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Résumé 

 

Dans le but de sélectionner de nouveaux produits végétaux ayant des activités 

biologiques, la présente étude porte sur l’évaluation des effets biologiques des huiles 

essentielles des aiguilles, des branches et des cônes du pin d’Alep (Pinus halepensis), 

poussant dans la forêt d’El Haourane à M’sila. 

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par Hydrodistillation avec un 

rendement appréciable de 1,34% ± 0,01 pour les aguilles, 0,63% ± 0,007 pour les branches et 

0,35 % ± 0,03 pour les cônes. Les indices de qualité Physico-chimique des huiles essentielles 

étudiées sont comparables aux résultats rapportés dans la littérature. 

L’évaluation du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles contre quatre souches 

de bactéries pathogènes, une levure et un champignon, en employant la méthode de diffusion 

à partir de disques solides (Aromatogramme), a révélé une activité antibactérienne 

comparable à celle des antibiotiques contre une seule souche bactérienne (Bacillus subtilis) et 

une activité antifongique  remarquable vis-à-vis de la levure et du champignon connus pour 

leur résistance aux antifongiques.   

 L’étude du pouvoir antioxydant par la méthode de réduction du radical libre DPPH a 

montré que l’huile essentielle des branches est plus efficace (0,105 x 10
-3

) que celles des 

aiguilles et des cônes (0,23 x 10
-3

 et 0,053 x 10
-3

). Ainsi,  les huiles essentielles du pin d’Alep 

sont largement moins efficaces que l’acide ascorbique qui a une efficacité de 4,57 x 10
-3

.
 
 

 

Mots clés : Pinus halepensis, Huiles Essentielles, qualité Physico-chimique,  activité 

Antimicrobienne, activité Antioxydante.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

Abstract 

To select new plant products with biological activities, this study focuses on the 

evaluation of biological effects of essential oils from the needles, twigs and cones of Aleppo 

pine (Pinus halepensis), growing in the El Haourane forest in M'sila. 

The essential oils which was extracted by Hydrodistillation using a Clevenger-

apparatus, Give a appreciable yields : 1.34% ± 0.01 for Needle, 0.63 ± 0.007% for twigs and 

0.35% ± 0.03 for cones. The physico-chemical indexes of essential oils are similar to the 

results reported in the literature. 

The evaluation of the antimicrobial power of essential oils against four strains of 

pathogenic bacteria, yeast and fungi, using the diffusion method from a solid disk 

(Aromatogram) revealed a similar antimicrobial activity that antibiotic against a single 

bacterial strain (Bacillus subtilis), even against yeast and fungus resistant to antifungal. 

 The study of antioxidant activity by reducing free radical DPPH method showed that 

the essential oil of twigs is more efficient (0.105 x 10-3) than needles and cones (0.23 x 10-3 

0.053 x 10-3). Also, essential oils of Aleppo pine are much less effective than ascorbic acid 

with an efficiency of 4.57 x 10-3. 

 

Keywords: Pinus halepensis, Essential oils, Physico-chemical Indexes, 

Antimicrobial activity, Antioxidant activity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 ملخص

 

البيولوجية  التأثيراتبيولوجية، تركز هذه الدراسة على تقييم  نشاطاتمن أجل اختيار مواد طبيعية جديدة ذات 

في غابة  ينمو، الذي (Pinus halepensis)الإبر والأغصان ومخاريط الصنوبر الحلبي  من ةالمستخلصة العطريلزيوت ل

 .الحوران بولاية المسيلة

٪ 1..4:   ةملموس احيث بلغ متوسط عائد العملية نسبالعطرية عن طريق التقطير بالبخار  تم استخراج الزيوت

جودة المؤشرات  أما. للمخاريط بالنسبة  ....± ٪ 0...و للأغصان 0....± ٪ ....للإبر، بالنسبة  4...± 

 .المتحصل عليها في أعمال أخرى نتائجالطابق مع تتو هي مماثلة فالمدروسة  يةوالفيزيائيوكيميا

من البكتيريا المسببة للأمراض ضد أربعة أنواع  كمضاد للميكروباتالزيوت الأساسية  أظهر تقييم نشاط

ا مضاد نشاط  ( Aromatogramme ) باستخدام طريقة الانتشار من خلال قرص صلب، وذلك وخميرة وفطر

الفطر  حتى ضد الخميرة و و ،(Bacillus subtilis)واحدة بكتيريا ضد ات الحيوية المستعملةلمضادل للميكروبات مماثل

 .الفطرية تللمضاد تهمامقاومالمعروفان ب

أكثر زيت الأغصان  أن DPPHالجذر الحر أظهرت دراسة القدرة المضادة للأكسدة من خلال طريقة ارجاع

x 10 0.105)فعالية
-3

x 10 0.23)الإبر والمخاريط من زيت ،  (
-3

 0.053 x 10
-3

الزيوت إلا أن ، بالرغم من هذا، (

 من حمض الأسكوربيك بكثير الحلبي هي أقل فعالية من الصنوبر المستخرجة الأساسية 
.

4.57 x 10
-

 

 

 

الفيزيوكيميائية، مضاد  المؤشرات .العطري الزيت ،Pinus halepensisالصنوبر حلبي،  : المفتاحيةالكلمات 

 المضادة للأكسدةللميكروبات، القدرة 
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Glossaire  

Selon : Larousse., 1964 et Wikitionaire., 2016 

Synergie Action combinée de plusieurs éléments associés 

Astringente Qui resserre les tissus vivants  

Balsamique Qui a une propriété, une vertu ou une qualité analogue à 

celle du baume  

Canton Une partie de foret 

Carminative Qui favorise l’expulsion des flatuosités contenus dans  

l’intestin, en parlant des substances médicinales 

Circulatoire Qui a rapport à la circulation sanguine  

Cohobage Recyclage, pendant une distillation, de l’eau recueillie à 

 la sortie de l’appareil après séparation de l’essence 

Crevassée Qui se crève, se fend par excavation ou fission  

produisant des ouvertures profondes à la surface (crevasse)  

Emolliente Qui a pour effet d’améliorer, d’adoucir les parties  

enflammées 

Energiquement Activement avec force 

Filiforme Forme très mince comme un fil  

Léthargie Sommeil profond et continu qui donne au malade  

une apparence d’insensibilité complète  

Macrophanérophyte Plante ligneuse dont les bourgeons, positionnés à  

plus de 5 m du sol, mais à moins de 25 m 

Obovale De forme ovale, dont la partie supérieure est plus  

large que la partie inférieure 

Polycyclique Qui effectue plusieurs pousses par an  



 

Rhytidome Une structure faite de cellules mortes constituant, l’écorce  

externe des arbres avec des parties de phellogène 

Rubéfiant Substance qui, appliquées sur la peau, y causant de  

l’inflammation, de la rougeur 

Sempervirent A feuilles persistantes 

Sérotineux Cônes saturés en résine restant sur l’arbre parent, sans 

ouvrir, pour une année ou plus, après la maturité des graines 

à l’intérieur 

Sillonné Marqué de stries profondes, de fentes ou raies creuses 

Sinueux Qui fait plusieurs tours et détours 

Veinotonique Egalement appelé phlébotonique, qui limite la dilatation  

de la veine et le phénomène inflammatoire 
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INTRODUCTION 

De nos jours, l’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie est d’un grand 

intérêt dans la recherche biomédicale. Ainsi, elle est devenue aussi importante que la 

chimiothérapie. Ce regain d’intérêt vient du fait que les plantes médicinales représentent une 

source immense et inépuisable de molécules naturelles bioactifs exploitées par l’Homme dans 

l’industrie pharmaceutique [Chamount et Leger., 1989].  

Le recours aux huiles essentielles connues pour posséder des propriétés  

antioxydantes, antimicrobienne et autres activités biologiques s’avère être un choix pertinent 

face à un risque de contamination précis ou à la nécessité de réduire ou remplacer les agents 

de conservation chimiques ou synthétiques [Caillet et Lacroix., 2007]. 

Dans ce contexte et dans le but de valoriser le patrimoine forestier Algérien, nous 

nous sommes intéressés à l’étude phytochimique et l’étude des activités biologiques des 

huiles essentielles des aiguilles, des branches et des cônes du pin d’Alep. Le choix de cette 

espèce s’est fondé sur les propriétés thérapeutiques que possèdent ses huiles essentielles et 

leur utilisation par les populations humaines pour traiter une variété de maladies. Ces huiles 

reconnus efficaces contre les affections pulmonaires (la grippe, la sinusite et les 

rhumatismes), sont aussi utilisés en tant qu'agents hémostatiques, antiseptiques  et 

aphrodisiaques [Ali-Delille., 2010 ; Yaniv et al ., 2014]. 

Cependant très peu de recherches se sont intéressés aux activités biologiques des 

huiles essentielles du pin d’Alep. Ces travaux portaient surtout sur son activité 

antimicrobienne [Sadou et al., 2003 ; Abi-Ayad et al., 2011] et antioxydante [Djerrad et al., 

2015]. 

Dans cette optique, nous nous sommes assignés, dans le présent travail, les objectifs 

suivants : 

- Extraction des huiles essentielles des aiguilles, des branches et des cônes du 

pin d’Alep (Pinus halepensis). 

- Evaluation des propriétés physico-chimiques des huiles essentielles du pin 

d’Alep. 
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- Evaluation de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles in vitro vis-à-

vis des souches microbiennes de référence en la comparant à celle des 

antibiotiques. 

- Evaluation de l’activité antioxydante des huiles essentielles en la comparant 

avec celle de l’acide ascorbique. 
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1. Pin d’Alep  

Le mot Pin est originaire du latin Pin qui veut dire parasol. Le Pin d’Alep est aussi 

connu sous la désignation de Pin de Jérusalem ou de Pin blanc  [Rameau et al ., 2008 ; 

Prévosto., 2013]. 

Pinus hierosolimitana est un nom scientifique qui a été donné à cette espèce par 

Duhamel en 1755. Philip MILLER a ensuite décrit le pin d’Alep sous le nom de Pinus 

halepensis Mill en 1768 (Nahal, 1962). Cette espèce a été connu localement sous le nom 

vernaculaire de : Senouber [Ali-Delille, 2010]. 

Le pin d’Alep est un des arbres les plus caractéristiques des paysages méditerranéens 

[Prévosto., 2013]. 

1.1. Systématique  

Au plan taxonomique, l’espèce  Pinus halepensis Mill a la systématique suivante 

[Ozenda, 2006] : 

Règne : Plantae 

Sous-règne : Tracheobionta 

Embranchement : Spermaphytes 

Sous-embranchement : Gymnospermes 

Classe : Pinopsida 

Ordre : Coniferales 

Famille : Pinaceae 

Sous-famille : Pinoideae 

Genre : Pinus 

Espèce: Pinus Halepensis 
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1.2. Description botanique 

C’est un arbre macrophanérophyte, sempervirent. Le port est assez élevé (24-45 m 

maximum) et d’une grande élégance (Figure. 1). Le tronc est souvent sinueux. Le feuillage est 

relativement clair et léger. La longévité maximale peut atteindre 300 ans, mais l’arbre vit 

jusqu’à 120-130 ans en moyenne [Seigue., 1985 ; Rameau et al ., 2008 ; Ali-Delille., 2010]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Jeune arbre de Pinus halepensis –EL HAOURANE de M’sila [Originale., 2015]. 

 

L’écorce est gris argenté, lisse, dans le jeune âge (Figure. 2). En vieillissant le 

rhytidome (écorce adulte de plus en plus crevassée avec l’âge) apparaît, d’abord écailleux 

(écailles assez fines, grises) puis crevassé (Figure. 3) [Ali-Delille., 2010]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Écorce du Pin d’Alep jeune 

avant formation du rhytidome    [Ali-

Delille., 2010] 

Figure 3 : Rhytidome du Pin d’Alep 

vieux, très crevassé [Ali-Delille., 2010]
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Les rameaux sont grêles, polycycliques de couleur verte claire la 1
ère

 année. Ensuite, 

ils deviennent faiblement sillonnés, de couleur grise claire (Figure. 4). Il existe des rameaux 

longs (auxiblastes) et des rameaux nains (brachyblastes)  qui constituent les gaines portant les 

aiguilles [Rameau et al ., 2008 ; Ali-Delille., 2010]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Rameaux du pin d’Alep [Ali-Delille., 2010]. 

 

Les bourgeons sont cylindriques (Figure. 5), allongés, pourvus d’écailles brunes non 

résineux. Les aiguilles sont disposées par deux, fines de 1 mm environ d’épaisseur, filiformes, 

molles et lisse,  de 6 à 10 cm de longueur et de couleur verte jaunâtre (Figure. 6) [Rameau et 

al ., 2008]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Bourgeons végétatifs du pin 

d’Alep [Ali-Delille., 2010]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Aiguilles du pin d’Alep [Ali-

Delille., 2010]. 
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Le pin d’Alep est un arbre à fleures mâles et femelles séparées (monoïque) situées 

sur le même individu. Les fleurs sont groupées en épis, les mâles en chatons ovoïdes, 

roussâtres, de 6-7 mm de longueur, à la base des rameaux de l’année (Figure. 7) et les 

femelles en petits cônes violacés au sommet des pousses de l’année (Figure. 8) [Rameau et al 

., 2008]. 

 

Figure 7 : Cônes mâles du pin d’Alep  

[Ali-Delille., 2010]. 

 

Figure 8 : Cônes femelles du pin d’Alep 

[Ali-Delille., 2010].

 

Les fruits sont des cônes sérotineux de petite taille (8-12 cm de longueur), solitaire 

ou verticillés (Figure. 9), portés par un pédoncule épais, réfléchi, apparaissant à l’automne sur 

les arbres adultes, persistant sur l’arbre plusieurs années. Les écailles sont obovales avec un 

petit mamelon central. Ils s’écartent à maturité, libérant ainsi des graines longues de 7mm 

(Figure. 10), mates, présentant une aile 4 fois plus grande, persistante qui permet leur 

dissémination rapide [Rameau et al ., 2008]. 

Figure 9 : Cône de pin d’Alep, ouvert (A), 

fermé (B) [Ali-Delille., 2010]. 

 

Figure 10 : Graine ailée de Pin d’Alep 

[Original., 2015]. 
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1.3. Phénologie et croissance de l’espèce 

Les observations phénologiques constituent la méthode la plus importante de l’étude 

de la relation entre le rythme de développement d’une espèce et les variations écologiques du 

milieu ambiant. L’étude phénologique du Pin d’Alep entreprise par plusieurs auteurs permet 

de déceler les observations phénologiques suivantes : 

A. La reprise de la végétation chez le pin d’Alep est relativement tardive et se 

situe entre février et mars [Serre 1976 a et b ; Nicault et al., 2001]. 

B. Les mois de mai et juin correspondent à la période de croissance (radiale et 

apicale) maximale [Serre 1976 a et b ; Nicault et al., 2001]. 

C. La période de croissance est stoppée par la sécheresse vers le mois de juillet 

[Serre 1976 a et b ; Nicault et al., 2001]. 

