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Introduction

L'utilisation de plantes pour atténuer la souffrance humaine est une pratique ancienne, qui
remonte a I’aube de I’humanité et demeure toujours d’actualité. Presque toutes les civilisations,
depuis I'Antiquité, ont utilise les plantes comme source de médicaments (Mukherjee, 2009).
Les propriétés médicinales de différentes espéces végétales ont contribué a l'origine et a
I'évolution de nombreuses thérapies traditionnelles et la découverte de médicaments (Lopez,
2011 ; Malik et al., 2012).

Les plantes médicinales constituent une source potentiellement inépuisable de composés
bioactifs, notamment les métabolites secondaires, qui sont souvent a ’origine des propriétés
médicinales des plantes. Ces substances sont aujourd’hui au cceur des recherches
pharmaceutiques, qui visent a évaluer leur activité biologique et a exploiter leur potentiel dans
le développement de nouveaux medicaments par techniques modernes et traditionnelles (OMS,
2003 ; El Hilah et al, 2015).

L’ Algérie, grace a ses différentes zones bioclimatiques (humide, sub-humide, semi-aride, aride
ou désertique) et sa situation geographique, occupe une place privilégiée pour I’exploitation, la

culture, la production et I’exportation de plantes médicinales et aromatiques (Reguieg, 2011).

Dans cette optique, notre travail s’est orienté vers I’étude d’une plante médicinale largement
reconnue pour ses propriétés thérapeutiques : Pin d’Alep (résine). Ce dernier occupe une place
importante dans la pharmacopée traditionnelle en Algérie, avec des utilisations nombreuses et
variées selon les régions et les affections traitées. Ses bienfaits s’étendent a plusieurs systémes
de l’organisme. Il est reconnu pour ses effets bénéfiques sur le systéme gastro-intestinal
respiratoire, urinaire, ainsi que pour sa capacité a stimuler les glandes surrénales (Benarba et
al., 2015).

Sur le plan thérapeutique, le pin est principalement utilisé comme antiseptique. Il est
recommandé dans le traitement des affections respiratoires telles que la bronchite, la pneumonie
et le rhume (Rebbas et al., 2012). De plus, il présente des propriétés antifongiques notables
(Chermat et Gharzouli, 2015).

Différentes parties de ’arbre sont employées en thérapie humaine. La résine de Pin d’Alep
constitue une source importante riche en composés phénoliques et terpénoides, produits par des

structures spécialisées de la plante (Langenheim, 2003). Elle est sécrétée en réponse aux




agressions d’herbivores ou d’agents pathogénes, jouant ainsi un réle important dans le
meécanisme de défense de I’arbre (Mohamed et al., 2006). La résine de pin, en particulier, est
utilisée sous forme de poudre mélangée a du miel ou de I’huile d’olive pour soulager la grippe
et la toux. Elle était également autrefois utilisée pour traiter I’asthme (Meddour et Meddour-

Sahar, 2015), ainsi qu’en cataplasme contre les rhumatismes (Rebbas et al., 2012).

Au-deld de ses usages medicinaux, la résine naturelle de pin possede un large éventail
d'applications industrielles (encres, encollage du papier, des polymeéres adhésifs, caoutchouc et
matériaux divers), ainsi dans les industries agroalimentaire, cosmétique, pharmaceutique et de

la parfumerie (Delmond, 2002 ; Mercier et al., 2009 ; Tumen et Reunanen, 2010).

L’objectif de ce travail est de comparer 1’efficacité de trois solvants différents (le méthanol,
I’hydro-éthanol et le chloroforme) dans I’extraction des métabolites secondaires de la résine de
Pin d’Alep, en vue d’optimiser le rendement en composés bioactifs et d’évaluer leur activité

biologique.

Notre manuscrit est divisé en trois principales parties ; commencant par une étude
bibliographique concernant la résine, les métabolites secondaires, les différentes activités
biologiques des extraits naturels. La deuxiéme partie est consacrée a la partie expérimentale qui
porte a la préparation des différents extraits, suivi des méthodes employées pour les
investigations phytochimique et biologiques des extrais. Tandis que, la troisiéme partie est
consacrée pour les résultats trouvés et leurs interprétations. Le manuscrit terminera par une
conclusion générale concernant nos résultats approuvant I’importance de la résine de la plante

dans la médecine traditionnelle.
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Revue bibliographique

1- Définition de la phytothérapie

Le mot phytothérapie se compose étymologiquement de deux racines grecques : "photon”
et "therapeia” qui signifient respectivement "plante™ et "traitement™ (Mansour, 2015). Alors,
les plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie posséde des propriétes
médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques (métabolites primaires ou
secondaires) ou de la synergie entre les différents composés présents (Sanago, 2006). Elles sont
utilisées pour leurs propriétés particulieres bénéfiques pour la santé humaine. En effet, elles
sont utilisées de différentes manieres, décoction, macération et infusion. Une ou plusieurs de

leurs parties peuvent étre utilisées, racine, feuille, fleur (Dutertre, 2011).

Autrement dit, la phytothérapie peut se définir comme étant une discipline allopathique destinée
a prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen
de plantes (Hamoussa et al., 2022). Parmi ces plantes figure le Pin d’Alep qui occupe une
place importante en phytothérapie en raison de sa richesse en composés bioactifs (Boudjedjou
et al.,2020), ses différentes parties notamment I’écorce, la résine et les aiguilles renferment des

polyphénols et flavonoides aux propriétés thérapeutiques intéressantes.

2-Generalités sur le Pin d’Alep

Appartenant a la famille des pinacées, le genre Pinus comprend plus de 120 éspeces
réparties a travers le monde, principalement autour du bassin mediterranéen. Les Pinus sont
généralement des arbres plus rarement des arbustes aux branches réguliérement verticillées, et

leurs feuilles sont persistantes et en forme d’aiguilles (Ching et al., 2010).

2.1-Description botanique

Le Pin d'Alep est un arbre de taille moyenne de hauteur totale allante de 25 a 27 m. Sa
longévité ne dépasse généralement pas 150 ans, il se rencontre dans les étages bioclimatiques
méditerranéens ; arides supérieurs, semi-arides, sub-arides et humide. C’est une espéce
héliophile et xérophile. Le Pin d'Alep a généralement un tronc tortueux, irrégulier et branchu
(Nahal, 1962). Comme chez la plupart des coniferes, le pin présente plusieurs structures caractéristiques

telles que I’écorce, les cones et les aiguilles etc. (Figure 01).
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» L’écorce: Riche en tanin (Espinosa et al., 2020). Pour les jeunes sujets sont lisses,
de couleur grises argentées; celle des arbres adultes est épaisse, de couleur noiratre a rougeétre.
L’arbre de pin d’Alep produit, ainsi, de la résine par Gemmage. Une opération qui consiste a
blesser le tronc de 1’arbre pour stimuler la cicatrisation par 1’envoi de résine (Boutchiche et

Boutrigue ,2016).

» Les aiguilles (Les feuilles) : Sont fasciculées par 2 dans le brachyblaste (rarement 3
a 5), filiformes, molles, vert jaunatre, lisses, fines, de moins de 1 mm d’épaisseur, 6 a 10 cm de
long (Nahal, 1962).

» Les Cones: sont ovoides, aigues, de couleur brun luisant, portés par un pédoncule
épais constamment recourbé (Grossenbacher, 2011), gros d’une taille de 6 a 12 cm ils sont
souvent isolés et réfléchis ; La maturité des cones estimée par le changement de couleur de vert

a rouge violacée, et a maturité deviennent brun rougeatre a jaunatre (Fekih, 2015).

»Les grains s'échappent au cours du mois de juillet, aolt de la troisieme année
d'apparition du cone (Kadik, 1987). La forme est ovoide bombée a trois angles, couleur grise
avec une taille de 0.6 cm (Kadri, 2014) et lisse chez les jeunes arbres, puis brune rougeatre, en

taille mince et large chez les plus agés (Nahal, 1962).

oy |

4«" \' ‘

Ecorce résine aiguilles Cones grains
Figure 01 : Description des structures botaniques du Pin d’Alep.
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2.2-Noms vernaculaires
On trouve plusieurs appellations selon les pays.

» Frangais : Pin d'Alep, Pin blanc, Pin de Jérusalem (Nahal, 1962).

> Arabe : Sanawbar halabi

> Berbére: Azoumbei, tayada

2.3-Répartition géographique du Pin d’Alep
2.3.1-Dans le monde

Le Pin d’Alep est répandu dans le bassin occidental de la Méditerranée, a I’exception de
I’Egypte. On le trouve en abondance en Algérie, en Tunisie et au Maroc (Nahal, 1986), ou il
couvre une superficie estimée a 2,5 millions d’hectares dans la region méditerranéenne (Quezel,
2000). Plus précisément, il occupe environ 370000 hectares de la surface arboricole en Tunisie
et 65000 hectares au Maroc, répartis dans le Rif, le moyen et le Haut Atlas (Ammari et
al.,2001). En France, cet arbre s’étend sur plus de 36000 hectares, pouvant atteindre jusqu’a
232000 hectares (Brochiero et al.,1999), tandis qu’en Italie, la superficie totale qu’il occupe
est estimée a 20000 hectares (Parde, 1957 ; Haffane,1982) (Figure 02).
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Figure 02 : Aire de répartition du Le Pin d’Alep dans le monde (Caudullo et al., 2017).

2.3.2-En Algérie

En Algérie, le Pin d’Alep dans le paysage forestier algérien est considérable, puisqu’il
représente plus de 35 % de la superficie totale des forets du pays, égal a 881.000ha (Derouche,
2015 ; Lakreb, 2022). Présent sur toute 1’étendue des étages bioclimatiques algériens du nord,
du littoral a I’Atlas saharien, domine particulierement 1'étage ’semi-aride (Khadoumi et al.,
2014). Dans la region de I'Est, il s'est développé dans les foréts des monts de Tébessa et des
Aurés. Dans la région du centre, il se localise au niveau des foréts d'Ouarsenis. En Ouest, il est
trés bien représenté dans les zones suivantes : Mascara, Sidi Bel Abbes, les montagnes boisées
de Saida, et I'Atlas saharien, dans les foréts des monts Ouled Nail, pres de Djelfa et Djebel
Amour, prés d'Aflou (Lakreb, 2022) (Figure 03).
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3-Résine de Pin d’Alep

3.1-Définition
La résine de Pin d’Alep également appelée gemme (Ravelonirina, 2022) est constituée

d’un ensemble d’acides résiniques, synthétisés dans des canaux résiniféres de I’arbre, ou ils
sont stockés (Joye et Lawerence, 1967).
Le produit majeur de cette espéce est la résine. Elle est d'abord fluide, puis elle durcit en
s'oxydant formant des solides cassantes jaunatres et translucides insolubles dans I'eau mais
solubles dans l'alcool, fusibles mais non volatiles (Modugno et al., 2006).
3.2-Caractéristiques
Cette substance se présente sous une forme conglomerat pateuse, rappelant des pierres,
et se distingue par sa couleur marronne jaunatre. Elle possede un golt amer et dégage une
Odeur forte et pénétrante.
3.3-Composition chimique
Ces resines sont des mélanges liposolubles de composés terpénoides volatils et/ ou non
volatils et de composés phénoliques, secrétés par des structures spécialisées localisées a
I’intérieur ou a la surface des organes de la plante (Langenheim ,2003).
v Résines terpéniques
La résine du Pin d’Alep est une source de monoterpénes et de térébenthine, cette derniere
étant notable pour ca richesse en qui se caractérise en a-pinéne. L’essence de térébenthine,

contenant 89% de a-pinéne (Ghanmi et al., 2007).

v Résines phénoliques

En tant que source importante de biomasse pour les combustibles les résines phénoliques
sont souvent intégrées aux remedes employés en médecine traditionnelle. Leurs constituants
dérivent d’hydrates de carbone produits durant de la photosynthese et les diverses voies

métaboliques (Langenheim, 2003).

