSR S

(#)-Camphor Citral Limonene Carvacrol Thymol
\
S
Valerenic acid a- Pinene Linaloo (£)-Sabinene Menthol

Fig. 2 Structure chimique de certains constituants populaires des huiles essentielles de plantes et
d'herbes (Bhavaniramya et al., 2019)

1.3.1.1.Mode d'action
Les huiles essentielles (HE) utilisent différents mécanismes (directs ou indirects) pour ralentir les

réactions d'oxydation, y compris la prévention de I'initiation de la chaine et I'activité de piégeage
des radicaux libres (Magsood et al. 2013; Rodriguez-Garcia et al., 2016). De plus, I'abstraction
continue d'hydrogene, les agents terminaux, les quenchers de la formation d'oxygeéne singulet et
la liaison avec les catalyseurs d'ions métalliques de transition font partie de leurs modes d'action

(Tongnuanchan and Benjakul 2014).

Cependant, la composition chimique des HE détermine leurs propriétés et donc leur mode
d'action. Cependant, en raison de la grande variété de composés, leur activité antioxydante ne
peut pas étre attribuée a un seul mécanisme d'action (Pateiro et al., 2018). L'activité des HE en
tant qu'antioxydants se déroule en trois phases : initiation, propagation et terminaison, comme

illustré dans la Figure2.
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Figure 2 : Mécanisme d'action des huiles essentielles contre |'oxydation des lipides

1.3.2. Effets Antimicrobiens des Huiles Essentielles

Certaines huiles essentielles sélectionnées semblent avoir l'avantage d'inhiber la
croissance des pathogenes potentiels tout en influengant modérément les membres bénéfiques du
microbiote intestinal. Cela a été observé apres que des souches de Clostridium perfringens se
sont révelées sensibles au carvacrol, a la cinnamaldéhyde, au citral, au limonéne, au thymol,
particulierement a la concentration plus élevée testée (500 mg/l), ainsi qu'a I'huile d'origan,
I'huile de romarin et I'huile de thym. L'huile de clou de girofle, une huile essentielle extraite de
la plante de clou de girofle, Syzygium aromaticum (L), a été rapportée comme une substance
bioactive. La destruction cellulaire de ces pathogénes est due a la capacité des composés
hydrophobes des huiles essentielles de perturber la membrane cellulaire du microorganisme, ce
qui entraine un changement de morphologie cellulaire, une altération de la perméabilité
membranaire et une fuite d'électrolytes
Par conséquent, le mode d'action des huiles essentielles (EOs) n'a pas encore été entierement
compris, et la principale conséquence des EOs peut étre liée aux composés chimiques
naturellement présents dans les plantes contenant des EOs (Kacaniova et al. 2017). En effet,
Burt (2004) déclare que chaque composé peut présenter différents mécanismes antimicrobiens a
travers une série de réactions biochimiques a l'intérieur des cellules bactériennes, ce qui dépend
du type de composants chimiques présents dans les EOs. Bajpai et al. (2012) ont également
constaté que I'activité antimicrobienne des EOs dépendait de la composition des plantes et de la

synergie, montrant ainsi que la chimie des EOs est d'une grande importance.



PARTIE I ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

Cependant, divers mécanismes d'activité antibactérienne des EOs ont été suggérés. Par exemple,
les EOs sont supposees étre moins efficaces contre les bactéries Gram (-) comparativement aux
bactéries Gram (+) en raison de la présence d'une membrane externe hydrophile contenant une
chaine polysaccharidique hydrophile qui agit comme une barriére aux composés hydrophobes
(Al-Magqtari et al., 2020). De plus, la membrane externe de cette cellule est chargée, donc elle a
une nature hydrophile. Cependant, certains composeés non hydrophiles peuvent facilement
pénétrer cette barriere (Nazzaro et al. 2013). D'un autre coté, les EOs peuvent pénétrer
facilement les cellules, travailler sur la paroi cellulaire et interagir avec la membrane de la cellule
(Khorshidian et al. 2018), puis se transférer facilement au cytoplasme. Apres avoir pénétré dans
la cellule, ces composés alterent la perméabilité de la cellule et interférent avec les enzymes
contribuant a la production d'énergie (Basim et al., 2000). De plus, ces composés ne peuvent pas
seulement affecter de nombreuses enzymes contribuant a la production d'énergie, mais aussi
endommager les protéines internes a des concentrations plus élevées (Omonijo et al., 2018), et
arréter la force motrice protonique qui conduit finalement a la mort cellulaire (Basim et al.,
2000). La Figure 6 illustre les cibles des EOs dans les cellules bactériennes et montre différents

mécanismes d'activité antimicrobienne.
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Figure 4 : Cibles des huiles essentielles (EOs) dans les cellules bactériennes, montrant différents mécanismes
d'activité antimicrobienne : dégradation de la paroi cellulaire ; dommages a la membrane cellulaire ; fuite du
contenu cellulaire ; coagulation ou inhibition des protéines cytoplasmiques ; et épuisement de la force proton-
motrice. (Gutiérrez-del-Rio et al. 2018)
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2. Choix de Tétraclinis articulata

