i) dgha) agall 45 500 300 4y ) 54
République Algérienne Démocratique et Populaire
salad) Gyl g Mad) alail) 503 9
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Ol 4 53 B8 g3 dasal drala
Université M’Hamed Bougara de Boumerdes

Univessité de Boumerdes
University of Boumendes

Faculté des Sciences-Département de Biologie

Mémoire de fin d’études

En vue de I’obtention du diplome master

Domaine : SNV
Filiere : Biotechnologie
Spécialité : Biotechnologie Microbienne

Présenter par :

BOUKERROU Oussama & MAALLEM Ali

Theme :

Méta-analyse des activités biologiques des graines de pin
d’Alep "'Pinus halepensis Mill. "

Soutenu le 30 /09/ 2021 devant le jury composé de :

Nom et prénom : Grade :
AMELLAL H. Professeur UMBB Présidente
BENAMROUCHE S. MCB UMBB Examinatrice
SAHRAQUI Y. MCB UMBB Promoteur

Année universitaire2020/2021




Dédicace

»>

—

——
e

A nos meéres, A nos méres, A nos meéres
A nos péres
A nos fréres
A nos sceurs
A nos chers amis
A toute la famille

A tous nos amis

A toute la promotion de biotechnologie
microbienne 2020/2021.

Nous dédions ce travail.

Oussama et Ali




emerciement

En premier lieu et avant tout nous tenons a remercier DIEU le tous puissant

qui nous donné le courage, la patience et la force de terminer ce travail.

Nous tenons a exprimer nos vifs remerciements a tous nos professeurs qui

ont contribués a notre formation.

Nous désirons exprimer notre profonde et vive reconnaissance a notre
Promoteur Mme SAHRAOU!'Y.

Qui a mis tout ses compétences a notre disposition Pour ces directives et
conseils judicieux et pour son suivi régulier a I’élaboration de ce modeste

travail.
Nos remerciements vont également a tous les membres de
Jury, pour avoir accepté
D’en faire partie et pour l'intérét qu'elles ont porté a ce

Mémoire et aussi pour leur contribution a notre formation :

Mme AMELLAL H. professeur a I’université de Boumerdeés autant que

présidente de jury.

Mme BENAMROUCHE S. maitre de conférences B a I’université de

Boumerdeés, qui a accepté d’examiner ce travail.

Nos derniers remerciment vont a tous ceux qui ont contribué de prés ou de

loin pour I’aboutissement de ce travail.




Sommaire

INTRODUGC TION =mmmm e 1
Chapitre | :  Caractéristiques générales du pin d’Alep --------=-====-===-mmmmmmmmm oo 3
I.1  Description botanique de la plante Pinus halepensis Mill-------------=----m-mceeeu- 3
.2 Taxonomie du pin d’Alep ------==--===-=mmmmmmm oo 5
1.3 Répartition géographique -----------=-=-m-mmmmm oo 6
1.3.1 Répartition dans le MoNde ---------=-=-=-m-mmm e 6
[.3.2 Répartition du pin d’Alep en Algérie -----------==--m=mmmmmmmm oo 7

1.4 Composition chimiques des graines de pin d’Alep--------==--====mmmmmmmmmemeeeeeo- 8
1.5  Cycle de reproduction et fructification -----------=-====-mmmmmmmmo oo 11
1.6 Les ravageurs du pin d’ Alep -=-=-======m=mmmmm e 13
[.6.1  LeS INCENAIES ----mmnmmmmmmm oo oo e oo oo 13
1.6.2 Agents pathOgenes ------=-==-===c=cmememmmemem oo e oo oo e e e 13
1.6.2.1 Les inSectes ravageurs -=-=-==========m-m=mmemcocmcmeme e mm e e e e e 13

1.6.2.2 Facteurs fongiques ---=-==========m=mmmmmmmmeme oo oo 14

I.7  Régénération du pin d’Alep----=-========mmmmmmmm oo 14
1.8  Importance du pin d’Alep =--==========mmmmmmmm oo 15
Chapitre 11 : Extraction des principes actifs --------=======mmmmmmem oo 16
1.1 Echantillonnage et période de récolte. -------=-====mmmmmmmmmmm oo 16
1.2 MEthodes -=-=====n=n=mmmmmom e e 17
[1.2.1  Préparation des extraits -------=-=-==mmmmmmm oo 17
[1.2.1.1 Extraction de polysaccharide ----------=-=-=-=nmmmmmmmmm oo 17
11.2.1.2 Extraits méthanoliques de pin d’Alep ------=-==-=-==nmmmmmmmmmm oo coeeee 17
11.2.1.3 Extraction par les solvants (macération et soxhlet) ------------------=------- 18
11.2.1.4 Extraction des NUiles---=-=-=====mmmmmmmm oo 18
[1.2.1.5 Extractions des Huiles essentielles ------=-=--=-=-mmemmmmmmmmmce oo 18
[1.2.1.1 2.1.6 Extraction des lipides (délipidation) ----------=-=-=--=-m-emmmmmoemmmme- 18

1.3 Test des activités biologiques-------=--=-=-mmmmmmm oo 19

[1.3.1  Test des activités anti OXydant --------=-=-=--mmmmmmmm oo 19




[1.3.2  Test des activités CytOtOXIQUES -=--======n=mmmmmmm oo oo oo 20

11.3.2.1 Suspension de globules rouges -----=-==========mmmmmmmm oo 20
11.3.2.2 Culture de cellules et mesure de la cytotoXicCité ------------=-==nmnmmnmonuanue 21
11.3.2.3 Test de viabilité cellulaire------=-=========mmmmm e 21

[1.3.3  Test des activités antibactérienng -------============mom s 22
11.3.3.1 Détermination de l'activité antibactériennge --------=-=======-=emememoemee- 22

11.3.4  Test des Activités anti-inflammatoires --------==============mmoemmmem e~ 22
11.3.4.1 Test d'inhibition de la dénaturation de I'albumine BSA --------=--=--mnmm--- 22
Chapitre 111 : Activités biologiquEes --=-==========mm e 24
1.1 Meta-analyse des travaux anterieurs =-------=-====nmmmmmm oo oo 24
[11.1.1  Activité anti OXydante -=-===========mmm e 24
[11.1.2  ACtiVités CYtOtOXIQUES--========mmmmm o m oo oo oo oo 26
I11.1.3  Activité antibactérienng —-==-==-======m=mm s 29
I11.1.4  Activité anti-inflammatoire ------=========== === 30
CONCIUSION === m e e e e 32

Réferences bibliographiques




Liste des abréviations

AP : Extrait de polysaccharide d'acétone

BSA : Sérum-albumine bovine

-Cacl > : Chlorure de calcium

Cm : Centimetre

DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

DMSO : Solvant Diméthylsulfoxyde

E.E : Extraits ethanolique

E.M : Extrait methanolique

EP : Extrait polysaccharidique d'éthanol

g : Gramme

GL : Glycolipides

GR : globules rouges

MTT : 3-(4,5- Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide
NL : Lipides neutre

nm : Nanometre

PBS : Phosphate buffered saline

PL : Phospholipide

PP : Extrait polysaccharidique de propanol

TPM : Tours par minute

TSFA: Total saturated fatty acid ( total des acides gras saturés)

TUFA : Total unsaturated fatty acid (total des acides gras insaturés)