3.4-Récolte de la résine
La récolte, principalement printaniere, est effectuée manuellement a ’aide d’un coteau

et ensuite placée dans des sachets en plastique ou dans des sachets en papier ou dans des boites
a matiere variable (métal, porcelaine, verre, plastique). La résine pure sans débris de bois du

tronc ou des branches se conserve seule pour usage interne, tandis que celle prélevée avec des
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morceaux de bois est destinée a 1'usage externe. Elle se conserve facilement et pour de longue
durée (Ghanmi et al., 2007).

3.4.1-Méthode traditionnelle
L’extraction de la résine des Pin d’Alep d’environ 30 ans s’effectue par une technique

appelée « Gemmage » (Rodriguez et al.,2014). D’aprés « Systeme de Hugos" breveté en 1844,
le gemmage consiste a réaliser une blessure a I’aide d’un outil (hdpchot) au niveau de I’écorce
de I’arbre .

La gemme s’écoule alors dans un récipient placé au pied de 1’incision, maintenue par un clou
et une lamelle de Zinc. Une fois I’extraction terminée, de I’acide sulfurique est appliqué sur la
surface de la blessure, ce qui empéche sa cicatrisation, et stimuler sa biosynthése (Rodrigues
et al, 2009) (Figure 04).

Figure 04 : Méthode de gemmage traditionnelle (Fances, 2019).

3.4.2-Méthode moderne
La récolte s’effectue dans un récipient en plastique fermé, fixé a I’entaille pour prévenir

I’oxydation de la résine au contact de 1’air (Holiste,2017). Une pique sera réalisé a I’aide d’une
perceuse équipée d’une scie cloche. Finalement un acide organique naturel est appliqué au lieu

de I’acide sulfurique, dans le but de protéger I’arbre (Bernard,1988) (Figure 05).
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Figure 05 : Méthode de gemmage en vase clos (Fances, 2019).

3.5-Utilisation de la résine
Le Pin d’Alep est utilisé depuis longtemps en médecine traditionnelle dans divers pays, ou

il est considéré comme une source therapeutique essentielle.

La résine de Pin est utilisée sous forme de poudre, combinée a du miel pour soigner les
problemes digestifs et des intestinaux. On la mache aussi pour nettoyer la bouche et rafraichir
I’haleine. Elle sert comme antidiabétique et pour traiter les ulcéres du tube digestif et les
blessures (Satil et al., 2011). La resine de pin a des effets diurétiques, émollients, stimulants,
antiseptiques, anthelminthiques, insecticides, désinfectants, cytotoxiques, antibactériens,

antifongiques, spasmolytiques, cicatrisants (Shuaib et al., 2013; Rashid et al., 2015).

En médecine traditionnelle algérienne, la résine de Pin d’Alep est considérée comme
antiseptique puissant. Elle a des formes d’usages externes et internes.

> Pour les usages externes, elle est utilisée afin de prévenir et de traiter les maladies
infectieuses respiratoires, pulmonaires, grippe, rhumatisme, maladies infectieuses
fongiques, et la sinusite, en la mélangeant soit avec le miel ou I’huile d’olive, puis
I’appliquer sur le dos, la poitrine ou sur les parties infectées.

» Pour les usages internes, elle est incorporée a I’état liquide dans 1’huile d’olive, ou bien
a I’état solide dans le miel. L’administration de ces mélanges se fait une fois par jour

(Boulaacheb, 2010).
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4- Métabolites secondaires

4.1- Définition
Les métabolites secondaires sont des composés organiques produits par des organismes vivants

(principalement les plantes, champignons, bactéries et certains animaux), qui ne sont pas
directement impliqués dans les fonctions vitales de base, comme la croissance, le
développement ou la reproduction (wink,2003).Ils sont généralement spécifiques a certaines
espéces ou familles biologiques, et leurs productions est souvent induite par des conditions de

stress biotique ou abiotique (Pichersky et Lewinsohn,2011).

Ils constituent une source importante de molécules bioactives utilisées par I'homme dans
différents domaines (Jacques et al., 2005), notamment en médecine moderne (Dominique et
al., 2005), mais sont donc utilisées principalement dans le domaine écologique comprenant : la
défense chimique (Bennett et Wallsgrove,1994), la communication chimique inter-espéces ou
intra-especes (wink,2003) et la protection contre les UV ou le stress oxydatif (Taiz et al.,2015).

4.2- Polyphénols
Les polyphénols ou bien les composés phénoliques, sont une classe étendue de métabolites

secondaires principalement élaborés par les plantes. Leurs structures chimiques sont définies
par I’intégration d’un ou plusieurs groupements hydroxyle (-OH) sur des cycles aromatiques
(Dai et Mummer,2010). 1l se subdivisent en diverses catégories comme : les acides

phénoliques, les flavonoides, les stilbenes et les tanins (Cheynier et al.,2013) (Figure 06).

Chez I’humain ces composés sont reconnus pour leurs multiples activités biologiques
bénéfiques, notamment leur role d’antioxydants puissants, capable de neutraliser les radicaux
libres et ainsi de réduire le stress oxydatif. Ils démontrent également des effets anti-
flammatoires, antimicrobiens, antidiabétiques, anticancéreux et cardioprotecteurs (Manach et
al.,2004).

HO OH

Figure 06: Structure d’un Phénol simple (Richter, 1993).

4.3-Flavonoides
Les flavonoides sont des composés phénoliques tres importants responsables dans la coloration

des parties de la plante (fleurs, feuilles, fruits) (Benabied et al., 2022). Ils ont une structure de

base unique avec 15 atomes de carbone, arrangé en une molécule C6-C3-C6 : deux anneaux
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aromatiques (A et B) sont liés par un petit anneau a trois carbones (C) (Panche et al.,2016). On
les divise en plusieurs groupes (Figure 07) selon leur niveau d’oxydation et la fagon dont leur

cycles central est modifié (Pietta,2000).

Flavones

%z
<

Néoflavonoides

Flavanols

Isoflavones

Figure 07 : Structure chimique des différents types de flavonoides (Pauline, 2019)

4.4-Tanins
Les tanins tirent leurs principales propriétés biochimiques de leur capacité a interagir avec les

proteines et a les précipiter a un pH neutre. Ils constituent un groupe complexe de polyphénols
solubles dans I'eau qui ont des propriétés physiques et chimiques similaires et réagissent donc

de maniere similaire, mais a des degres divers, avec d'autres composés (Makkar, 2003).

Il est classique de distinguer deux grands groupes de tanins qui difféerent par leur réactivité

chimique et par leur composition : les tanins hydrolysables et les tanins condensés.

e Tanins hydrolysable: Sont constitués de dérivés d’acide gallique ou ellagique estérifiés
a un noyau glucidique, le plus souvent du glucose. Ils peuvent étre hydrolysés en acides
par des enzymes ou des acides forts (Haslam,1996 ; Okuda et al.,2005).

e Tanins condenses : Ils sont des produits de la polymérisation de flavan-3-ols et ne sont
pas hydrolysables (Krief, 2003).

4.5-Alcaloides
Les alcaloides sont des composés organiques végétaux hétérocycliques de structure complexe,

contenant un atome d'azote (Donatien, 2009). Sont biosynthétisés a partir d’acide aminés
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comme la tyrosine (Zhang et al.,2022). Ils peuvent étre classés selon leur structure en alcaloides
vrais, peudo-alcaloides et proto-alcaloides (Belgacem et Hemideche, 2023).

4.6-Saponines
Le nom saponine dérive du mot latin "sapo", signifiant "savon" en référence a leurs propriétés

de formation de solutions moussantes en présence d'eau (Haioun et Hamoud, 2015). Ce sont
des hétérosides composés d’une partie aglycone (lipophile) et d’une partie osidique

(hydrophile) (Marref, 2018).

4.7-Quinones
Ce sont des produits de I'oxydation de dérivés aromatiques, présentant des motifs tel que le 1,4-

dicétocyclohexa-2,5-diénique ou 1,2-dicétocyclohexa-3,5- diénique. Ils se conjuguent aux
doubles liaisons d'un noyau benzénique (benzoquinones) ou a celles d'un systeme aromatique
polycyclique condensé comme le naphtaléne (naphtoquinones), 1’anthracéne (anthraquinones)

et la naphtodianthréne (naphtodianthrone) (Benabied et al., 2022).

4.8-Stéeroides

Les stéroides sont des composes lipidiques dérivés du noyau stérane, constitués de trois cycles
cyclohexanes et un cycle cyclopentane fusionnés, formant une structure a 17 atomes de carbone
(Zahoor et al.,2023). lls sont produits naturellement par les plantes jouant des réles biologiques
essentiels dans la régulation hormonale, la croissance cellulaire et métabolisme (Jin et
al.,20022).

4.9-Coumarines
Les coumarines sont des composés aromatiques naturels appartenant a la famille des

benzopyrones, caractérisés par une structure de lactone fusionnée a un noyau benzenique. Sont
classés en plusieurs sous-groupes notamment : les coumarines simples, les furocoumarines, les
pyranocoumarines, les phénylcoumarines et les biscoumarines, selon leurs structures chimiques

spécifiques (Lateef et al.,2023).

4.10-Terpénoides
Les terpénes (Terpénoides) représentent la plus grande classe de composés organiques naturels

avec plus de 40 000 structures signalées a ce jour. Sa structure chimique de base est constituée
d'une unité isoprene (C5H8). Selon le nombre d'unités d'isoprene, les terpénes sont classés en :
monoterpenes (C10) - Les sesquiterpenes (C15) - Les diterpénes (C20) - Les triterpenes (C30)
- Les tétraterpenes (C40) - Les polyterpénes (>C40) (Kyoung et al., 2017) Les terpénoides sont

responsable de I'odeur typique de nombreuses plantes et ils interviennent dans la stabilisation
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des membranes cellulaires, régulateurs de la perméabilité et des réactions enzymatiques. lls ont
démontré leur efficacité dans la chimioprévention et la chimiothérapie du cancer et expriment
des activités antimicrobiennes, antifongiques, antivirales, antihyperglycémiques, anti-
inflammatoires et antiparasitaires (Roman et al., 2007). Ces molécules se présentent en forme
des huiles essentielles, pigments (caroténe), hormones (acide abscissique), des stérols
(cholestérol) (Adouane, 2016).

