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Résumé 

Ce travail vise la caractérisation et l’étude de quelques  activités thérapeutiques de l’huile 

essentielle et de l’hydrolat des aiguilles de pin d’Alep : Pinus halepensis L 

L’extraction de l’HE des aiguilles de Pin d’Alep, par hydro distillation a donné un 

rendement de (0.83% ). 

L’identification des différents composants chimiques par CG /SM nous a permis de 

déterminer 20 composants importants dont le beta-caryophyllene est qui est un composé 

majoritaire (34.6%).  D’autres composants sont présents avec des teneurs moins élevés, à 

savoir : le gamma-terpinene (11.7%), le 2-carene (9.9 %),le p-cymene (9.1 %),le 1,6-

octadiene-3-ol, 3,7-dimethyl (6.1%) et le  thymol (3.8%).  

L’étude de l’activité anti inflammatoire, de l’huile essentielle et de l’hydrolat, par le test de 

Levy, réalisé sur des souris, a montré un pourcentage de réduction de l’œdème de 62.81% 

pour l’huile essentielle et de 48.43%pour l’hydrolat. Ce dernier résultat est moins 

important  par rapport à la valeur de  réduction obtenu par le produit de référence 

Ibuprofène ® (52.76%). 

L’évaluation de l’activité antimicrobienne de l’huile essentielle et de l’hydrolat a été 

réalisée selon la méthode de l’aromatogramme. Les résultats obtenus ont montré que 

l’huile essentielle possède un effet légèrement inhibiteur sur les trois souches : 

staphylococcus  aureus ( Diametre d’inhibition =12.5 mm), Candida albicans (12.5mm), 

Saccharomycète cerevisiae (12.75mm).Cependant, elle s’avère non efficace vis-à-vis des 

trois autres souches étudiées : Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas 

aeruginosa,. L’hydrolat a montré une activité légèrement inhibitrice sur Escherichia coli 

(13 mm) et Pseudomonas aeruginosa (14.5mm). Toute fois elle semble non inhibitrice sur 

les autres souches :Bacillus subtilis, ,Staphylococcus aureus , Candida albicans, et 

Saccharomycès cerevisiae.. 

L’activité antioxydant de l’huile essentielle et de l’hydrolat   a été testée également par la 

méthode des radicaux de balayage DPPH. Les résultats obtenus montrent l’existence d’un 

pouvoir antioxydant important de l’hydrolat de Pinus halepensis L avec une IC50 =0.487 

(mg/ml)   .   

 



Le produit obtenu par la formulation de l’huile essentielle a présenté un pourcentage 

d’inhibition de l’œdème   de (84.64 %) Cette valeur est supérieure à celle obtenue par 

l’huile essentielle naturelle  pure (62.81%). 

Mots clés : Pinus halepensis L, huile essentielle, hydrolat, CG/SM, activité anti 

inflammatoire, activité anti microbienne, activité antioxydant, formulation. 

 

 



 الملخص

: حهبٙ الٚٓذف ْزا انعًم إنٗ حٕصٛف ٔدساست بعض الأَشطت انعلاخٛت نهضٕٚث انعطشٚت ْٔٛذسٔنٛك إبش انصُٕبش 

 Pinus halepensis L 

 .(٪0.83) يٍ إبش صُٕبش حهب ببنخقطٛش انًبئٙ عبئذاً HEأعطٗ اسخخشاج 

ب يٍ بُٛٓب 20 بخحذٚذ GC / MSنقذ سًح نُب ححذٚذ انًكَٕبث انكًٛٛبئٛت انًخخهفت بٕاسطت  ًً  beta– عُصشًا يٓ

caryophylleneest,   ْٙٔٙأقم،حٕخذ يكَٕبث أخشٖ بًسخٕٚبث . (٪34.6)يكٌٕ سئٛس : terpinene gamma-     

(11.7٪ ) ، 2-carene( 9.9٪ ) ، p-cymene( 9.1٪ ) ،1,6-lo-3- octadiene، 3,7dimethyl ( 6.1٪) ٔ 

thymol( 3.8٪). 

أظٓشث دساست انُشبط انًضبد نلانخٓبببث ، انضٕٚث الأسبسٛت ٔانٓٛذسٔلاث ، بٕاسطت اخخببس نٛفٙ ، انخٙ أخشٚج عهٗ 

ْزِ انُخٛدت .  ٪ نهٓٛذسٔسٕل48.43٪ ببنُسبت نهضٕٚث الأسبسٛت ٔ 62.81 بُسبت انٕ ريتانفئشاٌ ، اَخفبضًب فٙ َسبت 

 ( ٪ Ibuprofen ® 52.76( الأخٛشة أقم أًْٛت يقبسَت بقًٛت انخخفٛض انخٙ حصم عهٛٓب انًُخح انًشخعٙ 

أظٓشث . حى إخشاء حقٛٛى نهُشبط انًضبد نهًٛكشٔببث يٍ انضٕٚث الأسبسٛت ٔانٓٛذساث ٔفقًب نطشٚقت انعلاج انعطش٘

  staphylococcus :انُخبئح انخٙ حى انحصٕل عهٛٓب أٌ انضٚج انعطش٘ نّ حأثٛش يثبظ قهٛلاً عهٗ انسلالاث انثلاثت

aureus ( يى 13= قطش انخثبٛظ ( ،Candida albicans (12.5يى .) ، Saccharomycès cerevisiae( 12.75 

  Escherichia coli , (: فقذ ثبج أَّ غٛش فعبل فًٛب ٚخعهق ببنسلالاث انثلاد الأخشٖ انخٙ حًج دساسخٓبرنك،ٔيع  (.وو

( Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosaٗأظٓشث انٓذسٔلاث َشبطًب يثبطًب قهٛلاً عه  Escherichia 

coli( 13  يى ) ٔ)Pseudomonas aeruginosa 14.5ٚبذٔ غٛش يثبظ عهٗ سلالاث أخشٖرنك،ٔيع . (.و و  :

Bacillus subtilis ,Staphylococcus aureus , Candida albicans)  ،  (Saccahromcès cerevisiae  

.  اندزسٚتDPPHحى اخخببس َشبط يضبداث الأكسذة نهضٕٚث الأسبسٛت ٔانٓٛذساث أٚضًب عٍ طشٚق طشٚقت انًسح 

 يع Pinus halepensis L ْٛذساث فٙ نلأكسذة يضبدة ْبيت قٕة ٔخٕد عهٛٓب انحصٕل حى انخٙ انُخبئح أظٓشث

IC50= 0.487 ( يم / يهغى .)

 

ْزِ انقًٛت أعهٗ يٍ حهك . (٪84.64 )نهٕ ريتأظٓش انًُخح انز٘ حى انحصٕل عهّٛ بخشكٛب انضٕٚث انعطشٚت َسبت حثبٛظ 

 .(٪62.81)َقٙ  طبٛعٙانخٙ حى انحصٕل عهٛٓب ببنضٚج انعطش٘ 

 ، َشبط يضبد نلانخٓبببث ، CG / MS، صٚج أسبسٙ ، ْٛذسٔلاث ، ،  Pinus halepensis L:  الكلمات المفتاحية

َشبط يضبد نهًٛكشٔببث ، َشبط يضبد نلأكسذة ، صٛبغت 
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Summary 

 

This work aims at the characterization and the study of some therapeutic activities of the  

essential oil and the hydrosol of the needles of pine of Aleppo : Pinus halepensis L 

Extraction of HE from Aleppo pine needles by hydro-distillation gave a yield of 

(0.83% ). 

The identification of the different chemical components by GC / MS allowed us to determine  

20 important components of which beta-caryophyllene is a major component (34.6%). Other  

components are present with lower levels, namely: gamma-terpinene (11.7%), 2-carene  

(9.9%), p-cymene (9.1%), 1,6-octadiene-3 -ol, 3,7-dimethyl (6.1%) and thymol (3.8%). 

The study of the anti-inflammatory activity, the essential oil and the hydrosol , by the Levy  

test, carried out on mice, showed a reduction percentage of the edema of 62.81% for the  

essential oil and 48.43% for hydrosol. This last result is less important compared to the 

 reduction value obtained by the reference product Ibuprofen ® (52.76%). 

The evaluation of the antimicrobial activity of the essential oil and the hydrosol was carried 

 out according to the aromatogram method. The results obtained showed that the essential oil 

 has a slightly inhibitory effect on the three strains: staphylococcus aureus (diameter of 

inhibition = 12.5 mm ), Candida albicans (12.5mm ), Saccharomycès cerevisiae (12.75mm) 

However, it proved to be ineffective with respect to the three other strains studied: 

Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa ,. The hydrosol showed a 

slightly inhibitory activity on Escherichia coli (13 mm) and Pseudomonas aeruginosa 

(14.5mm ). However, it seems non-inhibitory on other strains: Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus, Candida albicans, and Saccharomycès cerevisiae. 

The antioxidant activity of the essential oil and the hydrosol was also tested by the DPPH 

scanning radical method. The results obtained show the existence of an important antioxidant 

power of the Pinus halepensis L hydrolate  with an IC50 = 0.487 (mg / ml). 



The product obtained by the formulation of the essential oil showed a percentage of inhibition 

of the edema of (84.64%) This value is higher than that obtained by the pure naturel  essential 

oil (62.81%). 

Key words : Pinus halepensis L, essential oil, hydrosol, CG / MS, anti-inflammatory activity, 

antimicrobial activity, antioxidant activity, formulation. 
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Depuis longtemps, la recherche de nouvelles molécules médicamenteuses d’origine 

naturelle repose sur les plantes médicinales et sur la détermination de leur qualité par des 

études phytochimiques et pharmacologiques (Muanda et al., 2009). 

De ce fait, la valorisation des ressources naturelles est une préoccupation qui devient de 

plus en plus importante dans de nombreux pays (Aboughe Angone et al., 2015). 

Les différentes substances naturelles issues des végétaux ont des intérêts multiples dans le 

système de soins traditionnels et dans les différentes industries comme l’alimentation, la  

cosmétologie et en dermopharmacie (Hebi et al., 2016).Parmi ces substances, les 

métabolites secondaires comme les huiles essentielles qui se sont surtout illustrées en 

thérapeutique (Mechergui et al., 2016),et elles ont  été  largement étudiées pour leurs 

activités biologiques et constituent également un axe important pour les chercheurs 

(Djerrad et al., 2015). 

Les huiles essentielles sont des produits de grande valeur ajoutée utilisées dans divers 

domaines tels que la parfumerie, l’agro-alimentaire, la pharmacie et l’aromathérapie, ce 

sont des substances naturelles riches en composés antimicrobiens et antioxydants, elles ont 

été suggérées comme sources alternatives très importante pour augmenter la durée de 

conservation des produits alimentaires, et pour éviter les pertes post-récoltes des fruits 

pendant le stockage (Serrano.,2008). 

L’Algérie, pays connu pour ses ressources naturelles, dispose d’une flore singulièrement 

riche et variée, d’environ 3 000 espèces de plantes dont 15% endémiques et appartenant à 

plusieurs familles botaniques (Dif et al., 2015). 