D. En automne, les rameaux ne semblent s’allonger que très peu [Serre, 1976 b], 

la croissance radiale par contre reprend de façon significative [Nicault et al., 

2001]. 

E. Le Pin d’Alep est un arbre polycyclique, susceptible d’effectuer plusieurs 

pousses par an et de produire des faux cernes [Serre, 1976]. 

F. Les cônes mûrissent au cours de la deuxième année et laisse le plus souvent 

échapper leurs graines au cours de la troisième année [Nahal, 1962 ; 

Francelet, 1970]. 

G. La dissémination naturelle des graines a lieu entre la fin du mois d’août et la 

fin du mois d’octobre. Le cône doit avoir subi de fortes chaleurs, qui 

détruisent les joints de résine entre les écailles, pour pouvoir s’ouvrir 

[Francelet, 1970]. 

H. La germination peut avoir lieu, soit à la fin de l’automne, soit au début du 

printemps [Calamassi et al., 1984]. 

I. Le Pin d’Alep fructifie dès l’âge de 10 à 12 ans, mais les graines qu’il produit 

ne sont aptes à germer que lorsqu’il a atteint l’âge de 18 à 20 ans [Nahal, 

1962]. 

J. D’après Nahal [1962], 100 kg de cônes produisent à peu près 50 kg de 

graines ailées, 1 kg de graines comptant environ 50.000 graines. De plus, les 

graines conservent leur pouvoir germinatif pendant au moins deux ans. 

 

 



CHAPITRE                                                            SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

 

8 

1.4. Distribution phytogéographique 

1.4.1 Dans le monde  

La répartition du Pin d’Alep est méditerranéenne-occidentale [Nahal., 1962 ; 

Quezel., 1980].  

II est intéressant de signaler que ce Pin n’existe pas à l’état naturel dans la région  

d’Alep, au nord de la Syrie. Le pin qu’on trouve à l’état spontané dans cette région est un pin 

voisin, le Pin brutia, avec lequel il a été confondu [Nahal., 1986]. 

C’est incontestablement au Maghreb qu’il offre son développement maximal (Figure. 

11), puisqu’il est présent pratiquement partout, du bord de mer jusqu’aux massifs 

présahariens. Toutefois, pour des raisons écologiques, il fait défaut au Maroc atlantique et sur 

le littoral humide de Kabylie et de Khroumirie (Tunisie) [Quezel et Medail., 2003]. 

Figure 11 : Aire de répartition du Pin d’Alep en région méditerranéenne [Fady et al., 2003] 

1.4.2 En Algérie 

En l’Algérie, l’aire de répartition de Pinus halepensis s’étend essentiellement dans la 

partie septentrionale du pays. C’est ainsi qu’il occupe de vastes peuplements en Oranie (Sidi-

Bel-Abbes, Saida, Tlemcen, Tiaret, Ouarsenis) sur le Tell algérois (Médéa, Bibans), sur 

l’Atlas saharien (Monts des Ouleds Nails). Dans le Constantinois, il est surtout localisé dans 

les Aurès et les Monts de Tébessa où il rejoint la Tunisie (Figure. 12) [Kadik., 1987]. 
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Figure 12 :  Aire de répartition du Pin d’Alep en Algérie [Kadik., 1987]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CHAPITRE                                                            SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

 

10 

2. Huiles essentielles  

2.1. Définition  

Ce sont des mélanges complexes de substances volatiles obtenues à partir des 

végétaux  [Catier et Roux., 2007 ; Milpied., 2009]. Elles se forment dans un grand nombre de 

plantes comme produits du métabolisme secondaire, et sont responsables de leurs odeurs 

caractéristiques [Bruneton., 1993 ; Sanon et al., 2002].  

Le terme « huile » souligne le caractère visqueux et hydrophobe de ces substances et 

le terme « essentielle » fait référence au parfum, à l’odeur plus ou moins forte dégagée par la 

plante [Bernard et al., 1988 ; Anton et Lobstein., 2005]. 

2.2. Lieux de synthèse des huiles essentielles 

Les huiles essentielle sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et 

s’accumulent en général dans des structures histologiques spécialisées [Deysson, 1978 ; Salle, 

1991]. Les huiles essentielles peuvent être extraites des feuilles, des fleurs, des bourgeons, des 

graines, des fruits, des racines, du bois ou d'écorce de plantes [Thormar, 2010].  

Cependant seules les parties sécrétrices ou les plus concentrées en huiles essentielles 

de la plante  sont récoltées durant la période où le rendement est optimal [Deysson, 1978]. 

2.3. Méthodes d’extraction des huiles essentielles 

Le procédé d’obtention des huiles essentielles intervient d’une façon déterminante 

sur sa composition chimique [Garnero, 1977]. 

Différentes méthodes sont mises en œuvre pour l’extraction des essences végétales 

cette diversité est due à la variété des matières premières et à la sensibilité considérable de 

certains de leurs constituants. 

2.3.1 Hydrodistillation 

C’est la méthode la plus utilisée pour extraire les huiles essentielles à l’état pur avec 

les meilleurs rendements. Le principe consiste à immerger directement la matière végétale à 

traiter dans un ballon rempli d’eau qui est ensuite porté à ébullition (Figure.13), les vapeurs 

hétérogènes se condensent sur une surface froide et l’huile essentielle est alors séparée par 

différence de densité [Bruneton., 1993]. L’extraction qui s’effectue à température élevée 

durant une période plus au moins longue peut engendrer des réactions secondaires au sein de 

l’huile essentielle à savoir : hydrolyse, cyclisation et réarrangement [Benhabiles., 1995]. 
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Figure 13 : Montage d’extraction par Hydrodistillation [Originale., 2013]. 

2.3.2 Entraînement à la vapeur d’eau 

A la différence de l’Hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct 

l’eau et la matière végétale à traiter. Ce procédé se fait à l’aide d’un montage à distillation 

simple.  

La vapeur d’eau traverse la matière végétale. Les cellules éclatent et libèrent l’huile 

essentielle qui est vaporisée sous l’action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile 

essentielle ». 

Le mélange est ensuite séparé. L’absence de contact direct entre l’eau et la matière 

végétale, puis entre l’eau et les molécules aromatiques évite certains phénomènes d’hydrolyse 

ou de dégradation pouvant nuire à la qualité de l’huile [Meyer-Warnod, 1984 ; Auclair et 

Côté, 2002].  

2.3.3 Hydro diffusion  

L’hydrodiffusion est une variante de l’entraînement à la vapeur. Cette technique est 

relativement récente et particulière. Elle consiste à faire passer, du haut vers le bas et à 

pression réduite, la vapeur d’eau à travers la matrice végétale. L’avantage de cette méthode 

est d’être plus rapide donc moins dommageable pour les composés volatils, et de ne pas 

mettre en contact le matériel végétal et l’eau. De plus,  l’hydro-diffusion permet une 

économie d’énergie due à la réduction de la durée de la distillation [Wison., 2002].  
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2.3.4 Hydrodistillation par micro-onde 

 Le processus d’Hydrodistillation par micro-ondes, est basé entièrement sur le principe 

d’Hydrodistillation classique. La matière végétale est installée avec l'eau dans un ballon qui a 

déjà été placé à l'intérieur du four à micro-ondes. Le système de refroidissement  et la partie 

estimée pour récupérer l'essence sont situés à l'extérieur du four. L’opération dure 30 min 

[Chemat et Cravotto., 2013].  

2.3.5 Expression à froid  

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont 

l’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste à broyer, à 

l’aide de presses, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer l’essence. Le produit 

ainsi obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune modification chimique [Roux et 

al,. 2008].     

2.4. Composition chimique des huiles essentielles 

La composition chimique des huiles essentielles est complexe, on trouve 

généralement de nombreux constituants dans une huile essentielle appartenant principalement 

à deux grands groupes chimiques ; les composées terpéniques et les composées aromatiques 

dérivés du phénylpropane [Catier et Roux., 2007].  

Selon Franchomme et al [1990] et Mailhebiau [1994], la structure des composants 

des huiles essentielles varie en fonction : 

. du nombre d’atomes de carbone qui les constitue : Les monoterpènes, Les 

sesquiterpènes, Rarement les Diterpènes. 

. du caractère saturé ou insaturé des liaisons. 

. de leur agencement : linéaire ou cyclique. 

. de la configuration spatiale (forme de chaise, de bateau, de trièdre…), 

. de la nature des groupes fonctionnels,  à savoir : 

2.4.1. Terpènes 

 Les terpènes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaîne 

ouverte. Leur particularité structurale la plus importante est la présence d’unité isoprénique à 

cinq atomes de carbone (C5H8) dans leur squelette. Ils sont subdivisés selon le nombre 

d’entités isoprènes en: 

Monoterpènes: formés de deux isoprènes (C10H16) qui sont volatils entrainables à la 

vapeur d’eau, d’odeur souvent agréable. Ils représentent la majorité des constituants des 
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huiles essentielles,  parfois plus de 90%. Ils peuvent être acycliques, monocycliques ou 

bicycliques.  

Sesquiterpènes : formés de trois isoprènes (C15H24), il s’agit de la classe la plus 

diversifiée des terpènes. Elle contient plus de 300 molécules. 

 Diterpènes : formés de quatre isoprènes (C20H32)  

Il faut noter que les térpénoides sont des terpènes avec une ou plusieurs fonctions 

chimiques (alcool, aldéhydes, cétone, acide...) [Bruneton, 1999 ; Hernandez-Ochoa, 2005]. 

2.4.2. Composées aromatiques  

Les dérivés du phénylpropane sont moins abondants que les terpénoides. Cette classe 

comprend des composés odorants.    

2.5. Rôle physiologique des huiles essentielles  

Les huiles essentielles jouent un rôle attractif pour les insectes pollinisateurs [Deroin, 

1988]. De plus, les huiles essentielles constituent un moyen de défense naturel contre les 

insectes prédateurs et les microorganismes. Les substances émises dans ce dernier cas sont 

appelées « phytoalexines » [Mann, 1987]. 

2.6. Propriétés physicochimiques des huiles essentielles 

Malgré leur différence de constitution, les huiles essentielles possèdent en commun 

un certain nombre de propriétés physicochimiques : 

Elles sont généralement liquides aux températures ordinaires, volatiles et 

entraînables à la vapeur d’eau, d'odeurs aromatiques, rarement colorées quand elles sont 

fraîches. Leur densité est généralement inférieure à 1. Elles sont peu solubles dans l’eau et 

solubles dans la plupart des solvants organiques. Elles ont un indice de réfraction élevé et le 

plus souvent, sont dotés d'un pouvoir rotatoire. Elles sont sensibles à l’oxydation et donc leur 

conservation est limitée. 

Leur conservation se fait dans des petits flacons opaques, bien fermées et si possible 

à basse température [Guenther, 1975 ; Catier et Roux., 2007]. 

2.7. Propriétés biologiques des huiles essentielles  

Les huiles essentielles possèdent de nombreuses propriétés biologiques. En 

phytothérapie, elles sont utilisées contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne 

[Pellecuer., 1980] et d’origine fongique [Chaumont et Leger., 1989]. Elles ont chacune des 

propriétés spécifiques: calmante, antidouleurs, tonique, circulatoire, antifatigue, régénératrice 

de la peau, amincissante, carminative, émolliente, adoucissante [Grosjean., 2007]. 

Cependant, elles possèdent également des propriétés cytotoxiques [Sivropoulou et 

al., 1996] qui les rapprochent donc des antiseptiques et des désinfectants en tant qu’agents 

antimicrobiens à large spectre. 
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Traditionnellement les huiles essentielle ont été utilisées dans trois grands domaines 

de pathologie : dermatologie, affections ORL (Oto-Rhino-Laryngologie) et troubles gastro-

intestinaux. On les utilisait souvent sous forme de tisanes, ou sous la forme de préparations 

galéniques simples [Catier et Roux., 2007].  

On peut utiliser les huiles essentielles par différentes  voies : buccale, rectale, nasale 

ou cutanée. Elles peuvent donc pénétrer dans notre corps pour atteindre la circulation 

sanguine afin d’être acheminées jusqu’au site malade [Festy., 2009]. 

D’autres propriétés biologiques des huiles essentielles sont exploitées dans les 

préparations pharmaceutiques ; leurs activités anti-inflammatoire, cicatrisante, antioxydante, 

veinotonique et astringente [Roux et al., 2007]. 

2.8. Toxicité  

L’évaluation de la toxicité est importante lorsque l’huile essentielle est utilisée 

comme médicament dans le cadre de l’aromathérapie. Les risques de toxicité aiguë sont liés 

en particulier à la neurotoxicité des huiles essentielles qui contiennent des cétones (thuyone, 

pinocamphone) et certains monoterpènes qui sont également toxiques à fortes doses tels le 

camphre et le menthol [Catier et Roux.,2007]. 

 Cependant quelques informations sur certaines toxicités sont décrites par la 

littérature : 

. Toxicité par ingestion : En règle générale, les huiles essentielles d’usage 

commun ont une toxicité faible ou très faible avec des DL50 supérieures à 5 g/kg par voie 

orale [Bruneton., 1999].  

. Toxicité dermique : Le large usage que font la parfumerie et la cosmétique 

des huiles essentielles a suscité de nombreux travaux sur leur éventuelle toxicité (aigue ou 

chronique) par application locale [Pibiri., 2006].  

2.9. Huiles essentielles du pin d’Alep  

Dès l'Antiquité, les populations humaines autour de la Méditerranée utilisaient 

l’huile essentielle du pin d’Alep pour traiter une variété des maladies telles que l’écoulement 

nasal, l’accident vasculaire cérébral, la léthargie, la  dépression, les hémorragies intérieur et 

les blessures externes en tant qu'agent hémostatique, les maux des plaies, ainsi comme un 

agent aphrodisiaque [Yaniv et al ., 2014]. 

Les huiles essentielles du pin d’Alep sont aussi utilisées comme [Ali-Delille, 2010]: 

 Antiseptiques puissants recommandées dans toutes les infections des voies 

respiratoires, les infections urinaires et les calculs biliaires. 

 Rubéfiants et balsamiques, efficaces dans les affections pulmonaires: la grippe, la 

sinusite et les rhumatismes. 
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3. Activité antioxydante 

L’oxydation fait partie d’une réaction d’oxydoréduction qui transfère des électrons 

d’une substance vers un agent oxydant. Cette réaction peut produire des radicaux libres qui 

entraînent des réactions destructrices en chaines. Les antioxydants sont capables de stopper ou 

de retarder ces réactions en chaîne en se réduisant avec les radicaux libres en annulant ainsi 

leur action. Un tel effet résulte d’une structure de donneurs d’atome d’hydrogène ou 

d’électrons souvent aromatiques dans le cas des huiles essentielles et des dérivées de Phénol 

[Berset et Cervelier., 1996]. 