5- Activités biologiques

5.1-Acitivité antioxydants
La pathogenese de nombreuses affections chroniques est liées au stress oxydatif, un processus

ou les radicaux libres endommagent les cellules (Rahila et al., 2022).Les extraits de plantes
offrent une solution grace a leurs puissantes molécules antioxydants ,capables d’inactiver ces
radicaux et de rétablir I’équilibre oxydatif (Rahila et al., 2022).Le stress oxydant, résultant
d’une production excessive de radicaux libres par rapport aux défenses antioxydants (Aliouat
et Boulkelia, 2012), peut étre combattu par les composés actifs des plantes ,qui présentent
également des propriétés antimicrobiennes (Flieger et al., 2021). L’efficacité de ces antis-

oxydants est mesurable par des techniques photométriques (Marc et al., 2004).

5.2- Activité antimicrobienne

5.2.1-Acivité antibactérienne
La résistance bactérienne et les effets secondaires des antibiotiques conventionnels incitent

a explorer des sources naturelles pour découvrir des agents thérapeutiques innovants et
respectueux de I’environnement (Muzzamal et al., 2012).

La recherche récente s’oriente vers 1’étude d’extrait de plante et de bactéries, de métabolites
secondaires et de molécules de synthese comme agents antibactériens potentiels, distinguant les

activités bactéricides (létale) et bactériostatiques (inhibition de la croissance) (Buronzo, 2008).

5.2.2-Activité antifongique
Les mycoses, infections d’origine fongique, peuvent étre potentiellement traitées par les

métabolites secondaires des plantes. La recherche suggere leur efficacité a inhiber la croissance

fongique et la biosynthése de mycotoxines (Daoudi et al., 2017).
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5.3- Quelques micro-organismes pathogenes
5.3.1- Bactéries

¢+ Escherichia coli

v" Description
Escherichia coli (E. coli) est une bactérie a Gram négatif, en forme bacille, aérobie facultative.
Appartenant aux Entérobactéries. Elle mesure environ 1 a 3 um de long et peut se déplacer
grace a ses flagelles péritriches aussi elle est non sporulée (Madigan et al.,2018). (Figure 08).

v' Habitat
Escherichia coli est une bactérie commensale du systeme digestif des mammiféres, notamment
I’intestin. En plus elle peut survivre temporairement dans I’eau, le sol ou des surfaces, ce qui
en fait un indicateur de contamination fécale dans I’environnement (Tortora et al.,2020).

v Virulence et pathogénicité
Certaines souches pathogenes possédent des facteurs de virulence comme : adhésines ,toxins,
systemes de sécrétion ,capsule et génes de résistance aux antibiotiques (Kaper et al.,2004).
Escherichia coli est responsable d'infections extra-intestinales telles que les infections urinaires,
abdominales, méningées néonatales et les septicémies avec choc septique. En ce qui concerne
les infections intestinales, certaines souches d'Escherichia coli provoquent des diarrhées
sporadiques ou épidémiques (Denis, 2000).

Figure 08 : Observation microscopique et macroscopique d’ Escherichia coli (Kabir et al.,

2016 ; Berkmen et al., 2016)

¢+ Staphylococcus aureus
v Description
Staphylococcus aureus est une bactérie Gram positive, en forme de coque, disposée

typiquement en amas rappelant une grappe de raisin. Elle est immobile, non sporulée, catalase
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positive et coagulase positive (ce qui la distingue d'autres espéces du genre Staphylococcus).
Elle pousse en aérobiose et anaérobiose facultative (Madigan et al.,2018) (Figure 09).

v' Habitat
Staphylococcus aureus est un commensal opportuniste que I'on retrouve principalement sur la
peau et dans les muqueuses (nez, gorge) de I’étre humain. Environ 20 a 30 % des individus sont
porteurs sains. Il peut survivre longtemps dans I’environnement (air, surfaces, objets) (Tortora
et al.,2020).

v Virulence et pathogénicité
Staphylococcus aureus possede une grande variété de facteurs de virulence, notamment :
toxines, enzymes, protéine A et biofilm (Otto,2014).
Il est un pathogene opportuniste pouvant causer des infections bénignes a graves :
Infections cutanées, Infections systémiques, Toxi-infections et forme résistante : SARM
(Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline), un probléme majeur en milieu hospitalier
(Lowy,1998).

Figure 09: Observation microscopique et macroscopigue de Staphylococcus aureus (Ragab
etal., 2021 ; Aryal, 2022).

%+ Pseudomonas aeruginosa
v Description
Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram négatif, en forme de bacille droit ou Iégérement

incurvé, mobile grace a un flagelle polaire unique, aérobie stricte, non sporulée, oxydase
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positive et catalase positive. Elle peut produire des pigments caractéristiques : pyocyanine
(bleu-vert), pyoverdine (jaune-vert fluorescent), entre autres (Ryan et al.,2022) (Figure 10).

v' Habitat
C’est un saprophyte ubiquitaire : il vit naturellement dans les sols, les eaux, les milieux
humides, les surfaces hospitaliéres et les dispositifs médicaux. On le trouve aussi comme

colonisant opportuniste dans la peau, les voies respiratoires et les intestins (Todar ,2012).

v Virulence et pathogénicité
P. aeruginosa posséde une panoplie de facteurs de virulence permettant I’adhésion, 1’évasion
immunitaire, et la destruction tissulaire tels que : pigments toxiques, enzymes extracellulaires,

systeme de sécrétion de type 111, biofilm, efflux (Hauser, 2009).

C’est un pathogene opportuniste majeur, notamment en milieu hospitalier. Il est associé¢ a des
Infections respiratoires graves chez les patients atteints de mucoviscidose, Infections urinaires
nosocomiales, Otites externes malignes, Brilures infectées, Endocardites chez les toxicomanes,
Bactériémies et sepsis.
Sa pathogénicité repose sur sa capacité a former des biofilms résistants aux antibiotiques et a
échapper au systeme immunitaire (Gellatly et Hancock, 2013).

Figure 10: Observation microscopique et macroscopigue de Pseudomonas aeruginosa
(Mubbunu, 2023).

s+ Bacillus sp.
v Description

Le genre Bacillus regroupe des bactéries Gram positives, aérobies ou anaérobies facultatives,
en forme de bacilles droits. Elles sont mobiles (flagelles péritriches), sporulées, et forment
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Souvent de longues chaines. Ces bactéries sont ubiquitaires, certaines espéces sont inoffensives,
d'autres sont pathogeénes (Madigan et al.,2018) (Figure 11).

v Habitat

Les especes du genre Bacillus sont des organismes saprophytes présents dans de nombreux
environnements : Sol, eau, végétation, Produits alimentaires (Logan et De Vos, 2009).

v Virulence et pathogénicité
Bacillus responsable des toxi-infections est un agent causal de la maladie syndrome de diarrhée,
syndrome émétique et les infections opportuniste (Logan et Rodriguez-Diaz, 2012).

Figure 11 : Observation macroscopique et microscopique de Bacillus sp. (Ali et
al.,2017;Haque et al., 2020 ).

5.3.2- Les champignons
Les champignons, aussi appelés mycetes, sont des organismes eucaryotes unicellulaire ou

pluricellulaires, dont la structure est similaire a celle des organismes végétaux. Ils sont des

hétérotrophes et ne possedent pas de chloroplastes (Carip, 2008) (Figure 12).

« Candida albicans
v Description

Candida albicans est une levure dimorphique capable de se transformer en cellules
bourgeonnantes, pseudohyphes ou hyphes véritables selon I’environnement. Cette plasticité
morphologique est essentielle & sa virulence. C’est un champignon eucaryote, a paroi cellulaire

riche en mannanes, glucanes et chitine (Brandquist et al.,2023) (figure 12).
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v Habitat
Candida albicans est un commensal naturel des muqueuses humaines : cavité buccale, vagin,
tractus gastro-intestinal et peau. Il reste généralement inoffensif, mais peut devenir pathogéne

si I’immunité est affaiblie ou si la flore bactérienne est déséquilibrée (Yang et al.,2023).

v Virulence et pathogénicité
Les principaux facteurs de virulence de C. albicans incluent : Transition morphologique,
Biofilm, Enzymes hydrolytiques, Toxine Candidalysine et Echappement immunitaire (Mayer
et al.,2024).
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Figure 12 : Observation microscopique et macroscopique de Candida albicans (Ghimire et
al., 2020).
% Fusarium sp.
v Description
Fusarium sp .est un champignon filamenteux de forme imparfaite (anamorphe), caractérisé par
un mycélium septé fin, clair et frisé, de couleur rose saumon. Ses colonies sont hyalines,
unicellulaires, sur conidiophore de 3 a 5 um de diamétre (Mebark, 2016). Il se caractérisé par

ses spores multicellulaires (macroconidies) en forme de croissant et la production de

mycotoxines (Wang et al., 2023). (Figurel3).

v' Habitat
Les Fusarium spp. sont ubiquistes, présents dans les sols agricoles, débris végétaux, eau douce.
Ils colonisent les plantes (racines, tiges, graines) de facon opportuniste. De plus, ils résistent

longtemps dans I’environnement via chlamydospores (Sogoba et al., 2023).
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v Virulence et pathogénicité
Les principaux facteurs de virulence incluent: mycotoxines, enzymes dégradant la paroi
végétale, petites protéines effectrices responsables du contournement de la défense de I’hote et

la capacité d’adaptation au stress environnemental (pH, température) ( Wang et al., 2023).

Chez I’humain, Fusarium sp. peut provoquer des infections opportunistes telles que des
kératites, des onychomycoses et des fusarioses systémiques ,particulierement chez les individus
immunodéprimés .De plus, il présente une résistance antifongique élevée (Nucci et Anaissie,
2022).

Figure 13 : Observation macroscopique et microscopique de Fusarium sp (Cutuli et al.
2015 ; Akhtar et al., 2017)
«» Aspergillus niger
v Description
Aspergillus est un champignon pluricellulaire filamenteux, atteignant un diamétre de 4 a 5 cm.

Il présente un mycélium septé et ramifié. Ses colonies sont de couleur noire (Marijon et al.,
2020) (Figure 14).

Cette espece est largement exploitée dans I'industrie pour la production d'enzymes et d'acides

organiques, notamment l'acide citrique (Pel et al.,2007).
v' Habitat

Aspergillus niger se développe sur la matiére organique en conditions aérobies. Il est un
contaminant sur divers substrats ; on le trouve dans le sol, sur la matiere végétale et méme dans

les environnements marins, bien qu’il préfére les sols secs et chauds (Botton et al., 1990).
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v Virulence et pathogénicité
Les spores d'Aspergillus, présentes dans l'air, ciblent I'appareil broncho-pulmonaire par
pénétration respiratoire. Elles sont responsables de plus de 80% des maladies aspergillaires chez
I'hnomme (CDC, 2024).