Tetraclinis articulata (Vahl) Mast. (Fig.), communément appelé l'arbre Araar, le thuya de
Barbarie et I'arbre & gomme de sandaraque, est une espéce monoique d'arbres coniféres de la
famille des Cupressaceae. Originaire des régions montagneuses de I'Afrique du Nord,
principalement du Maroc, de I'Algérie et de la Tunisie, avec des populations reliques présentes a
Malte et prés de Carthagene, en Espagne (1. Bouadid et al., 2023).

Traditionnellement, les feuilles et les parties aériennes sont consommées par voie orale sous
forme de décoction et/ou d'infusion pour traiter le diabéte sucré, I'hypertension, la toux, I'asthme
et les troubles digestifs (M. ElI Jemli et al., 2023). De plus, plusieurs rapports
ethnopharmacologiques ont affirmé que l'infusion, la décoction et les cataplasmes des parties
aeriennes sont efficaces contre la tuberculose, la diarrhée, les infections des voies urinaires, la
migraine, les nausees, I'anxiété et les maladies du célon (A. Harmouzi.et al., 2016) .

Les études phytochimiques ont révélé que l'arbre Araar est riche en acides phénoliques,
flavonoides, phytostérols, terpénes et acides gras, entre autres (EI Hachlafi et al,. 2023)

Ces métabolites secondaires sont responsables des activités antioxydantes rapportées,
antimicrobiennes, cytotoxiques, anti-inflammatoires, antidiabétiques, antiurolithiatriques, et

neuroprotectrices (El Hachlafi et al,. 2023)

Figure 5. 1Representative photos of Tetraclinis articulata (Vahl) (Mast. 2023)
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2.2.Systématique de la plante

Selon (Hadjadjet al. (2017), le thuya de Berbérie(Tetraclinis articulata) est une espéce

endémique, médicinale et aromatique de la famille des cupressaceae.

Le tableau suivant illustre la typologie botanique du thuya de Berbérie
- Embranchement Spermatophytes

- Sous-embranchement Gymnospermes

- Classe Pinosida

- Sous-Classe Dialypétales ou Rosideae
- Sous-série Diplostémones

- Ordre Pinales

- Famille Cupressaceae

- Genre Tétraclinis

2.2.1. Etymologie

Tableau 01 : les différents noms de Tetraclinis articulata a travers le monde*

Nom commun (France) Nom Arabe Nom Latin En anglais
Thuya de Berbérie Aaraar(Lle =) Tetraclinis articulata | Cartagena cypress
Thuya articulé Araarberboush Barbary Thuya

(e zdisnn )

Shajarat-el-hayat (3Ll Sandaractree

8 yad)

( Lamnauer & Batanouny,2005 )
2.2.2. Repartition géographique
2.2.2.1.Dans le monde

Cette espéce végétale est principalement présente au Maghreb, car en dehors de ce
territoire, il ne se rencontre a I'état résiduel que sur le littoral du sud-est de I'Espagne dans la
région de Carthagéne et a Malte, ou il est en danger de disparition (Quézelet al., 2003). En
Afrigue du Nord, ou il occupe environ un million d'hectares, il est principalement sur le plateau

central du Maroc (900 000 ha), depuis le nord du Rif jusqu'a I'Anti-Atlas et dans la région d'lfni.
10
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Par contre, il manque au Maroc steppique sud-oriental.ll est largement répandu en Tunisie entre
Bizerte et Zaghouan (Quézel et al., 2003). Il représente actuellement moins de 140 000 hectares
en Algérie (Letrech, 1991, Maatoug et al., 2004 ; Boussaid, 2017).
2.2.2.2.En Algérie

Le debut du siécle dernier, les Tétraclinaies s'élevaient a 161.000 ha (Benabdelli, 1992), tandis que
vers la fin de cette période, les chiffres donnés par I'administration des foréts oscillaient entre
143.000 ha et 130.000 ha (Letreuch-Belarouci, 1991). Selon les recherches de Quézel et de
Santa (1962, 1963), le thuya est tres répandu dans le secteur Oranais, assez répandu dans le
secteur algeérois et dans le sous-secteur des hauts plateaux, et il est extrémement rare dans la
grande Kabylie. Dans la région Algéro-Ouarsienne, les populations de thuya ne sont pas tres
distinctes et sont généralement en association avec le pin d'Alep. Les individus les identifient
dans les régions de Cherchel, Média, Ténes et Theniet el Had en utilisant des taillis anciens
dégrades par les incendies. lls se rencontrent également dans les régions de Dellys et Lakhdaria

en utilisant des pieds isolés et de petits bouquets.