6.1. Définition  

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empêche l’oxydation d’autres 

substances chimiques. Il est défini par Halliwell [1999], comme « toute substance qui, en 

faible concentration par rapport au substrat susceptible d’être oxydé, prévient ou ralentit 

l’oxydation de ce substrat ». C’est une molécule qui est capable de neutraliser les formes 

actives de l’oxygène et permet de maintenir au niveau de la cellule et l’organisme des niveaux 

non cytotoxiques de radicaux libres [Gunstone et Norris., 1983]. 

6.2. Antioxydants naturels 

Les antioxydants d’origine naturelle sont des produits extraits de plantes et en 

particulier d’épices [Chevolleau., 1990, Vardar-Unlu et al., 2003, Skerget et al., 2005, Lee et 

al., 2005, Küçük et al., 2007, Tomaino et al., 2005]. Les molécules actives sont soit des 

flavonoïdes (quercétine, myricétine,…), soit des dérivés de l’acide benzoïque (acide 

vanillique, acide syringique,…) soit des dérivés de l’acide cinnamique (acide caféique, acide 

rosmarinique, …) ou des composés phénoliques (thymol, carvacrol, …) [DasetPreira., 1990, 

Chevolleau., 1990, Pokorny., 1991, Schwarz et Ternes., 1992, Crapisteetal., 1999 , Tepe et 

al., 2006]. 

De nombreuses études ont montré que les huiles essentielles sont douées d’une 

activité antioxydante  [Belhadj et al., 2006 ; Chaieb et al ., 2007]. Cette activité est 

attribuables à certains alcools, éthers, cétones, et aldéhydes monoterpéniques et quelques 

monoterpènes hydrocarbonés tels que le α-terpinène, le ϒ-terpinène et l’α-terpinolène [Edris, 

2007 ; Masson., 2007 ; Aydin et al., 2013]. 

Le recours aux huiles essentielles connues pour posséder ces propriétés  

antioxydantes s’avère être un choix pertinent face à un risque de contamination précis ou à la 

nécessité de réduire ou remplacer les agents de conservation chimiques ou synthétiques 

[Caillet et Lacroix., 2007].    
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4. Activité antimicrobienne des huiles essentielles  

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles se trouve à la base des médecines 

dites alternatives. L’efficacité d’une huile essentielle dépend de sa richesse en certains 

composés phytochimiques. Plus l’huile essentielle est riche en substances actives, plus son 

activité est importante [Zhiri., 2006].  

L’activité biologique d’une huile essentielle est liée aux groupements fonctionnels 

des composées majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et cétonique). Les 

composées minoritaires jouent aussi un rôle important dans l’activité des huiles essentielles et 

semblent agir en synergie avec les composées majoritaires [Zhiri., 2006]. 

Les composées chimiques qui ont plus d’efficacité à large spectre sont les phénols 

(thymol, carvacrol, eugénol), les alcools (α-terpinéol, terpinen-4-ol, linalol), les aldéhydes, les 

cétones et rarement les terpènes [Dorman et Deans., 2000].  

4.1. Mécanismes d’action antibactérienne 

Les mécanismes par les quels les huiles essentielles exercent leur activité 

antibactérienne sont mal connus. Du fait de la complexité de leur composition chimique, il est 

difficile de donner une idée précise sur leur mode d’action. Il est probable que leur activité 

antibactérienne ne soit pas attribuable à un mécanisme unique, mais à plusieurs sites d’action 

au niveau cellulaire [Dorman et Deans., 2000]. 

BURT [2004] a avancé que la caractéristique importante des huiles essentielles est 

attribuée à l’hydrophobicité de certains de ces composants qui leur permet de traverser 

facilement la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire en altérant sa perméabilité 

et entrainant des pertes anormales des ions, voire même des macromolécules. 

Le mode d’action des huiles essentielles dépend du type de microorganismes. En 

générale, les bactéries Gram négatives sont plus résistantes que les bactéries Gram positives 

grâce à la structure de leur membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure des Gram 

négatives est plus riche en lipo-polysacharides (LPS) la rendant plus hydrophile, ce qui 

empêche les terpènes hydrophobes d’y adhérer [Cristiani et al ., 2007].
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Nos essais expérimentaux se sont étalés sur une  période de deux mois, de avril  à 

mai  2016. Les  différentes expérimentations ont été effectuées dans les structures suivantes : 

 Laboratoire de Projets de Fin d’Etude (PFE), département de biologie, faculté des 

sciences et sciences de l'ingénieur,  Université Mohamed Boudiaf, M'sila.  

 Unités de développement et des contrôles Physico-chimique et Microbiologique du 

complexe Antibiotical de SAIDAL (Médéa).    

 Annexe de l'Institut Pasteur d'Algérie, M'Sila. 

 

1. Matériel  

1.1 Matériel biologique  

1.1.1. Matériel végétal 

La récolte des aiguilles, des branches, et des cônes femelles âgés de deux ans de 

l’espèce Pinus halepensis a été réalisée en début de matinée au mois d’Avril 2016.  

La zone d’étude EL-Haourane fait partie de la forêt domaniale de Dréat, qui 

comprend 23 cantons (superficie totale : 16879 ha). Elle est localisée au Nord de la commune 

de hammam Dalaâ à environ 15 Km et s’étend sur une superficie de 994,56 ha, soit 5,9 % de 

la superficie totale de la forêt de Dréat ; limitée au Nord par le canton d’Ogribissa, à l’Est par 

Douar Dréat, à l’ouest par le canton de Sidi Amar et le canton de Mechrarine, et au sud par le 

canton Boustéila. 

L’identification a été faite selon les clés de détermination de Quezel et Santa [1963], 

puis elle a été confirmée au niveau du Jardin d’Essais d’El Hama (Alger) suite à une 

comparaison avec les spécimens de l’herbier. 

Les aiguilles, les branches et les cônes femelles fraichement récoltés ont été broyés 

grossièrement (Figure. 14). 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Matériel végétal : Aiguilles (A), Branches (B), Cônes (C) [Original., 2016]. 
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1.1.2. Microorganismes utilisés 

Le choix  des microorganismes a été porté sur six souches de collection 

internationale ATCC (American type culture collection) fréquentes en pathologie humaine. 

Certaines d’entre eux sont souvent responsables de toxi-infections alimentaires constituant 

ainsi un problème majeur de santé publique, et sont caractérisées par leur résistance naturelle 

à divers agents antimicrobiens. 

Nous avons sélectionné deux groupes de bactéries, une levure et un champignon : 

 Des bactéries Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 65 38, Bacillus 

subtilis ATCC 66 33. 

 Des bactéries Gram négatif : Pseudomonas aeruginosa ATCC 90 27, 

Escherichia coli ATCC 87 39. 

 Une levure : Candida albicans ATCC 10 231. 

 Un champignon : Aspergillus brasiliensis  ATCC 16 404. 

Ces souches nous ont été fournies sous forme lyophilisées par les responsables du 

laboratoire de Microbiologie du complexe Antibiotical SAIDAL de Médéa. 

Matériel non biologique 

Des antibiotiques et des antifongiques ont été utilisés comme références (témoins 

positifs). Les équipements, la verrerie et les milieux de culture utilisés sont mentionnés dans 

l’Annexe 1 et 2. 

2. Méthodes 

2.1 Extraction des huiles essentielles 

La méthode d’'extraction des huiles essentielles utilisée au cours de notre 

expérimentation est l'Hydrodistillation à l’aide d’un dispositif de type « Clevenger ». C’est la 

méthode préconisée par la Pharmacopée Européenne [Ph. Eur6., 2008]. Cette technique 

courante permet de séparer les huiles essentielles à l’état pur et de fournir de meilleurs 

rendements.  

La matière végétale (150 g pour les aiguilles et le branches et 200 g pour les cônes), 

a été introduite dans un ballon de 1 L contenant de l’eau (600 ml). Ce dernier a été ensuite mis 

à ébullition pendant 4 heures. La distillation a été effectuée avec un recyclage communément 

appelé cohobage tel que c’est décrit dans la Pharmacopée Européenne. 

Les huiles essentielles extraites ont été pesées pour le calcul du rendement, et 

conservées à une température voisine de 4°C, dans des flacons en verre opaque de 5 ml, 

fermés hermétiquement pour les préserver de l’air, de la lumière et des variations de 

température qui sont les principaux agents de dégradation [Kaloustian et al., 2013].    
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2.2 Détermination de la teneur en eau 

La teneur en eau de nos échantillons de poids déterminé (4 g), a été déterminée par le 

procédé de dessiccation à une température de 70° C dans une étuve jusqu'à l’obtention d’un 

poids constant [Zerrad et al., 2006]. 

Considérons : 

x : poids de l’échantillon  

y : poids de l’échantillon après déshydratation  

T % : Teneur en eau  exprimé en pourcentage  

   
   

 
     

2.3 Étude de la cinétique d'extraction 

La cinétique d’extraction consiste à déterminer le rendement en fonction du temps 

d’extraction. Cette étude a pour but de fixer le temps nécessaire pour extraire le maximum 

d’huile et pour éviter les pertes de temps et d’énergie. 

Pour étudier la cinétique d’extraction des huiles essentielles des aiguilles,  des 

branches et des Cônes de Pinus halepensis à l’état frais, nous avons récupéré des quantités de 

l’huile essentielle de chaque partie correspondantes à des intervalles de temps de 15 mn qui 

s’étalent de 0 à 300 minutes. Les quantités des huiles  essentielles obtenues ont été exploitées 

dans le but de calculer le rendement à chaque intervalle de temps. 

2.4 Calcul du rendement en huile essentielle  

Le rendement en huile essentielle a été déterminé par rapport à la matière végétale 

sèche [Afnor., 2000]. Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport 

entre la masse de l’huile récupérée  et la masse de la matière végétale. Le rendement en huile 

essentielle, exprimé en pourcentage est donné par la relation suivante : 

  
   

  
     

R : rendement en huile essentielle en % 

mHE : la masse de l’huile essentielle récupérée en gramme 

mV : la masse de la matière végétale sèche en gramme 
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2.1 Étude analytique des huiles essentielles 

2.5.1. Propriétés organoleptiques des huiles essentielles 

Les différentes caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) des huiles 

essentielles des aiguilles, des branches et des cônes ont été notées par les spécialistes de 

SAIDAL. 

2.5.2. Indices physico-chimiques 

Les propriétés physico-chimiques des huiles essentielles ont été déterminées selon 

des protocoles précis et obéissants à des normes édictées par l’organisation internationale de 

normalisation et par la Pharmacopée Européenne [Afnor., 2000; Ph. Eur6., 2008].  

2.5.2.1. Caractères physiques  

 Densité relative à 20°C 

La densité relative    
   d’une substance est le rapport entre la masse d’un volume 

donné de cette substance et la masse d’un volume égal d’eau à 20°C [Ph. Eur6., 2008]. 

Mode opératoire  

Un volume de 1 ml de chaque huile essentielle a été  prélevé à l’aide d’une 

micropipette et pesé avec une balance analytique de précision en prenant en considération le 

coefficient de correction de température [NF ISO 279. 1999]: 

   
    

   

    
                       

Où  

m : masse en gramme   

T : température en °C 

 Indice de réfraction à 20 °C 

C’est le rapport du sinus de l’angle d’incidence d’un rayon lumineux dans l’air au 

sinus de l’angle de réfraction du rayon réfracté dans le milieu considéré [Ph. Eur6., 2008]. 

Mode opératoire  

Le réfractomètre a été réglé en mesurant l’indice de réfraction de l’eau distillée qui 

doit être de 1,333 à une température de 20°C. Après ouverture du prisme secondaire, une 

goutte de chaque huile essentielle a été déposée sur la partie centrale du prisme principal. Par 

la suite nous avons fermé délicatement le prisme secondaire.  

Les mesures ont été effectuées à l’aide d’un appareil du type aus JENA. La mesure a 

été faite  à une température (T) différente de 20 °C, puis elle a été corrigée par l’introduction 

du coefficient de correction de température en appliquant la formule suivante [NF  ISO 280  

75 -11]: 



CHAPITRE                                                                       MATERIEL ET METHODES 

 

 

21 

                        

I20 : indice à 20°C   

 It : indice à la température ambiante  

T : Température ambiante. 

 Mesure de la miscibilité à l’éthanol  

La miscibilité des huiles essentielles a été déterminée dans de l’éthanol à 90°. Selon 

le protocole suivant [Ph. Eur6., 2008] ; 

Dans une éprouvette de 30 ml à bouchon rodé placée dans un thermostat à 20 ± 0,2 

°C, nous avons introduit 1,0 ml de l’huile essentielle à examiner. A l’aide d’une burette de 20 

ml nous avons ajouté des fractions de 0,1 ml d’éthanol à 90° jusqu’à dissolution complète en 

agitant fréquemment. Puis nous avons noté le volume d’alcool utilisé lors de l’obtention d’une 

solution limpide.  

Une huile essentielle est dite  soluble dans n volume ou plus d’alcool d’un titre     

donné t.  

2.5.2.2. Caractères chimiques   

 Détermination du taux d’humidité Karl Fisher KF 

Selon ALLEMAN [1983] La méthode repose sur la faculté de l’iode à réagir avec 

l’eau en présence du dioxyde de soufre : 

I2 + SO2 +H2O 2HI+ H2SO4 

C’est un protocole d’analyse chimique basé sur l’oxydation du dioxyde de soufre par 

l’iode dans une solution d’hydroxyde de méthane. En principe, la réaction produite est : 

H2O + I2 + SO2 + CH3OH + 3RN              3[RNH] + 2 I
- 
+ H3COSO3

 - 

Mode opératoire  

La détermination du taux d’humidité des huiles essentielles a été faite selon la 

méthode de Karl Fischer qui consiste à ajouter avec une seringue une petite quantité d’huile 

essentielle dans le réacteur de KF, l’appareil détermine le volume du réactif de KF utilisé en 

millilitres [NF ISO 11021].  

Le taux d’humidité  est calculé selon la formule suivante : 

    
  

    
         

KF : taux d’humidité Karl Fisher 

V   : volume en millilitres du réactif de KF utilisé  
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fKF : facteur de réactif KF (calculé expérimentalement, détail dans l’Annexe 3) 

mEch : masse en milligramme de l’échantillon  

 Mesure du potentiel d’Hydrogène (pH) 

La détermination potentiométrique du pH a été effectuée à l’aide d’un pH-mètre par 

mesure de la différence de potentiel entre 2 électrodes judicieusement choisies plongeant dans 

l’huile essentielle [Lehir et Cohen., 2001]. 

 Mesure du taux des composées carbonylés exprimés en C10H16O 

La méthode utilisée est celle décrite dans la Pharmacopée Européenne [Ph. Eur3., 

2001]. Dont le but est de déterminer la richesse de nos huiles essentielles en monoterpènes. 

Mode opératoire  

Nous avons Mélangé 1g de chaque huile essentielle avec 20 ml d’Ethanol. Puis nous 

avons ajouté 10 ml de solution de Chlorhydrate d’hydroxylamine et 0,4 ml de solution de 

Bleu de  Bromophénol. Le tout a été ensuite titré lentement par l’hydroxyde de potassium 

alcoolique 0,5 M jusqu’au virage de l’indicateur du jaune au vert-olive. Après un repos de 5 

min, le titrage est refait de nouveau, si nécessaire jusqu’au virage de l’indicateur du jaune au 

vert-olive. En fin  nous avons effectué un essai à blanc dans les mêmes conditions. 