Figure 14 : Observation microscopique et macroscopique d’Aspergillus niger (Basil et al.,
2021).

5.4- Effets antibactériens de la résine de Pin d’Alep

5.4.1- Bactéries a Gram-positif

La résine du Pin d’Alep démontre une activité antibactérienne marquée contre les bactéries
Gram-positives, principalement grace a sa richesse en flavonoides et composés phénoliques
(Boukhatem et al., 2014). Ces substances provoquent des altérations de la paroi cellulaire,
augmentent la perméabilité membranaire et perturbent les fonctions enzymatiques
intracellulaires (Cushnie et Lamb ,2005). Les souches comme Staphylococcus aureus ou
Bacillus subtilis se révelent particulierement sensibles a ces extraits (Djebli et al.,2016). Cette
efficacité est souvent attribuée a la facilité de diffusion des composés actifs a travers la paroi

épaisse mais permeéable des bactéries Gram-positives (Nikaido ,2003).

5.4.2- Bactéries a Gram-négatif

L'effet de la résine de Pin d’Alep est plus modéré, en raison de la complexité structurale de
leur membrane externe riche en lipopolysaccharides, qui limite la pénétration des substances
actives (Nikaido, 1996). Néanmoins, des extraits concentrés de résine ont montré une
inhibition partielle contre des souches comme Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa
(Benyoucef et al.,2017), notamment grace a la présence de diterpénes et d’acides résiniques

capables d’altérer la structure de la membrane externe (Zengin et al.,2018).
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Notre travail a été réalis¢ au niveau de 1’Université Constantinel dans les laboratoires
pédagogiques, faculté des sciences de la nature et de vie, et au laboratoire de laboratoire de
Mycologie, Biotechnologie et de I'Activité Microbienne (LaMyBAM) a CHAAB RSSAS.

Dans ce contexte, notre étude porte sur 1’extraction, I’identification et la quantification des
composés phénoliques, suivies par 1’évaluation des activités biologiques a savoir la capacité
antioxydante et I’activité antimicrobienne de trois extraits : méthanolique , hydro-éthanolique
et chloroformique de la résine de Pin d’Alep. Ainsi, I’objectif est de comparer leurs efficacités

et de déterminer le solvant le plus performant.
1-Preéparation du matériel vegétal

La résine du Pin d’Alep a été achetée chez un herboriste au niveau de la ville de Mila
(Chelghoum L’ Aid). La résine utilisée est récoltée a Sétif (en 2024), séchée a I’air libre a I’abri

de la lumiere et stockée dans des conditions appropriées.
1.1- Broyage

Les petites pierres de la résine ont été broyées manuellement a ’aide d’un mortier, puis a I’aide

d’un broyeur électrique, ensuite tamisés pour obtenir une poudre fine (Figure 15).

Figure 15 : Résine séchée et broyée.

1.2-Tamisage

Le broyat de la résine a été tamisé a travers un tamis de 0,2 mm de diamétre afin de récupérer
une poudre trés fine, puis conservé soigneusement dans des flacons fermé, a température

ambiante et a I’abri de la lumiére jusqu’au jour de leur utilisation.
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2-Preparation des extraits

La préparation des extraits a été réalisée selon deux procédés distincts : I’extraction par
macération a température ambiante et I’extraction par reflux, permettant une meilleure

récupération des composés bioactifs.
2.1-Extraction par macération

2.1.1- Principe

La macération est une méthode d’extraction consistant a immerger une substance végétale seche
ou fraiche dans un solvant a température ambiante pendant un certain temps, pour récupérer un

extrait liquide qui contient des principes actifs dissous (Bisset et Wichtl, 2001 ; EMA,2016).

Dans ce présent travail, la maceration a été réalisée en utilisant deux solvants différents,

conduisant a I’obtention d’un extrait méthanolique et d’un extrait hydro-éthanolique.

2.1.2- Macération méthanolique : est une technique d’extraction utilisée pour isoler les
composes bioactifs en particulier les métabolites secondaires (Harborne,1998). Le méthanol
est un solvant polaire efficace capable de solubiliser un large éventail de composés organiques
(Parekh et Chanda ,2007).

» Mode opératoire

Selon le protocole décrit par Pacome et Augustin (2018) :

e Extrait méthanolique : 10 g de la poudre de la résine sont mis a macérer dans 250 ml
de méthanol dans un bécher, sous agitation magnétique (100-150 tr/min), a température
ambiante pendant 24 heures et a I’abri de lumiére. Ensuite, le mélange a été filtré a
l'aide du papier filtre, pour recueillir ’extrait liquide, puis conservé dans un flacon
hermétique a une température de 4°C, a l'abri de la lumiére, afin de préserver ses

propriétés (Figurel6).
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Figure 16: Agitation et filtration de la poudre végétale de I’extrait méthanolique.

2.1.3-Macération hydro-éthanolique : est une méthode d’extraction qui utilise un mélange
d’cau et d’éthanol pour extraire les principes actifs d’une plante (Harborne,1998). L’éthanol
permet d’extraire des substances peu solubles dans I’eau, tandis que 1’eau facilite 1’extraction

de composés plus polaires (Sasidharan et al.,2011).

» Mode opératoire

Selon le protocole décrit par Pacome et Augustin (2018) :

e Extrait hydro-éthanolique : 20 g de la poudre de la résine sont mis a macérer dans 200
ml de solution éthanol-eau (70:30) dans un bécher, sous agitation magnétique (100-150
tr/min) a température ambiante pendant 24 heures et a ’abri de lumiére. Ensuite, le
mélange a été filtré a l'aide du papier filtre pour recueillir ’extrait liquide et conservez
le filtrat dans un flacon hermétique a une température de 4°C, a I'abri de la lumiére, afin

de préserver ses propriétés (Figurel?).
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2.2-Extraction a reflux

2..2.1-Principe

L’extraction a reflux est une technique couramment utilisée pour extraire des composés
solubles a partir de matiéres végétales ou autres matrices solides en utilisant un solvant
chauffé (Harborne,1998). Elle fonctionne grace a un systeme dans lequel le solvant
s’évapore, se condense dans un condenseur, puis retourne continuellement dans un ballon
d’extraction, assurant un contact prolongé entre le solvant chaud et [’échantillon
(Sasidharan et al.,2011). Enfin, aprés extraction, le solvant est généralement évaporé sous
vide pour obtenir un extrait concentré (Sarker et al.,2006) (Figure 18).

~ sortie d'eau

réfrigérant a eau

<« arrivée d'eau

ballon a fond rond

mélange
"~ réactionnel

~+——chauffe-ballon
e O

vallet

Figure 18 : Schéma explicatif d’un montage a reflux (Larousse ,2020).

2.2.2-Mode opératoire

10 g de la poudre de la résine sont mis a chauffer sous reflux dans 200 ml de chloroforme
pendant 2 heures. Ensuite, le mélange a été filtré sous vide a l'aide du papier filtre pour recueillir
I’extrait alcoolique. Enfin, le filtrat est conservé dans un flacon hermétique a une température

de 4°C, a l'abri de la lumiere, afin de préserver ses propriétés (Handa et al.,2008) (Figure 19).
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Figure 19: Montage et procédure d’extraction a reflux.

2.3- Concentration sous vide
Les trois filtrats ont été collectés puis s’évaporés a l'aide d’un évaporateur rotatif a une
température de 40° a 50° C (Figure20). Enfin les trois extraits obtenus ont été conservés au

réfrigérateur a 4° C a l'abri de la lumiere, jusqu'a leur utilisation.

Figure 20 : Evaporation a I’aide d’un évaporateur rotatif.

2.4- Rendements des extractions

Le rendement d’extraction est la quantité d’extrait brut obtenu apres traitement d’une plante par
un solvant donné, indiquant la capacité du solvant a solubiliser les composés présents dans la
matiére végétale.

Le rendement en pourcentage a été calculé par la formule suivante Pacéme et Augustin (2018)

R %=( ) x100

25
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Ou:
R : est le rendement en pourcentage ( %).
Mext : la masse de ’extrait apres évaporation du solvant (g).

Meéch : la masse seche de 1’échantillon végétal ()

2.5-Screening phytochimique

2.5.1- Principe

Le criblage phytochimique qualitatif est un processus d’analyse essentiel pour déterminer la
composition chimique d’une plante en termes de métabolites primaires et secondaires. 1l est mis
en ceuvre par des tests, réalisés sur les extraits de la plante, exploitent des réactions chimiques
qui conduisent soit a la formation de précipités insolubles, soit a I’apparition de complexes
colorés, grace a ’emploi de réactifs spécifiques (Badiaga, 2011).

Les extraits obtenus ont éte évalués qualitativement pour déterminer la présence de phénols, de
flavonoides, de tanins, de coumarines, de quinones, de terpénoides, de stéroides, d’alcaloides

et de saponines.

2.5.2- Détection des Phénols

Quelques gouttes d’une solution de Chlorure de fer FeClz & 10% sont rajoutées a 1ml de chaque
extrait liquide. La réaction donne une coloration bleu-noir en présence des phénols (Ciulci,
1994)

2.5.3-Deétection des Flavonoides
Iml d’hydroxyde de sodium a 10% était ajouté a 1ml d’extrait alcoolique. La présence de

flavonoides est indiquée par la formation de couleur jaune a orange.

2.5.4- Détection des Tannins

Deux millilitres de chacun des extraits ont été dilués avec de I’eau distillée dans des tubes a
essai distincts. Ensuite, 2 a 3 gouttes de chlorure ferrique a 5 % (FeCls) ont été ajoutées.
L’apparition d’une coloration vert-noir ou bleue indique la présence de tanins (Sangeetha et
Jayaprakash, 2015).
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2.5.5- Détection des Coumarines
1 ml de 10% de I’hydroxyde de sodium a été ajouté a 1 ml d’extrait alcoolique. La présence de

coumarines est indiquée par la formation de couleur jaune.

2.5.6- Détection des Quinones
1 ml d’acide sulfurique concentré a été ajouté a 1 ml d’extrait alcoolique. La présence de
quinones est indiquée par la formation de la couleur rouge (Qnais et al, 2007).

2.5.7- Détection des Terpenes
2ml d’acide trichloracétique ont été ajoutés a 1ml d’extrait alcoolique. La présence des terpenes

est confirmée par la formation d’un précipité rouge (Komaram et al, 2019).

2.5.8- Détection des Stéroides
2 ml d’acide sulfurique concentré ont été ajoutés lentement sur la paroi du tube a 2 ml d’extrait.
La présence de steroides est indiquee par la formation de deux couches, une couche rouge et

une couche inférieure vert jaunatre (Hajoori et al, 2014).