Par ailleurs, les genres qui sont capables de les élaborer sont rassemblés dans un nombre 

restreint de familles comme les : Lamiaceae, Lauraceae, Asteraceae, Rutaceae, Myrtaceae, 

Poaceae, Cupressaceae, Piperaceae (Mahendra et al., 2017). 

D’après Farjon,(1990)les pinacées sont des conifères c’est-à-dire des plantes portant des 

cônes est l’une des familles  importante dans la flore algérienne. Cette espèce a été 

largement utilisée dans les projets de boisement au cours du XXème siècle (Maestre et al, 

2003).Selon ( Ghougali .,2011)  le pin d'Alep représente la source unique ou principale de 

bois et de  couverture forestière dans de nombreux pays méditerranéens. Économiquement, 

P. halepensis est l'espèce de conifères la plus importante d'Afrique du Nord, et a une 

grande importance écologique dans le sud de la France et l'Italie, surtout à l'interface ville-
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forêt. La productivité moyenne est d'environ 1-2 m3 ha-1 an-1 pour le pin d'Alep et leur 

rendement maximal peut atteindre 12-15 m3. Le bois de ce pin méditerranéen est utilisé à 

des fins multiples : construction, industrie, menuiserie, bois et pâte à papier. Les graines 

sont également utilisées pour la pâtisserie particulièrement en Tunisie.  

 D’autre part,  le Pin d’Alep est largement utilisé en médecine traditionnelle du fait de sa 

capacité à diminuer l’hypercholestérolémie, de traiter les infections des voix respirations 

ainsi que ses effets antimicrobiens et antifongiques (Cheikh-Rouhou et al., 2006 ; 

Cheikh-Rouhou et al., 2008 ; Lucienne, 2010; Berroukche et al., 2014). 

Malgré les différentes activités thérapeutiques, connus traditionnellement, et la richesse en 

molécules bioactives du pin d’Alep, peu d’études ont été réalisées sur ses activités 

biologiques. Certains auteurs se sont intéressés à son rapport économique et son 

exploitation comme ressource forestière par l’utilisation de son bois (Ghougali ., 2011) . 

En Algérie des études ont porté sur l’effet anti-inflammatoire des extraits méthanoliques de 

ses graines (Medjboub et al., 2011),Boukhalfa., (2008) s’est intéressé à évaluer les 

rendements des huiles essentielles des espèces du genre Pinus provenant de différentes 

régions, d’autre part (Dob et al (2002) cité parBenaziza (2017)) se sont intéressés à la 

caractérisation de l’huile essentielle des aiguilles  de pin d’Alep . 

D’autre part les rendements en huiles essentielles sont généralement faibles et leurs 

exploitations pour leurs activités biologiques peut entrainer un appauvrissement du 

matériel végétal dans la nature, ce qui mène, actuellement, certains auteurs à s’intéresser à 

la formulation d’un produit ayant une composition typique à l’extrait naturel (nano-

émulsion de l’huile essentielle) grâce à la formation des complexes d’inclusion entre le β-

cyclodextrines et les composés de l’ huile essentielle. Ce mécanisme a été déjà proposé 

dans une formulation antidiabétique par Nait bachir et al (2018). 

 Une autre étude a également montré l’existence d’un effet plus important de l’activité 

antimicrobienne du l’huile essentielle formulée. (Donsì et al., 2011). 

L'hydrolat est un sous-produit qui se forme lors du processus d'extraction des huiles 

essentielles par hydro distillation, à partir de l'eau ayant servi à l'entraînement des 

composés volatils. Ce sous produit  contient en faible quantité des molécules odorantes de 

la plante ainsi que des composés plus polaires non retrouvés dans l'huile essentielle 

(Paolini.,2008). 
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Les hydrolats sont considérés la plupart du temps comme un déchet de l'hydro distillation. 

Pourtant, certains hydrolats de plantes possèdent des propriétés thérapeutiques 

intéressantes et bien souvent différentes de celles de l'huile essentielle correspondante 

(Catty, 2001; Price et al., 2004),et ils possèdent des propriétés biologiques et 

organoleptiques, ils ont été utilisés dans les industries alimentaires et cosmétiques. Selon 

certains auteurs, ils sont également utilisés dans l'agriculture biologique contre les 

champignons, la moisissure et les insectes et pour la fertilisation des sols (Paolini.,2008). 

Dans ce travail nous nous sommes intéressées à étudier quelques activités thérapeutiques 

de l’huile essentielle et de l’hydrolat des aiguilles de Pin d’Alep provenant de la région de 

chréa d’Algérie. Cette étude sera suivie pour une formulation d’une nano-émulsion et 

étude de son activité anti inflammatoire. Nous avons fixées objectifs suivants : 

 Extraction des huiles essentielles et récupération de l’hydrolat. 

 Caractérisation de l’huile essentielle par CG/SM et analyse phytochimique des 

aiguilles de pin d’Alep par le screening. 

 Evaluation de différentes activités biologiques : l’activité anti-inflammatoire, anti 

microbienne et antioxydant. 

 Formulation et caractérisation d’une nano émulsion à effet anti-inflammatoire. 
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Notre étude a été réalisée au sien du laboratoire de recherche des plantes aromatiques et 

médicinales du département de biotechnologie , de l’université SAAD DAHLEB de Blida, ainsi 

qu’au laboratoire des substances naturelles , le laboratoire de pharmacotoxicologie et le 

laboratoire de microbiologie  du centre de recherche et de développement CRD-SAIDAL. 

Ce durant la période allant du mois de janvier au mois juin  2019. 

  - L’extraction a été réalisée au laboratoire des substances naturelles CRD-SAIDAL  et 

laboratoire d’extraction des huiles essentielles  de l’INRF de Bainem d’ Alger. 

Et d’autre part sur l’étude de l’activité anti-inflammatoire et l’activité microbienne ont été 

réalisées dans le laboratoire de pharmacotoxicologie et microbiologie   CRD-SAIDAL. 

- Les tests phytochimiques ont été  réalisés au sien du laboratoire de recherche des plantes 

aromatiques et médicinales du département d’agronomie, de l’université SAAD DAHLEB de Blida. 

-L’activités anti -oxydant  et formulation  ont été fait au niveau de laboratoire de génie chimie 

du département  de génie des procédés, de l’université SAAD DAHLEB de Blida. 

-La CG/SM  a été fait au niveau de laboratoire National de Police Scientifique –Châteauneuf –

Ben Aknoun.  
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I. Matériels : 

I.1. Matériel végétal  

Notre étude a porté sur les aiguilles de pin d Alep (Pinus halepensis L), de la région de Blida chréa. 

Deux récoltes ont été faites : 

-La première récolte a été effectuée la matinée (9h- 11h) le 20 Décembre 2018. 

- Cette espèce à été séchées à l’ombre à température ambiante à l’abri de la lumière (pour éviter 

la photo-oxydation des substances) et dans des endroits bien aérés (pour éviter les moisissures) 

pendant 2 Semaines et ont été par la suite conservées dans des sacs en papier. 

I.1.1.Caractéristique de la station de l’échantillonnage 

Notre matériel végétal sélectionné pour cette étude a été collectée au niveau de parc national de Chréa 

qu’est une aire protégée et qui s’étale sur une superficie de 26587Ha. Situé à 50 Km au sud –ouest 

d’Alger, (Dahel, 2015). (Figure 6)   

Selon  (Halimi 1980), la latitude  de chréa  est comprise entre 36
0 

19
ʹ
/36

0
30

ʹ
 Nord et 2

0
  38

ʹ
 / 

36
0
 02 

ʹ
 Est  , Altitude de chréa 963 m ville de Blida . 

Le pin d’Alep  occupe la plus grand superficie de l’Atlas Blidéen avec prés de 7000 ha au niveau du 

versant méridional de l’Atlas. Elle est caractérisée par un climat humide et exposé  au vent  pluvieux. 

(Halimi 1980). 

 

Figure 6 : Localisation du parc national de Chréa Blida. 
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I.2. Matériel animal  

Pour la réalisation de  l’activité  anti-inflammatoire nous savons utilisée des souries albinos 

dont les caractéristiques et les conditions d’élevage  sont suivant :  

 Souris albinos : 

Souche : N.M.R.I.  

Poids : 20g±2g 

Nombres : 5/lot (5 lot). 

Sexe : mâle et femelle. 

 Condition d’élevage : 

-Origine : élevage Institue Pasteur 

-Régime alimentaire : 

 Alimentation : Granulés « O.N.A.B ». 

 

 Boisson : Eau de robinet ad libitum. 

Température : 20 à 24°C. 

Humidité : 50٪. 

Éclairage : 10heures / jour. 

I.3 .souches microbiennes 

Pour l’étude de l’activité antimicrobienne de notre huile essentielle et de notre hydrolat  nous 

avons utilisé six souches microbiennes (Escherichia coli –Bacillus  subtilis –Staphylococcus aureus- 

Pseudomonas aeruginosa – Candida albicans –Saccharomycète cerevisiae)( Tableau 2). 
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Tableau 2 : Caractéristiques des souches utilisées pour l’évaluation de l’activité antimicrobienne : 

Nom de  la souche ATCC  Gram  Famille ( Bergey’s, 2001) 

Escherichia coli         

 

8739 

 

    - Enterobacteriaceae  

Bacillus subtilis 

 

6633      + Bacillaceae  

Staphylococcus  

Aureus 

6538      + Staphylococcaceae  

Pseudomonas  

Aeruginosa 

9027      - Pseudomonadaceae  

 

Candida albicans 

10231 

 

 

    / 

 

Cryptococcaceae  

Saccharomycète 

 Cerevisiae 

9763 / Saccharomycetaceae 

 

II. Méthodes : 

II.1. Détermination de la teneur en eau  

Nous avons pesé 20g des feuilles du Pin frais, enroulé l’échantillon soigneusement dans du papier 

aluminium et placé dans une étuve réglée à 60 ͦ C pendant 24h .l’échantillon est ensuite retiré et pesé 

jusqu’à stabilité du poids .La teneur en eau est définie comme étant  la perte de poids subie lors de la 

dessiccation ; elle est calculée selon la formule  suivante :  

 

 

 

 

MF : Matière végétale  fraiche  en gramme (g). 

MS : La matière végétale  sèche en  (g). 

 

 % 𝐝′𝐞𝐚𝐮 =  [
𝐌𝐅 − 𝐌𝐒

𝐌𝐅
] ∗ 𝟏𝟎𝟎 
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II.2.Extraction d’huile essentielle et récupération de l’hydrolat 

L’extraction de l’huile essentielle s’est réalisée par la méthode d’hydro distillation. 

Principe :  

 La plante contenant l’huile essentielle est immergée dans un volume d’eau, le tout contenu 

dans un ballon est porté à ébullition .En s’évaporant, l’eau entraine les composés volatils de l’huile 

essentielle recherchée, les vapeurs se condenses ensuite dans le réfrigérant et s’écoulent à l’état liquide 

dans un récipient où elles forment le distillat (huile essentielle et eau). 

  En général, le distillat fait apparaitre deux phases non miscibles : les huiles essentielles  

et l’eau. (Bruneton  ., 1993).  

Mode opératoire : 

 100 g des aiguilles sèche ont été coupés en morceaux afin de faciliter son introduction dans le ballon 

de 1 litre, rempli d’eau distillé jusqu’aux 2/3.  