Enfin, ils se retrouvent dans la vallée de I'oued sahel vers M'Chandellah, dans le piémont sud de
Lalla Khadidja du Djurdjura (Lapie et Maige, 1914 ; Hadjadj-aoul, 1995).

Figure 06 : Aire de répartition de la région méditerranéenne (Farjon et Fiiler , 2013)
2.2.3. Composition chimique de thuya
La variation dans la composition de I’huile essentielle est probablement due aux lieux et aux
périodes de récolte qui doivent étre différentes. La variation dans la composition chimique de
thuya dans les quatre pays montre la diversit¢ chimique due a Dl’influence des facteurs

environnementaux et écologiques.
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Tableau 02 : Composition chimique de certaines essences de Tetraclinis articulata

Auteurs et Méthodes Composés
année de d’extraction majoritaires

publication

Bornyle
La région de acetate (24,
Frenda, Tlemcen  Feuilles Clevenger CPG et 59%)
(Algérie) CG/MS  Camphre (23,
41%)
o-pinene
(11,34%)

(Bourkhiss et L’o-pinene
al., 2007) La région de Ramea (30,22 %)

Khemisset(Maroc) ux Clevenger CG/MS le limonéne
seche (22,29 %)

(Ben jemia et 1'acétate de

al.,2012) bornyle
Parc national de Bou  Feuilles (31.,4%)
kornine (Tunisie) séchées Clevenger CG/MS 'a-pinéne

24.5%)
le camphre
(20,3%)
(Buhagiar et I'a -pinéne
al., 2000) Cones (68.2%,

Ile de Malte et Clevenger CG/MS 46.3%)

Graines limonéne
(16.6% ,25.3%

2.2.4. Domaine d’utilisation
L'espece de Tetraclinis articulata constitue un élément important dans la végétation
forestiere nord-africaine. Cet arbre joue un réle socio-économique important dans le domaine de
I’artisanat, et ce grace a son bois de grande valeur employé en ébénisterie et a son écorce riche
en résine dont les extraits sont utilisés dans la fabrication de certains vernis (Montassiret al.,
2017 ; Mhirit et Benchekroun, 2006).

Par ailleurs, cette essence forestiére est tres utilisée en médecine traditionnelle en raison

de ses multiples effets thérapeutiques. En effet, différentes parties du thuya sont
Préconisées dans le traitement des infections intestinales, des douleurs gastriques, des maladies
respiratoires, du diabéte, de I'nypertension et de la fievre (Zahir et Rahmani, 2020).

Ces utilisations relévent que les extraits ou les huiles essentielles (HE) de Tetraclinis
articulata possédent des composés actifs qui exercent de nombreuses activités biologiques(
Dane et al., 2015 ; El-Jemliet al., 2016 a ; Montassiret al., 2017 ; Rached et al., 2018 ; Sadiki
etal., 2018) .

12
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En effet, plusieurs activités biologiques ont été rapportées pour les extraits et les HE de
Tetraclinis articulata, notamment des activités anti-oxydantes, antibactériennes, antifongique,
anticorrosion, cytotoxiques, insecticides, leishmanicides, anti-inflammatoires, anti-diarrhéiques,
vas relaxantes et protectrices. Cependant, d'autres investigations concernant la toxicite, la
pharmacocinétique et la pharmacodynamique de Tetraclinis articulataet de ses principaux

composes bioactifs sont nécessaires pour valider son utilisation pharmacologique.

Tetraclinis articulata contient également certains éléments nutritionnels tels que des
composés minéraux, du sucre et des protéines qui pourraient indiquer son utilisation potentielle
dans le domaine nutraceutique. Toutes ces propriétés de Tetraclinis articulata ont un intérét
économique majeur qui est effectivement utilisé dans la fabrication de vernis de luxe, de produits
pharmaceutiques et dans d'autres usages industriels, il est généralement utilisé sous forme de

poudre pour préparer la surface de certains papiers ( Hadjadj et al., 2017).