2.5.9- Détection des Alcaloides

Test de Mayer : quelques gouttes d’un réactif de Mayer (1.35g Chlorure de mercure HgCI12 +
3.95g Iodure de Potassium KI dans 100ml d’eau distillée) avec 2ml de Chlorure d’hydrogene
HCI concentrée sont ajoutés a Iml de chaque extrait liquide. L’apparition d’une précipitation

blanche ou d’une coloration verte indique la présence des alcaloides (Hossain et al, 2013).

2.5.10- Détection des Saponines
5 ml de I’eau ont été ajoutés a 1 ml d’extrait alcoolique, le tube a été agité pendant 2 minutes.
La présence des saponines sont indiquées par la formation de mousse. La formation de mousse

stable aprés 15 min confirme le test (Chonoko et Rufai, 2011).

2.6- Dosage colorimétrique des composes phenoliques

Les dosages des polyphénols totaux et des flavonoides totaux présents dans la résine (des trois

extraits) ont été réalisés a 1’aide d’un spectrophotometre.
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2.6.1-Dosage des polyphénols totaux
e Principe

Le dosage est effectué en suivant la méthode colorimétrique décrite par Muller et al.(2010),
qui utilise le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est composé d'un mélange d'acide
phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique. Lors de I'oxydation des phénols, ce mélange
est réduit en des oxydes bleus de tungstene et de molybdéne (Ribéreau, 1968). La coloration
obtenue, qui est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux,
est mesurée a une longueur d'onde comprise entre 725 et 750 nm (Manon, 2022).

e Mode opératoire

Le dosage des polyphénols totaux est realisé en suivant la méthode colorimétrique. Un volume
de 200 pL de I’extrait dilué a été introduit dans un tube a essai, puis, 1 mL de réactif de Folin-
Ciocalteu (dilué 10 fois) et de 800 uL de carbonate de sodium (Na,CO3) a 7,5 % (p/v) sont
additionnés. Le tube a été agité et incubé durant 30 min a P’abri de la lumiére et a une
température ambiante. L’absorbance est mesurée a 765nm contre le blanc a 1’aide d’un
spectrophotométre. L’acide gallique est utilis¢é comme controle positif (Akrab et Mouhadi,
2019).

Une gamme ¢étalon a base de I’acide gallique est également préparée a des différentes
concentrations. Les teneurs en polyphénols ont été exprimées en milligramme équivalent acide

gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g extrait) (Halla et al.,2016).

2.6.2-Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé selon la méthode décrite par Bahorun et al.
(1996) et Djeridane et al. (2006).

e Principe

La détermination des flavonoides totaux repose sur un test colorimétrique utilisant le trichlorure
d'aluminium (AICI5). Les flavonoides, grace a leur groupement hydroxyle libre en position 5,
peuvent former un complexe jaunatre par chélation avec I’ion AICl3;. L’intensité de cette

coloration jaune est proportionnelle a la concentration en flavonoides dans 1’échantillon.
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e Mode opératoire
Dans chaque tube a essai, on ajoute 250 pl de dilution de I’extrait, 1 ml d’eau distillée, puis 75
I de solution de nitrite de sodium (NaNO,, & 0,5 %). Aprés un temps de réaction de 6 minutes,
on ajoute 150 ul de solution d’AICI; a 10 %, puis on laisse réagir pendant 5 minutes
supplémentaires. Ensuite, 500 ul de solution d’hydroxyde de sodium (NaOH, a 4 %) et 2,5 ml
d’eau distillée sont ajoutés. Le mélange est agité. L.’absorbance est ensuite mesurée a 510 nm,

apres 15 minutes d’incubation, contre un blanc constitué¢ d’eau distillée.

La quercétine est utilisée comme standard. Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les
mémes conditions opératoires. La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme

équivalents de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g extrait).
e Expression des résultats

La teneur en flavonoides totaux est determinée a partir de I’équation de régression linéaire issue
de la courbe d’étalonnage construite par la quercétine. Les résultats sont exprimés en

milligrammes équivalents de quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g d’extrait).
2.7- Activités biologiques

Les activités biologiques ; antioxydante et antibactérienne des extraits obtenus sont également

évaluées.

2.7.1- Activité antioxydante

L’¢évaluation de l'activité anti-oxydante, des extraits de la résine de Pin d’Alep a été faite par

un piégeage des radicaux libres.

» Activité anti radicalaire du DPPH (2,2-Diphényl-1-PicrylHydrazil)
e Principe du DPPH

Le DPPH (DiPhényle Picryl Hydrazyle) est une solution de couleur violette, et d’une
absorbance caracteristique a 517nm (Sanchez, 2002). Il permet de mesurer le pouvoir d’un
antioxydant tel que les composés phénoliques a réduire un radical chimique, par la disparition
de la couleur initiale violette du DPPH en captant un Hydrogene puis il se réduit en 2-2-

diphényl-1-picryl hydrazine de couleur jaune (Kim et al, 2002) (Figure 21).
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Figure 21 : Réduction du radical DPPH (Nabti et al., 2023).

e Mode opératoire
Quatre milligrammes de DPPH ont été solubilisés dans 100ml de méthanol absolu pour avoir
une solution de 0,004 %, bien agité le mélange et le conserver avec du papier Aluminium. Pour
chacun des 3 extraits une gamme de dilution est préparée (100/50/25/12,5/6,75/5/4/3/2/1/0,5
pg/ml). Ensuite, 2 ml d’extrait de chaque concentration et 2 ml de la solution DPPH sont
mélangés, puis agités par un vortex. Les tubes sont placés a ’obscurité, a une température
ambiante, pendant 30 min.
L’absorbance a été mesuré a 517 nm par un spectrophotométre. Un contrdle négatif est préparé
(Serigne et al., 2017).
Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant

’acide ascorbique (vitamine C) (Annexe).

e Expression des résultats

L’effet de piegeage du radical DPPH de I’activité antioxydante, s’exprime en % d’inhibition

(Dieng et al. 2017), Selon I’équation suivante :

PI =100 x (A0 — A1) /A0
Ou :

P1 : Pourcentage d’Inhibition ;
A0 : Absorbance du contrble négatif ;

Al : Absorbance de I’échantillon.

e Calcul des IC50
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IC50, concentration inhibitrice a 50 %, est la concentration de I’échantillon testé nécessaire
pour réduire 50% de radical DPPH.

Les IC50 sont calculées par des pourcentages d’inhibition en fonction de différentes
concentrations des extraits testés (Torres et al., 2006).

2.7.2-Activité antimicrobienne

L'évaluation de l'activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion en puits sur
un milieu gélosé, pour déterminer parmi nos extraits ceux qui ont une inhibition microbienne
(Balouiri et al.,2016).

«» L’évaluation de |'activité antibactérienne

e Bactéries testées
Les souches bactériennes utilisées sont quatre a Gram positif et Gram négatif de référence

(Tableau 01).

Tableau 01 : Caractéristiques des souches bactériennes utilisées pour 1’évaluation de

I’activité antibactérienne.

Bactéries Souches Code Gram
Escherichia coli ATCC 87 39 Négatif

Bacille Pseudomonas aeruginosa. ~NCIMB 86 26 Négatif
Bacillus subtilis ATCC 66 33 Positif

Cocci Staphylococcus aureus ATCC 65 38 Positif

e Préparation des solutions des extraits
Les extraits ont été dilués dans le Diméthylsulfoxyde (DMSQ) pour préparer une solution mere

de chaque extrait (700mg/ml).

e Préparation des cultures

Chague souche bactérienne a été repiquéee dans milieu gélose nutritive par la méthode des stries,

puis incubée a 37C° pendant 18 a 24 heures pour obtenir des colonies jeune et pure.
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e Préparation de I'inoculum

A l'aide d'une pipette pasteur stérile quelques colonies bien isolées sont prélevées et mises dans
I'eau physiologique stérile (0,9%) afin d'obtenir une suspension bactérienne équivalente a 0,5
Mac Farland.

e Ensemencement et perforation des puits

Utilisant la méthode des puits sur gélose, Des suspensions bactériennes standardisées ont été
étalées par 3 séries sérés a I’aide d’un écouvillon stérile sur la surface de milieu Mueller-Hinton
préalablement solidifié. Des puits ont été percés dans la gélose. Chaque puits a été rempli avec
50 uL de P'extrait de la résine. Un puits témoin négatif a été réservé au solvant de I’extrait
(DMSO). Les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 18 a 24 h. Chaque teste a été répétée
deux fois. L’activité antibacterienne a été évaluée en mesurant le diametre des zones d’inhibition

autour des puits, exprimé en millimétres (Balouiri et al.,2016) (Figure 22).
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Figure 22 : Etapes de la méthode des puits sur gélose.

o Détermination de la CMI
= Définition
La CMI ou la concentration minimale inhibitrice est la plus faible concentration d’un
antibiotique capable d’inhiber visiblement la croissance bactérienne (OMS ,2023). Elle est

déterminée par des méthodes normalisées comme la diffusion en milieu liquide ou la diffusion
sur gélose (CLSI,2022).
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= Mode opératoire

A partir de la solution mére de chaque extrait qui a étaient préparés précédemment, des séries
de dilutions avec des différentes concentrations ont été préparées (700 /600 /500 /200/ 150/ 100/
50/ 20/ 10/ 5 /2,5mg/ml) (Figure 23).

Apres ensemencement des suspensions bactériennes a la surface des boites de Pétri, des puits
ont éte établis dans le milieu de culture. Un volume de 50 pL de chaque concentration d’extrait
a été dépose. Chaque concentration a été testée en double. Les boites sont ensuite incubées a 37
°C pendant 24 heures.

Figure 23 : Préparation des dilutions d’extraits étudiés ; a : extrait hydro-éthanolique ; b :

extrait chloroformique ; ¢ : extrait methanolique.
«* L’évaluation de |'activité antifongique
e Souches fongiques testées

Les souches fongiques testées comprennent une levure Candida albicans et deux

champignons : Fusarium sp. et Aspergillus niger. (Tableau 02).
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Tableau02 : Caractéristiques de la souche fongique utilisée pour I’évaluation de I’activité

antifongique.

Souches Code

Candida albicans ATCC 10231

e Mode opératoire

Dans des boites de Pétri contenant le milieu gélosé (Sabouraud), préalablement ensemencé par
écouvillonnage avec une suspension fongique. Des puits sont ensuite creusés dans le milieu a
I’aide d’une pipette Pasteur, chacun étant rempli d’un volume précis de la solution a tester.
Aprés incubation a une température adaptée autour de 28 a 30°C pendant 48 a 72 heures,
I’activité antifongique est déterminée par la mesure du diametre d’inhibition autour des puits,

indiquant la zone ou la croissance fongique est empéchee (CLSI,2008).
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Résultats et discussion

1- Rendement d’extraction de la résine

Dans cette étude, nous nous intéressons a I’extraction et & I’évaluation des métabolites
bioactifs présents dans la résine de Pin d’Alep, en utilisant trois solvants différents
(méthanol, hydro-éthanol et chloroforme), afin d’optimiser le rendement et de
comparer la richesse en composés d’intérét de chaque extrait. Les méthodes
d’extraction employées : la macération et I’extraction sous reflux. Ces techniques ont
permis d’isoler divers métabolites bioactifs. Le Tableau 03 indique les rendements

des trois extraits étudiés.