1 ml d’hydroxyde  de potassium alcoolique à 0,5 molaire correspond à 76,1 mg de 

composés carbonylés exprimés en C10H16O. 

Le taux est calculé à l’aide de la formule suivante : 

      
         

 
             

Tcarb : taux des composées carbonylés % 

VEch : volume (ml) de KOH alcoolique utilisé pour le titrage de l’échantillon 

V0 : volume (ml) de KOH alcoolique utilisé pour le titrage du blanc 

P : masse (mg) de l’échantillon  

eq : équivalent gramme exprimé en mg/ml (c’est la masse molaire des composés carbonylés, 

titrés, multipliée par la molarité de la solution titrant) 

fKOH : facteur de correction (calculé expérimentalement, détail dans l’Annexe 3). 
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 Détermination de l’indice de peroxyde  

L’indice de peroxyde Ip est le nombre qui exprime en milliéquivalents d’oxygène 

actif la quantité de peroxyde contenue dans 1000 g de substance. 

Principe 

On traite les corps gras en solution dans l'acide acétique et du chloroforme par une 

solution d'iodure de potassium. On titre par la suite l'iode libéré par une solution de thiosulfate 

de sodium (0,01 N). 

Mode opératoire  

Dans une fiole conique de 250 ml à bouchon rodé, nous avons introduit 1 g de la 

substance à examiner. Puis, nous avons ajouté 30 ml d’un mélange de 2 volumes de 

chloroforme  et de 3 volumes d’acide acétique glacial. Apres agitation jusqu’à dissolution de 

l’échantillon, nous avons ajouté 0,5 ml de solution saturée d’iodure de potassium. Suite à une 

agitation pendant 1 min, nous avons ajouté 30 ml d’eau, puis titré par le thiosulfate de sodium 

0,01 M qui a été ajouté lentement, sans cesser d’agiter énergiquement, jusqu’à ce que la 

coloration jaune ait presque disparu. Ensuite nous avons jouté 5 ml de solution d’amidon et 

continué le titrage en agitant énergiquement  jusqu’à disparition de la coloration (n1 ml de 

thiosulfate de sodium 0,01 M). En fin nous avons effectué un essai à blanc dans les mêmes 

conditions (n2 ml de thiosulfate de sodium 0,01 M). Le titrage de l’essai à blanc ne doit pas 

consommer  plus de 0,1 ml de thiosulfate de sodium 0,01 M [Ph. Eur6., 2008]. 

   
          

 
          

Ip : l’indice de peroxyde 

n1 : volume (ml) de thiosulfate de sodium utilisé pour l’échantillon 

n2 : volume (ml) de thiosulfate de sodium utilisé pour le blanc 

m : masse (mg) de l’échantillon 

fthiosul : facteur de normalité exact de la solution de thiosulfate utilisé (calculé             

expérimentalement, détail dans l’Annexe 3). 
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 Détermination de l’indice d’acide  

L’indice d’acide IA est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité 

d’hydroxyde de potassium nécessaire à la neutralisation des acides libres présents dans 1 g de 

substance. 

Mode opératoire  

Une quantité de 1 g de chaque huile essentielle à tester  a été dissoute dans 30 ml 

d’éthanol à 96%, neutralisé au préalable par l’hydroxyde de potassium 0,02 M en présence de 

0,5 ml de solution de rouge de phénol. Nous avons titré  par l’hydroxyde de potassium 0,02 M 

jusqu'à ce que la couleur rose persiste pendant au moins 15 s (n ml de réactif titrant KOH). 

Le contenu du ballon a été mis en réserve pour les analyses ultérieures (indice 

d’ester). L’indice d’acide est donné par la relation suivante [Ph. Eur 6., 2008] : 

   
         

 
      

IA : L’indice d’acide  

v : le volume (ml) de potasse employé 

n : la normalité de la solution 

m : la masse (mg) de la prise d’essai 

fKOH : facteur de correction (calculé expérimentalement, détail dans l’Annexe 3)  

 Détermination de l’indice d’ester  

L’indice d’esters IE est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité 

d’hydroxyde de potassium nécessaire à la saponification des esters présents dans 1 g de 

substance. 

Mode opératoire  

Dans trois fiole de 250 ml de verre borosilicaté et munies d’un réfrigérant à reflux, 

nous avons introduit les solutions provenant de la détermination de l’indice d’acide. Puis, 

nous avons jouté 25 ml d’hydroxyde de potassium 0,5 M et quelques billes de verre. Ensuite, 

nous avons adapté le réfrigérant et chauffé à reflux pendant une heure. Après refroidissement 

des fioles. Nous avons ajouté 20 ml d’eau puis 5 gouttes de solution de rouge de phénol. Le 

titrage de l’excès de KOH a été  effectué avec une solution d’acide chlorhydrique 0,5 M.  

Un essai à blanc dans les mêmes conditions a été réalisé. L’indice d’ester est calculé 

par l’équation suivante [Ph. Eur 6., 2008] : 
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IE : L’indice d’ester 

I0: Le volume (ml) d’acide chlorhydrique employé pour le blanc 

I1 : Le volume (ml) d’acide chlorhydrique employé pour l’échantillon 

fHcl : facteur de correction (calculé expérimentalement, détail dans l’Annexe 3). 

 

2.2 Étude de l'activité antimicrobienne des huiles essentielles 

L’identification des souches que nous avons utilisées a été au préalable confirmée 

par les services de Microbiologie du complexe Antibiotical SAIDAL de Médéa, et de 

l’Institut Pasteur.  

Nous avons tenu à vérifier leur pureté par l’examen des  caractéristiques cellulaires et 

les tests biochimiques et culturaux. Les tests réalisés sont mentionnés dans l’Annexe 4. 

Après leur confirmation, les souches sont conservées dans des tubes de gélose en 

piqure centrale jusqu'à leur utilisation.  

2.6.1. Préparation de l’inoculum  

 Préparation de pré-cultures 

Les tests antimicrobiens doivent être réalisés à partir des cultures jeunes de (18 à 24 

heures) en phase de croissance exponentielle. La réactivation des souches est effectuée par 

ensemencement de l’espèce dans un milieu liquide (bouillon Trypticase Soja pour les 

bactéries et bouillon Sabouraud pour la levure et le champignon). Après incubation pendant 

24h à 37°C pour les bactéries et 48 à 72h à 25°C pour la levure et le champignon, un 

deuxième repiquage est réalisé dans des boites de Pétrie contenant de la gélose Trypticase 

Soja pour les bactéries et gélose Sabouraud pour la levure et le champignon. L’incubation a 

été faite à 37°C pendant 24h.   

 Préparation des suspensions  

Les suspensions bactériennes ont été réalisées par prélèvement de 3 à 5 colonies bien 

isolées et identiques d’une culture jeune de 18 h qui ont été mises ensuite dans 5 ml d’eau 

physiologique stérile. Le mélange a été agité au vortex pendant quelques secondes. 

La méthode de préparation de l’inoculum pour la levure et le champignon est la 

même que celle utilisée pour les bactéries sauf que la culture doit être âgée de 48 h.  

Les concentrations des inoculums sont évaluées par leur turbidité et sont exprimées 

par la mesure de la Densité Optique (DO à 620 nm) sur un spectrophotomètre. Selon Mac 

Farland [1907], on admet qu’une DO comprise entre 0,08 et 0,1 correspond à une 

concentration de 10
7
 à 10

8
 UFC/ml pour les bactéries. Une densité de 0.12-0.15 correspond à 

1-5 x 10
6
UFC/ml pour les levures et les champignons. La standardisation des suspensions à 
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une DO = 0,92 nm pour les bactéries et 0,14 nm pour la levure et le champignon est réalisée 

en diluant les suspensions à l’eau physiologique stérile. 

2.6.2. Test in vitro 

Pour évaluer l’activité antimicrobienne de l’huile essentielle,  nous avons adopté la 

méthode de diffusion sur milieu gélosé appelée aromatogramme en utilisant des disques 

stériles en cellulose [Benjelali., 1986].  

 Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme 

Ce test a été réalisé pour étudier l’antibiogramme standard des germes utilisés et le 

comparer avec l’effet des huiles essentielles. Les disques d’antibiotiques sont déposés à la 

surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche à 

étudier. La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le même protocole 

qu’avec les disques de papiers imprégnés d’huile essentielle. 

Nous avons utilisé sept antibiotiques différents [Fusidic Acid (FA) 10µg, Ofloxacin 

5µg (Ofx), Imipenem (IPM) 10 µg, Nitrofurantoin 300µg (FT 300)], et un antifongique 

[Nystatine 100µg (Nys 100)]. Le choix a été fait en fonction de la disponibilité. 

 Test de sensibilité aux huiles essentielles : Aromatogramme 

Nous avons utilisé la gélose aux peptones de caséine et de soja (TSA) pour les 

bactéries et la gélose Sabouraud au chloramphénicol pour la levure et le champignon. Le 

milieu de culture gélosé en surfusion est coulé dans des boîtes de Pétri de 90 mm de diamètre, 

à raison de 15 ml par boite.  

L’ensemencement a été réalisé en écouvillonnant trois fois toute la surface de la 

gélose en faisant tourner la boîte de 60° à chaque fois pour assurer une répartition uniforme de 

l'inoculum (ensemencement en nappe). 

Pour tester la sensibilité de chaque souche à chaque huile essentielle étudiée, une 

boite a été ensemencée. 

A l’aide d’une pince stérile, les disques  de cellulose stérile sont déposés à la surface 

de la gélose ensemencée à raison de trois disques par boite. Chaque disque est ensuite 

imprégné d’une quantité de 10 μl de l’huile essentielle. Les boites de Pétrie sont ensuite 

fermées et laissées diffuser à la température ambiante pendant 30mn, et mises à l’étuve à 

37°C pendant 24 heures pour les bactéries, et à 25°C pendant 5 jours pour la levure et le 

champignon. 

L’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo translucide autour du 

disque dont le diamètre est mesuré et exprimé en millimètre. 
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2.6.3. Expression des résultats  

Les résultats des aromatogrammes sont exprimés exclusivement à partir de la mesure 

du diamètre des halos d’inhibitions, en millimètre. Cette mesure est souvent transcrite dans 

différents symboles proportionnels à l’activité antimicrobienne (Tableau I). 

 

Tableau I : Transcription des valeurs des diamètres d’inhibition pour des disques imprégnés 

de 10 μl d’huile essentielle [Belaiche, 1979]. 

INHIBITION* mm TRANSCRIPTION SENSIBI LITE 

0 

<5 

>10 

20 à 30 

˃ 30  

0 

± 

+ 

++ 

+++ 

Résistant 

Peu sensible 

Sensible 

Assez sensible 

Très sensible 

* valeur du diamètre du disque imbibé soustraite 

 

Afin de comparer l’activité antimicrobienne des huiles essentielles étudiées avec 

celle des antibiotiques utilisés, nous avons vérifié la relation de proportionnalité entre 

l’activité (la surface d’inhibition z’) et la quantité d’agent antimicrobien (q). Le coefficient 

d’activité A pour chaque souche bactérienne est estimé [Pibiri., 2006].  

  
  

 
 

Avec ; 

z’ = π (z
2 

/ 4) 

z’ : la surface d’inhibition 

q : la quantité d’agent antimicrobien (en μg)  

z: le diamètre d’inhibition (cm), diamètre du disque imbibé inclus 
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2.3 Évaluation de l’activité antioxydante 

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage 

du radical DPPH*(1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl). Le pouvoir antioxydant des huiles 

essentielles a été estimé par comparaison avec un antioxydant de synthèse (acide ascorbique). 

Nous avons utilisé la méthode mise au point par Bentabet et al [2008]. 

Une solution de 0,0025% (2,5 mg/ 100 ml) de DPPH dilué dans le méthanol a été 

préparée et stockée dans l'obscurité jusqu’à son utilisation. La solution donne une couleur 

violet.      

Pour vérifier la qualité de notre préparation et pour mieux préciser les valeurs 

d’absorbances, un balayage spectrophotométrique de la solution méthanolique du DPPH 

préparée a été réalisé en variant la longueur d’onde et en mesurant l’absorbance 

correspondante afin de déduire la longueur d’onde maximale (λmax pour une absorption 

maximale).  

Un volume de 50 μl de différentes concentrations de chaque huile essentielle (de 80 à 

896 µg/mL dans le Méthanol) est ajouté à 1950 µl de la solution méthanolique du DPPH 

(0,025 mg/ml) fraîchement préparée. En ce qui concerne le contrôle négatif, ce dernier est 

préparé en parallèle en mélangeant  50 μl du méthanol avec 1950 µl d’une solution 

méthanolique de DPPH.  

Une expérience de contrôle a été effectuée en utilisant l'acide ascorbique dont les 

concentrations varient entre 20 et 200  µg/ml. 

Après incubation à l’obscurité pendant 30 minutes et à température ambiante, la 

lecture des absorbances est effectuée à λmax = 515,5 nm à l’aide d’un spectrophotomètre UV-

1601 (Shimadzu, kyoto, Japan), contre un blanc pour chaque concentration qui contient 50 μl 

de chaque concentration de l’huile essentielle à tester et 1950 µl du méthanol. 

2.7.1. Expression des résultats  

 Calcul des pourcentages d’inhibitions  

Le pourcentage d’inhibition du DPPH (I%) est calculé selon l’équation suivante : 

   
         

    
     

I% : Le pourcentage d’inhibition du DPPH 

AbsC : Absorbance du contrôle  négatif  

AbsE : Absorbance de l'échantillon. 

 

 

http://www.scialert.net/asci/result.php?searchin=Keywords&cat=&ascicat=ALL&Submit=Search&keyword=ascorbic+acid
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 Détermination de concentration inhibitrice de 50 % IC50 

IC50 ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi appelée EC50 : Efficient 

concentration 50), est la concentration de l’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de 

radical DPPH. Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes 

tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des huiles 

essentielles et l’acide Ascorbique.  

Pour mieux caractériser le pouvoir anti-radicalaire, la cinétique de réduction du 

DPPH est suivie au cours du temps avec une concentration d'antioxydant (huiles essentielles 

et acide ascorbique) égale à IC50 jusqu’à l’obtention d’un plateau au temps final. Le 

paramètre TEC50 est défini comme le temps atteint à l'équilibre avec une concentration 

d'antioxydant égale à IC50. Ce temps est calculé graphiquement [Sharififar et al., 2007]. 

Les deux facteurs IC50 et TE50 sont combinés afin d’obtenir le paramètre d'efficacité 

anti-radicalaire [Sharififar et al., 2007].  