2.2.5. Usage thérapeutique de Tetraclinis articulata
Cette essence forestiére est trés utilisée en médecine traditionnelle en raison de ses
multiples effets thérapeutiques En effet, différentes parties du thuya sont préconisées dans le
traitement des infections intestinales, des douleurs gastriques, des maladies respiratoires, du

diabéte, de I'hypertension et de la fievre (Zahiret al., 2020).

Il est conseillé également comme anti-diarrhéique, fébrifuge, diurétique, antirhumatismal
et hypoglycémiant oral (Bellakhdaret al., 1982 ; Ait Igri, 1990; Bellakhdaret al., 1991 ;
Ziyyatet al., 1997 ; Farjon, 1998). Par ailleurs, une décoction de poudre des rameaux mélangée
a la poudre de I’écorce de Pistachier lentisque (Pistacialentiscus L.) est utilisée en bain contre la

fievre infantile.

Le cataplasme de feuilles est utilisé en cas de migraines. Une décoction de feuilles est
indiguée dans le traitement des douleurs gastro-intestinales (Salhi et al., 2010) ainsi que pour
guérir des contusions et des blessures (Djouahri et Boudarene, 2012). Les feuilles en poudre
associees au henné (Lawsoniainermis L.) sont appliquées en cataplasme, sur le cuir chevelu
comme adoucissant et comme traitement antichute (Lahsissene et al., 2009 ; Salhi et al., 2010).
En usage externe, les feuilles sont utilisées sur les blessures et sur la plaie ombilicale du

nouveau-né, comme cicatrisant (Bellakhdar, 1997).
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2. Matériels
2.1.Materiel végetal

La préparation et la réalisation de toutes les manipulations pour 1’obtetion des résulatats est
efféctué au sein du Laboratoire pédagogique du Département des Sciences Biologiques de

I’université de Relizane durant le mois de Février au mois de mai 2024.

Notre choix pour la mati¢re végétale s’est porté sur « Tétraclinis articulata» de la famille des
Cupracées. L’espéce sélectionnée a été récoltée en mois de Février a Zemoura (wilaya

Relizane).

+ Situation géographique : La wilaya de Relizane est une wilaya algérienne située au
nord-ouest du pays. Elle est limité par e par la wilaya de Mostaganem au Nord —est, au Sud-
est par la wilaya de Tiaret, et au sud-ouest par la wilaya de Mascara. S’étend sur une
superficie totale de 484.000 hectares elle est divisée en 13dairas et 38 communes. Relizane

étant le chef-lieu de la wilaya (Gourari, 2010).
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Photo 29: Photo situation geographique de la wilaya Relizane. (www.google.com
Le 27/04/2021)

+ Préparation des feuilles de T.articulata

Les feuilles récupérées sont débarrassées de leur poussiere résiduelle et nettoyées avec de
I’eau de robinet pour éliminer toute trace de terreau, puis mis a sécher a température ambiante

dans un endroit aéré a I’ombre afin de mieux conserver les molécules sensibles.

Les feuilles totalement séchées sont initialement pilonnées pour étre finement broyées a 1’aide

d’un mortier. Ce broyage a permis d’obtenir une poudre fine et homogene ce qui a pour

15



Partie II MATERIEL ET METHODES

conséquence une augmentation de la surface de contact solvant-échantillon, permettant ainsi

d’augmenter le rendement tout en minimisant le temps d'extraction.

2.2.Préparation de I’huile essentielle de T.articulata

Le matériel végetal séché a été soumis a une hydrodistillation a l'aide d'un dispositif
d'extraction de type Clevenger (Fig.). Cette méthode utilise la vapeur d'eau pour transporter

les huiles essentielles.

Pour cela, 30 g de masse végétale séchée ont éte placés dans un grand ballon, auquel environ
400mL d'eau distillée ont été ajoutés. Le mélange a été porté a ébullition a l'aide d'un chauffe-
ballon. Les vapeurs chargées d'huile essentielle ont traversé un tube vertical puis un serpentin

de refroidissement ou la condensation a eu lieu.

Les gouttelettes d'huile ainsi formées se sont accumulées dans un tube préalablement rempli
d'eau distillée. En raison de sa faible densité par rapport a I'eau, I'huile essentielle a flotté a la

surface de celle-ci. L'opération d'extraction a duré trois heures..