Tableau 03: Rendement des extraits de resine de Pin d’Alep

Hydro-éthanolique Chloroformique

D’apres les résultats présentés dans le tableau ci-dessus, les rendements d’extraction
des trois extraits sont relativement similaires. L’extrait méthanolique présente le
rendement le plus éleveé (88,6 %), suivi de I’extrait chloroformique (86,1 %), puis de

I’extrait hydro-éthanolique, qui présente un rendement de 79,4 %.

Dans la littérature, notre rendement de I’extrait méthanolique est supérieur a celui
rapporté par Araba et al., (2023) qui ont estimé un rendement de 73,23 %. Le
rendement élevé obtenu par ce solvant s’explique probablement par la forte polarité
du méthanol, qui favorise la solubilisation d’un large éventail de composés bioactifs

(Zermane et al.,2022 ; Belkcem et al.,2023).

Nos résultats obtenus pour I’extrait chloroformique sont conformes a ceux donnés par
Mostfai (2024) qui ont obtenu un rendement de 81.5%. Ainsi, le chloroforme a
également montré un rendement élevé, probablement en raison de sa capacité a
extraire efficacement les composés lipophiles présentés dans la résine (Ben houhou et
al.,2021 ; Bouguerra et al. (2022), Messaoudi et al. (2023).
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L’extrait hydro-éthanolique présente un rendement d’extraction inférieur a celui des
deux autres extraits, bien qu’il soit généralement utilis€é pour I’extraction des
composés polaires et semi-polaires, en raison de la nature mixte de son solvant

(eau/éthanol) (Benmoussa et al., 2022).

La variation de rendement des trois extraits dépend de plusieurs facteurs tel que le
temps d’extraction, la température, ainsi que la localisation géographique, la période
de récolte, le climat et la durée de stockage (Su et al., 2006). Aussi dépend de nature
du solvant utilisé (Zhao et al., 2006) et la méthode d’extraction appliquée (Wojdylo
et al., 2007).

2- Screening phytochimique

Les tests de screening phytochimiques ont été reéalisés sur les trois extraits (extrait
méthanolique, extrait hydro-éthanolique et extrait chloroformique,) preparés a partir
de résine de Pin d’Alep. Ces réactions sont basées sur des phénomenes de
précipitations ou de coloration par des réactifs specifiques.

Les résultats de ce criblage sont reportés dans le Tableau 04, qui révele la présence

ou I’absence d’un groupe de métabolite secondaire.

Tableau 04 : Résultats de screening phytochimique de la résine de Pin d’Alep.

Metabolite Extrait Extrait hydro- Extrait Résultat
secondaire méthanolique éthanolique chloroformique positif
attendu
Flavonoides ) Présence de
coloration
jaune.
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Tannins - | Présence de
coloration
vert-noir ou

bleue.

Phénols Présence de
coloration

bleu-noir.

Quinones Présence de

coloration

rouge .

Stéroides Formation de
deux
couches, une
couche rouge
et une couche
inférieure

vert jaunatre.

—
| —
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Alcaloides

e s

Saponines

Terpénes

Coumarines

]
1
|

L’apparition
d’une
précipitation
blanche.

Formation de

MOusse.

Formation
d’un précipité

rouge.

Présence de
coloration

jaune.

(+) test positif ; (-) test négatif

—
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Le criblage phytochimique de la résine de Pin d’Alep révéle une composition variable
selon la polarit¢ du solvant utilisé. D’aprés les résultats présentés, 1’extrait
méthanolique de la résine contient un large spectre de métabolites, notamment des
flavonoides, des quinones, des stéroides, des alcaloides, des terpénes et des

coumarines. En revanche, les tanins, les phenols et les saponines sont absents.

L’extrait méthanolique, en raison de la forte polarité du méthanol, permet I’extraction
de plusieurs composés bioactifs. Selon plusieurs auteurs, il est particulierement
efficace pour extraire les flavonoides et les tanins (Bouguedoura et al., 2019 ;
Djellouli et al., 2020), ainsi que les stéroides, les triterpénes et les quinones
(Boudjelal et al., 2015 ; Benhouhou et al., 2018). En revanche, les saponines et les
alcaloides y sont généralement absents ou présents en tres faible quantité (Djeridane
et al., 2006 ; Chemsa et al., 2017).

L’extrait hydro-éthanolique n’a révélé que la présence des flavonoides, des quinones
et des coumarines, tandis que les autres métabolites recherchés étaient absents. De
méme selon la littérature, ’extrait hydro-éthanolique, legérement moins polaire,
montre une richesse en flavonoides, tanins, quinones, stéroides et triterpenes
(Boudjelal et al.,2015 ; Kheyar-Kraouche et al.,2020), et absence en saponines et
alcaloides (Djeridane et al.,2006 ; Chemsa et al.,2017).

Quant a D’extrait chloroformique, plusieurs métabolites ont été détectés, notamment
des flavonoides, des quinones, des stéroides, des alcaloides ainsi que des coumarines.
L’étude effectuée par Mostfai (2024) concernant I’extraction de Pin d’Alep, par
reflux au chloroforme, confirment nos résultats qualitatifs. En effet, en raison de sa
nature peu polaire, cet extrait se distingue par une forte teneur en stéroides, triterpenes
et certaines quinones, tandis que des composés polaires tels que les flavonoides, les
tanins et les saponines y sont faiblement présents, voire absents (Djeridane et
al.,2006; Benhouhou et al.,2018).

L’extrait méthanolique (polaire) est particulierement efficace pour extraire des
composés hydrophiles tels que les flavonoides, les tanins et les autres phénols. En
outre, I’extrait hydro-éthanolique, e polarité intermédiaire, permet e solubiliser
principalement les composés phénoliques tels que les flavonoides, les tanins et

certaines coumarines présents dans la résine. En revanche I’extrait chloroformique de
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nature apolaire solubilise préférentiellement les composés lipophiles comme les

triterpenes et les stéroides.

D’aprés nos résultats, on peut conclure que les extraits méthanolique et
chloroformique sont les plus riches en métabolites secondaires, qu’ils soient polaires
ou apolaires. En revanche, I’extrait hydro-éthanolique présente la plus faible diversité

des métabolites secondaires.

3- Dosage colorimétrique des composés phénoliques

Pour mesurer les composés phénoliques, deux analyses ont été réalisées. Les
polyphénols totaux ont été quantifiés par la méthode de Folin-Ciocalteu, en utilisant
I’acide gallique comme référence. Ensuite, la teneur en flavonoides totaux a été
déterminée avec le trichlorure d’aluminium, en utilisant la quercétine comme

standard.

3.1-Dosage des polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux dans les extraits
méthanolique, hydro- éthanolique et chloroformique, de résine de Pin d’Alep a été
calculée a partir de 1’équation de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique ;
Y =0,0032x avec R? =0,9887 (Figure 24).
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0,25
0,2

0,15

Absorbance

0,1

0,05

0 20 40 60 80 100 120
Concentration de I'acide gallique (mg/ml)

Figure 24 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique (A=765 nm).

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait

(mg EAG/qg extrait) (Tableau05).
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Tableau 05 : Teneur en phénols totaux dans les trois extraits de Pin d’Alep.

Echantillon dosé Teneurs en phénols totaux (mg
équivalente d’acide gallique/g extrait)
Extrait méthanolique 79,53
Extrait hydro-éthanolique 176,875
Extrait chloroformique 103,59

D’aprés nos résultats on trouve que I’extrait hydro-éthanolique de la résine de Pin
présente la teneur en phénols totaux la plus élevé avec 176.875 (mg EAG/g). Ainsi,
I’extrait chloroformique montre une forte teneur de composés phénoliques, 103.59
(mg EAG/ g), tandis que I’extrait méthanolique affiche la plus faible entre eux en

composés phénoliques 79.53 (mg EAG/ g d’extrait).

Nos résultats indiquent que 1’extraction a 1’aide d’un mélange hydro-éthanolique est
la plus efficace pour extraire les composés phénoliques cela est notamment di a la
solubilit¢ des divers types des polyphénols d’un solvant a un autre, L'éthanol est
fréquemment privilégié dans l'industrie agroalimentaire pour I'extraction de composes
bioactifs en raison de sa moindre toxicité par rapport aux autres solvants (méthanol et

chloroforme) (Cacace et Mazza, 2003 ; Franco et al., 2008).

Ainsi, les résultats de I’extraction chloroformique de la résine présente une bonne
teneur en polyphénols, proche des résultats obtenus par Mostfai (2024), qui a
également utilisé une extraction par reflux au chloroforme et a rapporté une teneur

plus élevée, estimée a 690,17 mg EAG/g.

L’extraction métanolique montre la plus faible teneur en composés phénolique. Notre
résultat rapproche de celui rapporté par Entrouissi (2019), qui a observé une teneur
totale en polyphénols de 92 mg EAG/g d’extrait. L’extrait méthanolique présente
donc, une teneur plus faible pour plusieurs raisons liées a la polarité du solvant vis-a-

vis notre échantillon (lipophile).
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3.2- Dosage des flavonoides

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux dans les extraits, méthanolique et

hydro- éthanolique et chloroformique de la résine de Pin d’Alep a été calculée a partir

de I’équation de la courbe d’¢talonnage de la quercétine ; Y = 0,0079x avec

R?=0,9853 (Figure 25).
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Figure 25 : Courbe d'étalonnage de la quercétine (A =510).

Les résultats obtenus, exprimés en mg équivalent de quercétine par g de I’extrait (mg

EQ/qg extrait), sont présenteés dans le Tableau 06.

Tableau 06 : Teneur en flavonoides dans les trois extraits de la résine de Pin.

Echantillon dose Teneur en flavonoides (mg Equivalent

Quercétine /g d’extraits)

Extrait méthanolique 40,5
Extrait hydro-éthanolique 50,88
Extrait chloroformique 60

Les résultats obtenus montrent que I’extrait chloroformique de la résine de Pin d’Alep

se révele étre le plus efficace pour I’extraction des flavonoides affichant la teneur la
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plus élevée avec 60 (mg EQ /g Extrait), Alors que I’extrait hydro-éthanolique présente
une efficacité¢ intermédiaire avec 50,88 (mg EQ/g Extrait). En revanche, I’extrait

méthanolique est moins performant, ne contenant que 40,5 (mg EQ/g Extrait).

Selon les travaux réalisés, Mostfai (2024) a rapporté une teneur en flavonoides
nettement plus ¢élevée pour I’extrait chloroformique de la résine de Pin d’Alep,

atteignant 108,46 mg EQ/g d’extrait.