Le ballon est chauffé à l’aide d’un chauffe ballon jusqu’à ébullition de l’eau distillée, ceci engendre la 

formation de vapeurs .ces vapeurs s’élèvent et  passent dans réfrigérant. Au contact des parois refroidie  

du réfrigérant les vapeurs chaudes se condensent et s’écoulent à l’état liquide, goute à goutte dans le 

Clevenger où elles forment le distillat .Ce dernier est un mélange de deux phases non miscibles qui 

sont séparées l’une de l’autre par le robinet de Clenvenger. (figure 7) 

 

Figure 7 : Dispositif de l’extraction des huiles essentielles par hydro distillation 

(Clevenger)(2019). 

Réfrigérant à bulle  

Clevenger  

Matière végétale sèche 
+ solvant (eau distillé).  

Chauffe ballon 
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Après séparation de l’huile essentielle, l’eau qui a servi pour l’extraction  a été récupérée à partir du 

ballon et évaporée  à l’aide d’un rota-vapeur sous vide , avec un chauffage à 80 ͦ C pour obtenir une 

matière solide  qui servira comme l’hydrolat pour l’étude des activités. ( Manayi,  et al ., 2014).  

(Figure 8) 

 

Figure 8 : Récupération de l’hydrolat par rota-vapeur  (2019) 

II.3. Détermination du  rendement en HE : 

Le rendement  en HE est déterminé par le rapport entre la masse d’HE extraite et la matière végétale 

traitée (AFNOR ,2000). Le rendement est exprimé en pourcentage, il est calculé selon la formule 

suivante :  

 

 

 

R : Rendement en HE ( % ). 

V : Volume obtenu d’HE en (ml). 

M : Poids de la matière végétale  sèche en  (g). 

 

 

 

𝑹 =  [
𝐯

𝐌
] ∗ 𝟏𝟎𝟎 
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II.4.Composition chimique des extraits 

II.4.1.Analyse de l’ huile essentielle par CG /SM 

La composition chimique de l’huile essentielle est déterminée en utilisant un appareil de 

Chromatographie en phase gazeuse couplée à un spectrophotomètre de masse (CG/SM) .L’appareil est 

de  modèle CLARUS 500 de marque Perkin-Elmer. La Méthode consiste à   faire  injecter un volume 

de : 1 ul ,  Le système utilisé est équipé d’une colonne ( Elite série 5-MS, 30 m, 0.25 mm ID, 0.25 um 

épaisseur de phase stationnaire). La température de l’injecteur est : 250 ͦ C, la température initiale est : 

70 ͦ C pendant 4 min, la Rampe est : 4deg/min jusqu'a 220 ͦ C  pendant 15 min et le  Temps d'analyse 

est de 56.5 min. 

Pour la MS ; le Mode d'ionisation: Impact électronique ,Energie: 70 ev ,Temperature: source: 250ͦ C 

,Temperature ligne de transfert : 250 ͦ C ,Analyseur: Quadripôle ,Mode: Balayage entre 20 - 550 dalton 

,Delia de solvent: 5.9 min. 

L’identification des composés est basée sur la comparaison des temps de rétention de ces derniers 

avec les standards identifiés et la base de données informatique en utilisant les temps de rétention 

d’une série d’alcanes  (Singh ., 2008 ; Castro et al .,1998) la figure 9 représente le 

fonctionnement d’un couplage CG/MS : 

 

Figure 9 : Principe de fonctionnement de CG/MS. 

 II.4.2. Screening  phytochimique : 

Le but de ces analyses est de connaitre la composition qualitative en métabolites secondaires des 

plantes. Les tests sont effectués sur la poudre du broyat et sur l’infusé de la partie aérienne de la plante 
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(Pinus halepensis L.) récoltées et séchées .La partie aérienne séchée a été broyée au moulin électrique 

(Annexe 1). 

II.4.2.1. Préparation de l’infusé de la matière végétale : 

 On chauffe l’eau distillé sur une plaque chauffante jusqu’à l’ébullition. 

 On met 10g de la poudre végétale dans 100 ml de cette l’eau distillée et on laisse infuser pendant 15mn 

agité  puis on filtre après refroidissement. 

 Le filtrat est ajusté jusqu’à 100 ml avec  de l’eau distillée. 

II.4.2.2 Identification de quelques métabolites secondaires de Pinus Halepensis L : 

1) Identification des anthocyanes : 

 Rajouter quelques gouttes d’ammoniaque ½ à 5 ml d’infusé. L’apparition d’une couleur rouge, 

indique la présence des anthocyanes.(Bruneton ., 1999) . 

 

2) Identification des tanins : 

À 5 ml d’infusé, rajouter quelques gouttes d’une solution de FeCL3 à 5%. La réaction donne  une 

coloration bleue noir en présence des tanins. (Préparation de réactif de Fer chlorure anhydrique à 5% : 

voir l’Annexe 1 )(Bruneton ., 1999). 

 

A. Les tanins catéchétiques : 

15 ml d’infusé sont additionnés à 7  ml de réactif de Stisany .La réaction donne une coloration rouge 

en présence des tanins catéchétiques. (Préparation de réactif de stisany : voir l’Annexe 1 ).(Bruneton 

., 1999). 

B. Les tanins galliques : 

À 5 ml d’infusé sont ajoutés 2 g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCl3 . La réaction 

donne une coloration bleue foncée en la présence des tanins galliques. (Bruneton ., 1999). 

 

3) Identification Les flavonoïdes : 

 À 5ml d’infusé sont additionnés 5 ml d’HCL, un copeau de Mg et 1 ml d’alcool iso-amylique. 

La réaction donne une coloration rouge orangée en présence des flavonoïdes. (Bruneton ., 

1999). 
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4) Identification Les alcaloïdes : 

Introduire 1g de poudre végétale dans un tube à essai, ajouter 10ml d’acide sulfurique (10%) 

agiter énergiquement pendant 2 mn et filtrer, on dernier ajouter 2 gouttes du réactif de 

Dragendorff. Apparition d’un précipité rouge orangé. (Bruneton ., 1999). 

 

5) Identification Les glucosides : 

À 2 g de poudre végétale, ajouter quelques gouttes d’acide sulfurique. La formation d’une 

coloration rouge brique ensuite violette indique la présence des glucosides. (Bruneton ., 1999). 

 

6) Identification Les mucilages : 

On introduit 1ml de l’infusé dans un tube et on lui ajoute 5ml d’éthanol absolu, l’obtention d’une 

précipitation floconneux indique la présence des mucilages. (Bruneton ., 1999). 

II.5 .Etudes des activités biologiques : 

II.5.1.Activité anti-inflammatoire  

Selon le test de Levy  a été  réalisée  l’activité anti-inflammatoire de l’huile essentielle et de 

l’hydrolat de la plante étudiée. (Collot ., 1972). 

Principe : 

L’injection de la carragéenine à 1% sous l’aponévrose plantaire de la patte de la souris 

provoque une réaction inflammatoire qui peut être réduite par un anti-inflammatoire. 

Cette étude permet de comparer la réduction de l’œdème plantaire après administration de 

doses égales du produit anti-inflammatoire à tester et du produit de référence correspondant 

 IBUPROFENE® 200mg. 

Mode opératoire : 

1. Préparation de la solution de carragéenine : 

Pour la préparation : nous mettons 25ml d’eau physiologie dans un petit bécher, nous lui ajoutons 

progressivement de la carragéenine (0.5g), puis nous ajustons le volume à 50ml avec de l’eau 

physiologie (plus quelques gouttes de tween 80 pour permettre la poudre de carragéenine de 

dispersée dans l’eau distillée).agitation avec un vortex pour avoir une solution homogène. 

Constituer 4 lots de 5 souris chacun : 
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-Un lot témoin. 

-Un lot d’essai  (P.H). 

-Un lot d’essai (hydrolat). 

-Un lot d’essai (HE après formulation). 

-Un lot de référence. 

 Au temps T0 : 

Administrer aux quatre  lots suspensions suivantes :  

-Lot témoin : chaque souris reçoit 0.5ml d’eau distillé. 

-Lot d’essai (P.H) : chaque souris reçoit 0.5ml du produit à tester l’huile essentielle de Pinus 

halepensis L à la dose active bibliographique.  

-Lot de l’hydrolat : chaque souris reçoit 0.5ml du produit à tester l’hydrolat de Pinus 

halepensis L à la dose active bibliographique. 

-Lot de référence : chaque souris reçoit 0.5ml du produit de référence Ibuprofène® 200mg à la 

même dose active. 

 Au temps T0+30mn : 

Injecter la solution de carragéenine sous l’aponévrose plantaire de la patte arrière gauche sous 

un volume de 0.1ml aux souris. 

 Au temps T0+4h : 

-Sacrifier les animaux par rupture de la nuque ensuite couper les pattes postérieures à hauteur 

de l’articulation et les peser sur une balance analytique. 

Expression des résultats : 

-Calculer les moyennes arithmétiques des poids de la patte gauche et la patte droite pour 

chaque lot. 

-Calculer le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (%d’œdème) par la formule 

suivante : 

 

 

 

%𝑑′𝑜𝑒𝑑è𝑚𝑒 =
moyenne des poids de la patte gauche − moyenne des poids de patte droite

moyenne des poids de patte droite
∗ 100 
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-Calculer le pourcentage de réduction de ‘œdème chez les souris traitées par rapport aux 

témoins. 

 

 

 

 

II.5.2.Activité antimicrobienne  

L’évaluation de l’activité antimicrobienne de l’huile essentielle et de l’hydrolat  des aiguilles de 

Pinus halepensis L a été réalisée par la méthode de diffusion sur milieu solide (méthode validée 

inspiré de la méthode des disques ou d’antibiogramme) afin de déterminer la sensibilité ou non 

des différentes souches vis-à-vis à l’HE et l’hydrolat. 

 Mode opératoire :  

 Repiquage des souches : 

 Afin d’obtenir des cultures jeunes de 24h, les souches conservée ont été repiquées par 

ensemencement en striées sur gélose nutritive pour les bactéries et milieu sabouraud 

pour les souches fongiques, puis incubées dans l’étuve pendant 24h à 37  ͦ C pour les 

bactéries et pendant 48h à 25 ͦC pour les levures . 

 

 Enrichissement des bactéries : 

 5ml de TSB ont été prélève et mis dans deux tubes à essai.  quelques colonies de la 

souche  bactérienne  Pseudomonas aeruginosa  ont été prélevées et mises  dans un des 

deux tubes à essai .La même opération a été réalisée pour la souche  Bacillus subtilis. 

La suspension  est  homogenèse et incube à 35 ͦ C pendant 24h. 

 Préparation de la 1
ère

couche de milieu : 

 Faire fondre le milieu MH et SAB dans un bain marie 95C
ͦ

  et laisser refroidir jusqu'à  

45 ͦC. 

 Verser aseptiquement la 1
ère

 couche  dans les boites de pétri  d’un diamètre de 9cm à 

raison de deux  biotes par souche étudiée. 

 Laisser refroidir et solidifier (environ 30min) sur paillasse. 