Extraction des huiles par Hydrodestillation (Appareil Cleverger)
(Laboratoire Relizane)
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2.3.Détermination du rendement d’extraction
Le rendement d‘extraction, qui est exprimé en % et calculé par rapport au poids de la
matiere seche de départ utilisée selon la formule suivante :

Calcul du rendement
Rdt= M HE/ M vg* 100
Ou : Rdt : rendement en HE (en %)
M HE: masse de I’huile essentielle

M vg :masse végeétale sec

2.4.Analyses des HE de T.articulata
2.4.1. Analyse qualitatif: Screening phytochimique

£ Caractérisation des composés phénoliques

La caractérisation des composés phénoliques est faite selon Konkon et al. (2006), a 1 ml de
chaque extrait, quelques gouttes de solution alcoolique de chlorure ferrique (FeCl3) a 2% sont
ajoutées.
L'apparition d'une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée indique la présence
de polyphénols.

+ Caractérisation des Tanins
A 1 ml de chaque extrait est ajouté 1ml d'eau distillée et quelques gouttes d'une solution
diluée de chlorure ferrique (FeCls) a 1% (Karumi, 2004).
L'apparition d'une couleur verdatre ou bleu verdatre indique la présence de tanins catéchiques

et une coloration bleue noire révele la présence de tanins galliques.
2.4.2. Analyses quantitatives des extraits aqueux

2.4.2.1.Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
(FCR) (Singleton et Rossi, 1965) selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par
Muller et al. (2010). Le réactif FCR, est un acide de couleur jaune constitué d’un mélange de
complexe des acides phosphotungstiques (H3PW12040) et des acides phosphomolybdiques
(H3PMo012040), en milieu alcalin il oxyde les phénols en ions phénolates, ce qui entraine la
formation d’un nouveau complexe constitué d’oxyde bleu de tungstene (WgO23) et de
molybdéne (MogO23). La coloration bleue produite est proportionnelle a la quantité des
polyphénols et posséde une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm.

17



Partie II MATERIEL ET METHODES

£ Protocole: La technique est réalisée selon le protocole suivant :
0,1 mL d’extrait est mélangé avec 0,5 mL de réactif de Folin-Ciocalteu (1:10 v/v, H20). Le
mélange est agité a 1’aide d’un vortex puis incubé pendant 5 min a 1’obscurité et a température
ambiante; ensuite, 1,5 mL de la solution aqueuse de carbonate de sodium anhydre (2% p/v)
sont ajoutés puis agités; aprés 1’incubation de mélange pendant une heure, 1’absorbance est
mesurée a 765 nm. Les teneurs en polyphénols totaux sont exprimées en mg d’équivalent
d’acide gallique par gramme d’extrait sec lyophilisé (mg EAG/g d’extrait), calculées a partir
d’une droite (équation de régression linéaire: y = 80.466 x - 0,0151; R2 = 0,9987) préparée a
I’aide de différentes concentrations d’acide gallique (0,02 ; 0,04 ; 0,06 ; 0,08 et 0,1 mg/mL,
H20). Cette courbe est réalisée dans les mémes conditions opératoires que les échantillons

étudiés. Les dosages sont effectués en triplicata
2.5.Activités antioxydantes

Afin d’évaluer la capacité antioxydante, de HE de T.articulatain vitro

+ Le piégeage du radical libre (DPPH)(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

2.5.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl)
Principe : L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie, par le
dosage du DPPH (Blois; 1958). Le test DDPH est largement utilisée dans 1’analyse de
I’activité antioxydante. Son principe se résume a la capacité de 1’extrait a réduire le radical
libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette foncée en solution dans le
méthanol. Quand une solution de DDPH est mise en présence d’une substance antioxydante, il
se transforme en une forme réduite (diphényle picryl-hydrazine) d’une couleur jaunatre. Le
virage vers cette coloration et de son intensité découle de la nature, de la concentration et de

la puissance des principes actifs présents (Miguel-Chavez, 2017).
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Figure 07: Réaction entre le DPPH et un antioxydant AH. « (Boligon et al., 2014.)
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Figure 8: Forme libre et réduire du DPPH (Drand-Williams et al.,1995)

+ Protocole : dans des cuves, est déposé un volume de 40 pl de différentes
concentrations de chaque échantillon et 160 ul de la solution méthanolique de DDPH
préalablement dissous comme suit : 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol
gardé a -20°C a I’abri de la lumiére. Aprés une période d’incubation de 30 minutes du
mélange a D’obscurité et a température ambiante pour éliminer tout risque de dégradation

thermique des molécules thermolabiles, I’absorbance est mesurée a 517 nm.
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Le BHT (Hydroxytoluenebutylé) est utilis¢é comme standards antioxydants. L’activité anti
radicalaire des échantillons est exprimée en pourcentage d’inhibition du DPPH en utilisant la
formule suivante (Khantouche et Abderabba 2018) :

c A contrdle — A extrait
% d inhibition DDPH = A controle x 100

A Controle est I’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs.
A Extrait est ’absorbance de la réaction contenant les réactifs et I’extrait.