Liste des Figures

Numéro de la Titre Page
figure

Figure 1 Arbre Pinus halepensis Mill 3

Figure 2 L'écorce d’un pin d’Alep 3

Figure 3 Les aiguilles du pin d’Alep 4

Figure 4 Cones de pin d’Alep immature 4

Figure 5 Les graines du pin d’Alep 5

Figure 6 Aire de répartition du pin d'Alep dans le bassin 7
mediterranéen

Figure 7 Aire de répartition du pin d’Alep en Algérie 7

Figure 8 Cycle de reproduction du pin d'Alep 12

Figure 9 Le radical DPPH 29

Figure 10 Effet de I'huile de Pinus halepensis Mill sur les cellules 27
U87 en Tunisie

Figure 11 Toxicité cellulaire des trois fractions lipidiques (lipides 28

neutres, glycolipides et phospholipides) des trois lignées
cellulaires (HTC 15, HL60, A459)




Liste des tableaux

Tableau Titre Page
Tableau | Composition chimique des graines de Pinus 8
halepensis Mill
Tableau 11 Composition en oligo-éléments des graines de 9
Pinus halepensis Mill
Tableau Il Compositions en acides Gras des graines de Pinus 10
halepensis Mill
Tableau IV Contenu total en phénols et flavonoides des graines 11
de Pinus halepensis Mill
Tableau V Les pays et régions de récoltes des échantillons des 16
graines de pin d’Alep
Tableau VI Activité antioxydant des différents extraits des 25-26
graines de Pinus halepensis Mill pour le test DPPH
Pourcentage d’inhibition de Shigella, Escherichia 30
Tableau VI coli et Staphylococcus aureus
Activités anti-inflammatoires in vitro d'un extrait 31
Tableau VIII

de polysaccharides de graines de Pinus halepensis
Mill




INTRODUCTION

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable de substances
biologiquement actives et sont a la base de la phytothérapie, une discipline en perpétuelle
évolution. Aujourd’hui, les traitements a base de plantes sont a nouveau au premier plan

Stratégies de phytothérapie pour prévenir ou guérir des maladies. (Duraffourd et al., 1997).

Diverses plantes sont utilisées dans le monde entier en raison de leur champ d‘action,
de leur vertus et de leur efficacité grace a leur nombreuses propriétés biologiques (anti-

inflammatoire, antioxydant, cytotoxique...etc.

Les pinacées sont une source importante de composés bioactifs structurellement
divers et ont contribué a la découverte d'ingrédients pharmaceutiques actifs et d'autres

applications biomedicales.

Le Pinus halepensis Mill (pin d'Alep ) est un arbres de la famille des pinacées qui
pousse a des altitudes plus basses dans des régions arides et semi-arides favorisant un climat
méditerranéen (Mauri et al., 2016). C'est une espéce a haute adaptation qui peut survivre et se
développer dans divers environnements. Cette espece pousse en deux périodes de saison
(automne et printemps) (Foteli et al., 2019 ; Trstenjak et al., 2020). La plante est distribuée dans
I'hémisphére nord, notamment dans la partie centre-ouest du bassin méditerranéen (Ruiz
Daniels et al., 2019).

Les graines de pin d'Alep sont traditionnellement utilisées dans les pays islamiques,
pour la préparation d'un pudding sucré a base de graines de pin moulues, appelé "Assida
Zgougou" (Cheikh-Rouhou et al., 2006). Mais aussi dans la médecine traditionnelle comme
remede naturel pour plusieur maladies y compris un effet sur la fatigue et anti-age (Watanabe,
et al.,, 1995) et anti-inflammatoire (Rohdewald, 2002).

L’objectif de cette méta analyses est de constituer un préalable incontournable pour
tirer des enseignements, et capitaliser les expériences passées dans la définition des
orientations futures, dans l'objectif de valoriser une partie d’une plante spontanée « Pinus

halepensis Mill. », peu exploité « les graines » comme ingrédient biologiquement actives.

Le présent travail est constitué de trois chapitres a savoir :
[1]




> Le premier chapitre expose des genéralités sur le pin d'Alep

> Le chapitre activité biologique, comporte le matériel végétal et I’ensemble des
méthodes expérimentales utilisées dans les articles scientifiques sélectionnés, qui sont

en relation avec le théme dans notre mémoire de fin d’étude.

> Le troisieme et dernier chapitre représente un résumeé de plusieurs travaux antérieurs,
qui résume les quelques activités biologiques issus des extraits de graines de Pinus

halepensis Mill.

[2]
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Caractéristiques générales du pin d’Alep

Chapitre 1 : Caractéristiques générales du pin d’Alep

1.1 Description botanique de la plante Pinus halepensis Mill

Le Pinus halepensis Mill est un arbre rustique qui peut atteindre 20 a 30 m de haut,
l'arbre fleurit au printemps et fructifie en été des I'dge de 10 a 12 ans mais les graines
produites ne sont aptes qu'a germer jusqu'a I'dge de 18 a 20 ans. (Bernard, 2013 ;Boutchiche et
Boutrigue, 2016).

Figure 1 : Arbre Pinus halepensis Mill . (Bernard, 2013)

e L 'écorce: lisse et grise au début, puis épaisse et crevassée tournant au rouge brun

avec les années est trés riche en tannin. (Kadik ,1987 ; Boutchiche et Boutrigue, 2016).

Figure 2 I'écorce d’un pin d’Alep. (Boutchiche et Boutrigue, 2016)

(3]
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e Les feuilles ou les aiquilles : de 6 & 10 cm de long avec une largeur de 1 mm, sont

fines, groupées par 2 en pinceaux a I'extrémité des rameaux (Nahal, 1962 ;Boutchiche
et Boutrigue, 2016).

Figure 3 : les aiguilles du pin d’Alep. (Ladjal, 2012)

e Lecbne: est long de 8 al2 cm, large allant de 3,5 a 4,5 cm, La maturité des cones est
estimée par le changement de couleur de vert a rouge violacée. A maturité deviennent

brun rougeatre a jaunatre. (Fekih et al., 2014)

Figure 4 : Cones de pin d’Alep immature. (Ladjal, 2012).

[4]
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e Lesgraines : sont de forme ovoide bombée a trois angles, couleur grise avec une

taille de 0,6 cm et qui sont comestibles. (Kadri et al., 2015)

Figure 5 : les graines du pin d’Alep. (Bouaaza, 2013)

1.2 Taxonomie du pin d’Alep

Pinus halepensis Mill est le nom scientifique donné par le botaniste Philip Miller en

1768 d’Alep. Nahal, (1962) il est I’essence caractéristique de I’étage bioclimatique

méditerranéen semi- aride, il appartient a :

Embranchement : Phanérogames

Sous embranchement : Gymnospermes
Classe : Pinopsida

Ordre : pinales

Sous ordre : Abiétales.

Famille : Pinaceae

Genre : Pinus

Sous genre : Eupinus.

Espéce : Pinus halepensis Mill
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L'appellation « pin d'Alep » est curieuse, car ce conifére est quasiment inexistant en

Syrie. C'est I'espece Pinus brutia qui pousse a Alep.
e Nom scientifique : Pinus halepensis Mill.
e Nom commun: pin d’Alep

e Nom arabe: sl ysuall

1.3 Répartition géographigue

Le pin d'Alep (Pinus halepensis Mill.) est un arbre circumméditerranéen que I'on
trouve a I'état spontané , dans les bandes discontinues le long du bassin méditerranéen (Ayari
et al., 2011 ; Lazrec, 2015). Ses foréts occupent 3,5 millions d’hectares. (Rathgeber, 2002), il
s’étend sans continuité du bord oriental de la mer noire et des montagnes de Mésopotamie a

la péninsule Ibérique (Alaoui et al., 2011).