 

 

% 𝑑𝑒 𝑟é𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝑙′𝑜𝑒𝑑è𝑚𝑒 =
% de l′oedèmetémoin− %de l′oedème essai

%d′oedème témoin
∗ 100 
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 Préparation de l’inoculum : 

 A partir d’une culture pure et jeune de 18h pour les bactéries et  48h pour les  levures 

préparer une suspension ; on prélève 3 à 5 colonies  à l’aide d’une pipette pasteur 

scellée, quelque colonie bien isolées et parfaitement identiques. 

 Décharger la pipette pasteur dans 5ml d’eau distillé stérile. 

 Agiter pendant quelque secondes pour bien homogénéiser la suspension. 

 La lecture de la densité optique est effectuée. 

 Préparation de la 2 
éme

 couche du milieu : 

 Remplir des flacons stériles avec 50ml de MH pour les bactéries et avec 50ml de SAB 

pour les levures pour chaque souche. 

 Ensemencer les milieux de culture avec  200µl de chaque suspension dans chacun des 

flacons. 

 Agiter manuellement les flacons, puis verser rapidement 5ml de chaque milieu inoculé 

en deuxième couche sur la surface des boites contenant déjà la première couche 

solidifiée. 

 Etaler rapidement la seconde couche, en faisant pivoter la boite sur elle-même pour 

avoir une surface uniforme puis laisser solidifier sur la paillasse. 

 Dépôt  des disques d’aromatogrammes : 

 Prélever les disques stériles, fabriqués à partir du papier « wattman » avec un diamètre 

9mm à l’aide d’une pince stérile. 

 Imbiber avec  l’huile essentielle et d’ autre part  l’hydrolat de la plante. 

 Déposer les disques sur la deuxième couche qui forme un tapis bactérien. 

 Laisser diffuser pendant 30min sur la paillasse. 

 Incuber à 37
°
C pendant 24h pour les bactéries et à 25°C pendant 48h pour les levures la 

même  l’opération a été  fait pour l’hydrolat. (Figure 10). 
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Figure 10: Illustration de la méthode de l’ aromatogramme  (Zaiki, 1988). 

 Lecture 

Les résultats sont notés le lendemain de l’incubation pour les bactéries et deux jours après pour 

les levures, en mesurant les diamètres des halos clairs tout autour des disques ou zones 

d’inhibition. 

L’échelle d’estimation de l’activité antimicrobienne est donnée par Meena et sethi(1994) 

 Fortement inhibitrice lorsque le diamètre de la ZI ≥28mm. 

 Modérément inhibitrice : 16mm <ZI> 28mm. 

 Légèrement inhibitrice :10mm< ZI>16mm. 

 Non inhibitrice : ZI<10mm  . 

II.5.3. Activité antioxydante : 

   L'activité antioxydante a été déterminée par la méthode des radicaux de balayage DPPH, 

selon le protocole décrit par Molyneux, (2004) et modifié par  Nait bachir  et al, (2017). En 

bref, une solution de DPPH à 0,004 g pour 100 ml de méthanol a été préparée. Environ 3 ml de 

la solution de DPPH ont été mélangés à 1 ml de solution à analyser (de 0.5 à 5 mg / ml). 
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Mode opératoire : 

 Préparation de la solution méthanolique à DPPH : 

-Peser 4 mg  de DPPH et versé 100 ml de Méthanol dans une fiole pour avoir une solution 

méthanolique de DPPH à 0, 004%  (Solution mère). 

 Préparation des  solutions méthanoliques (différentes concentrations) de huiles 

essentielles, des hydrolats et vit C  :(0.5, 0.75, 1, 2.5 et 5 mg/ml) : 

-Les 1 
er

 étape de ce teste consiste a mettre  0.5mg de l’extrait (HE et hydrolat)  addition  à 

1 ml de méthanol pour avoir  la solution. La même opération est répétée pour les différents 

concentrations  (0.75, 1, 2.5et 5 mg/ml). 

-Pour la 2 
éme

 étape, 1ml  de chacune des solutions Méthanoliques des extraits ( l’huile 

essentielle et l’ hydrolat ) sont  mélangées avec 3 ml d’une solution Méthanoliques de 

DPPH (0,004 %) recouverte les tubes avec Papier aluminium. Le même protocole est 

réalisé pour la vitamine  C. 

- Après 30 min d'incubation à l'obscurité, l'absorbance de chaque solution a été mesurée à 

517 nm à l'aide du spectrophotomètre SHIMADZU UV – visible (Double 

Monochromateur UV-2700, Tokyo, Japon). (Le blanc est une solution de DPPH ). On 

détermine la cinétique de la réaction et les paramètres de calcul de l’activité antioxydant 

pour la vitamine C , pour l’huile essentielle et  l’hydrolat (Pourcentage d’inhibition, l’index 

IC50). 

 Détermination du pourcentage d’inhibition et l’IC50 : 

Selon Sharififar et al. (2007) L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (I%) 

est calculée de la manière suivante : 

 

 

 

Avec : 

I%=   le pourcentage de l'activité antioxydant. 

A0 =  l'absorbance de la solution de DPPH. 

AS =  l'absorbance de la DPPH. 

 

I %=A0-As/A0*100 
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Ce paramètre est défini comme la concentration d’antioxydant requise pour diminuer la 

concentration initiale de 50%, il est inversement lié à la capacité antioxydant. 

La cinétique des réactions de l’huile essentielle, de l’hydrolat  et de la vitamine C avec le 

DPPH• a été inscrite à chaque concentration examinée. Les concentrations en huile  

essentielle, en l’hydrolat  et en vitamine C en fonction des pourcentages du DPPH inhibés, 

ont été tracées à la fin de la réaction afin d'obtenir l'index IC50. Ce paramètre est défini 

comme la concentration d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du DPPH 

initiale de 50 %.  

II .6. Formulation et caractérisation d’une nano-émulsion à effet anti-inflammatoire à base de 

l’huile essentielle de Pinus .halepensis L. 

II.6.1.Formulation de la nano émulsion  

 Etape 1 (Préparation de la phase aqueuse ) : la b-cyclodextrine 5%, l'arginine 5% et 

la gomme xanthane 1% ont été dissoutes dans de l 'eau bidistillée avec chauffage à 

40 ͦ C pendant 2H. 

 Etape 2 (Formation de l’émulsion primaire) : 2,5ml de l’huile essentielle de Pinus 

halepensis L  sont dispersés dans la phase aqueuse (à 5% p/p) en utilisant un Ultra-

Turrax (T25 IKA Labortechnik, Allemagne) à 24000 tr/min pendant 15 minutes.   

 Etape 3 (Préparation de la nanoemulsion) : l'émulsion primaire a été soumise à une 

sonication à l'aide d'un bain à ultrasons (Ultrasonics, USA) à une fréquence de 20 

kHz et une puissance de 750W (Nait bachir ., 2018).  La composition de la 

formulation est donnée dans le tableau 3. 

Tableau 3 : Composition de la nano-émulsion. (Nait bachir ., 2018) 

 

 

Composition  Quantité  

Huile essentielle 5% 

β-cyclodextrines 5% 

Arginine 5% 

Gomme xanthan 1% 

Eau 84% 
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II.6.2.Analyse de la formulation par granulométrie laser  

La distribution granulométrique des gouttelettes a été déterminée à l'aide d’un 

granulomètre laser de type Nanotrac TM250 (Microtrac Inc, PA, USA). La répartition des 

tailles de gouttelettes a été caractérisée en termes de diamètre moyen de la distribution 

volumique en mesurant la lumière diffusée (173°), l’échantillon a été dilué à un rapport de 

1:100 avec de l'eau bidistillée. (Duan .,et al (2008). (Voir annexe II) 

Le diamètre moyen de la distribution volumique « Md » a été calculé par l'équation 

suivante : 

Où «Vi» est le pourcentage de volume entre les tailles de gouttelettes et «di» le diamètre 

des gouttelettes. 

 

 

II.6.3.Analyse du potentiel zêta 𝜻 

Le potentiel zêta de  la nano-émulsion à été déterminés à l'aide de l’appareil Nanotrac 

(Microtrac Inc, PA, USA) et calculés en utilisant l'équation de Smoluchowski (Thielbeer., 

et al 2011) . 

 

 

 

Où «U» est la tension et «L» est la distance entre deux électrodes, «ε» et «η» sont 

respectivement la constante diélectrique et la viscosité de l'eau pure et «ν» la vitesse 

mobile des gouttelettes de l’huile essentielle dans le champ électrique.  

II.6.4.Evaluation de l’activité anti-inflammatoire: 

    L’activité anti inflammatoire de la nano-émulsion a été testée  sur les souries, en  

utilisant le modèle  de l’œdème de la patte induite par la carragéenine ; le Protocol a été 

préalablement  décrit dans la section (II.5.1). 

 

 

𝑴𝒅 =
 𝑽𝒊𝒅𝒊

 𝑽𝒊
 

 

𝜻 =
𝟒𝝅𝜼

𝜺

𝒗
𝑼

𝑳
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III.1. Détermination de la teneur en eau  

Les résultats de la teneur en eau de l’espèce sont consignés dans la figure 11 

 

 

Figure 11 : Teneur en eau et de la matière sèche de Pinus halepensis L 

La teneur en eau obtenu en pourcentage est de 45.3% ce résultat nous servira pour le calcul 

des rendements des huiles essentielles du matériel  végétal frais. 

III.2. Rendement en huile essentielle  

Les aiguilles du Pinus halepensis L de chréa  ont fourni un rendement de (0.83% ) d’huile 

essentielles .Ce dernier est relativement supérieur à ceux obtenus dans  les travaux menés 

par Boukhalfa ,(2008) qui mentionne un rendement de (0.66 %) pour la région de Blida, 

Cependant, il demeure proche à celui de la région d’El Hamdania (0.80 %) et inferieur par 

rapport à celui  de la région de chréa ( 1% ) . 

Certains auteurs indiquent que la qualité et la quantité des huiles essentielles sont 

influencées par des facteurs environnementaux spécifiques, comme la température, 

l’humidité relative, la durée totale d’insolation et le régime des vents (Garnero, 

1991 ;Bruneton ,1993 ;Bureton ,1999). 

 

 

 

 

matiére séche
55%

Teneur en eau 
45%

matiére séche54,7%

Teneur en eau 45,3%
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III .3. Composition chimique des extraits 

III.3.1.Analyse de l’huile essentielle par CG/SM  

Le chromatogramme est montré dans le tableau V et la figure 12.   

 

Figure 12 : Chromatogramme de l’huile essentielle de Pinus halepensis L. 

 

L’analyse de CG/SM  nous a permis d’identifier 20 composés qui correspondent  à 87.9% 

de la composition totale de l’huile essentielle du Pinus halepensis L .Le composé 

majoritaire de cette  huile essentielle est le  beta-caryophyllene (34.6%) . Il existe d’autres 

composés qui presentent des teneurs plus ou moins importantes :  gamma-terpinene 

(11.7%) , 2-carene (9.9 %) , p-cymene (9.1 %) , 1,6-octadiene-3-ol,3,7-dimethyl (6.1% ) 

,thymol (3.8%). Les autres constituants ont des teneurs faibles inferieurs à 1% : 4-epi-

cubedol (0.1%) caryophyllene-oxide (0.4%) alpha-cadinol (0.6%) cis-alpha-copaene-8-ol 

(0.4%). 