Protocole :

# Dans 07 tubes a essai, mettre (10pl .20 pl .30 ul .40 pl .60 pl .80 ul .100 pl) d’huile
essentielle de Tétraclinis articulata.

+ Ajouter les volumes (90ul .80ul .70ul .60ul .40ul .20ul .0 ul) de méthanol en ordre.
Ensuite, ajouter un volume de 1ml de solution DPPH dans chaque cuvette: la solution
méthanolique de DDPH préalablement dissous comme suit : 6 mg de DPPH dans un
volume de 100 ml de méthanol gardé a -20°C a I’abri de la lumiere.

Aprés une période d’incubation de 30 minutes du mélange & ’obscurité et a température
ambiante pour éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules thermolabiles,
I’absorbance est mesurée a 517 nm.
L’activité anti radicalaire des échantillons est exprimée en pourcentage d’inhibition du DPPH
en utilisant la formule suivante (Khantouche et Abderabba 2018) :

% d'inhibition DDPH=A controle—A extraitA controle x 100
A Controle est I’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs.

A Extrait est ’absorbance de la réaction contenant les réactifs et I’extrait
2.6.Activité biologique

L’¢tude des activités biologiques des substances bioactives des plantes médicinales se trouve
a la base des médecines dites alternatives, de nombreux procédés utilisés dans la conservation
des produits alimentaires crus ou cuits, de substances actives exploitées dans les produits
pharmaceutiques. La présente étude, s’intéresse particulierement a ’activité antioxydant et

antimicrobienne des extraits et huile essentielles de plante(Tétraclinis articulata ).
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2.6.1. Activité antibactérienne

Notre étude a porté sur la souche bactérienne Escherichia coli

2.6.1.1. Méthodes de détermination de ’activité antibactérienne de
T. articulata
A T’aide d’une pipette Pasteur, quelques colonies des souches cibles, bien isolées ont été

prélevées a partir d’une culture fraiche de 18 a 24 h sur milieu gélosé Mueller Hinton (MH).
+ Ces colonies ont ensuite été transférées dans de I'eau physiologique et homogénéisées
a l'aide d'un vortex.
+ Cet inoculum sert a ensemencer par écouvillonnage des boites de Pétri stériles
préalablement coulées par la gélose MH sur une épaisseur de 4 mm et séchées 30min a

température ambiante avant emploi.

2.6.1.2. Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de disque «
Aromatogramme sur milieu solide »
L’¢évaluation de I’activité antibactérienne de HE est réalisée par la méthode de diffusion sur
milieu solide préconisée par Rasooli et Mirmostafa (2003), Abu-Darwish et al. (2012).
+ Des disques de papier Wattman N°1 de 6 mm de diamétre ont été préparés, stérilisés
puis déposés a la surface des boites ensemenceées (un disque par boite).
# Les disques sont par la suite chargés avec 10 ul de HE.
+ Les boites sont laissées diffusées pendant 2 heures a 4°C, puis incubées a 37°C
pendant 18-24h.

+ Les diamétres sont mesurés en mm.
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Figure 9: Méthode de diffusion sur gelose solide
4+ Expression des résultats
La lecture se fait en mesurant le diamétre de la zone d'inhibition autour de chaque disque en
mm au moyen du marqueur. Les résultats sont exprimés en fonction du diamétre de la zone
inhibitrice.
Tableau 2 : Sensibilité dessouches microbiennes en fonction des zones d’inhibition (Ponce et

al., 2003)

Sensibilité des souches bactériennes Zone d’inhibition

Non sensible ou résistante (-) Diametre < 8mm

Sensible(+) Diametre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) Diameétre compris entre 15 a 19 mm

3. Présentation des Résultats et analyses statistiques

Les résultats ont été représentés sous forme de moyennes avec leur écart-type (Moy + écart-

type).
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3.Etude in vitro de ’HE de T. articulata
3.1. Qualité et rendement moyen de I’huile essentielle isolée

I’huile essentielle isolée des feuilles de T. articulata est de couleur jaune trés clair et d’odeur
balsamique tres forte. Le rendement moyen est calculé par rapport a la matiére séche ; est de
0,20 %, en comparaison avec les travaux Toumi et al.(2013) qui a trouvé que le rendement le
plus important est celui d’Ouled Mimoun avec 0,78%, celui de la région d’El Hagaiba est de
0,75% et celui de Frenda de 0,35%. Des résultats comparables décrivant la variabilité des
rendements sont présents dans la littérature, en particulier au Maroc. Ainsi, Barrero et al.
(2005) ont-ils obtenu un rendement de 0,70% pour 1’huile essentielle extraite de feuilles de la
région de Tétouan (Maroc), Bourkhis et al. (2007) ont cité un rendement de 0,22% pour la
région de Khmisset (Maroc).