1.3.1 Répartition dans le monde

e En Europe en Italie au niveau de Murcie, et il est assez peu répandu en France. On le

rencontre principalement en Espagne au niveau de la région de Valence.

e Au Proche-Orient : Le pin d’Alep présent en Turquie vers le Nord-est d’Adana, en

Palestine et en Jordanie.

e En Afrique du Nord : Le pin d’Alep est plus développé puisqu’il apparait a peu prés

partout sur les massifs montagneux ou il couvre une superficie de 1 260 000 hectares.
Alaoui et al., (2011).

[6]
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Jodg &

Figure 6: Aire de repartition du pin d'Alep dans le bassin méditerranéen (Lazrec, 2015)

1.3.2

Répartition du pin d’Alep en Algérie

En Algérie, il occupe 35 % de la surface boisee. Il s'étend a environ 250 metres au-

dessus du niveau de la mer, Il forme des peuplements dans la région de Tébessa, les plateaux

constantinois et les Aures, la région d’Alger (foréts de Médéa), a Bel Abbes, a Saida et dans

'Ouarsenis, 1’atlas saharien et dans la région de Djelfa, les Monts des Ouled-Nail.
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Figure 7 : Aire de répartition du pin d’Alep en Algérie. (Bentouati, 2006 ; Mezerai, 2014).
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1.4 Composition chimiques des graines de pin d’Alep

Les lipides, les glucides, les protéines sont des métabolites primaires qui sont

indispensable a la croissance, au développement et a la reproduction d’une espece.

Les graines de pin d’Alep ont fait I’objet de plusieurs études. Le tableau ci-apres mis

en lumiére la composition chimique des graines de pin d’Alep ‘ Pinus halepensis Mill’.

Tableau I:Composition chimique des graines du Pinus halepensis Mill

Composition Algérie Tunisie Jordanie
(Kadri et al., (Cheikh-rouhou et al., | (Tukan et al.,
2015) 2006) 2013)
matiere seche(%o) 92,13 + 0,042 948+0,1 95,5+0,6
lipides (g/100g) 36,73 + 1,420 43,3+0,5 32,1+£15
proteines (g/100g) 26,62 + 0,129 22,7+0,5 29,8+18
hydrates de carbone 13,83 +£0,21 25,7+0,2 13,9 £ 2,07
(g/1009)

Les éléments minéraux représentent environ 4% du poids corporel d’un humain,
interviennent dans une large gamme de fonctions : minéralisation, contrdle de I'équilibre en
eau, systémes enzymatiques et hormonaux, systémes musculaire, nerveux et immunitaire, les

minéraux sont également essentiel pour les végétaux et entre dans

[8]
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la croissance, photosynthese, régulation et contrdle de la pression osmotique, et aussi pour la

résistance contre le gel et aux maladies.

Les graines d’Alep sont constitués de différent oligo-élément (Tableau 11) les plus

dominants sont : potassium, phosphore, magnésium et calcium.

Tableau 11 composition en oligo-éléments des graines de Pinus halepensis Mill

Minéraux (mg/100 g) Algérie Tunisie
(Kadri et al., 2015) (Cheikh-rouhou et al., 2006)
Potassium 450 £ 1,7 617 £1,2
Phosphore 640 + 3,06 568 + 0,8
magnésium 396 = 0,687 330 £0,89
Calcium 11,2 +1,62 11,67 £ 0,49
Sodium 5+0,07 6,96 +0,1
Zinc 8,82 £ 0,67 13.49+0,4
Fer 13,38 + 1,04 27,1+18
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La composition en acides gras de I'huile extraite des graines de pin d'Alep est

présentée dans le tableau ci-dessous :

Tableau Il1 : compositions en acides gras des graines Pinus halepensis Mill
(9/100g total acide Algérie Tunisie Jordanie
gras)
(Kadri et al., (Cheikh-rouhou et al., (Tukan et al.,
2015) 2006) 2013)
L'acide palmitique 04,99 £ 0.005 08,750,051 4,49 +0,078
L'acide stéarique 03,26 + 0,003 4,32+0,18 3,28+ 0,1
L'acide linoléique 59,25+ 0,15 48,8+2,4 56,1+ 0,3
L'acide linolénique 04,03 + 0,001 4,86+0,36 0,66 0,001
L’acide arachidique 03,89 + 0,004 0,62+0.01 0,52 £0,03
TUFA 87,83 82,6 90,2
TSFA 12,14 16,8 8,29

TUFA : total des acides gras insaturés ; TSFA : total des acides gras saturés.

[10]
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Les composés phénoliques constituent un large groupe de composés métaboliques qui
possedent plusieurs fonctions phénoliques, leur structure est plus ou moins complexe avec un

poids moléculaire qui peut atteindre 30 KDa. (Bravo, 1998).

Les composés phénoliques des végétaux représentent une des classes les plus étudiées
parmi les composés naturels a cause de leur importance taxonomique, organoleptique et

pharmaceutique. Ils possedent des propriétés bactéricides, oxydantes et vitaminiques.

Les graines de pins d’Alep sont riches en phénols et flavonoides tels que le montre
ce tableau ci-dessous:

Tableau 1V contenu total en phénols et flavonoides pour les graines de Pinus halepensis Mill

Algérie

(Kadri et al., 2015)

Tunisie

(Rigane et al., 2019)

Palestine

(Rimawi et al., 2018)

Contenu total en phénols 0,371 1,2 4,52
(mg/g)
Contenu total en flavonoides 0,80 33 16,86

(ng/g)

1.5 Cycle de reproduction et fructification

Le pin d’Alep se reproduit en général vers 1'dge de 8-12 ans, cependant la maturité
sexuelle peut étre plus précoce vers 4 ans et peut méme se déclencher plus t6t a 1'age de deux
ans, La maturité sexuelle est tres variable dans le temps, elle dépend des conditions du milieu,
et semble surtout liée a la croissance de l'arbre : plus 'arbre est vigoureux plus Iaptitude a la

fructification est précoce. (Chokri, 2005).

[11]
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Le pin d'Alep est une espece monoique ; les organes sexuels méles et femelles sont
nettement séparés dans l'architecture de l'arbre. Les inflorescences femelles (cones)
apparaissent en position terminale sur des pousses vigoureuses, alors que les inflorescences
males (chatons) sont regroupées en un pseudo verticille généralement sur des rameaux
inférieurs, la figure 8 résume le cycle de reproduction du pin d'Alep. Ce cycle a été établi au
départ d'observations réguliéres sur une période de 3 ans. Mdrs l'année méme de leur
formation, les chatons males tombent apres I'émission de leur pollen au printemps, alors que
les cones femelles continuent a se développer aprés la fécondation (mars - avril), Ces derniers
ne mdrissent qu'a la deuxiéme année et ne laissent échapper leurs graines qu'au cours de la
troisieme année. Quant a la pollinisation, elle est assurée essentiellement par le vent. (Chokri,
2005).

Le pin d'Alep est une espéce diploide qui compte 24 chromosomes (2n), comme c'est

le cas pour la plupart des pins.

Cane vert
(tailie maximale)

Début de formation
du cdne

Coéne brun

4 3
Céne brun grisatre
(maturité compiate)
. Jisin

e

gg,%%g

Graine
avec aile sans sile
v =

Pilantule

PIN D'ALEP ADULTE

Figure 8 : Cycle de reproduction du pin d'Alep. (Chokri, 2005).
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1.6 Les ravageurs du pin d’Alep

1.6.1 Les incendies

Toutes les foréts présentent des risques d’éclosion d’incendies en fonction du climat et
ainsi que de Plusieurs paramétres interviennent dans une communauté végétale Les
propriétés physico-chimiques des composants végétaux telle la teneur en eau et en résine, la
structure de la vegétation (densité, recouvrement et stratification) ainsi que le type de litiere

influencent également I'inflammabilité.