Les études réalisées sur Pinus haelpensis cueillies à  Sidi fradj présentent  les composés 

majoritaires : â-caryophyllène (26.6%), allo-aromadendrene (12.5%), and á-humulene 

(4.3%). (Dob et al., 2002 cité par Benaziza ., 2017). 

III.3.2. Screening   phytochimiques : 

Les tests  de screening phytochimiques de la poudre , de l’ infusé et  de l’hydrolat du  

Pinus halepensis L ont permis de mettre en évidence la présence de quelques métabolites 

secondaires représentés dans le tableau suivant :  
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Tableau 4 : Résultats de screening  phytochimiques des aiguilles  du  Pinus halepensis L. 

 

Les résultats des tests préliminaires démontrent que les aiguilles et l’hydrolat  de Pinus 

halepensis L. 

Renferme la majorité   des classes de métabolites secondaires testées dont les Glucosides, 

les Mucilages, les  Flavonoïdes, les  Anthocyanes, les Tanins,  les Tanins catéchétiques et 

les Tanins galliques. Nous montrons que l’ensemble des métabolismes secondaire cité 

précédemment sont présentes au niveau des aiguilles et de l’hydrolat de pin d’Alep 

exception faite pour les anthocyanes qui sont faiblement présent au niveau de l’hydrolat. 

III.4.Etudes des activités biologiques : 

III.4.1. Activité anti inflammatoire  

   Le but de ce test est la mesure de l’activité anti-inflammatoire de l’huile essentielle et  

de l’hydrolat de l’espèce étudiée. Pour cela nous avons déterminé le pourcentage d’œdème 

provoqué suite à une inflammation des pattes de souris par un produit irritant à base de la 

carragéenine. L’application  par la suite de l’huile essentielle et l’hydrolat de la plante et du  

produit de référence Ibuprofène 
®  

aux lots de souris correspondants permettra d’évaluer 

Métabolites 

 

Résultats (HE) 
Résultats 

(Hydrolat ) 

Réaction positive 

Glucoside 

 

+ 
+ 

Rouge brique ensuite 

violette. 

Alcaloïde 

 

- 
- 

Ne change pas la 

couleur. 

Mucilage 

 

+ 
+ 

L’obtention d’une 

précipitation 

floconneuse indique 

la présence du 

mucilage. 

Anthocyanes 

 

+ 
+ 

Rouge. 

Tanin 

 

+ 
+ 

Bleue Noire. 

Tanins catéchétiques 

 

+ 
+ 

Rouge. 

Tanins galliques 

 

+ 
+ 

Bleue foncé. 

Flavonoïdes 

 

+ 
+ 

Rouge orangé. 
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 l’effet anti inflammatoire des extraits utilisés. 

La comparaison du taux de réduction de l’œdème  des pates après application de doses 

égales du produit à tester et celui du produit de référence correspondant, est réalisée par 

rapport à un témoin. 

 

Le tableau 5 ci-après représente les résultats d’œdème des plantes étudiées exprimé en 

pourcentage d’œdème  par rapport au témoin et au produit de référence. 

Tableau 5 : Pourcentage de l’augmentation de  l’œdème. 

Lots  Témoin  Ibuprofène 
®
 HE de Pinus 

halepensis L 

Hydrolat de 

Pinus 

halepensis L 

% d’œdème 

  

46.66 22.04 17.35 24.06 

 

Nos résultats sont présentés sous formes d’histogramme (Figure 13).  

 

 

Figure 13 : Pourcentages de l’augmentation  de l’œdème. 

 

Selon les  résultats montrées dans la figure 13 , nous constatons que le lot traité par l’huile 

essentielle, présente le pourcentage le plus faible de l’augmentation de l’œdème (17.35%) . 

L’hydrolat présente un  pourcentage plus élevé (24.06%) par rapport à celui traité par 

Ibuprofène 
® 

qui présente un pourcentage de (22.04%).La valeur la plus élevée est obtenue 

pour le témoin négatif avec (46.66%). 

0
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Le tableau 6 représente les résultats de la réduction de  l’œdème exprimé en pourcentage  

Tableau 6 : Pourcentage de la réduction de l’œdème. 

Lots  Témoin  Ibuprofène 
®

 HE de Pinus 

halepensis L 

Hydrolat de 

Pinus 

halepensis L 

HE 

formulation 

 

% réduction 

de l’œdème 

00.00 52.76 62.81 48.43 
84.64 

 

Nos résultats sont présentés sous formes d’histogramme (Figure14). 

 

 

Figure 14: Pourcentages de réduction de l’œdème. 

 

L’étude de l’activité anti-inflammatoire de l’huile essentielle et de  l’hydrolat de Pinus 

halepensis L . montrent  que notre plante présente un effet anti-inflammatoire plus  

important  comparativement  à celui du produit de référence Ibuprofène 
®
. 

  Selon la figure 14  nous  constatons que l’HE des aiguilles de Pinus halepensis L  à réduit 

l’œdème induit par la carragéenine  à 1 %, d’une façon appréciable (62.81%) par rapport 

au produit de référence Ibuprofène
®
  qui présente un pourcentage (52.76%).et à l’hydrolat 

qui présente un faible pourcentage de réduction de l’œdème (48.43%). 
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Selon OKoli et al.(2007), l’injection de la carragéenine par voie sous aponévrose plantaire 

induit une accumulation du liquide conduisant à la formation d’un œdème qui est 

caractéristique de l’inflammation aigue. L’épaisseur de l’œdème atteint son maximum au 

bout de 3 heures après l’injection de la carragéenine (Russo-Marie et al ., 1998). 

L’injection de la  carragéenine aux animaux provoque une inflammation locale causée par 

une lésion tissulaire qui résulterait de l’action des prostaglandines et de l’histamine 

produites. Ces médiateurs augmentent la perméabilité des capillaires de la zone 

d’inflammation. En conséquence, l’exsudat s’échappe de la circulation sanguine vers 

l’espace interstitiel. Cet exsudat est la cause de l’œdème localisé, qui à son tour, comprime 

les terminaisons nerveuses et détermine ainsi une sensation de douleur (Devulder et 

al.,2002 ; Rousselet et al .,2005). 

La formulation  présente un pourcentage d’inhibition de l’œdème   de (84.64 % )Cette 

valeur est supérieure à celle  de l’huile essentielle  pure (62.81%) voir figure 19.Cette 

augmentation est principalement du a deux mécanismes différents, le premier est l’ 

augmentation de l’ absorption  de l’ huile essentielle par la muqueuse intestinale (gras a la 

petite taille des gouttelettes de l’ huile essentielles ) et le 2
éme

 est l’augmentation de la 

solubilité de l’ huile essentielle dans le sang ( gras a la formation des complexes 

d’inclusion entre  le β-cyclodextrine et les compose de l’ huile essentielle ) , ce mécanisme 

a été proposé dans une formulation antidiabétique par (Nait bachir et al ., 2018 ) une autre 

étude a également montré l’augmentation de l’activité antimicrobienne du l’huile 

essentielle . Donsì, F., Annunziata, M., Sessa, M., & Ferrari, G. (2011) 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                           Résultats et discussion  
 

40 
 

III.4.2.Activité antimicrobienne   

Le résultat de l’effet antimicrobien des huiles essentielles des aiguilles  de Pinus 

halepensis L Sont présentés dans le tableau 7. 

 

Tableau 7 : Résultat des testes d’inhibition de l’activité antimicrobienne de Pinus 

halepensis L. 

 

Souche testées 

 

ZI (mm) 

HE 

 

Interprétation 

 

ZI(mm) 

(Hydrolat) 

Interprétation  Norme  

MEENA et SETHI 

(1994)  

Escherichia coli  

 

<9 R 13 S  Fortement 

inhibitrice  

ZI >28mm  

 

Modérément 

Inhibitrice 

16mm<ZI>28mm. 

 

Légèrement 

inhibitrice 

10mm<ZI>16mm 

 

Non inhibitrice  

ZI <10mm 

Bacillus subtilis 

 

<9 R <9 R 

Staphylococcus  

Aureus 

12.5 S <9 R 

Pseudomonas 

aeruginosa 

<9 R 14.5 S 

Candida 

albicans 

 

12.5 S <9 R 

Saccharomycète 

cerevisiae 

12.75 S <9 R 

 

D’après le  tableau 7 l’huile essentielle de Pinus halepensis L a montré une activité 

légèrement inhibitrice sur Staphylococcus aureus Gram+ (12.5 mm). Toute fois elle 

semble non inhibitrice sur les autres souches : Escherichia coli, Bacillus subtilis, 

Pseudomonas aeruginosa. Les  deux levures Candida albicans et Saccharomycète 

cerevisiae sont légèrement sensible (12.5mm) et (12.75 mm) respectivement.  

Ces résultats sont en accord avec les données de (Morris et al ., 1979), qui notent que 

l’huile essentielle de Pinus halepensis L a montré une activité modérée sur Staphylococcus 

aureus. 

Selon Nedorostova L et al.(2009) , l’huile essentielle de Pinus halepensis L  est plus 

active contre les germes gram positifs .il semblerait que les bactéries gram négatives 

typiques sont plus résistantes.ces résultats sont confirmés par plusieurs travaux (Canillac , 

2001 ; Hussain et al ., 2008). 
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Il est à noter que l’activité antimicrobienne d’une huile essentielle est due, principalement 

à sa composition chimique, et en particulier, à la nature de ses composés majoritaires 

(Lawrence ,1993 ; Dorman, Deans, 2000).  Elle peut être attribuée, aussi, à une ou 

plusieurs molécules présentes en faibles proportions dans les huiles essentielles 

(Belaicheetal ., 1995 ; Tzakouet al ., 2007) 

Les huiles essentielles de Pinus halepensis L ont une importante activité antimicrobienne, 

révélée par le test de diffusion sur disque contre 11 bactéries avec  des zones  maximales 

d’inhibitions pour les espèces suivantes :  Enterococcus foecalis, Lysteria monocytogene, 

Acinetobacter baumanii, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae (Macchioni et al., 

2002). De plus les huiles extraites des feuilles de P.halpensis ont montré aussi une forte 

activité antifongique contre Aspergillus flavus, Aspergillus Niger, Fusariumoxysporum, et 

Rhizopusstolonifer (Fekih et al., 2014). 

Des études on montré une activité antimicrobienne sur les souches Staphylococcus aureus, 

 Pseudomonas aeroginosa, et Escherichia coli par la présence du Thymol dans  l’huile 

essentielle  .(Franchome et al .,2001) 

Nous rappelons que notre l’huile essentielle contient 3.8% du thymol malgré cela, nos 

résultats ont montré l’absence de l’activité antibactérienne sur ces souches .Cela peut être 

expliqué par l’absence  d’autres composés qui agissent une synergie avec le thymol . 

D’ autre part des composés des  huiles du pin d’Alep (β-caryophyllène, l’α-pinène, le β-

myrcène et l’α terpinolène) sont caractérisées par une forte activité antibactérienne sur des 

souches antibiorésistantes responsables d’infection nosocomiale dont les Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeroginosa, et Escherichia coli (Sadou, et al., 2015 cité par 

Benaziza  ., 2017). 