Plusieurs auteurs mentionnent la variabilit¢ du rendement en huiles essentielles selon la

localisation géographique, la saison, 1’organe et I’espéce [14].
3.2.Criblage chimique des métabolites secondaires

Le criblage phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de metabolites
secondaires au niveau des feuilles de Tetraclinis articulata. La détection de ces composés est
basée sur des tests de coloration et de précipitation en solution. Les tests de précipitation
mettent en évidence les tanins, tandis que les tests de coloration en solution révelent d’autres
groupes de métabolites secondaires, tels que les composés phénoliques. Les résultats de cette
manipulation indiquent clairement une présence abondante de composeés phénoliques,

caractérises par une réponse positive au test de chlorure ferrique (FeClI3).

La présence de groupes de substances chimiques dans les feuilles de Tetraclinis articulata,
notamment les polyphénols et les tanins (Tableau 7), permet de la classer parmi les plantes
médicinales antioxydantes. Ces résultats sont en accord avec ceux de Wachter et al. (1999),
qui confirment par leurs études la richesse de ces feuilles en polyphénols, Djouahri et al. [30]
ont montré que l'huile essentielle de feuilles de thuya était composée d'a-pinene (23,60 %),

d'acétate de bornyle (24,40 %) et de camphre (18,30 %) comme principaux COmposés.

Tableau 1: Criblage chimique des métabolites secondaires de I’espéce T.articulata
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Tanins

Polyphénols

Les résultats sont interprétés comme suit :
(+++) présence forte, (++) présence moyenne, (+) présence, (-) absence.

3.3.Analyse quantitative de ’HE de T.articulata

Afin de caractériser quantitativement I’HE de T.articulata préparée a partir des feuilles de, un

dosage des polyphénols totaux, et des flavonoides a été effectué.

3.3.1. Polyphénols totaux
La teneur des polyphénols a été obtenue a partir d'une courbe d'étalonnage établie avec des
concentrations croissantes en acide gallique. Elle est exprimée en mg d'acide gallique par
gramme de I’huile de Tétraclinis articulata. Le résultat montre que la teneur en polyphénols
totaux de notre échantillon est de 1’ordre de 378+34.20 mg EAG/g d’extrait, El Jemli et al.,
2016 a montré que La teneur totale en polyphénols dans I’E en utilisant la méthode de Folin
Ciocalteu est 175,67 = 10,21 ug EAG/mg de I’E de plante, La variabilité de ces résultats est
fortement dépendante de la région de la croissance de 1’espéce (aspect géographique)
(Konieczynski et al., 2016) mais également de la faible spécificité du réactif de « Folin-
ciocalteu » qui est I’inconvénient principal de ce dosage colorimétrique (Roslan et al., 2019).
Généralement, les polyphénols ayant un nombre élevé de groupe hydroxyle présentent une

activité antioxydante tres importante (Fadili et al., 2017).
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Figure 8 : courbe d’étalonnage de I’acide galliqu

3.4.Evaluation de ’activité antioxydante

3.4.1. Le piégeage du radical libre (DPPH)

Les résultats de I’évaluation de D’activité antioxydante par le test DPPH sont exprimés en
ICso. Etant donné que I’ICsg de notre extrait (0.09+0,21 pg/mL) est significative par rapport
aux standards (BHT) (6,82+0,49 pg/mL) ceci signifierait qu’il a réduit de maniere
significative le DPPH, posseéde donc une bonne activité antioxydante, L’ICso de notre extrait
était proche par rapport aux standards (BHT), ceci signifierait que notre extrait a réduit de
maniere significative le DPPH, et qu’il posséde donc une bonne activité antioxydante. L’ ICsg
est la concentration des antioxydants nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH (Awa et
al., 2018)

La valeur d’ICso est inversement liée a la capacité antioxydante d’un composé, plus cette
valeur est faible plus I’activité antioxydante est élevée (Bouyahyaet al., 2017). En effet,
plusieurs facteurs peuvent influer sur les valeurs des IC50, tels que le solvant utilisé, la
concentration de la solution du DPPH et la durée d’incubation (Sharma et Baht, 2009).