Le pin d'Alep est en raison de sa faible teneur en eau, sa teneur élevée en résine et la
nature de leur litiere sont extrémement inflammables, ce qui permet une excellente

propagation du feu avec l'aiguille entiere notamment durant la saison seche estivale.

Les plantes herbacées et les graminées en particulier sont particulierement
inflammables et assurent une propagation spatiale (horizontale) rapide du feu. De plus, il
existe deux autres facteurs qui contribuent a augmenter la combustibilité des foréts de pin
d’Alep ,le premier est que Le pin d'Alep se dépouille mal de ses branches et branchages
naturellement et le continuum de combustible entre les arbustes hauts et les houppiers est
alors assuré par les tourbillons secs. Le deuxiéme est que les aiguilles seches sont accrochées
aux branches basses et aux buissons. Ils forment ainsi un lit flottant trés ventilé et sont donc

particulierement inflammables. (Alexandrian et Rigolot, 1992).

1.6.2 Agents pathogénes

Le Pin d’Alep est une espéce sensible aux attaques de nombreux agents pathogénes
(insectes, parasites, champignons et bacteries). Ces derniers attaquent les graines, les

plantules et les arbres. (Hamrouni et al., 2011).

1.6.2.1 Les insectes ravageurs

e La chenille processionnaire (Thaumetopoea pityocampa): La chenille
processionnaire du pin est un des plus grands ravageurs forestiers sur I'ensemble des
pays mediterranéens, elle se nourrit des aiguilles de leur hote, ce qui provoquent une

perte de croissance et une diminution du pouvoir photosynthétique. (Bochiero, 1997).

[13]
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La tordeuse des pousses (Rhyacionia buoliana):c’est un lépidoptére ou ces
attaques, non spécifiques du pin d’Alep, s'observe sur les peuplements affaiblis par

des dessechements de rameaux arbres. (Bochiero ,1997)

Les scolytes : fait partie des groupes de xylophage qui constituent le groupe le plus a
craindre particulierement aux coniféres, elle entraine le dépérissement des
peuplements et une détérioration des qualités du bois. Ces insectes interviennent, soit
comme agresseurs primaires, soit le plus souvent comme agresseurs secondaires,
aggravant 1'état de peuplements aux capacités de réaction amoindries. (Lieutier, 1984)
ces insectes recherchent principalement des arbres affaiblis pour s’y installer et de

tenter d’y proliférer. (Abgrall et Schvestre, 1987).

Ephestia kuehniella et Tribolium roux: ce sont des insectes qui attaquent
principalement les graines oléagineuses du pin d’Alep en particulier au printemps

lorsque les températures remontent. (Ben Jamaa et al., 2013).

1.6.2.2 Facteurs fongiques

la pourriture alvéolaire du bois des pins : I’agent causal est Xanthochrous pini est un
champignon qui altére profondément le bois du cceur. C’est aussi un champignon qui

rend le bois absolument inutilisable. (Athmani et Masmoudi, 2008).

La rouille vésiculeuse de 1’écorce (Conartium flaccidium) est assez commune sur le
pin d’Alep, n'occasionne que trés peu de dégats plus exactement desséchement de

rameauXx. (Athmani et Masmoudi, 2008).

Autres champignons:

Sphaeropsis sapinea, champignon des pousses et agent de dépérissement des pins est peu

fréquent sur le pin d’Alep. Les armillaires (Armillaria sp), pathogéenes racinaires, parasites

d’équilibre, sont également rares. (Boutte et al., 2013).

1.7 Régénération du pin d’Alep

La colonisation du pin d’Alep est limitée par la distance assez faible de dissémination

des graines, seulement 3% des graines tombent a plus de 24 m du semencier.
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Les graines germent rapidement et en masse a la lumieére pendant la saison
humide. La mortalité est forte chez les jeunes semis notamment au cours des deux
premieres années mais la grande production de semences et leur taux de germination élevé

permettent de compenser ces pertes. (Acherar et al., 1984; Daskalakou et Thanos, 1996).

Le pin d’Alep possede une banque de graines aériennes constituée par certains cones
sérotineux qui ne s’ouvrent que lorsqu’ils sont soumis a de trés fortes températures (Acherar
et al., 1984). Le feu provoque I’éclatement de ces cones et favorise la dispersion des graines
grace au déplacement turbulent de masses d’air chaud qui peut transporter les graines sur des
distances importantes (Acherar et al., 1984). Les graines de pin d’Alep peuvent supporter des
températures comprises entre 130 et 150 °C. (Ayari et al., 2011).

1.8 Importance du pin d’Alep

Le pin d'Alep est considéré comme l'essence la plus utilisée pour le reboisement en
Algérie. (Fetati, 1996). Aprés élimination de la résine, le bois de pin d'Alep peut étre utilisé

pour fabriquer de la pate a papier.

Le pin d’Alep a un bois blanc avec un noyau et une couleur marron clair (rouge clair)
et est de qualité moyenne, dans les temps anciens il était vénéré par les grecs et recherché
pour la construction navale (Duchene, 2003). Actuellement il est utilisé pour fabriquer des
caisses et des cadres, c'est aussi un bon bois de chauffage. Il était utilisé par les scies pour
fabriquer des palettes et des emballages et, en particulier, des porte-caisses qui utilisent
principalement du bois pelé (Bedel, 1986). Le pin d'Alep, s'il n'est pas d'une qualité
exceptionnelle, se préte a des usages plus nobles et est donc plus rentable que ceux en usage
actuel. En particulier, les emballages légers pourraient étre une force motrice derriére le

sciage a grand volume.

Le pin d'Alep produit environ 3 kg de résine (la gemme) par arbre et par an. La pierre
précieuse pure contient 20 a 24% de térébenthine et 75 a 80% de cellophane. Cette gemme a
également des usages médicinaux (Kadik, 1987). Les bourgeons tres résineux, ont également

des usages médicinaux, comme balsamiques et diurétiques, peuvent notamment étre
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transformés en sirops et pilules .Le pin d'Alep peut étre utilisé pour faire de la pate a papier

apres élimination de la résine (Nahal,1962 ).
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Extraction des principes actifs

Chapitre 11 : Extraction des principes actifs

Dans le but de réaliser une méta-analyse sur les activités biologiques des graines de pin
d’Alep (Pinus halepensis Mill.).Notre travail est basé sur une sélection de quelques travaux
antérieurs réalisés en rapport avec notre projet de fin d’étude. Un total de 6 articles ont

répondus aux critéres de sélection :

e étude de l'une ou de I'ensemble des activités biologique suivantes (antioxydant, anti-
inflammatoire, cytotoxique, antibactérienne) a partir de pin d’Alep et/ou de ses
graines

e Réalisation de I'extraction a partir des graines de pin d’Alep.

Le recours a la réalisation d’une synthése bibliographique de travaux antérieurs, sur
les activités biologiques des graines de pin d’Alep été imposé, par les circonstances
particuliéres qu’a connues I’année pédagogique en cours, liées principalement a a la
propagation de la pandémie du Covid 19, qui nous a empéchées de concrétiser la démarche

expérimentale que nous avions trace.

1.1 Echantillonnage et période de récolte.

Les graines de pin d’Alep ont été récoltées de différentes régions et pays selon les

études sélectionnées. Le tableau V résume les modalités d’échantillonnage :

Tableau V : Les pays et régions de récoltes des échantillons des graines de pin d’Alep

Pays Régions Auteurs

Forét de Collo située dans la province | Abbou et al.,
de Skikda. (2019)

Algérie Batna, Djelfa, Tébessa. Djerrad et al.,
(2015)

le parc national de Djurdjura situé a Riganeet al.,
Tikjda, Bouira. (2019)

Tunisie Rimawiet al.,
Kasserine et Foussana (2018)

Palestine Kadri et al.,
Alsamo'-Hébron (2014)
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Les graines ont été nettoyées une fois récolté, manuellement pour éliminer les
impuretés ensuite séchée soit a I’étuve de laboratoire a 40 °C, ou bien a I’air libre pendant 3
jours et peser jusqu’a stabilisation du poids. Une fois le poids stable les graines conservees

dans des flacons jusqu’a leurs utilisation.
1.2 Méthodes

11.2.1 Préparation des extraits

Selon les études sélectionnées dans ce travail, il ya une multitude de méthodes

d’extractions des graines de pin d’Alep selon la molécule bioactive recherchée.