Le résultat de l’effet antimicrobien de l’hydrolat des aiguilles de Pinus halepensis L 

D’après le  tableau XI  l’hydrolat de Pinus halepensis L. a montré une activité légèrement 

inhibitrice sur Escherichia coli Gram - (13 mm) et Pseudomonas aeruginosa  Gram -

(14.5mm) . Toute fois elle semble non inhibitrice sur les autres souches : Bacillus 

subtilis,Staphylococcus aureus , Candida albicans et  Saccharomycète cerevisiae.  

La forte activité bactériostatique des hydrolats de sarriette et d'origan est due à la présence 

de carvacrol et de thymol, qui sont deux phénols mono terpéniques connus pour leur 

activité antibactérienne. (Farag et al., (1989) ; AL-Turki (2007)) ces auteurs  ont indiqué 
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que les hydrolats  de thym, menthe poivrée, poivre noir et ail présentent des propriétés 

antibactériennes contre B. subtilis et S. enteritidis. Par la suite, Selon  Hussein et al. (2011) 

en étudiant l’effet antibactérien de certains hydrolats extraits à partir du basilic (O. 

basilicum), du thym (T. schimperi), de Cardamome (E. cardamon), du clou de girofle (S. 

aromaticum) et de cannelle (C. zeylacinum) ont prouvé leur efficacité pour inhiber 

certaines bactéries telles que S. aureus, E. coli et S. typhi. 

Des chercheurs de l'Université d'isparta en Turquie se sont intéressé au potentiel 

antibactérien d'hydrolats issus d'épices abondamment utilisées en alimentation pour 

aromatiser Ses préparations culinaires (Sagdiç et al., 2003). Plusieurs hydrolats d'épices de 

Turquie ont été testés tels que ceux de romarin (Rosmarius officinalis L), de basilic 

(Ocimum basilicum L), d'origan (Origanum vulgare L.) ou encore d'anis (Pimpinella 

anisum L). L'étude a été réalisée sur plusieurs bactéries pathogènes (Escherchia coli, 

Salmonella enteritidis, Staphilococcus aureus, etc.). Les hydrolats de thym « noir » 

(Thymbra spicata L), de cumin (Cuminum cyminum L) puis d'anis (Pimpinella anisum L) 

ont également montré une activité intéressante contre certaines bactéries. (Deans et al., 

1990; Farag et al., 1989).         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                           Résultats et discussion  
 

43 
 

III.4.3. Activité anti oxydant  

Les résultats  de l’activité antioxydant sont  montres dans les figures suivantes :  

       

                                   a                                                                       b 

 

c 

Figure 15: les résultats de l’activité anti oxydant des aiguilles de Pinus halepensis. 

a= Huile essentielle,  b = Hydrolat,  c = vitamine c . 
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D’ après les figures, nous pouvons dire que l’huile essentielle et l’hydrolat sont donnés 

d’une activité antioxydant plus ou moins importante. 

 

Les résultats de l’IC50 sont montres dans la figure 16 : 

 

 

 

Figure 16 : les résultats de l’IC 50 

 

Les résultats montrés dans la figure 16, nous permettent de constater que l’hydrolat 

possède une activité antioxydant importante IC50 =0.487±0.958(mg/ml) et  la Vit C avec 

une  IC50= 1.071±0.925 (mg/ml) .Par contre, l’huile essentielle n’a aucune activité 

antioxydant  montrant une IC 50de 10.311± 0.543(mg/ml). 

 

Selon (Seladji., 2014) ont travaillé sur huiles essentielles des trois espèces  de Pinus  

( P.pinea, P.pinaster et P.halepensis) . Selon l’auteur aucune activité antioxydant n’a été 

notée pour   l’huile essentielle de  P.halepensis .   

En général, les interactions synergiques entre les différents constituants d’une HE sont à 

l’origine d’un pouvoir antioxydant beaucoup plus important (Vardar-Ünlü G.,2003). 

 

La capacité des hydrolats à empêcher l'oxydation a été vérifiée par certains chercheurs. Des 

hydrolats comme ceux de S. aromaticum, T. vulgaris et L. officinalis se sont montrés très 
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efficaces en tant qu'antioxydants (Aazza et al., 2012). De même, les hydrolats issus de 

fleurs et de racines de Daucus muricatus L. ont révélé un fort potentiel antioxydant à de 

faibles concentrations (Dib et al., 2015). En revanche, Zimoch-Korzycka et al. (2016) ont 

trouvé que l’hydrolat de L. angustifolia a présenté une faible activité antioxydante due à 

leur pauvreté en principes actifs. 

III.5.  Formulation et caractérisation de la nano-émulsion 

  La nano émulsion obtenu présente un aspect légèrement trouble qui vire vers la couleur 

blanche, c’est un signe que les gouttelettes de l’huile essentielle dispersé dans la phase 

contenu présentent  de petite taille contrairement à l’émulsion classique (crème) qui ont un 

aspect opaque et blanchâtre. La nano-émulsion présente une  odeur caractéristique  du 

principe actif (l’huile essentielle Pinus halepensis L) et un aspect très léger, une faible 

viscosité  et un étalement très facile. 

L’analyse par la granulométrie laser  nous a permet de mesuré le diamètre moyenne des 

nano- gouttelette qui est de l’ordre de 216,08 nm .La distribution granulométrique a été  

représenté dans la figure 17, sont allure  est quasiment  une  gaussienne  mono-disperse. 

 

 

Figure 17 : les résultats représentent l’analyse de l’huile essentielle  par granulométrie 

laser. 
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L’analyse du potentiel zêta nous renseigne sur le nuage électrique qui entoure les nano-

gouttelettes est donc sur la stabilité  de la formulation, sa valeur est de l’ordre de  81,26 

mV, l’évolution de potentiel zêta a été  montré dans la figure 18. Cette valeur nous 

confirme que notre formulation est stable dans le temps, effectivement  cette valeur 

positive de potentiel zêta  est du à l’acide aminée chargé positivement (l’arginine.). 

Disalvo, E. A., & Bouchet, A. M. (2014). 

 

 

 

Figure 18 : les résultats représentent l’analyse du potentiel zêta. 
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Ce travail a porté sur l’étude de l’espèce Pinus halepensis L .de la région de chréa 

de BLIDA à savoir les analyses phytochimique, la caractérisation par CG/SM , les testes 

anti inflammatoire, antimicrobienne, anti oxydant et la formulation nano émulsion  de 

l’huile essentielle. 

L’extraction par hydro distillation de  l’  huile essentielle des aiguilles a parmi 

d’obtenir  un rendement de (0.83%  ). 

La composition chimique de cette l’huile essentielle a  fait l’objet d’une  analyse par  la 

chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (CG/SM).  Cette 

analyse nous a permet d’identifier 20 composés qui correspond  à 87.9% de la composition 

totale de l’huile essentielle du Pinus halepensis L .Les composés majoritaire de cette l’ 

huile essentielle sont :  beta-caryophyllene (34.6%) , gamma-terpinene (11.7%) , 2-carene 

(9.9 %) , p-cymene (9.1 %) , 1,6-octadiene-3-ol,3,7-dimethyl (6.1% ) ,thymol (3.8%). 

Des aiguilles de l’espèce étudiée ont été analysée par un screening phytochimique. 

.Les résultats obtenus ont révélé la présence   les Glucosides, les Mucilages, les Tanins 

catéchétiques, les  Flavonoïdes, les Anthocyanes, les  Tanins et  les Tanins galliques. Ces  

différentes substances actives sont aussi présentes chez l’hydrolat.  

L’étude de l’activité anti inflammatoire des huiles essentielles  et  des hydrolats  (selon le 

test de Levy) réalisé sur des souris a montré un effet important de cette espèce comparée 

au produit de référence Ibuprofène ®.  

L’évaluation de l’activité anti microbienne de l’huile essentielle et de l’hydrolat  a 

été effectué sur 4 souches de bactérie à Gram- et Gram+ et deux levures .Les résultats 

obtenues ont montré que notre huile essentielle est légèrement inhibitrice sur des souches  

staphylococcus  aureus  Gram +,  Candida albicans et Saccharomycès cerevisiae. 

Cependant, elle s’avère non efficace vis-à-vis de Escherichia coli, Bacillus subtilis et  

Pseudomonas aeruginosa . Alors que l’hydrolat de cette espèce. a montré une activité 

légèrement inhibitrice sur Escherichia coli Gram - et Pseudomonas aeruginosa  Gram –. 

Toute fois elle semble non inhibitrice sur les autres souches : Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus , Candida albicans et Saccharomycès cerevisiae . 

L’activité antioxydant de l’huile essentielle et de l’hydrolat  est également, testée  par la 

méthode des radicaux de balayage DPPH. Les résultats obtenus  montrent l’existence d’un  

pouvoir antioxydant plus  important pour l’hydrolat. 
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Le produit obtenu par la formulation  de l’huile essentielle (nano-émulsion)  présente un 

pourcentage d’inhibition de l’œdème  de (84.64 %) Cette valeur est supérieure à celle  de 

l’huile essentielle naturelle  pure (62.81%). 

Il est important  donc de pour suivre les travaux concernant cette plante pour une 

éventuelle formation médicamenteuse à base de Pinus halepensis L. 

Ce travail ouvre la voie à d’autre perspective, il serait nécessaire également : 

 De comprendre  le mode d’action des huiles essentielles pour  une bonne gestion de 

leur exploitation et de  leur utilisation dans les différents domaines 

(pharmaceutique, cosmétique, alimentaire, industriels… etc.). 

 L’analyse chimique des hydrolats par HPLC, pour comprendre leur effets positifs 

des différentes activités biologiques  



Annexe 1 : matériel de laboratoire utilisé 

Petit matériel et consommable  

- Bec bunsen. 

- Becher. 

- Bol en inox.  

- Boites de pétri stériles à usage unique. 

- Burette graduée. 

- Disque en papier absorbants. 

- Entonnoir. 

- Erlenmeyer. 

- Etiquettes. 

- Filtre. 

- Gants. 

- Gaze. 

- Flacons stériles. 

- Fiole jaugée. 

- Micropipette. 

- Pied à coulisse. 

- Papier aluminium. 

- Pince. 

- Pipettes pasteur. 

- Pipettes graduées. 

- Pissette. 

- Portoir pour tubes. 

- Seringue stériles en plastique à usage unique. 

- Tubes à essai en verre à vis et à fond plat. 

Réactifs et produits utilisés  

- Acétate de sodium. 

- Acide sulfurique. 

- alcool iso-amylique. 

- Ammoniaque. 

- Arginine. 

- Carragéenine. 



- Dragendorff. 

- Eau distillé. 

- Eau bidistillé. 

- Eau physiologie. 

- Ethanol. 

- Fecl3. 

- Formol. 

- Gamme xanthane. 

- Gélose nutritif. 

- HCL. 

- Ibuprofène. 

- Méthanol. 

- Miller Hinton. 

- Sabouraud. 

- TSB. 

- Twéen80. 

- Vit C. 

- βCD. 

 

Appareillage 

 

- Agitateur vortex. 

- Autoclave. 