   
 

         
 

     : Concentration inhibitrice de 50 % exprimée en mg d’antioxydant par g de 

DPPH (mg AO/ g DPPH). 
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1. Détermination du rendement d’extraction 

1.1. Teneur en eau 

Nous avons utilisé la méthode pondérale pour déterminer la teneur en eau des 

aiguilles, des branches et des cônes de l’espèce Pinus halepensis. C’est la détermination de la 

perte de masse par dessiccation à l’étuve. 

Les résultats de cette analyse ont révélé une teneur en eau égale à 41 % ± 0,18 pour 

les aiguilles, 41,61 % ± 0,96 pour les branches et 27,43 % ± 0,05 pour les cônes (le détail du 

calcul de la teneur en eau est mentionné dans l’Annexe 5) (Figure 13).  

La teneur en eau des aiguilles et des branches des conifères se situe en moyenne 

entre 24% et 47%, Cependant elle varie en fonction de nombreux facteurs comme l’écologie 

des plantes,  la période de la récolte et l’âge du sujet  [Hamilton et al., 2000], 

Selon Hamilton et al., [2000], chez les conifères, La déshydratation est un facteur 

significatif de désarticulation des cônes, les cônes morphologiquement matures, ne 

contiennent pas plus que 30 % d’eau, cela confirme la maturité physiologique des cônes 

récoltés dans notre étude. 

Figure 15 : Teneur en eau des Aiguilles (A), des Branches (B) et des Cônes (C), frais  de 

Pinus halepensis.  

1.2. Rendement en huiles essentielles  

Le rendement en huiles essentielles des différentes partie du pin d’Alep (1,34% ± 

0,01 pour les aguilles, 0,63% ± 0,007 pour les branches et 0,35 % ± 0,03 pour les cônes), (le 

détail de calcule des rendements est mentionné dans l’Annexe 5) obtenues par 

Hydrodistillation, étaient absolument supérieur comparé à ceux rapportés par Macchioni et 

al., [2003], sur les aiguilles, les branches et les cônes de la même espèce dans la région du 

Asciano, Italie (0,33 %, 0,26 % et 0,06  % respectivement).  
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Le rendement des aiguilles est aussi supérieur à celui des aiguilles  du pin de la forêt 

du lac Mellah dans le Parc National d’El Kala (0,81%) [Sadou et al., 2003] et du pin de Sidi 

Feradj, Alger (0,52%) [Dob et al., 2005] (Tableau II). 

Tableau II : Rendement en huiles essentielles du Pin d’Alep 

Rendement en 

huiles essentielles de 

Pinus halepensis 

Macchioni et al., 2003 

Asciano 

Italie 

Sadou et al., 2003 

lac Mellah 

El Kala 

Dob et al., 2005 

Sidi Feradj 

Alger 

Notre étude 

EL-Haourane 

M’sila 

Aiguilles 0,33 % 0,81 % 0,52 % 1,34% ± 0,01 

Branches 0,26 % - - 0,63% ± 0,007 

Cônes 0,06 % - - 0,35 % ± 0,03 

 

2. Etude de la cinétique d’extraction  

Cette étude nous a permis de suivre l’évolution du rendement en huile essentielle en 

fonction de la durée de l’Hydrodistillation afin d’optimiser la durée d’extraction (Figure 16). 

 

Figure 16 : Cinétique d'Hydrodistillation en fonction du temps 

La cinétique peut se diviser en quatre étapes qui s’expliquent comme suit : 

- La première étape (0-18 mn) correspond à une augmentation rapide et progressive de la 

quantité en huile essentielle ou la majeure partie de l’huile essentielle (0,6 ml pour les 

aiguilles, 0,56 ml pour les branches et 0,34 ml pour les cônes) est extraite, ce qui 
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correspond à 44,44 % de la totalité de l’huile essentielle extraite pour les aiguilles, 72,44 

% pour les branches et 58,62 % pour les cônes. 

- Dans la deuxième étape (18-90), nous observons que la vitesse d’extraction de l’huile 

essentielle des aiguilles  augmente continuellement pour atteindre un rendement de 1,23 

ml environ (91,11 %) vers la 90
ème

 minute, par contre une nette diminution de la vitesse 

instantanée d’extraction de l’huile essentielle des branches et des cônes est remarquée 

dans cette étape. 

- Pour la troisième étape (90-210), nous observons une diminution progressive de la vitesse 

d’extraction des huiles essentielles des aiguilles, des branches et des cônes. 

- Dans la quatrième étape (plus de 210 min) la quantité de l’huile essentielle extraite a 

atteint un plateau (1,35 ml pour les aiguilles, 0,77 ml et 0,58 ml pour les branches et les 

cônes respectivement), Celui-ci correspond au rendement maximum possible à atteindre. 

Le temps optimum  de cette Hydrodistillation est d’environ 4h. 

3. Étude analytique des huiles essentielles 

3.1. Propriétés organoleptiques 

L’huile essentielle obtenue par l’Hydrodistillation des aiguilles est de couleur 

transparente incolore, d’une odeur particulière forte correspondent bien aux aiguilles du Pinus 

halepensis. Celle des branches est de couleur jaunâtre et boisée. L’huile essentielle issue des 

cônes est transparente légèrement colorée en jaune d’une odeur douce très semblable à celle 

des graines du pin d’Alep. Toutes les trois présentent un aspect liquide et limpide (Tableau 

III).  

Tableau III : Propriétés organoleptiques des huiles essentielles obtenues 

  Pinus halepensis / EL-Haourane M’sila 

N
o
s 

R
és

u
lt

a
ts

 

Partie Aiguilles Branches Cônes 

Aspect Liquide limpide Liquide limpide Liquide limpide 

Odeur Forte, semblable à 

celle des aiguilles 

Douce, boisée Douce, semblable 

à celle des 

graines 

Couleur Transparente 

incolore 

Jaunâtre Légèrement 

colorée en jaune 
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3.2. Indices physico-chimiques 

Les propriétés physico-chimiques tels que : la densité relative, le pouvoir rotatoire, 

l’indice de réfraction, le pH, l’indice d’acide, l’indice d’ester, constituent un moyen de 

vérification et de contrôle de la qualité de l’huile essentielle [Afssaps, 2008]. Le Tableau IV 

regroupe les résultats des mesures réalisées. 

Tableau IV : Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles du pin 

d’Alep 

 Macchioni et al., 2003 

Pinus halepensis / Italie 

Ph. EUR.,  

2012 

Notre étude 

Pinus halepensis / M’sila 

 Aiguilles  Branches Cônes  Aiguilles Branches Cônes 

Densité relative - - - 0,95-0,824 0,896 0,84 0,877 

Indice de réfraction 20°C - - - 1,3-1,7 1,48 1,47 1,48 

Taux d’humidité KF - - - < 1% 0,7 % 0,6 % 0,61 % 

pH - - - <5,8 4,98 4,96 5,47 

Miscibilité à l’Ethanol - - - - 8 ml 7 ml 7 ml 

Carbonyle C10H16O 0 % 0,2 % 6,1 % - 5,52 % 2,63 % 2,52 % 

Indice de peroxyde - - - 20 – 30 26,17 21,13 27,29 

Indice d’acide - - - < 2 0,66 1,29 0,95 

Indice d’ester - - - - 74,61 5,32 15,98 

 

La détermination de la densité relative peut être considérée comme un critère de 

pureté qui indique la présence de corps étrangers [Kaloustian et al., 2013], La densité des 

huiles essentielles est inférieure à celle de l’eau, ce qui est le cas pour les huiles essentielles 

des aiguilles, des branches et des cônes ﴾0.89, 0,84 et 0,87 respectivement﴿ dans notre étude. 

Dans l’intervalle 1,300 à 1,700 l’indice de réfraction varie essentiellement avec la 

teneur en monoterpènes et les dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpènes donnera 

un indice élevé [Koba et al., 2003, Kaloustian et al., 2013]. Ce qui est le cas de l’huile 

essentielle des aiguilles et des cônes par rapport à celle des branches dans notre étude. 

Le taux d’humidité définit la qualité et la pureté des huiles essentielles, il permet de 

déterminer les traces d’eau dans une huile essentielle. Le taux d'humidité mesuré doit être 

inférieur à 1  [Ph. EUR., 2012, Kaloustian et al., 2013]. Dans la présente étude nous avons 

obtenus un taux d’humidité égale à 0,7 % pour l’huile essentielle des aiguilles, 0,6% pour 

celle des branches et 0,61 % pour l’huile essentielle des cônes, ce qui est légèrement élevé 

(proche de la limite maximale). Cela peut être expliqué par la méthode choisi pour 
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l’extraction des huiles essentielles (Hydrodistillation), qui présente l’inconvénient de laisser 

des traces d’eau lors de la récupération [Benhabiles., 1995]. 

Les huiles essentielles de bonne qualité ont un pH inférieur à 5,8 et sont par 

conséquence légèrement acide, [Balz et al., 1990]. Ce qui est le cas pour les huiles essentielles 

de Pinus halepensis dans notre étude, le pH est égal à 4,98 pour l’huile essentielle des 

aiguilles, 4,96 pour celle des branches et 5,47 pour l’huile des cônes. 

Le taux des carbonyles exprimés en C10H16O varie essentiellement avec la teneur en 

monoterpènes oxygénés qui sont généralement des alcools monoterpènes. Une forte teneur en 

monoterpènes donnera un indice élevé [Bruneton, 1999]. Ce qui est le cas pour l’huile 

essentielle des aiguilles par rapport à celle des branches et des cônes dans notre étude. Les 

résultats obtenus sont complètement différentes en comparaison avec ceux de Macchioni et 

al., [2003]. Cela est dû à plusieurs raisons, comme l’origine géographique différente de 

l’espèce étudiée, ce qui fait intervenir le phénomène de polymorphisme chimique. 

L'indice de peroxyde est lié aux conditions de conservation et aux modes 

d’extraction. C'est un critère très utile et d'une sensibilité satisfaisante pour apprécier les 

premières étapes d'une détérioration oxydative. La PHARMACOPEE EUROPEENNE [Ph. 

EUR., 2012] limite l’indice de peroxyde entre 20 et 30 pour une quantité de 0,8 à 1,2 g 

d’huile essentielle. Dans notre étude l’indice de peroxyde est égal à 26,17 pour l’huile 

essentielle des aiguilles, 21,13 pour celle des branches et 27,29 pour l’huile essentielle des 

cônes du pin d’Alep. Cela, indique le bon conditionnement de nos huiles essentielles. 

Un indice d’acide inférieur à deux, est une preuve de bonne conservation de l’huile. 

En effet, une huile fraiche ne contient que très peu d’acides libres. C’est pendant la période de 

stockage que l’huile peut subir des dégradations telle l’hydrolyse des esters [Kaloustian et al., 

2013]. Nous avons obtenus dans notre étude un indice d’acide inférieur à deux pour les trois 

huiles essentielles étudiées, preuve d’une bonne conservation, même pendant une période très 

courte (une vingtaine de jours). 

D’autre part et pour mieux caractériser la qualité des huiles essentielles de Pinus 

halepensis nous avons mesuré l’indice d’ester qui est égale à 74,61 pour l’huile essentielle des 

aiguilles, 5,32 pour celle des branches et 15,98 pour l’huile des cônes. Les huiles essentielles 

de très bonnes qualités renferment une très grande quantité d’esters [Othmer., 2012].  

Les paramètres physico-chimiques de notre huile essentielle sont en accord avec la 

Pharmacopée Européenne [Ph. EUR., 2012]. 
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4. Activité antimicrobienne des huiles essentielles 

Dans le but de la confirmation des souches étudiées et de vérifier leur pureté des tests 

biochimiques et culturaux, ont été réalisés. Les résultats obtenus sont mentionnés dans 

l’Annexe 7. Ces résultats confirment la pureté des souches utilisées.  

Les résultats du test de sensibilité microbienne aux huiles essentielles du pin d’Alep 

et aux antibiotiques sont regroupés dans le Tableau V. Les valeurs indiquées sont les 

moyennes de trois mesures. 

Pour mieux caractériser l'activité antimicrobienne des huiles essentielles de Pinus 

halepensis, des comparaisons sont effectuées entre le coefficient d’activité de l’antibiotique 

pour chaque souche et celui des huiles essentielles. Le tableau VI résume les résultats 

obtenus. 

Tableau V : Diamètre des zones d’inhibition de la croissance microbienne exprimée 

en mm (moyenne ± écart type), transcrite en sensibilité. 

 Souches/ Partie 

utilisée/Test 

Huile Essentielle 10 µL Antibiotique 

Diamètres 

d’inhibition 

(mm) 

Transcription Sensibilité Antibiotique  

Utilisé 

Diamètres 

d’inhibition 

(mm) 

Transcription Sensibilité 

G
ra

m
+

 

S. aureus 

Aiguilles 0 0 Résistante 

FA 10 µg 27,63 ± 1,13 ++ Assez sensible Branches 0 0 Résistante 

Cônes 0 0 Résistante 

B. subtilis 

Aiguilles 28,44 ± 1,34 ++ Assez Sensible 

OFX 5 µg 30 ± 0,11 ++ Assez sensible Branches 18,55 ± 3,67 + Sensible 

Cônes 27,33 ± 4,91 ++ Assez Sensible 

G
ra

m
- 

P. 

aeruginosa 

Aiguilles 0 0 Résistante 

IMP 10 µg 28 ± 0,11 ++ Assez sensible Branches 0 0 Résistante 

Cônes 0 0 Résistante 

E. coli 

Aiguilles 0 0 Résistante 

FT 300 µg 15 ± 0,03 + Sensible Branches 0 0 Résistante 

Cônes 0 0 Résistante 

C
h

a
m

p
ig

n
o

n
/ 

L
ev

u
re

 

C. albicans 

Aiguilles 0 0 Résistante 

Ny 100µg 21,17 ± 1,44 ++ Assez sensible Branches 17,33±1,76 + Sensible 

Cônes 14,33±2,08 + Sensible 

A. 
brasiliensis 

Aiguilles 0 0 Résistante 

Ny 100µg 15,32 ± 0,31 ++ Assez sensible Branches 11,33 ± 1,15 + Sensible 

Cônes 0 0 Résistante 
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Tableau VI : Comparaison des coefficients de l’activité antimicrobienne des huiles 

essentielles du pin d’Alep et des antibiotiques utilisés 

  Coefficient de l’activité antimicrobienne 

Souche étudiée Huile essentielle  Coefficient Antibiotique utilisé Coefficient 

G
ra

m
+

 

Staphylococcus aureus 

Aiguilles           8, 96 µg 0 

FA 10 µg 59,95 Branches           8,4 µg 0 

Cônes                8,77 µg 0 

Bacillus subtilis 

Aiguilles           8, 96 µg 70,92 

OFX 5 µg 141,37 Branches           8,4 µg 32,19 

Cônes                8,77 µg 66,9 

G
ra

m
- 

Pseudomonas aeruginosa 

Aiguilles           8, 96 µg 0 

IMP 10 µg 61,57 Branches           8,4 µg 0 

Cônes                8,77 µg 0 

Escherichia coli 

Aiguilles           8, 96 µg 0 

FT 300 µg 0,58 Branches           8,4 µg 0 

Cônes                8,77 µg 0 

C
h

a
m

p
ig

n
o

n
/L

ev
u

re
s 

Candida albicans 

Aiguilles           8, 96 µg 0 

Ny 100 µg 3,51 Branches           8,4 µg 28,09 

Cônes                8,77 µg 18,39 

Aspergillus brasiliensis 

Aiguilles           8, 96 µg 0 

Ny 100 µg 1,84 Branches           8,4 µg 12 

Cônes                8,77 µg 0 

Les résultats obtenus,  montrent que la variation de l’activité antimicrobienne des 

huiles essentielles testées est en fonction de la souche cible. Il s’est avéré aussi qu’aucune 

zone d’inhibition n’a été observée vis-à-vis d’Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa  et 

Staphylococcus aureus (Figure 17), pour les trois huiles testées. Aussi, l’huile essentielle des 

aiguilles n’a montré aucun pouvoir inhibiteur sur la croissance de la levure et du champignon 

et l’huile essentielle des cônes s’est montée inactive contre la souche d’Aspergillus 

brasiliensis. 