11.2.1.1 Extraction de polysaccharide

Utilis¢é dans I’étude publier par Abbou et al.,(2019) qui porte sur I’effet de la
précipitation du solvant d’extraction des polysaccharides a partir des graines du Pinus
halepensis Mill. L’extraction a été réalisée avec de 1'eau bi-distillée (comme solvant) pendant
1ha60 °C. Aprés centrifugation et filtration. Le filtrat a été concentré, puis trois volumes de
solvant (éthanol, acétone ou propanol) ont été ajoutés. Les mélanges ont été laissés se
précipiter pendant 48H a 4 °C, puis a nouveau centrifugés. Les culots sont récupeérés et
suspendus dans de I'eau bi-distillée et déproteinises en utilisant du CaCl,. Le filtrat ainsi
obtenu a été soumis a une seconde précipitation avec (éthanol, acétone ou propanol) (pendant
48H a 4 °C). Apreés centrifugation (6000 tpm et 4 °C pendant 15 min), le culot est lyophilisé

et stocké.

11.2.1.2 Extraits méthanoliqgues de pin d’Alep

Utilisé dans le travail publié par Dhibi et al.,(2012) qui porte sur une étude d’extraction
des composes antioxydants, la capacité antioxydante et le profil des acides gras des cones et
des graines de P. halepensis. Les graines et les cones ont été séparés manuellement et broyés
séparément dans un broyeur de laboratoire. Les échantillons fraichement broyés (500 mg)
ont été placés dans des tubes a essai en vue d’une extraction avec du méthanol 20ml (par

maceration).
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11.2.1.3 Extraction par les solvants (macération et soxhlet)

Utilise dans le travail publié par Rimawi et al., (2018) qui porte sur une étude

d’extraction par deux méthodes :

e maceration _par 3 solvants : Les graines, ont €té broyés jusqu’a avoir une fine

poudre, ensuite 50 g ont été extraits a l'aide de 250 ml de chacun des solvants suivants
méthanol a 80 %, d'éthanol et d'hexane par macération pendant 3 h sous agitation
intense dans l'obscurité a température ambiante. Le solvant a été éliminé sous vide a

40 °C et l'extrait sec obtenu a été stocké a -20°C

e Extraction Soxhlet: Le méme poids (50 g) de fine poudre des graines de pin d’Alep a

été extrait a ’aide d’un extracteur Soxhlet en utilisant les mémes solvants pendant 6

heures a température ambiante.

11.2.1.4 Extraction des huiles

Utilisé dans le travail publié par Rigane et al., (2019), I’extraction a été réalisé dans un
laboratoire en utilisant un broyeur a marteaux (en acier inoxydable fonctionnant a 3000
tours/minute et équipé d'un tamis de 5 mm), d’un malaxeur et d'une centrifugeuse ont été
utilisés Les huiles de Pinus hAlepensis Mill. Récupérés ont été versees dans des bouteilles
sombres remplies a rat bord sous flux d'azote. Les échantillons ont été conservés a 4 C° dans

un réfrigérateur. L’expérience a été realisée trois fois.

11.2.1.5 Extractions des Huiles essentielles

Utilisé dans le travail publié par Djerrad et al., (2015), I’extraction a été faite en hydro
distillant 200g de chaque échantillon , les huiles recueillie dans de I'éther diéthylique et
sechée sur du sulfate de sodium. Les huiles essentielles obtenues ont été conservées dans des

flacons bruns scellés a 4 C°.

11.2.1.1 2.1.6 Extraction des lipides (délipidation)

Utilisé dans le travail publié par Kadri et al., (2014),I’extraction a été réalisé a I'aide d'un
soxhlet en utilisant un mélange de solvants chloroforme/méthanol (2:1, v/v). Un volume de
0,2 ml d'une solution aqueuse de chlorure de sodium (0,75%) a été ajouté. Le tout a été
soigneusement mélangé sans agitation magnétique. Les différentes phases ont été séparées et

la couche de chloroforme a été récupérée. Les extraits lipidiques ont été recueillis dans un
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flacon puis traités au sulfate de sodium pour éliminer les traces d'eau. Aprés filtration,

l'extrait a été porté a sec sur un évaporateur rotatif a 40 -C.

1.3 Test des activités biologiques

11.3.1 Test des activités anti oxydant

Test de piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante des différents extraits de pinus halepensis Mill. vis-a-vis du
radical DPPH a été évaluée a I’aide d’un spectrophotometre en suivant la réduction de ce
radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPHe) a la couleur jaune
(DPPH-H) mesurable a 517nm. Cette capacité de réduction est déterminée par une
diminution de 1’absorbance induite par des substances anti radicalaires, Sanchez-Moreno,

(2002). On peut résumer la réaction sous la formule suivante:

/—\ozN _OaN

Ph Ph

N . N \

" F’h/NN;%:>7NO2 - |=>h/NN4%:>;NQ2
N O,N

Figure 9 : le radical DPPH (Popovici et al., 2009).

Le calcul de pourcentage de piegeage du radical de DPPH a été donné par la formule
suivante: % d’inhibition de DPPH = (A0 — A/ AQ) x 100

AQ : ’absorbance de la solution de DPPH seule.

A : I’absorbance de DPPH en présence de I’extrait

e Etude 1 : Utilisé dans le travail publié par Abbou et al., (2019). Brievement, 180 uL
de la solution DPPH (0,1 mM) dans du méthanol est ajouté a 20 pL de solution de
polysaccharides d'acétone (AP), de polysaccharides d'éthanol (EP) et de
polysaccharides de propanol (PP) a différentes concentrations (3,125, 6,25, 12,5, 25,

50, 100 pg/mL). Les mélanges ont été vigoureusement agités et incubés dans
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l'obscurité pendant 30 minutes. L'absorbance a été mesurée a 517 nm a l'aide d'un
lecteur de microplaques (BioTek, EIx800, USA) contre un contr6le contenant 180 pl
de solution de DPPH et 20 ul de méthanol.

Etude 2 :Utilisé dans le travail publié par Rigane et al., ( 2019). La capacité de
piegeage du radical DPPH a été mesurée avec des modifications. Pour chaque
concentration, 1 ml a été ajouté a 250 uL de solution éthanolique de DPPH. Le
mélange a été agité vigoureusement puis incubé a température ambiante pendant 30

minutes dans l'obscurité. L’expérience est réalisée avec trois répétitions dans le temps.

Etude 3 : Utilisé dans le travail publié par Rimawi et al., (2018). L'activité de piégeage
des radicaux des extraits méthanoliques et éthanoliques des trois parties contre le 2,2'-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH). L'extrait de graines a éte dissous dans du
méthanol pour obtenir différentes concentrations (80, 60, 40, 20 et 10 pg/mL).
Ensuite, une aliquote (4 mL) de chaque solution a été ajoutée a 1 ml de solution de
DPPH (0,2 mM) fraichement préparee. Pendant 30 minutes a température ambiante.
L'absorbance a été mesurée a 517 nm.