Quant a I'nuile essentielle, les extraits organiques de T. articulata étaient connus pour leur
potentiel antioxydant. En effet, les extraits méthanoliques de T. articulata ont montré une
activité élevée contre les radicaux libres DPPH et ABTS L'huile essentielle collectée a
différents stades phénologiques avait une activité antioxydante significative prouvée par les

tests DPPH et -caroténe
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Figure 9 : I’activité antioxydant d’huile essentielle de Tetraclinis articulata

3.5.Activité antimicrobienne

Apres interprétation des résultats, on remarque que le Diametre d’inhibition de T. articulata
est de 8mm, donc T. articulata posséde un degré d’inhibition limitée vis-a-vis de E.coli.
Tetraclinis articulata a également été reconnu pour plusieurs activités biologiques
intéressantes. En effet, Bourkhiss, Ouhssine, Hnach, Satrani et Farah ont démontré que son
huile essentielle était efficace contre les deux bactéries Staphylococcus aureus et Micrococcus
luteus. En fait, cette huile essentielle extraite par micro-ondes a montré une activité
antioxydante et anti-inflammatoire significative.. Cette huile essentielle a également montré
une activité antibactérienne contre les souches bactériennes Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus enterica, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et
Pseudomonas aeruginosa, ainsi qu'une activité antifongique contre les souches Fusarium
culmorum, Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Candida albicans. Les huiles
essentielles de thuya ont montré une activité antifongique contre les souches phytopathogenes

Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Fusarium solani et Alternaria solani

. Djouahri et al. ont montré que les extraits méthanoliques de T. articulata présentaient un fort
pouvoir anti-inflammatoire et antibactérien contre les souches Salmonella enterica, Klebsiella
pneumoniae, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli. La fraction d'acétate d'éthyle de T. articulata a montré une activité anti-
inflammatoire, une cytotoxicité contre les cellules tumorales, une activité antibactérienne et
une activité antioxydante. Rguez et al. ont démontré que I'huile essentielle de T. articulata
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appliguée en traitement préventif sur des plants de tomate en conditions de serre améliorait la

croissance des plants et réduisait I'infection par B. cinerea a 17,72 % par rapport aux plants

infectés et non traités a 52,11 %. L'huile essentielle appliquée a 100 pg mL-1 sur les fruits de

tomate réduisait I'infection causee par B. cinerea de 64,01 %.

En conséquence, la perturbation de la membrane cellulaire par les EOs peut affecter de

nombreux processus biochimiques, la sécrétion de régulateurs de croissance, la synthese de

molécules structurales, et la manipulation des nutriments (Tariq et al. 2019).

Tableau 03 : sensibilité et degré d’activité selon le diamétre d’inhibition

. . Diamétre d’inhibition de croissance Degré de .
Huile essentielle s Résultat
(mm) sensibilité
T.articulata ’
: 8 £ 05 Sensibilité limitée
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CONCLUSION ET PERSPECTIVE

Dans la premicre partie, nous avons caractéris€ la composition chimique de I'HE de
T.articulata afin d’avoir une connaissance plus approfondie des métabolites secondaires,
particulierement les composés phénoliques et nous avons évalué leurs potentiels biologiques a

travers quelques activités choisies.

L’extraction de I’huile essenticlle des desfeuilles de T.articulata été réalisée par

hydrodistillation. Le rendement a été voisin de 0,24%

C’est une plante trés utilisée dans la pharmacopée traditionnelle en Algérie pour traiter
diverses pathologies comme les infections bactériennes et fongiques, le diabéte, la tension
artérielle, le rhumatisme, les allergies, les inflammations, les activités anticholinestérase, etc.
Ces pathologies impliquent un processus infectieux, inflammatoire et/ou un stress oxydatif,
d’ou le choix des bioactivités testées.

Cet extrait a été évalué par criblage chimique Le criblage chimique préliminaire a mis en
évidence de nombreuses substances a caractére polyphénolique: des flavonoides, des tanins et
des acides phénoliques. L’huile de Tétraclinis articulata a montré une forte activité
antioxydante, quant D’activité antibactérienneune montre sensibilit¢ moindre chez la souche
E ; coli.

La plante T.articulata est une plante a caractére biologique trés prometteur dans le domaine de

’agroalimentaire, en cosmétique et en thérapie médicale.
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