- Bain Marie. 

- Balance analytique. 

- Balance de précision. 

- Centrifugeuse. 

- Clevenger. 

- Eau physiologique. 

- Etuve. 

- plaque chauffante. 

- Robot broyeur. 

- Rota-vapeur. 

- Spectrophotomètre UV-Visible. 



- Ultrason. 

- Analyseur de nanoparticule à diffusion de lumière  DLS ( Nanotrac). 

Préparation des réactifs  

A. Réactif de Fer chlorure anhydrique à 5% : 

10g de FeCl3 +200ml d’eau distillé (BRUNETON J., 1999) 

B. Réactif de Stiansy : 

10ml de formol à 40% +  5ml d’HCL concentré (BRUNETON J., 1999) 
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Figure 20 : Les souris pour 

l’expérimentation. 

 

Figure 21 : Administration par 

gavage.    

Figure 22 : Mesure l’œdème.                            Figure 23 : Injection de la 

carragéenine.               

Figure 24 : Pied à 

coulisse.  

 

    Figure 25 : Sacrifier les souris.                                                 

 

Figure 26 : Coupure des pattes   .           

Figure 19 : Pinus halepensis. 



               

                                        

               

                                

                                                       

 

 

                                                   

                                                         

 

 

Figure 27: Préparation de l’infusé.   Figure 28 : Screening phytochimique   .                                                       

 

  Figure 30 : Différentes 

concentrations des Solution 

Méthanoliques. 

Figure 31: Spectrophotomètre 

SHIMADZU  UV-visible.                                                                   

  Figure 29: Solution Méthanoliques de DPPH. 

 



                        

                                   

                S. aureus                                                                                            S. cerevisiae 

                                               

C .albicans 

 

                                              

P.  aeroginosa 

 

E .coli 

Figure 32 : L’activité inhibitrice de l’HE et de l’hydrolat  de Pinus halepensis L. 

 



Glossaire 

 

Antibiogramme : Examen bactériologique qui permet d’apprécier la sensibilité ou la 

résistance d’une bactérie vis-à-vis des antibiotiques. 

Anti-inflammatoire : Ce dit d’un produit ayant la propriété de diminuer l’inflammation. 

Antiseptique : agent d’un médicament propre à prévenir les injections.  

Biosynthèse : la formation de substances par un être vivant ou son symbiote, dans son milieu 

interne ou dans les excrétas que sont le mucus, les coquilles des œufs ou des mollusques, 

L’écorce, etc. 

Carragéenine : Muco-polysaccharide sulfaté extrait d’une algue mariné. 

Cellules glandulaires : cellule spécialisée qui libère des substances (comme du mucus, des 

hormones et des liquides lubrifiants) dans le corps. 

Cuticule : la couche externe qui recouvre et protège les organes aériens des végétaux, des 

champignons et les organes de certains animaux. 

Cytoplasme : partie de la cellule qui entoure le noyau. 

Dragendorff :   un réactif utilisé pour mettre en évidence les alcaloïdes notamment en phar-

macognosie. 

Héliophiles : une espèce végétale ayant d'importants besoins en lumière pour se développer. 

IBUPROFENE® : la dénomination commune internationale de l'acide 2-[4-phényl] 

propanoïque. Il s'agit de la substance active d'un médicament AINS utilisé pour soulager les 

symptômes de l'arthrite, de la dysménorrhée primaire, de la pyrexie ; et comme analgésique, 

spécialement en cas d'inflammation. 

l'eau bidistillée : est terme générique  recouvrant plusieurs méthodes de purification de l’eau 

qui généralement : des gaz dissous ; des sels minéraux ; des composés organiques ; des com-

posés biologiques (bactérie, virus, ect .) 

Métabolites secondaires : des composés chimiques synthétisés par les plantes qui assurent 

des fonctions non essentielles, de sorte que leur absence n'est pas létale pour l'organisme. 

nano émulsion : est une solution huile dans l’eau (ou l’eau dans l’huile ) dont la taille de 

gouttelette est comprise entre 50 et 100 nm . 

Œdème : Gonflement des tissus provoqué par une infiltration de liquide interne. 

Pharmacologique : Science des médicaments, de leur effets et de leur emploi. 

Souche : Ensemble d’individus issus de repiquage successif d’une colonie microbienne. 

Thermophiles : Se dit des organismes qui vivent à des températures élevées. 



Tween 80: (Le polysorbate 80) est un tensioactif et un émulsifiant non ionique souvent utilisé 

dans les aliments et les cosmétiques 

Vitamine C : une vitamine hydrosoluble sensible à la chaleur et à la lumière jouant un rôle 

important dans le métabolisme de l'être humain et de nombreux autres mammifères. 
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I .1 . Généralités sur le genre Pinus 

Les Pinus sont  répartis dans le monde entier et essentiellement autour des côtes 

méditerranéennes (Ching et al., 2010 ).  

D’après  Farjon, (1990),ce sont des arbres ou plus rarement des arbustes persistants, 

monoïques, aux rameaux régulièrement verticillés, ont des feuilles en forme d'aiguilles qui 

sont persistantes . Les pinacées sont des conifères c’est-à-dire des plantes portant des 

cônes. Le bois est recherché tant pour les usages industriels et aussi médicinaux (Ching et 

al., 2010 ;Mathilde,2002). 

Selon Quèzel (1963), en Algérie on trouve trois genres qui sont : 

- Genre abies (le sapin). 

- Genre cedrus (le cèdre). 

- Genre pinus (les pins). 

 

I.2. Description botanique  

Le pin d’Alep est un arbre de 5 à 20 m de hauteur(figure 1) et d’une longévité qui peut 

attendre 300 ans. Son tronc est tortueux (Bernard, 2013). 

D’après Nahal (1962) ;Debazacet Tomssone (1965) ;Farjon et Brill (2005) , Son écorce, 

de couleur gris argent, se fissure avec l’âge. Ses aiguilles mesurent de 6 à 10 cm de 

longueur et sont groupées par deux en pinceaux à l’extrémité des rameaux. Ses Fleurs 

mâles et femelles sont séparées, mais sont situées sur le même sujet, toujours groupées en 

épis. Ses fruits sont des cônes pendants de 8 à 12 cm de longueur, persistant pendant 

Plusieurs années sur les rameaux. Ses graines abondantes, d'environ 5 mm de longueur, 

possèdent une grande aile persistante qui permet une dissémination rapide et éloignée.  
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Figure 1 : Pinus halpensis L (aiguille, cône) . 

 

 

I .3. Noms vernaculaires  

Le pin d'Alep (Pinus halepensis) on l’appelle parfois pin de Jérusalem ou pin blanc. 

Le pin d’Alep est connu localement sous le nom vernaculaire de snouber, il a d’autres 

noms azoumbei en kabylie, et Taida (Quèzel et Santa 1963).(figure 2) 

 

 

Figure  2 : L'espace vital de Pinus halepensis au stade bioclimatique semi-aride de la forêt 

de Balloul (Saïda), (avril 2011, photo KEFIFA) cité par Kefifa et,Benabdeli 2014 
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I.4. Classification de l’espèce  

La classification de genre Pinus est illustrée dans le (Tableau 01). 

 

Tableau 1 : Classification de l’ espèce (Gaussen  et al., 1982) 

 

I. 5.Répartition géographique 

Pinus halepensis est localisé Pratiquement sur tout le bassin méditerranéen, on le retrouve  

surtout en Europe de sud et en nord-ouest d’Afrique. (Arbez.,1987).Cette espèce est 

surtout cantonnée dans les pays du Maghreb et en Espagne où elle trouve son optimum de 

croissance et développement (Parde, 1961 ; in Quezel et al, 1992)(figure 3).En Algérie 

elle s’entend une superficie de 800 000 (Mezali, 2003) , en Maroc 65 000(Bakhiyi ,2000; 

in Bentouati, 2006),en Tunisie 170 000 à 370 000(Chakroun,1986), en France 202 
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000(Couhert et Duplat ,1993) ,en Espagne 1 046 978(Montero, 2000; in Bentouati , 

2006)  et  en Italie 20 000 (Seigue ,1985)   . 

 

 

 

Figure  3 : Air derépartition de pin d’Alep dans la région méditerranéenne (Quzel, 1986 ; 

in Bouceddi, 2016). 

 

En Algéried’après Zenzen (2016), le pin d’Alep est fréquent surtout sur les massifs  

du tell littoral et l’Atlas saharien, Il s’étend à lui seul sur près de 850.000 ha, il occupe 37% 

de la surface effectivement boisée de l’Algérie.  Selon  Boudy (1955), Le pin d’Alep 

présente de vastes peuplements en oranais (Sidi-Bel-Abbès, Saïda, Tlemcen, Tiaret) dans 

l’Algérois (média, Boghar, Monts des Bibans) sur l’Atlas saharien (mont de Ouled Nail) et 

dans le sud Constantinois (Aurès, région de Tébessa). (figure  4 ). 

 

 

 

 

     Aire de répartition du pin d’Alep 
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Figure 4: Répartition géographique de Pinus halepensis.(Bentouati, 2006 ; 

in Mezerai, 2014). 

 

I. 6.Origine et  habitat 

Cet arbre est commun en Afrique du Nord, en Espagne, et en Italie. On le trouve aussi en 

Palestine, en Jordanie, au Liban, en Syrie, en Turquie, en Grèce et en France dans la région 

Méditerranéenne. (Ganmi et al., 2005) 

Leur habitat est largement distribué dans les zones tempérées de l’hémisphère.  

Ces espèces sont très fréquentes dans le bassin méditerrané. Elles sont à la fois 

thermophiles et héliophiles. Ces conifères préfèrent les soles bien drainés sur lesquels la 

Croissance est plus rapide. 
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I.7.Ecologie  

D’âpres (Nahal, 1962), le Pin d’Alep est une essence méditerranéenne qui possède  

l’amplitude écologique la plus vaste. Il pousse dans des zones où les précipitations 

annuelles sont comprises entre 200 et 1500 mm. La pluviométrie ne semble pas être un 

facteur déterminant de la répartition de l’espèce, même si c’est entre 350 et 700 mm de 

précipitation annuelle qu’elle présente son développement optimal (Quezel et al ., 1987). 

Un des facteurs climatiques majeurs limitant l’expansion du pin d’Alep est la température.  

On le rencontre dans des gammes de températures moyennes annuelles allant de 11 à 19°C, 

ce qui correspond à peu près à des moyennes des minima du mois le plus froid comprises  

entre -2 et +6 °C. Le pin d’Alep peut supporter des froids accidentels de -15 à -18 °C, à  

condition qu’ils restent exceptionnels et de courte durée (Nahal, 1962). 

D’âpres Bruno et al.,(2003), les forêts de pin d’Alep peuvent se développer sur tous les  

substrats et presque tous les bioclimats de la région méditerranéenne (espèce plastique).  

 

I. 8 .Usage et propriétés thérapeutique  

Les pins sont largement utilisés en médecine traditionnelle algérienne comme antiseptique  

Puissant, il est recommandé pour les infections des voies respiratoires, urinaires, les calculs  

biliaires, la sinusite et le rhumatisme (Lucienne, 2010). 