Etude 4 : Utilisé dans le travail publié par Djerrad et al., (2015) .Les huiles
essentielles ont été dissoutes dans du méthanol. Des échantillons de 25 pL de
différentes concentrations ont été ajoutés a la solution de DPPH méthanol (60 M, 975
L). Aprés 30 min d'incubation a 25 °C, l'absorbance a ¢été mesurée a 517 nm en
utilisant le spectrophotométre UV (Jasco, V-530). Le BHA et le BHT sont utilisés

comme composes de référence.

11.3.2 Test des activités cytotoxiques

11.3.2.1 Suspension de globules rouges

Utilisé dans le travail publié par Abbou et al., (2019). Un aliquot de 1 ml de

suspension de GR, a été ajouté a un volume de 1 ml d'extraits (AP, EP et PP) a des

concentrations croissantes (1, 2, 3 et 4 mg/ml). Apres 10 minutes d'incubation a température

ambiante, les échantillons ont été centrifugés a 3000 TPM pendant 10 minutes et le

surnageant résultant a été retiré et utilisé pour évaluer leur activité hémolytique a l'aide d'une

méthode d'analyse de I'ADN pour évaluer leur activité hémolytique en utilisant un
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spectrophotometre & 540 nm. La lyse des GR en présence d'eau distillée a été considérée
comme une activité hémolytique de 100 % d'activité hémolytique. L'hémolyse en présence

des extraits a été calculée par rapport a cette hémolyse de controle.
% hémolyses = (A0 — A/ A0) x 100
AQ: l'absorbance du contréle (eau distillée sans extrait)

ALl : I'absorbance en présence de I'extrait.

11.3.2.2 Culture de cellules et mesure de la cytotoxicité

Utilise dans le travail publié par Kadri et al., (2014). Trois lignées cellulaires (des
cellules d’adénocarcinome de I'épithélium basal humain (A549), adénocarcinome du colon
humain (HCT15) et myélome humain (HL60) ont été cultivées dans un milieu standard RPMI
1640 additionné de sérum bovin feetal a 10 %, de pénicilline (100 unités/ml). Streptomycine
(100 mg/ml) dans un incubateur a 37 °C avec une atmosphére de 5% de CO; et de H,O
saturée. Pour le test de viabilité cellulaire, les cellules ont été réparties a 3 x 10° cellules dans
chaque puits d'une microplaque a 96 puits avec des concentrations croissantes de fractions
lipidiques (1 g/ml, 10 g/ml et 100 g/ml). Ces composés ont été dissous dans une solution
saline tamponnée au phosphate (PBS) a une concentration de 10 mM comme solutions meres.
Les solutions meéres ont été diluees a concentrations finales appropriées avec du milieu de
croissance juste avant l'utilisation. La viabilité des cellules a eété déterminée par la méthode
MTT ( 3-(4,5-dimethylthiazol-2- yl)-2,5 diphenyl-2H-tetrazolium).

11.3.2.3 Test de viabilité cellulaire

Utilisé dans le travail publié par Rigane et al., (2019). Dont le test de viabilité a été
réalisé conformément aux instructions du fabricant (Promega, Madison, WI, USA). Apres la
privation de nourriture, les cellules ont été récoltées et traitées avec les agents indiqués
pendant 15 minutes a température ambiante. Les cellules traitées ont ensuite été ensemencées
sur des plaques a 96 puits pendant 72 h. Apres un lavage au PBS, les cellules ont été incubées
avec du bromure de 3-[4, 5 dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphényl tétrazolium (MTT) pendant 4

h. Les cristaux de formazan résultant de la réduction du MTT ont été dissous par l'ajout d'une
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solution d'arrét et agités doucement pendant 30 minutes. L'absorbance du surnageant a
ensuite été mesurée par spectrophotométrie a 560 nm.

11.3.3 Test des activités antibactérienne

11.3.3.1 Détermination de I'activité antibactérienne

Utilisé dans le travail publié par par Rimawi et al., (2018). L'activité antibactérienne
des extraits contre Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Shigella ont éte etudiés par la
méthode de dilution en gélose. Une mesure de 100 mg de chaque extrait a été dissous dans 10
ml de DMSO aqueux (20 %). En utilisant la dilution en série, des solutions avec des
concentrations de 0.01, 0.001, 0.0001 et 0.00001 g d'extrait/ ml ont été préparées. Ces
solutions ont été stockées a 40 °C. Ensuite, 100 yuL de chaque solution d'extrait ont été etalés
sur la plaque et laissés a sécher. Ensuite, 1 pL de bactéries a été étalé sur chaque plaque en
utilisant 1 pL de l'anse d'inoculation. Les plaques ont été incubées en aérobiose a 37 °C
pendant 24 heures. Le nombre de colonies sur chaque plaque a été compté manuellement.
Une plaque contenant du DMSO aqueux (20 %) a été utilisee comme contréle positif pour

calculer le pourcentage d'inhibition des bactéries.

11.3.4 Test des Activités anti-inflammatoires

11.3.4.1 Test d'inhibition de la dénaturation de I'albumine BSA

Utilisé dans le travail publié par Abbou et al., (2019). L'inhibition de la dénaturation de
la BSA a été utilisé pour étudier I'éventuelle capacité anti-inflammatoire des extraits de
polysaccharides, a cet effet, 2 ml de solutions aqueuses de BSA a 1% contenant les extraits a
différentes concentrations (3,125, 6,25, 12,5, 25, 50,100 pg/ml) ont été incubés a 37 °C
pendant 20 min, puis un traitement thermique a 70 °C a été appliqué pendant 20 min, la
turbidité a été mesurée a 660 nm apres refroidissement et pour exprimer le pourcentage de

dénaturation des protéines,
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L’équation suivante a été appliquée:

% d’inhibition = (A0 — A / A0) X 100

AO0: l'absorbance de la solution témoin (BSA chauffé sans extrait).

Al: l'absorbance en présence de l'extrait végétale.
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Chapitre 111 : Activités biologiques

1.1 Meta-analyse des travaux antérieurs

1.1.1 Activité anti oxydante

Résultat et discussion

Plusieurs études ont évalué l'activité antioxydante des différents extraits des graines
de P.halepensis Mill. en utilisant la méthode DPPH (Dhibi et al., 2012 ; Djerrad et al., 2015 ;
Rimawi ., 2018 ; Abbou et al., 2019 ; Rigane et al., 2019) , les résultats obtenus sont regroupés
dans le Tableau V, a la lecture de ce dernier nous remarquons que les différents extraits issus
des graines de pin d’Alep ont présenté des composés antioxydants avec les valeurs les plus
élevées enregistrées pour les extraits des huiles de la région Foussana avec une valeur (10 +
0,12 pg.ml) suivis des extraits de huiles de la région Kasserine avec une valeur (14 = 0,22
pg.ml). (Dhibi et al., 2012.)

On note aussi que les différents extraits polysaccharides (éthanoliques,acétonique
,propanolique ) présente des valeurs plutét bonne et présente une bonne source d'antioxydant
avec des valeurs entre 79,90 + 1,26 pug/ml et 85,97 £ 1,71 ug/ml. La valeur la plus faible a été

observée dans les extraits méthanoliques avec une valeur de 2,323 £ 0,003 mg/ml.