Par ailleurs, Djebbari et al. (2020), ont rapporté une teneur plus faible de
14,75 + 0,42 mg EQ/g utilisant une extraction hydro-éthanolique de Pin. De méme,
Ben Mansour et al. (2019), estiment une teneur moins élevé, 11,32 + 0,85 mg EQ/g,

d’un extrait méthanolique de méme échantillon.

Les différences entre les résultats montrent que la teneur en flavonoides dépend non
seulement de la polarité du solvant mais de ’origine géographique, de la saison de
collecte et du mode de préparation de la résine (Bouzenna et al.,2017 ; Ben Mansour
et al.,2019).

De cette analyse on conclut donc que la majorité des flavonoides présents dans la
résine de Pin d’Alep sont peu polaires, probablement sous forme aglycone, et sont
donc mieux extraits par des solvants peu polaires comme le chloroforme. Le
méthanol, solvant tres polaire, semble moins efficace pour extraire ces composeés, ce

qui justifie sa faible teneur en flavonoides (Mostfai, 2024 ; Djebbari et al., 2020).
4- Activites biologiques
4.1- Activité antioxydante

Dans ce test nous avons utilisé la méthode DPPH pour déterminer lactivité
antioxydante des extraits des résines de Pin d’Alep.

Les résultats obtenus nous ont permis de tracer la courbe de pourcentage d’inhibition

du DPPH en fonction de concentrations des extraits (Figures 26,27,28).
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26 : Courbe des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction de la

Concentration d’extrait méthanolique de la résine de Pin d’Alep.
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27 : Courbe des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction de la

Concentration d’extrait hydro-éthanolique de la résine de Pin d’Alep.
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Figure 28 : Courbe des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction de la

Concentration d’extrait chloroformique de la résine de Pin d’Alep.

A partir de la courbe de pourcentage d’inhibition de DPPH, les valeurs de I’'IC50 sont
déterminées (Tableau 07). Cette derniére est définie comme étant la concentration du

substrat nécessaire a diminuer 50% d'absorbance de la solution initiale du DPPH.

Tableau 07 : Les valeurs d'IC50 déterminees par le piégeage du radicale DPPH.

Echantillons dosés Valeurs d’IC50 (ug/ml)
Extrait méthanolique 30,62
Extrait hydro-éthanolique 10,08
Extrait chloroformique 13,62
Acide ascorpique (vitamine C) 3,41

D’aprés nos résultats montrés dans le Tableau 07, les valeurs d’IC50 mesurées
indiquent ’efficacité antioxydante des différents extraits testés ainsi 1’acide
ascorbique utilisé comme standard. L’extrait hydro-éthanolique qui a donné une forte
activité¢ d’une IC50 de 10.08 (ug/ml), suivi par I’extrait chloroformique qui a donné
une IC50 égale a 13.62 (ug/ml), terminant par I’extrait méthanolique qui a revélé une
activité plus faible avec une IC50 de 30.62 (pg/ml), traduisant une moindre efficacité

antioxydant.
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En comparant les différents extraits, les extraits chloroformique et hydro-éthanolique

se sont révélés nettement plus efficaces que 1’extrait méthanolique.

Nos extraits montrent un effet antioxydant plus fort que les résultats de I’extrait
aqueux lyophilisé présenté par Sousen et al (2021) de la résine de Pin avec une valeur
d’IC50 83,64 pug/ml.

L’efficacité antioxydante supérieure de 1’extrait chloroformique et hydro-etanolique
peut étre attribuée a leur forte teneur en composés phénoliques. Par ailleurs, les
travaux de Aloui et al (2022) ont montré que cette activité dépend non seulement de
la concentration en composés phénoliques, aussi a leur structure chimique et de la
disponibilité en groupements hydroxyles (OH) qui leur attribue la capacité de

transférer des électrons ou de donner des hydrogenes.
4.2- Activité antimicrobienne

4.2.1- Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne se traduit par une zone d'inhibition environnante des puits

par les extraits étudiés de la résine de Pin d’Alep, a la concentration (700 mg/ml).

L’évaluation de [D’activité antibactérienne de nos extraits a été faite sur quatre
bactéries (E. coli / S. aureus / P. aeruginosa /B. subtilis). Les résultats de l'activité

antibactérienne des trois extraits de la resine sont regroupés dans le Tableau 08.

Tableau 08 : Zones d’inhibition de la résine de Pin d’ Alep d’extrait méthanolique,
extrait hydro-éthanolique extrait chloroformique, et DMSO (Témoin) ; sur les quatre

souches bactériennes.

Bactéries Extrait méthanolique Exrait hydro- Extrait chloroformique

éthanolique

Bacillus
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Staphylococcus
aureus

Escherichia
coli
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Pseudomonas
aeruginosa

D : DMSO (Diméthylsulfoxyde) témoins négatif.

Les résultats obtenus montrent que 1’activité antimicrobienne des extraits testés est
sélective et ne s’exerce que contre Staphylococcus aureus ATCC 6538, alors que
contre E. coli ATCC 8739, Bacillus subtilis ATCC 6633, et Pseudomonas aeruginosa

ATCC sont révélées résistantes a tous les extraits.

Cette observation suggére que les composés présents dans les extraits possédent une
spécificité d’action limitée aux bactéries a Gram positif comme S.aureus ce qui
cohérent avec les résultats de Turkmen et al. (2007) et Hammami et al. (2022) ou
les extraits des plantes obtenues par macération présentent souvent une activité contre
les staphylocoques que contre d’autres genres bactériens a Gram négatif,
généralement plus résistants en raison de la structure de leur membrane externe
(Georgantelis et al., 2007).

4.2.2-Détermination de la CMI

La CMI est la plus faible concentration d’un agent antimicrobien qui inhibe toute
croissance visible dans un micro-organisme. Les trois extraits étudiés ont été testés
sur Staphylococcus aureus. Les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés en

tenant compte du diametre du puits (Tableau 09).

Tableau 09 : Diameétres (mm) des zones d’inhibition de la croissance bactérienne par
extrait méthanolique, extrait hydro-éthanolique et extrait chloroformique, et DMSO

contre Staphylococcus aureus.

Extraits Concentrations | Souche bactérienne et

(mg/ml) diamétre d’inhibition

Staphylococcus aureus

Extrait 700 12+0,35
méthanolique 500 11+0,70
( |
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150 10+0,70
100 10+0,53

50 9+0,35

20 840,53

10 8+0,17

5) 70,17

2,5 00+00
Extrait  hydro- 600 12+0,70
éthanolique 500 11+0,70
150 10+0,10

100 9+0,15

50 9+0,32

20 810,21

10 70,35

5) 70,28

2,5 00+00
Extrait 700 13+0,70
chloroformique 500 11+0,35
150 10+0,17

100 9+0,35

50 8+0,70

20 70,53

10 70,35

5 70,49

2,5 00+00

DMSO (20pl) 00200

Selon le Tableau 09 les trois extraits ont montrés une zone d’inhibition significative
d’environ de 13mm de S.aureus la concentration 700mg/ml. Ces résultats s’expliquent

par la richesse de la résine de Pin d’Alep en composés phénoliques.

Selon Shan et al (2007) et Falleh et al (2008) plusieurs classes de polyphénols, telles

que les acides phénoliques ont été rapportées comme jouant un rdle de mécanisme de
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Défense chez les plantes contre les micro-organismes, les insectes et les herbivores
pathogénes. Elles agissent également comme des substances antibactériennes
importantes. Cette hypersensibilité peut s’expliquée par la sensibilité des Gram positif
aux changements environnementaux externes, tels que la température et les extraits

naturels due a I’absence de la membrane externe (Balentine et al., 2006).

D’autres composés présents dans la résine de Pin d’Alep, tels que les terpénes, les
alcaloides, les stéroides et certaines quinones, ont également montré une activité

antibactérienne (Haichour et al.,2020).

D’autres part la CMI des trois extraits de résine de Pin d’Alep contre Staphylococcus
aureus est estimée a la concentration de 5mg/ml (Tableau 10). Cela signifie qu’au-
dela de cette concentration, tous les extraits inhibent visiblement la croissance

bactérienne.

4.2.3-Activités antifongiques

L'activité antifongique se traduit par une zone d'inhibition environnante des puits par
les extraits étudiés de la résine de Pin d’Alep, a la concentration (200 mg/ml).
L’évaluation de [Dactivit¢ antifongique de nos extraits a ¢été faite sur trois
champignons (Candida albicans, Aspergillus niger, Fusarium. Sp). Les résultats de
l'activité antifongique des trois extraits de la résine sont regroupés dans le Tableau
10.

Tableau 10 : Zones d’inhibition de la résine de Pin d’Alep d’extrait méthanolique,
extrait hydro-éthanolique, extrait chloroformique et DMSO (Témoin) ; sur les souches

fongiques.

Champignons | Extrait méthanolique Extrait hydro-éthanolique | Extrait chloroformique

Candida

albicans
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Aspergillus
niger
Fusarium sp.

D : DMSO (Diméthylsulfoxyde) témoins négatif.

Une croissance fongique a été observée (Tableau 10) pour les trois souches de
champignons testées lorsqu’elles sont exposées aux trois extraits étudiés. Ce qui

indique une absence d’activité antifongique.

L’absence de I’inhibition peut étre attribuée a plusieurs facteurs, peut-étre que les
champignons utilisés sont trés résistant contre la résine de Pin d’Alep utilisé, bien
que la diffusion limitée des composés actifs dans les milieux de culture peut sous-
estimer Iactivité réelle des extraits, car certains extraits tres actifs peuvent présenter

de faibles zones d’inhibition dues a une mauvaise diffusion (Maloba et al., 2025).

—
| —
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De nos jours, la phytothérapie, qui consiste a utiliser les plantes médicinales a des fins
préventives ou curatives, connait un regain d’intérét considérable dans la recherche
biomédicale. Ce domaine a I’interface entre la médecine traditionnelle et la science
moderne, valorise les substances naturelles sues des végétaux, reconnues pour leurs

vertus thérapeutiques et leur faible toxicité.

Les plantes médicinales constituent ainsi une source inépuisable de composés bioactifs,
offrant des alternatives intéressantes aux médicaments de synthése, souvent associés a

des effets secondaires indésirables.

C’est dans cette perspective que s’inscrit notre étude, centrée sur I’analyse de la résine
de Pin d’Alep, une substance largement utilisée en médecine traditionnelle

méditerranéenne.

L’objectif de ce travail était de rechercher les composés naturels présents dans cette
résine a partir de trois extrais: methanolique, hydro-éthanolique « par macération » et
chloroformique « par extraction a reflux », ainsi d’évaluer leurs activités biologiques,

et de comparer leur efficacité en fonction du solvant utilisé.

Il est a noter que la résine est de nature lipophile, ce qui signifie qu’elle est mieux
soluble dans les solvants organiques non polaires ou faiblement polaires. L’extraction
par maceration permet de récupérer en douceur les composés sensibles a la chaleur
présents dans la résine, tels que les flavonoides et les acides phénoliques. En revanche,
I’extraction par reflux s’avere particulierement adaptée a la résine de Pin d’Alep, car
elle favorise I’extraction des composeés peu polaires, comme les terpenes et les

stéroides, grace a ’action combinée de la chaleur et du solvant.