Figure 17 : Photos montrant la résistance des souches testées  à l’effet antimicrobien des 

huiles essentielles du pin d’Alep (Original., 2016). 
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Il est à noter que l’huile essentielle des aiguilles, des branches et des cônes du pin 

d’Alep,  ont exercé une activité inhibitrice contre une seule souche bactérienne qui est  

Bacillus subtilis avec des diamètres d’inhibition de 28,44 mm, 18,55mm et 27,33 mm 

respectivement (Figure 18). 

 

Figure 18 : Photos montrant l’effet antimicrobien de l’huile essentielle des aiguilles 

(A), des branches (B) et des cônes (C), sur  Bacillus subtilis  (Original., 2016). 

Concernant l’activité des huiles essentielles testées sur la levure et le champignon 

utilisées, il apparaît que l’huile des aiguilles ne présente aucun pouvoir inhibiteur sur la 

croissance de Candida albicans et l’Aspergillus brasiliensis (Figure 19). Contrairement à la 

première, l’huile essentielle des branches a montré un effet inhibiteur sur la croissance des 

deux souches avec un diamètre d’inhibition de 17,33 mm et 11,33 mm respectivement (Figure 

20). En ce qui concerne l’huile essentielle des cônes du pin d’Alep, cette dernière a exercé 

une activité inhibitrice contre Candida albicans seulement (14,33 mm) et aucun effet n’as été 

observé envers Aspergillus brasiliensis.  

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Photos montrant la résistance de C.albicans (A), et A.brasiliensis (B) à l’effet 

antimicrobien de l’huile essentielle des aiguilles (Original., 2016). 
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Figure 20 : Photos montrant l’effet antimicrobien de l’huile essentielle des branches 

sur C.albicans (A), et A.brasiliensis (B) (Original., 2016). 

Pour les témoins positifs (disques d’antibiotique) (Figure 21),  le diamètre des zones 

d’inhibition varient selon les espèces. 

 Il est à noter que l’activité antimicrobienne des huiles essentielles du pin d’Alep est 

semblable à celle de l’antibiotique utilisé contre Bacillus subtilis qui est l’Ofloxacin (Ofx 5µ). 

Ces résultats sont très intéressants puisqu’elles témoignent d’une forte activité 

antimicrobienne. 

Figure 21 : Photos montrant l’effet antimicrobien des différents antibiotiques sur :                  

S. aureus(a), E. coli(b), et C. albicans(c). (Original., 2016). 
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Un fait saillant peut être dégagé de ces résultats et qui concerne la levure et le 

champignon testé. En effet, Candida albicans et Aspergillus brasiliensis ont manifesté une 

sensibilité élevée à l’huile essentielle des branches avec un coefficient de 28,09 et 12 

respectivement. Celle des cônes a exercé une inhibition avec un coefficient de 18,39. Ces  

résultats sont largement supérieurs en comparaison au coefficient de l’activité inhibitrice de 

l’antifongique utilisé pour la levure et le champignon (3,51 et 1,85).   

Sachant que plusieurs auteurs ont démontré que Candida albicans et Aspergillus 

brasiliensis se montrent résistantes aux agents biocides [Tangarife-Castaño et al., 2011, 

Shanmugaprakash et al., 2015].  

Les travaux de Ghalem et Mohamed, [2008], ont indiqué que les composés présents 

dans les plus grandes proportions peuvent ne pas être nécessairement responsables de 

l’activité antimicrobienne des huiles essentielles. Alors que cette activité selon  Delaquis et al, 

(2002) pourrait être attribuée à la présence des composés mineurs présents à des faibles taux 

non négligeables connus pour exhiber une activité antimicrobienne impliquée dans les 

phénomènes de synergie entre les différents constituants qui peuvent être à l’origine d’une 

activité antimicrobienne beaucoup plus prononcée que celle prévisible par les composés 

majoritaires. 

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles de Pinus halepensis est due 

principalement à son profil chromatographique. Les alcools terpéniques (Terpinen-4-ol, α-

Terpineol, Epimanool) et les terpènes (Camphène, β-pinène, caryophyllène) sont réputés pour 

avoir une certaine action bactéricide [Dorman et Deans, 2000 ; Inouye et al., 2001 ; Belleti et 

al., 2004 ; Abi-Ayad et al., 2011]. 

Par ailleurs, nous avons comparé nos résultats avec ceux de Sadou et al., [2003], 

Abi-Ayad et al., [2011] et Fekih et al., [2014], qui ont étudié le pouvoir antimicrobien de 

l’huile essentielle des aiguilles et l’huile essentielle de la partie aérienne complète de Pinus 

halepensis sur plusieurs souches, (Tableau VII). Le pouvoir antimicrobien des huiles 

essentielle du pin d’Alep obtenus dans notre étude vis-à-vis les souches testées est 

complètement défirent de ceux de Sadou et al., [2003], Abi-Ayad et al., [2011] et Fekihet al., 

[2014], cela est dû à plusieurs raisons, comme l’origine géographique différente de l’espèce 

étudiée, ce qui fait intervenir le phénomène de polymorphisme chimique.   
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Tableau VII : Comparaison des résultats de l’activité antimicrobienne des huiles 

essentielles testées avec les résultats trouvées dans la littérature  

 Souches/ Partie utilisée/Test Diamètres d’inhibition (mm) 

Notre étude Sadou et al., [2003] 

Aiguilles du pin d’Alep 

Abi-Ayad et al., [2011] 

Branches 

Fekihet al., [2014] 

Total de la partie aérienne 

G
ra

m
+

 

S. aureus 

Aiguilles 0 12 - 

0 Branches 0 - - 

Cônes 0 - - 

B. subtilis 

Aiguilles 28,44 ± 1,34 - - 

0 Branches 18,55 ± 3,67 - - 

Cônes 27,33 ± 4,91 - - 

G
ra

m
- 

P. aeruginosa 

Aiguilles 0 13,24 - 

8 Branches 0 - - 

Cônes 0 - - 

E. coli 

Aiguilles 0 0 - 

0 Branches 0 - - 

Cônes 0 - - 

C
h

a
m

p
ig

n
o

n
/ 

L
ev

u
re

 

C. albicans 

Aiguilles 0 - - 

- Branches 17,33±1,76 - 12 

Cônes 14,33±2,08 - - 

A. brasiliensis 

Aiguilles 0 - - 

- Branches 11,33 ± 1,15 - 15 

Cônes 0 - - 
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5. Activité antioxydante 

L’évaluation de l'activité antioxydante des huiles essentielles de Pinus halepensis a 

été faite en comparaison avec celle de l’acide ascorbique. Les valeurs obtenues ont permis de 

tracer des courbes ayant une allure exponentielle avec présence d’une phase stationnaire qui 

signifie la réduction presque totale du DPPH en sa forme non radicalaire (Figure 22 et 23). A 

partir de ces courbes nous pouvons déterminer les pourcentages d’inhibition obtenus en 

fonction des concentrations utilisées ainsi la valeur d’IC50 de l’acide Ascorbique et de chaque 

huile essentielle.  

Figure 22 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes 

Concentrations utilisées pour les huiles essentielles. 

Figure 23 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes 

Concentrations utilisées pour l’Acide ascorbique. 
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5.1. Pourcentage d’inhibition  

Il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 

l’augmentation de la concentration soit pour l’Acide ascorbique ou pour les huiles essentielles 

du pin d’Alep. Le pouvoir anti-radicalaire le plus élevé a été observé pour l’huile essentielle 

des branche suivi par celle des aiguilles et l’huile des cônes respectivement. On remarque 

aussi que le pourcentage d’inhibition du radical libre, soit pour l’huile essentielle des aiguilles 

des branches ou des cônes de Pinus halepensis, est inférieur à celui de l’acide ascorbique.  

5.2. Détermination des IC50 

L’IC50 est inversement lié à la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la 

quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre à 50%. Plus la 

valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est grande.  

L’huile essentielle des branches, des aiguilles et des cones de Pinus halepensis 

pouvaient transformer le radical libre stable 2.2 diphenyl-1-picrylhydrazyl (coloré en violet) 

au diphenylpicrylhydrazine (coloré en jaune) avec des IC50 de 372,66 µg/ml, 187,31 µg/ml et 

656,64 µg/ml respectivement, montrant ainsi une activité antioxydante largement inférieure à 

celle de l’acide ascorbique avec un IC50 de 93,25 µg/ml.   

5.3. Cinétique de la réaction 

Pour mieux caracteriser le pouvoir anti-radicalaire des huiles essentielles du pin 

d’Alep, la cinétique de réduction du DPPH est suivie au cours du temps avec une 

concentration d'antioxydant égale à IC50  jusqu’à l’obtention d’un plateau au temps final. Les 

résultats obtenus ont permis de tracer les profils cinétiques et de déduire par interpolation 

graphique le temps TEC50 nécessaire pour atteindre l’équilibre a IC50 (Figure 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Cinétique de réduction de DPPH par les huiles essentielles et l’Acide ascorbique 
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Pour Les huiles essentielles, la réaction est biphasée, avec une baisse rapide dans 

l'absorbance dans les premières minutes, suivies d'une étape plus lente, jusqu'à ce que 

l'équilibre soit atteint, alors on distingue deux zones : une zone à forte cinétique de piégeage 

du radical observée au bout des six premières minutes ; une deuxième zone à faible cinétique 

de piégeage du radical DPPH ou zone de tendance vers l’équilibre constatée soit pour l’huile 

essentielle des aiguilles, des branches ou des cônes, après les six premières minutes.  

L’acide ascorbique, a montré une baisse rapide dans l'absorbance dès les premières 

secondes, Pour atteindre l’équilibre avant les trois premières minutes. 

Lorsqu’on étudie la réaction entre le DPPH et l’Acide ascorbique donneur 

d’hydrogène, on constate que la réaction atteint un équilibre au bout d’un temps très court par 

rapport aux huiles essentielles de Pinus halepensis.  

5.4. Détermination des TEC50 

Nous avons choisi l'état d'équilibre comme période de mesure où il s'avère que la 

réaction ne progresse pas plus loin. Le temps à l'état d'équilibre dépend de la réactivité des 

antioxydants.  

L’estimation des TEC50 permet d’introduire la classification suivante: TEC50 < 5 

min (réaction rapide), 5<TEC50<30 min (réaction intermédiaire) et TEC50 >30 min (réaction 

lente) [Brand-Williams et al., 1995 ; Scherer et Godoy.,2009].  

Le TEC50 pour l’huile essentielle des branches est de 21,97 mn (réaction 

intermédiaire).  Pour celui des aiguilles, il est de 24,76 min (réaction intermédiaire) et en 

dernier, l’huile essentielle des cônes a un TEC50 égale à 28,02 min (réaction intermédiaire), 

alors que l’Acide ascorbique a besoin seulement de 2,3 minute (réaction rapide) pour 

diminuer la concentration du radical libre de 50%. 

5.5. Paramètre d’efficacité anti-radicalaire 

Un nouveau paramètre a été défini, l'efficacité anti-radicalaire, qui combine les deux 

paramètres (IC50 et TC50) afin de caractériser facilement le comportement d'une substance 

en tant qu'antioxydant.  

Les paramètres caractéristiques de la cinétique de réduction du DPPH pour l’Acide 

ascorbique et les huiles essentielles du pin d’Alep sont présentés dans le Tableau VIII.  

 



CHAPITRE                                                                  RESULTATS ET DISCUSSION 

 

 

44 

Tableau VIII : Paramètres caractéristiques de la cinétique de réduction du DPPH 

 IC50 (µg/ml) IC50 (mg AO/  

g DPPH°) 
TEC50 

(min) 
EA 

Acide ascorbique 93,25 0,95 x 10
2
 2,3 4,57 x 10

-3
 

Huile essentielle 

Pinus halepensis 

Aiguilles 372,66 3,82 x 10
2 

24,76 0,105 x 10
-3

 

Branches 187,31 1,92 x 10
2
 21,97 0,237 x 10

-3
 

Cônes 656,645 6,73 x 10
2
 28,02 0,053 x 10

-3
 

Ces résultats, montrent que l’huile essentielle des aiguilles de Pinus halepensis 

possède une activité antioxydante, Avec une EA de  0,105 x 10
-3

.  Celle  des branches a 

montré le meilleur pouvoir anti-radicalaire (EA = 0,23 x 10
-3

). Alors que l’huile essentielle 

des cônes possède un pouvoir anti-radicalaire très faible avec une EA de 0,053 x 10
-3

. Mais, 

ces valeurs sont largement inférieures à celle de l’acide ascorbique EA de  4,57 x 10
-3

. Tous 

les détails et les calculs des paramètres caractéristiques de l’activité anti-radicalaire des huiles 

essentielles sont mentionnées dans l’Annexe 8. 

Cette faible activité peut être due à la dominance de l’α- Pinène, le Myrcene, et le β-

caryophyllène, dans l’huile des aiguilles, des branches et des cônes du pin d’Alep qui sont 

connus par leurs faibles effets antioxydants [Tepe et al., 2005]. 

Ce n’est pas uniquement les composés majoritaires des huiles essentielles qui sont 

responsables de cette activité antioxydante, mais il peut y avoir aussi d’autres composés 

minoritaires qui peuvent interagir d’une façon synergique ou antagoniste pour créer un 

système efficace vis-à-vis des radicaux libres [Svoboda et Hampson., 1999].  

Pour les huiles essentielles de Pinus halepensis, les monoterpènes hydrocarbonés tels 

que le le ϒ-Terpinene, le Terpinolene et le α-Terpinene sont des composées minoritaires 

représentés avec des pourcentages faibles. Ces composées sont réputés pour avoir une 

propriété antioxydante [Lequeu., 1990; Masson., 2007 ; Aydin et al., 2013]. 
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CONCLUSION 

 

Au terme de notre travail, nous avons pu mettre en évidence les effets biologiques 

des huiles essentielles des aiguilles, des branches et des cônes du pin d’Alep (Pinus 

halepensis), permettant ainsi de mieux valoriser ces dernières.   