Ces résultats montrent que les différents extraits des graines de pin d’Alep ont une
activité antioxydante relativement élevé mais qui est tres variée En effet, ’activité anti
oxydante des plantes due a leur teneur en extrais phénolique et leur composition en
métabolites secondaires peut expliquer cette variation. Ces antioxydants peuvent étre affectés
par plusieurs facteurs tels que les conditions de la croissance et la maturité des organes
¢tudiés. La différence des taux d’inhibition peut étre attribuée aussi a la variation des
conditions de manipulation, la qualité et la concentration du radicale utilisé dans le test

antioxydant et aux conditions expérimentales.
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Tableau VI : Activité antioxydant des différents extraits des graines du Pinus halepensis

Mill pour le test DPPH

Méthode Résultats obtenus Etudes (auteurs et
Extraits utilisée régions)
Extrait éthanolique 0,0461 mg/ml
(macération)
Extrait méthanolique 0,1270 mg/mi
(macération) (Rimawi et al., 2018)
Extrait hexanoique DPPH 0,2350 mg/m Palestine
(macération)
Extrait éthanolique 0,2140 mg/ml
(Soxhlet)
Extrait méthanolique 0,4380 mg/ml
(Soxhlet)
Extrait hexanoique 0,3340 mg/ml
(Soxhlet)
Extrait méthanolique DPPH 2,323 £ 0,003 mg/ml (Dhibi et al., 2012)
Tunisie
Extrait acétonique de 79,90 £+ 1.26 pg/ml
polysaccharide (Abbou et al., (2019)
Algérie
Extrait éthanolique de DPPH 82,02 £ 1,16 ng/ml

polysaccharides

Extrait propanolique de

polysaccharide

85,97 + 1,71 pug/ml
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Suite du Tableau VI :

huiles région 1 Kasserine 14 + 0,22 pg.mi
(Rigane et al., 2019)
huiles région 2 DPPH 10+ 0,12 pg.ml Tunisie
(Foussana )
Huiles essentielles région 212,96 + 2,19 pg/ml
1 (Djelfa) (Djerrad et al., (2015)
DPPH Algérie
Huiles essentielles région 284,12 + 3,99 ug/ml
2 ( Tébessa)

111.1.2 Activités cytotoxiques

Résultats et discussions

L’activité cytotoxique a ¢été évaluée par différentes méthodes et sur différentes
cellules ,les études menées par Kadri et al., (2014) ont donné des résultats qui ont été
regroupés dans la figure 11 on montré un effet toxique tres faible a nul sur la viabilité des
cellules de trois cellules souches (A549,HCT15 et HL60) a trois concentrations (1 g/ml, 10
pg/ml et 100p g/ml) de trois fractions lipidiques (lipides neutres, glycolipides et
phospholipides) de graines de Pinus halepensis Mill.

D’autre études mené par Rigane et al., (2019) sur la viabilité cellulaire a été évalué par
le test de MTT Les cellules en culture ont été exposées a des concentrations croissantes
d'extraits pendant 48 heures (figure 10).I’huile extraite des graines de Pinus halepensis Mill.
Avec des concentrations de (25 a 400 pg/ml) n'a pas pu affecter la viabilité des cellules. Les
études mené sur les globules rouges par Abbou et al., (2019) dont les résultats ont montré

gu'aucune hémolyse n'a été induite par I'un ou l'autre des extraits de polysaccharides a toutes
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les concentrations testées (aucune différence significative entre les pourcentages d'hémolyse
du contrble négatif et ceux obtenus avec les différentes concentrations des différents Extraits
de polysaccharides). Ceci n’implique que les extraits de polysaccharides des graines de pin
d'Alep qui ne présentent aucune toxicité, méme a des concentrations élevées (4 mg/ml).

Effet de ['huile de pinus halepensis sur les cellules U87
Concentration : [J 25ugmL [§ S0ugmL | 100ugml [ 200ugmL [ 400ug/ml

100
7

50

Yo wiabilité

%

Conrole Kasserine Foussena

Fractions

Figure 10 Effet de I'huile de Pinus halepensis Mill sur les cellules U87. en Tunisie
(Kadri et al., 2014).
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Figure 11 Toxicité cellulaire des trois fractions lipidiques (lipides neutres,
glycolipides et phospholipides) dans trois lignees cellulaires (HTC 15, HL60, A459) (Kadri et
al., 2014).
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111.1.3 Activité antibactérienne

Résultats et discussion

L’activité antibactérienne a été testé par la méthode de dilution en gélose des extraits
obtenus contre Shigella, Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Les résultats sont
présentés dans le Tableau VII.

Pour Shigella, I'effet d'inhibition des extraits se situait dans la 48 % et 20%, les
extraits éthanoliques ont montré des inhibitions plus élevées avec des concentrations élevées.
alors que I'inhibition de E.coli était comprise entre 68% et 21% avec les extraits éthanoliques
qui ont montré le plus grand pourcentage d’inhibition avec 68 % pour la concentration (10- 2
g/mL)et le pourcentage d’inhibition le plus faible a ét€¢ mesuré pour les extraits éthanoliques

21% pour la concentration 10-°g/ml .

Pour Staphylococcus aureus, l'inhibition était comprise entre 95% et 45 % avec
I’extrait éthanolique qui a présenté le plus grand pourcentage d’inhibition avec 95% pour la
concentration (10-2 g/ml) et I’inhibition la plus faible pour I’extrait méthanoliques 45% pour

la concentration (10-°g/ml).

Les résultats ont montré que dans la gamme de concentrations étudiée, il existe une
forte dépendance de lactivité d'inhibition de la concentration de [I'extrait. L'utilisation
d'extraits a la concentration de 102 g/ml peut étre recommandée, car elle a permis d'obtenir
50 et 95% d'inhibition des bactéries étudiées

[29]
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Tableau VIl : pourcentage d’inhibition de Shigella, Escherichia coli et Staphylococcus

aureus

Inhibition (%)

Shigella Escherichia coli Staphylococcus aureus

Extraits
10- | 10-3 | 104 | 10-° | 10-2{ 10-3 | 10-+| 10-% | 10-2| 10-® | 10-¢ 10-5

2g/m | g/ml | g/ml | g/ml [ g/ml|g/ml|g/ml|g/ml|g/ml| g/ml |g/ml| g/ml
I

E.E 48,2 1351(299|253|678 (520|448 209 [ 951 | 90,2 | 851 | 74,7

E.M 30,1 1249|203 | 152 |54,2|531(49,1( 398 (702 | 649 (598 | 449

E.E : Extraits ethanolique ; E.M : Extrait methanolique

11.1.4 Activité anti-inflammatoire

Résultats et discussion

Les processus inflammatoires et anti-inflammatoires font intervenir de nombreuses
molécules, dont la plupart sont des protéines. La dénaturation de ces protéines leur fait perdre
leurs propriétés biologiques, ce qui peut déclencher ou accentuer I’inflammation. Cette
dénaturation implique souvent laltération des liaisons qu'elles constituent (hydrogene,

électrostatique, hydrophobes et disulfures)

Les résultats obtenus (Tableau VII) pour les extraits de polysaccharides ont eu une
bonne activité anti-dénaturation de la BSA. En premiere position I'extrait AP avec 153 + 0,2
ug/ml, puis I'extrait EP avec 335,2 £ 2,14 ug/ml et enfin I'extrait PP avec 1159 + 0,06 pg/ml

avec des différences significatives.

Le mécanisme exact de I'inhibition de la dénaturation des protéines n'est pas encore trés
bien connu. Chandra et al,.(2012).ont signalé que la dénaturation des protéines augmente la
viscosité du milieu, de sorte que l'effet protecteur de la BSA contre la dénaturation peut étre
soutenu par le changement de viscosité. D’autre part, pour la voie biologique globale,
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l'analyse RMN de la BSA effectuée par Raésner et al,.(2001) ; Williams et al,. (2002) ont
montré que cette derniere contenait deux sites actifs avec I’acide aminée thréonine, lysine et
tyrosine auxquels les molécules bioactives pouvaient se lier pour activer et réguler la
transduction du signal. (Duganath et al,.2010). Signalant que cet effet pourrait également étre
di a la fixation des molécules bioactives sur les protéines plasmatiques et ainsi les protéger

de toute agression.