La détermination du rendement des extraits méthanolique, hydro-éthanolique et
chloroformique a montré des résultats relativement similaires, 88.6%, 79.4%, 86.1%,
respectivement. La différence de polarité de ces trois solvants favorise la solubilisation

d’un large éventail de composés bioactifs.

L’analyse phytochimique réalisée sur les extraits de résine de Pin d’Alep a révélé la
présence de divers composes chimiques. Les extraits méthanolique et chloroformique
présentent une large gamme de composés bioactifs, tandis que I’extrait hydro-
éthanolique contient un nombre plus restreint. Toutefois, les trois extraits ont révélé en

commun la présence de flavonoides, de quinones et de coumarines. Ce test demeure
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qualitatif et ne permet pas une caractérisation détaillée des constituants chimiques de la

résine.

Concernant les résultats de la recherche quantitative de teneur des composés
phénoliques, I’extraction a ’aide d’un mélange hydro-éthanolique semble la plus
efficace pour extraire les composés phénoliques (176,87 mg EAG/ g). Cela est
notamment d0 & la polarité intermédiaire de ce solvant, qui permet une meilleure
solubilisation des polyphénols, en particulier ceux présentant a la fois des propriétés
hydrophiles et lipophiles. Par ailleurs, des teneurs élevées en flavonoides ont été
observées dans I’extrait chloroformique (60 mg EQ/g). Cela suggere que la majorité
des flavonoides présents dans la résine de Pin d’Alep sont peu polaires, probablement

sous forme aglycone.

La determination de l'activité antioxydante par le test de piégeage du radical DPPH a
révelé que les extraits hydro-éthanolique et chloroformique présentaient une trés bonne
activité, avec des valeurs d’IC50 de 10,08 pg/ml et 13,62 pg/ml respectivement,
comparables a celle du standard. L’efficacité antioxydante supérieure de ces extraits
peut étre attribuée a leur forte teneur en composés phénoliques. Ce qui confirme nos

résultats des dosages colorimétriques.

L’activité antibactérienne des trois extraits de la résine de Pin d’Alep vis-a-vis quatre
souches bactériennes, a enregistrée une sensibilité uniquement sur Staphylococcus
aureus par contre, les autres souches testées (E.coli, P. aeruginosa et B. subtilis ) ont
montré une bonne résistance contre nos échantillons testés. La concentration minimale
inhibitrice (CMI) a été déterminée pour les trois extraits révélant (5 mg/ml).
Concernant I’activité antifongique, aucune activité n’a été détectée pour les extraits de

résine.

De cette étude, il ressort que les meilleurs solvants pour I’extraction des différents
composés bioactifs de la résine de Pin d’Alep sont 1’hydro-éthanol (macération) et le

chloroforme (a reflux).

D’autres études plus approfondies seraient souhaitable, afin d’élargir notre étude, donc

les perspectives envisageables:




Conclusion et perspectives

Il serait pertinent de quantifier, d’isoler et de caractériser d’autres composés
bioactifs responsables des activités observées, notamment les terpénoides, afin
d’élucider leurs mécanismes d’action.

Optimiser d’autres méthodes d’extraction.

Faire autres types d’extraction, notamment celle des huiles essentielles, afin de
mieux caractériser les composés volatils présents dans la résine.

Faire une évaluation in vitro et in vivo des activités biologiques telles que :
activités inflammatoires.
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Annexe 01 : Réactifs utilisés

Réactif de MAYER

Chlorure de MErcure ...........evvvevvvvvvvvvveeerennnnns 1,369
lodure de potassium..........cccocveviienieiiieennnn. 59

Eau distillée .........coooviiiiii qgsp 100 mi
Réactif de WAGNER

lodure de potassium ..........cceeveriieiiiienieeninnns 29

[0 o [T 1,27 g
Eau distillée ........ccooviiiii qgsp 100 mi

Annexe02 : Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique

B0
I y=133936% + 4,2771
f* 60 R2=[10028 ¥
£ =
T -
@ 3 -
a -
§ 20 =
& L
2 10
g

D T T T T
0 1 2 3 4
concentration d'acide ascorbigque en (mg/1)

Annexe03 : Milieu de culture

Milieu Sabouraud (SAB)

Poudre déshydratée de Sabouraud. .. ..........cccevvveiiiiriiinninns

BaU diStille ...,

Peser 65 g de poudre déshydratée de Sabouraud dans un 1 litre de 1’eau distillée dans

un erlenmeyer et bien agiter et chauffer sur un agitateur magnétique, vérifier le Ph (5,6

+ 0,2 a 25 °C). Apres le stériliser dans I’autoclave & 121 °C pendant 15 minutes.
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Abstract

Aleppo pine resin, belonging to the Pinaceae family, is found throughout the
bioclimatic zones of northern Algeria, from the coast to the Saharan Atlas. It is a
medicinal plant renowned for its therapeutic properties and wide range of

applications.

Our work aims to better define this plant and its richness in active compounds in order
to evaluate its biological activities and validate their potential in the medical field.
Three solvents (methanol, hydroethanol, and chloroform) were used to compare their
ability to extract secondary metabolites from the resin, with a view to optimizing the
yield of bioactive compounds and evaluating their biological activity.

The yields obtained for the extracts were: 88.6% for the methanolic extract, 79.4% for
the hydroethanolic extract, and 86.1% for the chloroform extract. Phytochemical
screening of the three extracts revealed a richness in bioactive compounds. The
hydro-ethanolic and chloroformic extracts have the highest polyphenols and
flavonoids contents. The antioxidant activity was evaluated using the DPPH radical
scavenging test, highlighting a significant efficacy for the hydro-ethanolic extract
with an IC50 of 10.08 (ug/ml), followed by the chloroformic extract by 13.62
(1g/ml). The antimicrobial activity of the three extracts was evaluated using the well
method, against four bacterial strains and three fungal strains. The results showed
inhibitory activity of all extracts against Staphylococcus aureus, with a minimum
inhibitory concentration (MIC) of 5 mg/ml. All other species tested, whether bacterial
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis) or fungal (Candida

albicans, Fusarium sp., Aspergillus niger), proved resistant to the extracts.

Keywords: Aleppo pine, resin, methanolic extract, hydroethanolic extract,

chloroformic extract, Phytochemical Study, Biological Activities



Laild



uadldl

Jlady g all Laliall shaliall sladl maan A iy oy sieall dduadl) ) ety g2 (sl giall foua
Al 1, il 5 A Slal) duailiady Cig jaa s il 58 5 6l yauall Gallal I Jalidl (e il

Oo a5 daa o) ) alaial i gy e Juadl (S5 Aadall LS jalls 430 i 5 bl 138 iy a3 ) Lilee Coagy
B EON I P ECY

ezl padlaial o g5 4 el Yo sy sISH 5 o5l 5 uell 5 o siliaall( ilpde 4D Crandiinl | alal)
o> sl Ledaliis ani g U ol g, Al LS jal) L) (st Codger ganall (4o 4 53011 i ol 5

86.1% 5 sl s yued) (alainadl 79.4% 5 ¢ Jsilinall (aliiuadl 88.6% clbaliiual #U5) caws cuils
azill S el i )i e AN cilialiiidl il JeS)l (asill i€ oy s s )5S aliill
Il i) (ge 5 sima et e dpa 585 ) 5ISU 5 A0 i) 5 sael) cilealiivnall (5 sind U sl o

Alad 5yl Laa « DPPH 5_all saall 41 5] jlaial alasiinly 300850 sliaall Lliall api 23 2y 53 80l
=85S alaiiall 4l ) Je/al 2 5 Sua( 10.08 dasis 1C50 an (A5 5 el paldinadl 3 58

A ¢l 48y Hha alasiuly A0 clialiiuall cil o jSeall sliaal) Laliil) api o5 ). Je/al 2 5 5Sae( 13.62 daiis
da lealitiuall pead Ungie Ualis il ¢ jedal 4y ylad <Yl 0 5 4 5580 Y3 a )

G AY &)Y paea il Jo/ade 5558 (CMI) 3 _pidall ol Jafie 3 55 ae Al Ao giiall iy Sl
A CilS o) g

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis

Glaliiial lgia glia 4 ki

Candida albicans, Fusarium sp., Aspergillus niger

saldiuall ¢ Al J iy Galdiual ¢ J gl paliiuadl (raall ¢ sl guall: daalisal) cillSl)
Lon sl ) AtV (A ilasS sl Al 5ol ¢ oay 55 5 5IS))



Présenté par : SAKHRI Riham

Anné iversitaire : 2025-2024
nneée universitaire : 2025-20 BOUHELLASSA Sara

Etude phytochimique et évaluation de I’activité biologique des extraits de
résine de Pin d’Alep

Mémoire pour I’obtention du diplome de Master professionnel en Microbiologie et hygiéne
hospitaliére.

La résine de Pin d’Alep, appartenant a la famille des Pinacées, est présente sur ’ensemble des étages
bioclimatiques du nord de 1’Algérie, depuis le littoral jusqu’a I’Atlas saharien. 11 s’agit d’une plante

médicinale reconnue pour ses propriétés thérapeutiques et son large spectre d’applications.

Notre travail a pour objectif de mieux définir cette plante et ¢a richesse en composés actifs afin d’évaluer ses
activités biologiques et d’approuver leur potentiel dans le domaine médical. Trois solvants (méthanol, hydro-
éthanol et chloroforme) ont été utilisés pour comparer leur capacité a extraire les métabolites secondaires de
la résine, en vue d’optimiser le rendement en composés bioactifs et d’évaluer leur activité biologique.

Les rendements obtenus pour les extraits sont : 88,6 % pour I’extrait méthanolique, 79,4 % pour I’extrait
hydroéthanolique et 86,1 % pour I’extrait chloroformique. Le screening phytochimique des trois extraits
révele une richesse en composeés bioactifs. Les extraits hydro-éthanolique et chloroformique présentent les
plus grandes teneurs en polyphénols et en flavonoides. L’activité anti-oxydante a été évaluée a I’aide du test
de piégeage du radicale DPPH, mettant en évidence une efficacité significative pour I’extrait hydro-
¢thanolique avec une IC50 de 10,08 (ug/ml), suivi de I’extrait chloroformique par 13,62 (ng/ml). L’activité
antimicrobienne des trois extraits a été évaluée a 1’aide de la méthode des puits, vis-a-vis de quatre souches
bactériennes et trois souches fongiques. Les résultats ont montré une activité inhibitrice de I’ensemble des

extraits contre Staphylococcus aureus, avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 5 mg/ml.

Toutes les autres especes testées, qu’elles soient bactériennes (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis) ou fongiques (Candida albicans, Fusarium sp., Aspergillus niger), se sont révélées

résistantes aux extraits.
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