La détermination de la teneur en eau des aiguilles, des branches et des cônes frais, a 

montré une teneur égale à 41 % ± 0,18,  41,61 % ± 0,96 et à 27,43 % ± 0,05 respectivement. 

Alors que les rendements en huiles essentielles obtenus par Hydrodistillation sont 

appréciables (1,34% ± 0,01 pour les aguilles, 0,63% ± 0,007 pour les branches et 0,35 % ± 

0,03 pour les cônes).  

Le contrôle physicochimique des huiles essentielles a permis de mettre en évidence 

la qualité de ces huiles. Elles se distinguent par un pH acide (pH = 4,98 pour l’huile des 

aiguilles, 4,96 pour celle des branches et 5,47 pour l’huile des cônes) et un taux de carbonyles 

(monoterpènes oxygénés) élevé (5,52 / 2,63 / 2,52 pour l’huile des aiguilles, des branches et 

des cônes respectivement) et des indices physico-chimiques comparables à ceux rapportés par 

la littérature. 

Les huiles essentielles du pin d’Alep ont révélé une activité antimicrobienne 

significative par rapport aux antibiotiques à l’encontre de certaines souches microbiennes 

testées, à l’exception d’E. coli, P. aeruginosa et Staphylococcus aureus qui ont manifesté une 

résistance totale. Aussi l’huile essentielle des branches a témoigné une activité antifongique 

vis-à-vis de C. albicans et Aspergillus brasiliensis. 

Concernant l'activité antioxydante étudiée par la méthode de réduction du radical 

libre1,1-diphenyl-2-picryl-hydrasyl (DPPH) et après comparaison des IC50, nous avons 

remarqué que l’activité antioxydante de l’huile essentielle des branches de Pinus halepensis  

(IC50 = 372,66 mg/ml) est supérieur à celle de l’huile des aiguilles (187,31 µg/ml) et des 

cônes (656,64 µg/ml). D’autre part,  ces valeurs sont largement inférieures à celle de l’acide 

ascorbique avec un IC50 de 93,25 µg/ml. L’étude du pouvoir antioxydant a confirmé la 

propriété antioxydante que possèdent les huiles essentielles du pin d’Alep à piéger les 

radicaux libres, mais avec une efficacité anti radicalaire (EABranches =0,105 x 10
-3

, EAAiguilles = 

0,23 x 10
-3

 et EACônes = 0,053 x 10
-3

) beaucoup moins importante que celle de l’Acide 

ascorbique (4,57 x 10
-3

). 
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A la lumière de ces résultats, il en résulte que les huile essentielles du pin d’Alep ont 

une activité antimicrobienne et antioxydante complètement en accord avec l’efficacité qui lui 

est reconnue dans la littérature. Ainsi elles apparient dans ce contexte comme une solution 

naturelle aux inconvénients, que peuvent produire certains allergènes liés aux conservateurs 

de synthèse, qu’on peut trouver dans la composition des produits utilisés par l’Homme. En 

effet, les huiles essentielles du pin d’Alep possèdent un double rôle : une activité 

antimicrobienne et antioxydante présentant ainsi un conservateur naturel. 

En somme, plusieurs interrogations, se posent, notamment l’identification des 

molécules à l’origine de l’activité antimicrobienne et antioxydante. 

Comme perspectives, il sera judicieux d’effectuer d’autres études approfondies qui se 

résument dans les points suivants : 

- Une étude chromatographique pour obtenir une vue globale sur la 

composition chimique des huiles essentielles du pin d’Alep. 

- Des travaux sur la toxicité dermique et la DL50 par ingestion et par inhalation. 

- Etude de l’effet de la résine du pin d’Alep sur la tuberculose. 

- La mise en évidence du pouvoir hémostatique, antalgique et cicatrisant.  

- Isolement et caractérisation des composés actifs dans les différents extraits 

par des méthodes plus spécifiques. 
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ANNEXES



 

 

ANNEXE 1 

Appareillage, verrerie et consommables 

 Appareillage 

- Autoclave 

- Bain marie 

- Balance de précision  

- Balance de paillasse  

- Bec bunsen 

- Chauffe ballon 1 L 

- Cryostat 

- Etuve isotherme  

- Hotte à flux laminaire avec lampe UV 

- Hydrodistillateur type Clevenger 

- incubateur bactériologique (25°C, 35°C, 42°C) 

- Microscope photonique avec caméra 

- Micro-vortex (Grenier-Charvet – France)  

- pH-mètre 

- Pied à coulisse  

- Plaque chauffante 

- Polarimètre Perkin Elmer 

- Réfractomètre aus JENA 

- Spectrophotomètre 

- Support élévateur à croisillons 

- Thermostat 

- Titrateur Karl Fisher 

- Vortex 

 

 

 

 

 



 

 

 Verrerie et  consommable 

- Anse de platine 

- Ballons à fond plat à col rodé 

- Béchers : 100 ml, 250 ml, 500 ml 

- Boîtes de pétri stériles de 90 mm de diamètre 

- Burettes  

- Compte-gouttes 

- Disques d’antibiotiques et antifongiques 

- Disques d’aromatogramme en cellulose stériles 9 mm (Schleicher & Schuell Ref ; 

321260) 

- Disques oxydase 

- Écouvillons Stériles 

- Eprouvettes  

- Erlenmeyer 100 ml, 250 ml 

- Fioles  

- Flacons avec bouchon  

- Galeries biochimiques (Staph A, 20 E, 20 S) 

- Lames en verre et lamelles 

- Pinces 

- Pipettes graduées stériles 

- Pipettes Pasteurs 

- Réfrigérants à reflux  

- Seringues  

- Spatule inox 

- Tubes à essai 

- Verres de montre  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 Solutions et réactifs  

- 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 

- Acide acétique  

- Acide ascorbique 

- Acide chlorhydrique 

- Acide chlorhydrique (HCl) : 0,5 mol/l 

- Amidon  

- Bleu de bromophénole  

- Chlorhydrate d’hydroxylamine  

- Chloroforme 

- Eau distillée 

- Eau physiologique  

- Eau pour préparation injectable (EPPI)  

- Ethanol 95°, 96°, et 100° 

- Fuchsine 

- Hydroxyde de potassium (KOH) : 0,02 mol/l et 0,5 mol/l 

- Hydroxyde de potassium alcoolique 0,5 mol/l 

- Iodure de potassium 

-  Lugol 

- Méthanol  

- Phényle - diméthyle polysiloxane 

- Plasma oxalaté de lapin   

- Polysorbate 80 

- Rouge de phénol  

- Thiosulfate de sodium 0,01 mol/l 

- Violet de gentiane  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ANNEXE 2 

Milieux de culture  

- Gélose Trypto-Caséine-Soja précoulée 

- Gélose Sabouraud + Chloramphénicol précoulée 

- Eau peptonée tamponnée, flacon de 100 ml 

- Bouillon d'enrichissement Entérobactéries selon Mossel 

- Milieu VRBL glucosé précoulé 

- Bouillon Trypto-Caséine-Soja, flacon de 100 ml 

- Milieu gélosé Cétrimide (coulé en boîte de Pétri) 

- Milieu gélosé Chapman (coulé en boîte de Pétri) 

- Bouillon Trypto-Caséine-Soja, tube de 10 ml 

- Eau physiologique 

- Gélose de conservation 

- Gélose Mossel  

- Gélose Slanetz et Bratley  

- Gélose de MacConkey 

- Gélose de Czapek 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ANNEXE 3 

Calcule expérimentale des facteurs de correction des solutions titrantes 

 Facteur de réactif KF 

La solution titrante du Karl Fischer est constitué de Pyridine, Iode, Methanol et de 

Sulfate, la détermination du titre de cette solution (Facteur) a été réalisé en utilisant une 

solution standard  de tartrate di-sodique di-hydraté avec une teneur en eau de 10 ± 0,1 mg/g.  

L’appareil détermine à la fin du titrage le volume du réactif de KF utilisé en 

millilitres [NF ISO 11021].  

Le titre est calculé selon la formule suivante : 

     
  

    
           

fKF : facteur de réactif KF  

Hutds : taux d’humidité de tartrate  

V   : volume en millilitres du réactif de KF utilisé  

mEch : masse en milligramme de l’échantillon  

 

 Facteur de solution d’hydroxyde  de potassium alcoolique fKOHAlc 

1000 mg de phtalate potassique a été dissoute dans 50 ml d’eau, à la quelle 0,5ml de 

solution de phénolphtaléine est ajouté, nous avons titré par la solution testée (KOHAlc 0,5 M) 

jusqu’au début du virage de l’indicateur au rose.  

Le titre (facteur) est calculé à l’aide de la formule suivante [Ph. Eur6., 2008]: 

           
   

           
 

Pph : la masse de phtalate potassique 

v : volume (ml) de KOH alcoolique utilisé pour le titrage 

Mph : masse molaire de phtalate potassique 

MKOH: molarité de la solution testée   

 

 Facteur de solution de thiosulfate fthiosul  

10,0 ml de bromate de potassium 0,033 M a été ajoutée à 40ml d’eau, nous avons 

ajouté 10 ml de solution d’iodure de potassium et 5 ml d’acide chlorhydrique. Puis nous 

avons titrez par la solution de thiosulfate de sodium à tester en présence de 1 ml de solution 

d’amidon ajouté en fin de titrage. 

Le titre (facteur) est calculé à l’aide de la formule suivante [Ph. Eur6., 2008]: 



 

 

          

         

         

    
 

Vthiosul : volume (ml) de thiosulfate de sodium utilisé pour le titrage 

v : volume (ml) de KOH alcoolique utilisé pour le titrage 

CKBr : molarité de la solution de bromate de potassium (0,033) 

VKBr: volume (ml) de bromate de potassium 0,033 M utilisé pour le test (10 ml)   

 

 Facteur de solution d’hydroxyde  de potassium fKOH 

1000 mg de phtalate potassique à été dissoute dans 50 ml d’eau, à la quelle 0,5ml de 

solution de phénolphtaléine est ajouté, nous avons titré par la solution testée (KOH 0,02 M) 

jusqu’au début du virage de l’indicateur au rose.  

Le titre (facteur) est calculé à l’aide de la formule suivante [Ph. Eur6., 2008]: 

           
   

           
 

Pph : la masse de phtalate potassique 

v : volume (ml) de KOH alcoolique utilisé pour le titrage 

Mph : masse molaire de phtalate potassique 

MKOH: molarité de la solution testée   

 

 Facteur de solution d’acide chlorhydrique fHcl 

1000 mg de Carbonate de sodium à été dissoute dans 50 ml d’eau, à la quelle 0,1 ml 

de solution de méthyle orange est ajouté, nous avons titré par la solution testée (HCL 0,5 M) 

jusqu’au début du virage au rouge-jaune. Chauffé à ébullition pendant 2 min. La solution 

devient jaune. Laissé à refroidir et titré jusqu’à coloration rouge-jaune. 

Le titre (facteur) est calculé à l’aide de la formule suivante [Ph. Eur6., 2008] : 

      
          

                  
 

P Carbonate : la masse de carbonate de sodium 

v : volume (ml) de Hcl utilisé pour le titrage 

MCarb : masse molaire de carbonate  

NHcl: normalité de la solution testée   

Peq : le poids équivalent 

 

 



 

 

ANNEXE 4 

Testes de confirmation des souches  

 Caractéristiques cellulaires et testes culturaux  

Après ensemencement  en quadrant des souches sur leurs milieux sélectifs, et 

incubation à 37°C pendant 24h pour les bactéries et 25°C pendant 48h pour la levure et le 

champignon ;Les caractères morphologiques des bactéries sont recherchés par la coloration de 

Gram et l’examen microscopique au grossissement 1000x. Ils permettent l’observation du 

mode de regroupement, la forme des cellules bactériennes, et le type de Gram. Pour la levure 

et le champignon, les caractères morphologiques sont recherchés par l'observation entre lame 

et lamelle à l’état frais [Denis et al., 20011]. 

 Coloration de Gram  

- Préparer un frottis de la souche test 

- Recouvrir le frottis de violet de gentiane, laisser agir 1 minute puis rincer à l’eau distillée 

- Verser du lugol et laisser agir pendant 1 min, rincer à l’eau distillée 

- Décolorer à l’alcool à 95°, entre 15 et 30 secondes ; rincer à  l’eau distillée 

- Recolorer avec la fuchsine pendant 10 à 30 secondes, rincer à  l’eau distillée 

- Sécher au-dessus de la flamme d’un bec bunsen 

- Observation au microscope optique à l’objectif x 100 à l’immersion. 

Les bactéries colorées en violet sont des bactéries à Gram positif, et celles 

colorées en rose sont des bactéries à  Gram négatif [Delarras., 2007]. 

 Observations à l'état frais entre lame et lamelle  

A partir de colonies sur milieu solide 

- Prélever une colonie avec une anse et la déposer dans un tube contenant 10 ml d'eau.  

- Passer le tube au vortex ou, à défaut, agiter violemment jusqu'à ce que la colonie soit 

dissociée. 

- Prélever une goutte de la suspension et la déposer sur une lame.  

- Poser une lamelle en biais le long de la goutte et recouvrir doucement l'échantillon de 

façon à ne pas emprisonner de bulles d'air. 

- Observation au microscope optique à l’objectif x 100 [Meyer et al., 2004]. 

 

 

 



 

 

 Tests biochimiques  

 Test de la catalase  

Le test permet de différencier les bactéries qu’ils ont la faculté de dégrader le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2). En présence d’une bactérie productrice de catalase, on observe 

à partir de H2O2 une libération d’oxygène gazeux selon la réaction [Denis et al., 2011]: H2O2                                           

H2O + ½ O2 

 Test de l’oxydase  

Ce test permet de distinguer les bactéries possédant une chaine respiratoire complète 

dotées d’un cytochrome oxydase. L’enzyme oxydase ou phényl diamine oxydase intervient 

dans la phosphorylation oxydative. La mise en évidence de cette oxydase est effectuée à l’aide 

d’un disque imprégné d’une solution aqueuse à 1 % de chlorhydrate de 

diméthylparaphénylène diamine qui forme un complexe  violet au contact de cette enzyme.les 

colonies sont déposées à l’aide d’une pipette Pasteur [Denis et al., 2011]:  

 Test de la coagulase 

Le test est réalisé pour différencier les coccus à Gram positif et catalase positive. 

L’espèce Staphylococcus aureus possède une coagulase libre, l’enzyme capable de coaguler 

le plasma oxalaté de lapin en 24 h ; des autres espèces et sous espèces de staphylocoques 

d’origine humaine qui ne possèdent pas de coagulase libre. 

La coagulation du plasma de lapin oxalaté par une coagulase s’effectue à partir d’un 

bouillon enrichi comme le bouillon staphylo-coagulase. Un bouillon de 18h incubé à 37°C est 

mis en contact, volume à volume, avec du plasma de lapin oxalaté pendant au moins 30 min à 

37°C. Si la bactérie possède une coagulase, il y a coagulation du plasma de lapin [Denis et al., 

2011]. 