Tableau VI11: Activités anti-inflammatoires in vitro d'un extrait de polysaccharides de
graines de Pinus halepensis Mill.

Activité Anti -inflammatoire AP EP PP
Inhibition de la dénaturation 153 + 335,2+2,14 1159 + 0,06
de la BSA (ng/ml) 0,2

AP : Extrait de polysaccharide d'acétone ; EP : Extrait polysaccharidique d'éthanol ; PP : Extrait

polysaccharidique de propanol
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Conclusion

Au terme de cette étude qui avait pour objectif de capitaliser les expériences passées et
de constituer un préalable incontournable pour tirer des enseignements, dans le but de
valoriser une partie d’une plante spontanée « Pinus halepensis Mill. », peu exploité ‘les

graines > comme ingrédient biologiquement actives.

Notre méta-analyse a porté sur I’étude de quatre effets biologiques longuement
recherchés par les scientifiques pour leur pouvoir curatif, bio-protecteur et respectueux de

I’environnement a savoir : antioxydant, anti inflammatoire, anti microbien, cytotoxique

L’activité antioxydante étudiée a partir des extraits des graines de pin d’Alep a
montré des valeurs variables allant de 10 + 0,12 pg.ml a 2,323 + 0,003 mg/ml, les valeurs les
plus elevées ont été enregistrées pour la fraction lipidique (extraits d’huiles) de graines de pin
d’Alep.

L’activité cytotoxique étudié sur différentes cellules a partir des extraits issus des
graines de pin d’Alep a différents gradients de concentration ont présenté un effet toxique

trés faible a nul et ce méme avec des concentrations élevées.

Concernant l’activité antibactérienne les extraits ont montré un bon niveau
d’inhibition pour sa part P’activit¢ anti inflammatoire étudi¢é a partir des extraits de

polysaccharides ont eu une bonne activité a combattre 1’inflammation.

Enfin, I'ensemble de ces résultats suggerent des perspectives pour I'étude de nouvelles
formulations a base d’extraits des graines de Pinus halepensis Mill. comme bio-conservateur
ou antioxydants naturelles dans les différentes firmes industrielles (alimentaires,

pharmaceutiques et cosmetiques).
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Résumé

La méta-analyse des travaux sélectionnés ciblant quelques activités biologiques des extraits
des graines de pin d’Alep (Pinus halepensis Mill.), nous a permet de condenser et d’évaluer certaines

preuves quantitatives disponibles le potentiel biologique de cette partie d’une plante peu exploité.

Dans cette étude, nous avons établi une monographie sur Pinus halepensis Mill et ses graines,
c’est & dire une description botanique, taxonomique, chimique ainsi que les principaux problémes

sanitaires.

Les résultats de notre méta-analyse qui s’appuie sur plusieurs études de différents pays. Nous
avons constaté que les différents extraits issus des graines du pin d’Alep ont montré une bonne
activité antioxydant jusqu’a (10 + 0,12 pg/ml) pour le test du DPPH enregistré pour les extraits
(huiles) de la région Foussana en Tunisie. L’activité cytotoxique testée sur les cellules (globule rouge,
U87, HCT15, HL60, A549) a montré des résultats qui indiquent que les graines de pin d’Alep un effet
toxique presque nul. L’étude de I’activité antibactérienne des extraits de graines de Pinus halepensis
Mill. Sur différentes souches bactériennes (Shigella, Staphylococcus aureus, E.coli ) a révélé un
potentiel antimicrobien trés prometteur avec un pourcentage d’inhibition allant jusqu’a 95% vis-a-vis
de Shigella.

L'étude de l'activité anti inflammatoire en utilisant le test de dénaturation de BSA a montré
qu’ont eu une bonne activité anti-dénaturation de la BSA. L'extrait AP avec valeur de 153 + 0,2
pg/ml, I'extrait EP avec 335,2 + 2,14 pg/ml et enfin I'extrait PP avec 1159 + 0,06 pg/ml.

Mots clés : Pinus halepensis Mill ; méta-analyse ; activités biologiques.
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Abstract

The meta-analysis of the selected works targeting some biological activities of the extracts of
the seeds of Aleppo pine (Pinus halepensis Mill.), has allowed us to condense and evaluate some
quantitative evidence available the biological potential of this part of a plant little exploited .In this
study, we have established a monograph on Pinus halepensis Mill and its seeds, that is to say a

botanical, taxonomic, chemical description as well as the main sanitary problems.

The results of our meta-analysis based on several studies from different countries. We found
that the different extracts from Aleppo pine seeds showed a good antioxidant activity up to (10 + 0,12
pg.ml) for the DPPH test recorded for the extracts (oils) from the Foussana region in Tunisia. The
cytotoxic activity tested on cells (red blood cell, U887, HCT15, HL60, A549) showed results that
indicate that Aleppo pine seeds a toxic effect almost zero. The study of the antibacterial activity of
extracts of seeds of Pinus halepensis Mill. On different bacterial strains (Shigella, Staphylococcus
aureus, E. coli) has revealed a very promising antimicrobial potential with a percentage of inhibition
up to 95% against Shigella. The study of anti-inflammatory activity using the BSA denaturation
test showed that had good anti-denaturation activity of BSA. AP extract with a value of 153 +

0.2 pg/ml, EP extract with 335,2 *+ 2,14 pg/ml and finally PP extract with 1159 * 0,06 pg/ml.

Key words: Pinus halepensis Mill; meta-analysis ; biological activities.




	Chapitre I : Caractéristiques générales du pin d’Alep
	I.1 Description botanique de la plante Pinus halepensis Mill
	I.2 Taxonomie du pin d’Alep
	I.3 Répartition géographique
	I.3.1 Répartition dans le monde
	I.3.2       Répartition du pin d’Alep en Algérie

	I.4 Composition chimiques des graines de pin d’Alep
	I.5 Cycle de reproduction et fructification
	I.6 Les ravageurs du pin d’Alep
	I.6.1  Les incendies
	I.6.2 Agents pathogènes
	I.6.2.1 Les insectes ravageurs
	I.6.2.2 Facteurs fongiques


	I.7 Régénération du pin d’Alep
	I.8 Importance du pin d’Alep

	Chapitre II :  Extraction des principes actifs
	II.1 Echantillonnage et période de récolte.
	II.2 Méthodes
	II.2.1 Préparation des extraits
	II.2.1.1  Extraction de polysaccharide
	II.2.1.2 Extraits méthanoliques de pin d’Alep
	II.2.1.3 Extraction par les solvants (macération et soxhlet)
	II.2.1.4 Extraction des huiles
	II.2.1.5  Extractions  des Huiles essentielles
	II.2.1.1 2.1.6 Extraction des lipides (délipidation)


	II.3 Test des activités biologiques
	II.3.1 Test des activités anti oxydant
	II.3.2 Test des activités cytotoxiques
	II.3.2.1 Suspension de globules rouges
	II.3.2.2 Culture de cellules et mesure de la cytotoxicité
	II.3.2.3 Test de viabilité cellulaire

	II.3.3 Test des activités antibactérienne
	II.3.3.1 Détermination de l'activité antibactérienne

	II.3.4 Test des Activités anti-inflammatoires
	II.3.4.1 Test d'inhibition de la dénaturation de l'albumine BSA



	Chapitre III :  Activités biologiques
	III.1   Meta-analyse des travaux antérieurs
	III.1.1 Activité anti oxydante
	III.1.2 Activités cytotoxiques
	III.1.3  Activité antibactérienne
	III.1.4 Activité anti-inflammatoire