 Galeries biochimiques  

Il s’agit du système API
® 

de bio Mérieux. Ces des cartes plastiques renfermant des 

tests miniaturisés en microcupules, chaque cupule contenant un substrat spécifique 

déshydraté.  Ces tests d’identification sont basés soit sur l’étude d’une dizaine, d’une 

vingtaine ou de trente-deux caractères en fonction des espèces à identifier. Ces tests sont 

basés soit sur une croissance bactérienne associée à une étude de métabolisme, soit à une 

recherche d’activité enzymatique ne nécessitant pas de multiplication bactérienne [Denis et 

al., 2011]:   

Après l’ensemencement de la galerie par l’inoculum de 0,5 Mc Farland et 

l’incubation de 18-24 heures (éventuellement prolongées à 48h), la lecture est uniquement 

colorimétrique en ajoutant les réactifs de la lecture. Les résultats Notées sur la fiche de 

résultats et l’identification est réalisée à partir de la base de données à l'aide du logiciel 

d'identification (apiweb™). 



 

 

 Conservation des souches  

A partir des souches identifiées, nous avons fait des repiquages dans des tubes de 

gélose de conservation en piqûre centrale puis une incubation à 37°C pendant 24h. Les tubes 

ont été ensuite conservés dans le réfrigérateur à 6 ± 1°C [Denis et al., 2011].

 

ANNEXE 5 

Détermination de la teneur en eau 

Partie Echantillon Poids (g)/1J Poids (g)/2J Poids (g)/3J Poids (g)/4J Poids (g)/5J 

Aiguilles 

ECH 1 4 2,379 2,377 2,371 2,351 

ECH 2 4 2,391 2,388 2,383 2,363 

ECH 3 4 2,392 2,389 2,384 2,365 

Branches 

ECH 1 4 2,39 2,38 2,368 2,366 

ECH 2 4 2,371 2,36 2,357 2,348 

ECH 3 4 2,318 2,306 2,296 2,292 

Cônes 

ECH 1 4 2,936 2,933 2,913 2,9 

ECH 2 4 2,984 2,98 3,933 2,904 

ECH 3 4 2,93 2,942 3,281 2,904 

 

Détermination du rendement en huile essentielle   

 Aiguilles Branches Cônes 

 ECH 1 ECH 2 ECH 3 ECH 1 ECH 2 ECH 3 ECH 1 ECH 2 ECH 3 

Poids de la matière fraiche en g 150 200 200 

Masse de l’huile essentielle en g 1,357 1,341 1,333 0,641 0,627 0,6359 0,334 0,399 0,332 

Rendement % 1,357 1,341 1,333 0,641 0,627 0,6359 0,334 0,399 0,332 

Rendement moyen %  1,344 0,635 0,355 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ANNEXE 6 

 Sadou et  

al., 2003 

Dob et  

al., 2005 

Macchioni et  

al., 2003 

   Pinus  

halepensis 

Pinus  

halepensis 

Pinus  

halepensis 

   lac Mellah Sidi Feradj Asciano 

   El Kala Alger Italie 

N° Composés Classe chimique Aiguilles Aiguilles Aiguilles Branches Cônes 

1 Tricyclene Monoterpène - tr - 0,1 0,5 

2 α-Thujene Monoterpène tr - 0,1     

3 α-Pinène Monoterpène 24,41 1,23 18,1 27,9 53,6 

4 Camphene Monoterpène - tr 0,3 0,3 1,5 

5 Thuja-2.4( 10) –diene Monoterpène - - - - 1,3 

6 Sabinène Monoterpène 3,42 1,23 9,4 0,1   

7 β-Pinne Monoterpène 2,13 0,23 2 0,7 1,9 

8 β-myrcène Monoterpène 19,38 - - - - 

9 Myrcene Monoterpène - 3,07 27,9 42,1 13,7 

10 3-Carene Monoterpène 1,33 - 1,7 2,1 1,1 

11 α-Terpinene Monoterpène tr 0,11 0,5 0,1   

12 ρ-Cymene Monoterpène 0,4 -   0,1 0,5 

13 Limonene Monoterpène 1,35 tr 1,1 0,4 0,7 

14 α-Phellandrene Monoterpène 0,66 tr - - - 

15 β-Phallandrene Monoterpène - - 1 0,4 0,3 

16 Hexyle acetate Monoterpène - 0,7 - - - 

17 β-Ocimene Monoterpène - 0,21 - - - 

18 (E)-Ocimene Monoterpène 1,13 - 0,4 - - 

19 δ-3-Carene Monoterpène - 0,15 - - - 

20 ϒ-Terpinene Monoterpène 6,69 tr 0,8 0,1 - 

21 cis-Sabinene hydrate Monoterpène - - 0,1 - - 

22 Terpinolene Monoterpène - - 9,9 0,4 0,4 

23 α-Terpinolene Monoterpène 5,27 0,13 - - - 

24 Perillene Monoterpène - - - - 0,3 

25 α-Pinene oxide Monoterpène - 0,06 - - - 

26 Linalool Monoterpinole - tr 0,3 - - 

27 α-Campholenal Monoterpinole - - - - 1 

28 trans-Pinocarveol Monoterpinole - - - 0,1 1,5 

29 cis-Verbenol Monoterpinole - - -   1,2 

30 Camphor Monoterpène - tr - 0,1 0,4 

31 trans-Pinocamphone Monoterpène - - - - 0,3 

32 Pinocarvone Monoterpène - - - - 0,7 

33 Umbellulone Cétone-

Monoterpène 

- - 0,1 -   

34 ρ-Menth-l,5-dien-8-ol Monoterpinole - - - - 1,2 

35 Borneol Monoterpinole - 0,13 - 0,2   

36 Terpinen-4-ol Monoterpinole 0,56 tr 1,1 0,1 0,2 

37 ρ-Cymen-8-ol Monoterpinole - tr - - - 

38 α-Terpineol Monoterpinole - 0,07 0,2 0,2 - 

39 α-Terpinyl acetate Monoterpène - tr - - - 

40 Myrtenal Monoterpène - - - - 1,2 

41 Verbenone Monoterpène - - - - 0,8 

42 trans-Carveol Monoterpinole - - - - 0,2 

43 Isobornyl acetate Monoterpène - - - - 0,9 

44 Geranyl acetate Monoterpène - - 0,3 - - 

45 Citronellyl acetate Monoterpène - 0,19 - - - 



 

 

46 α-Cubebene Sesquiterpène 0,46 0,17 0,1 - - 

47 Cyclosativene Sesquiterpène - - - 0,5 - 

48 α-Copaene Sesquiterpène - - 0,4 1 0,3 

49 β-Bourbonene Sesquiterpène - - - - - 

50 β-Cubebene Sesquiterpène - - - - - 

51 Sativene Sesquiterpène - - - - - 

52 α-Yalangene Sesquiterpène - 0,64 - - - 

53 β-caryophyllène Sesquiterpène 31,89 - 16,4 14,3 6,7 

54 α-caryophyllène Sesquiterpène 4,76 - - - - 

55 (z)-B -Caryophyllene Sesquiterpène - 40,31 - - - 

56 (E)-B-Farnesene Sesquiterpène - - 0,2 - - 

57 9-epi Caryophyllene Sesquiterpène - - 0,1 - - 

58 ϒ-Muurolene Sesquiterpène - - - 0,2 - 

59 Germacrene D Sesquiterpène - 0,49 0,1 1 - 

60 Phenylethyl-3-ntethyl 

Butanoate 

Sesquiterpène - - 1,2 - - 

61 Phényl-éthyl-isovalerate Sesquiterpène 1,61 - - - - 

62 epi-Cubebol Sesquiterpène - - 0,2 - - 

63 α-Muurolene Sesquiterpène - - 0,4 2,7 0,4 

64 α-Guaiene Sesquiterpène - 0,1 - - - 

65 Aromadendrelie Sesquiterpène - 7,1 - - - 

66 α-Humulene Sesquiterpène - 7,92 2,9 2,4 1,1 

67 allo-Aromadendrene Sesquiterpène - 0,65 - - - 

68 ϒ-Muurolene Sesquiterpène - 0,06 - - - 

69 Bicyclogermacrene Sesquiterpène - tr - - - 

70 β-Bisabolene Sesquiterpène - tr - - - 

71 trans-g-Cadinene Sesquiterpène - - 0,3 - 0,2 

72 δ-Cadinene Sesquiterpène - 0,13 0,3 0,5 0,3 

73 Caryophyllene oxide Sesquiterpène - - 0,1 0,4 2,3 

74 β-Sesquiphellandrene Sesquiterpène - 0,53 - - - 

75 Z-Nerolidol Sesquiterpénol - 0,07 - - - 

76 Elemol Sesquiterpénol - 0,68 - - - 

77 δ-Cadinol Sesquiterpénol - 0,23 - - - 

78 Guaiol Sesquiterpénol - - 0,3 - - 

79 Humulene oxide II Sesquiterpénol - - - - 0,3 

80 α-Eudesmol Sesquiterpénol - - 0,1 - 0,2 

81 ϒ-Eudesmol Sesquiterpénol - 0,08 - - - 

82 Neocembrene Diterpene - - 0,1 - - 

83 Sandaracopimaradiene Diterpene - - - - 0,3 

84 Abietadiene Diterpene - - - 0,1 0,2 

85 Manoyl oxide Diterpene - tr - - - 

Nombre total de composés identifiés 16 89 35 28 35 

Aire de présence totale 98,2 66,67 98,5 98,6 97,7 

  Monoterpènes 66,73 7,51 75,3 75,5 85,4 

  Sesquiterpènes 38,72 59,16 23,1 23 11,8 

  Diterpenes - - 0,1 0,1 0,5 

 

 

 

 

 



 

 

ANNEXE 7 

Résultats de confirmation des souches microbiennes 

Souches/Test Milieu 

 sélectif 

Aspect des colonies Coloration 

de Gram 

Forme Catalase Oxydase Couagulase API System 

S. aureus 

ATCC 65 38 

Chapman Lisses, rondes, bombé, pigmentées en jaune 

orangé 

+ Cocci grappes 

De raisin 

+ - + Galerie STAPH 

+ 

B. subtilis 

ATCC 66 33 

Trypticase- 

 Soja 

Grandes, la marge et ondulée, avec forme 

circulaire et l’élévation plat 

+ Bâtonnets droits  

à bout arrondis 

+ NR NR NR 

E. coli 

ATCC 87 39 

Mac 

Conkey 

Rouges, de taille moyenne avec une marge 

régulière 

- Bacilles après  

24h cocci 

- - NR Galerie 20 E 

+ 

P. aeruginosa 

ATCC 90 27 

Cetrimid  

Base 

Plates a bord irrégulier, un pigment vert 

brillant 

- Bacille fins  

non capsulés 

- + NR Galerie 20 E 

+ 

C. albicans 

ATCC 10 231 

Sabouraud + 

Actidione 

Blanches Crémeuses NR Rondes ou ovulaire  

de 2 à 4 µ 

NR NR Un hyphe  NR 

A. brasiliensis 

ATCC 16 404 

CZ.Czapek Blanches translucide de 4 à 5cm, elles 

deviennent noires en sporulant 

NR  Rondes de 3 à 6 µ NR NR NR NR 

 



 

 

ANNEXE 8 

Résultats de l’Activité antioxydante  

Tableau 1 : Résultats des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations en Huile Essentielle 
 Absorbance CONTROL = 0,706 nm 

A
IG

U
IL

LE
S 

µl/50 µL MtoH 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 

µL/ml 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 

µg/ml 89,64 179,28 268,92 358,56 448,2 537,84 627,48 717,12 806,76 896,4 

DO 0,607 0,472 0,418 0,339 0,298 0,253 0,213 0,161 0,099 0,082 

%INHIBITION 14,023 33,144 40,793 51,983 57,790 64,160 69,836 77,195 85,977 88,385 

 Absorbance CONTROL = 0,707 nm 

B
R

A
N

C
H

ES
 µl/50 µL MtoH 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 

µL/ml 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 

µg/ml 84 168 252 336 420 504 588 672 756 840 

DO 0,454 0,378 0,312 0,262 0,217 0,193 0,16 0,124 0,105 0,079 

%INHIBITION 35,785 46,535 55,870 62,942 69,307 72,702 77,369 82,461 85,149 88,826 

 Absorbance CONTROL = 0,697 nm 

C
O

N
ES

 

µl/50 µL MtoH 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 

µL/ml 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 

µg/ml 87,78 175,56 263,34 351,12 438,9 526,68 614,46 702,24 790,02 877,8 

DO 0,642 0,598 0,559 0,49 0,452 0,413 0,37 0,331 0,313 0,306 

%INHIBITION 7,891 14,204 19,799 29,699 35,151 40,746 46,915 52,511 55,093 56,098 

Tableau 2 : Résultats des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations en Acide ascorbique 

Concentration (µg/ml) 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 

DO (nm) 0,54 0,54 0,44 0,37 0,316 0,295 0,258 0,185 0,068 0,023 

%INHIBITION 21,85 21,85 36,32 46,45 54,26 57,3 62,66 73,22 90,15 96 ,67 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Tableau 3 : Résultats de la cinétique de réduction du radicale libre DPPH par les huiles 

essentielles et l’acide ascorbique. 

Huile 
essentielle 

Temps/min 0 5 10 15 20 25 30 35 40 

A
ig

u
ill

e
s 

Absorbance contrôle 
0,723 nm 

D.O (nm) 0,54 0,52 0,44 0,40 0,37 0,36 0,36 0,36 0,36 

Inhibition % 25,59 27,66 38,87 44,40 48,82 50,07 50,07 50,21 50,21 

DPPH libre % 100,00 72,34 61,13 55,60 51,18 49,93 49,93 49,79 49,79 

B
ra

n
ch

e
s 

Absorbance contrôle 
0,73 nm 

D.O (nm) 0,66 0,59 0,46 0,37 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36 

Inhibition % 9,58 19,02 37,48 48,97 50,34 50,48 50,48 50,62 50,75 

DPPH libre % 100,00 80,98 62,52 51,03 49,66 49,52 49,52 49,38 49,25 

C
ô

n
e

s 

Absorbance contrôle 
0,69 nm 

D.O (nm) 0,63 0,53 0,45 0,40 0,37 0,35 0,34 0,34 0,34 

Inhibition % 8,72 22,97 34,30 41,86 45,93 48,84 50,15 50,29 50,44 

DPPH libre % 100,00 77,03 65,70 58,14 54,07 51,16 49,85 49,71 49,56 

A
ci

d
e

 

as
co

rb
iq

u
e

 Absorbance contrôle 
0,69 nm 

D.O (nm) 0,42 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 

Inhibition % 38,96 50,07 50,22 50,22 50,22 50,22 50,22 50,22 50,22 

DPPH libre % 100,00 49,93 49,78 49,78 49,78 49,78 49,78 49,78 49,78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 