Le bois de Pin d'Alep peut être utilisé, après élimination de la résine, pour la fabrication 

de la pâte à papier (Nahal, 1962 ; in Soltani, 2016). 

 

I. 9. Composition chimique  

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse, 

CPG/SM , des l’huiles essentielles extraites par hydrodystilation des feuilles fraîches de 

Pinus halepensis récoltées à Sidi feradj (Algérie) a indiqué la présence majoritaires de β-

Caryophyllène (40,31%), α-humulene (7,92%) et l’aromadendrene (7,1%) (Dob et al., 

2005). 

 

Le pin est riche en vitamines ayant un pouvoir nutritif, telles que les vitamines Eet F, 

connues pour leur haut niveau physiologique et propriétés antiacides, les vitamines B1, B2, 

B3, la provitamine A (béta- carotène) et d’autres caroténoïdes . Elle contient également 

jusqu’à 5٪de substances azotés, dont 90 ٪sont les acides parmi lesquels 70٪ sont des 

aminoacides essentiels (Moro-Buronzo, 2008). 
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Des micro –éléments sont également présents, comme le magnésium ; zinc ; fer ; cuivre ; 

iode ; calcium ; phosphore ; manganèse ; cobalt ainsi qu’une grande quantité d’acides gras 

polyinsaturés (Belaiche , 1979). 
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II.1. Les huiles essentielles  

Les huiles essentielles sont des liquides aromatiques qui se trouvent naturellement dans 

diverses parties, à savoir les fleurs, les fruits et les feuilles, elles constituent la plus grande 

force vitales de la plantes naturelle (Huard, 1999). 

 

II.1.1. Définition  

Selon AFNOR (Association Française de Normalisation) : « ce sont des produits obtenus à  

partir de matières premières d’origine végétale, soit par entraînement à la vapeur, soit par 

des procédés  mécaniques à partir de l’épicarpe frais de certains agrumes, soit par 

distillation et qui sont ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques » 

(Bruneton et al., 1999). 

Pour certains auteurs, il est important de distinguer huile essentielle et essence (Carette et  

al.,2000)  . 

 Essence : sécrétion naturelle élaborée par l’organisme végétal, contenue dans divers types  

d’organes  producteurs, variables selon la partie de la plante considérée.   

Huile essentielle : est un extrait naturel de matières premières d’origine végétale, obtenu 

par distillation par la vapeur d’eau, c’est-à-dire que l’huile essentielle est l’essence 

distillée.  

 

II.1.2. Répartition et localisation  

Les huiles essentielles peuvent être stockées dans toutes les parties de la  plante (fleurs,  

feuilles, fruits, graines, écorces, tiges, etc) avec une quantité plus importante au  

niveau des parties supérieures (fleurs et feuilles) (Aboughe Angone et al., 2015). 

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

s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la  

cellule et recouvertes d’une cuticule (Teucher et al., 2003). 

L’accumulation de ces métabolites secondaires, se fait généralement au niveau des  

structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur la surface de la plante telle que 

les poils sécréteurs, les poches sécrétrices et les canaux sécréteurs pour les Astéracées 

((Teucher et al., 2003). 
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II.1.3. les techniques d’extraction 

De nombreux procédés sont utilisés pour l’extraction des substances aromatiques. Cette 

opération est des plus difficile et des plus délicates puisqu’elle à pour but de capter les 

produits les plus utiles et les plus fragiles élaborés par le végétal et cela, sans en altérer la 

qualité (Lardry et Haberkorn, 2006). 

II.1.3.1.Hydro distillation : 

Consiste à immerger directement le matériel végétal à traiter (intact ou éventuellement 

broyé) dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté à ébullition. Les vapeurs 

hétérogènes sont condensées sur une sur face froide et l’huile essentielles sépare par 

différence de densité (Breneton .,1999). 

II.1.3.2.Entraînement à la vapeur d’eau : 

L’entraînement à la vapeur d’eau est l’une des méthodes officielles pour l’obtention des 

huiles essentielles. Cette technique ne met pas en contact direct l’eau et la matière végétale 

à traiter. De la vapeur d’eau fournie par une chaudière traverse la matière végétale située 

au-dessus d’une grille. Durant le passage de la vapeur à travers le matériel, 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 véhiculé vers le condenseur et l’essencier avant d’être séparé en 

une phase aqueuse et une phase organique: l’huile essentielle (Lucchesi ., 2006). 

 

II.1.4 .Classification  

Selon la fonction du constituant prédominant, Le Lourant , (1994) , classe les HE en trois 

 catégories : HE hydrocarbonées riches en terpènes (Pin , Citron : 90 ٪ en limonène ) , HE  

Oxygénés riches en alcools et esters, (roses : 50٪ en géraniol, Thym : ≥ 30 ٪en Thymol,  

Coriandre : 70 à 80 ٪ en linalol   ) et HE sulfurées ( Conifères ) . 

Selon le pouvoir spécifique sur les germes microbiens, et grâce à l'indice aromatique 

obtenu par des aromatogramme, Chakou et Bassou (2007) classent les huiles essentielles 

comme suit: 

 Les huiles majeures 

 Les huiles médiums 

 Les huiles terrains 
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II.1.5. Propriétés physico-chimiques  

Les huiles essentielles sont constituées de molécules aromatiques de très faible masse  

moléculaire (Degryse et al., 2008). 

 Elles sont liquides à température ambiante mais aussi volatiles, ce qui les différencie des  

huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et soluble dans les solvants organiques usuels 

ainsi que dans l’alcool, entraînables à la vapeur d’eau mais très peu solubles dans l’eau 

(Couic-Marinier et al., 2013). 

 Elles présentent une densité en général inférieure à celle de l’eau et un indice de réfraction  

élevé (Desmares et al., 2008). 

 

II.1.6. Composition chimique et biosynthèse  

L'étude de la composition chimique des huiles essentielles révèle qu'il s'agit de mélanges  

complexes et éminemment variables de constituants appartenant exclusivement à deux  

groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : les composés terpéniques 

tels que les monoterpènes et les sesquiterpénes ;et les composés aromatiques dérivés du  

phénylpropane, beaucoup moins fréquents comme l’alcool cinnamique. Elles peuvent  

également renfermer divers produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des  

constituants non volatils comme les acides, alcools, aldéhydes, esters, etc) (Bakkali et al.,  

2008 ; Couic-Marinier et al., 2013). 

 

 La biosynthèse des constituants de ces huiles essentielles emprunte deux voies utilisant  

comme intermédiaires soit l’acide mévalonique, soit l’acide shikimique respectivement 

pour les terpenoides et les phénylpropanoides (Singh et al., 1990). 

 

II.1.7. Facteurs affectant la variabilité de la composition des huiles essentielles  

Les activités biologiques à large spectre des huiles essentielles pourraient être attribuées à 

la complexité et à la variabilité de leur composition chimique qui sont influencées par de  

nombreux facteurs (Mahendra et al., 2017).  

Divers travaux ont démontré que le contenu de l'huile essentielle peut changer en fonction 

des différences de culture, d'origine, de stade végétatif mais également de facteurs  

environnementaux comme la température, la pression atmosphérique, la vitesse du vent,  

l'augmentation des précipitations et l'altitude (Djerrad et al., 2015). 

 Ces facteurs influent sur la croissance de la plante (Korner, 2007), la physiologie et la  

morphologie des plantes, l'écologie  et les tendances des organes qui dans le sens  
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chimique, conduisent à la différenciation entre les espèces (Reisch et al., 2005). 

 En outre, d'autres études ont révélé une grande variabilité dans la composition chimique 

des huiles essentielles, qui était principalement corrélée à la variation géographique, 

conditions environnementales et agronomiques (Moghtader et al., 2009), temps de récolte 

et méthodes d'extractions (Djouahri et al., 2013). 

II.1.8.les techniques d’analyse : 

 

II.1.8.1. Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse CG-

MS 

Le développement important de la spectrométrie de masse dans l’ identification des 

constituants complexes à été rendu possible grâces au couplage de la chromatographie 

phase gazeuse directement avec la spectrométrie de masse .Grâce à ce couplage , il n’était 

plus nécessaire de recourir à l’isolement des constituants purs par chromatographie 

préparative , et simultanément il devenait possible d’obtenir un spectre de masse 

.interprétable pour des quantités de substance qui allaient de microgramme au nanograme 

(Richard et Multon .,1992). 

 

L’échantillon à analyser est introduit dans le chromatographe puis séparé et analysé. 

Les différents constituants gazeux arrivent dans la chambre d’ionisation de spectre de 

masse ou ils sont fragmentés .Les ions issus de la fragmentation sont dirigés vers le 

dispositif de séparation, ils sont alors triés suivant leur rapport masse /charge, puis 

répartition est donnée sous la forme d’un spectre de masse (Lahlou ., 2004) 

L’appareillage de spectrométrie de masse comprend donc trois parties principales :  

 Une chambre d’ionisation  

 Un système analyseur pour la séparation des ions  

 Un ensemble de détection, amplification et enregistrement. 

 

Un appareillage de  CGMS permet donc de fournir un chromatogramme accompagné d’un 

ensemble de spectre de masse correspondant à l’identification précise de chaque 

constituant séparé par la CPG. (Lahlou,2004). 
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II.1.9.Les nano/microsystèmes pour l’encapsulation des substances naturelles  

II.1.9.1. La nano/micro-technologie un défi pour la science 

La nanotechnologie regroupe l’ensemble des technologies qui permettent la préparation de 

nanoparticules individualisées, constituées d’un matériau enrobant contenant une matière 

active .Les matières actives sont d’origines très variées : principes actifs pharmaceutiques, 

actifs cosmétiques, additifs alimentaires, produits phytosanitaires, essences parfumées, 

micro-organismes ou encore des cellules (Craveiro., et al 1989) .Les matériaux enrobant 

sont des polymères d’origine naturelle ou synthétique, ou des lipides. Les nanoparticules 

obtenues présentent deux types de morphologies, soit une nano/microcapsule, c’est-à-dire 

une particule réservoir constituée d’un cœur de matière active liquide (plus ou moins 

visqueux) ou solide, entouré d’une membrane solide continue de matériau enrobant (figure 

5);  soit une nano/microsphère, une particule constituée d’un réseau macromoléculaire ou 

lipidique continu formant une matrice dans laquelle se trouve finement dispersée la matière 

active, à l’état de molécules, de fines particules solides ou encore de gouttelettes de 

solutions (figure 5) (Craveiro., et al 1989). 

 

 

 

Figure 5 : Morphologie des nanoparticules(Craveiro., et al 1989). 

 

Sur le plan industriel, la nano-encapsulation est mise en œuvre pour remplir les objectifs 

suivants : assurer la protection, la compatibilité et la stabilisation d’une matière active dans 

une formulation, réaliser une mise en forme adaptée, améliorer la présentation d’un 

produit, masquer un goût ou une odeur, modifier et maîtriser le profil de libération d’une 

matière active pour obtenir, par exemple un effet prolongé ou déclenché. 

 



Partie bibliographie 
 

16 

 

II.1.9.2 Intérêt de la réduction de taille dans le domaine biologique 

 

La taille des particules est extrêmement importante lors de la délivrance et/ou la 

vectorisation des molécules biologiquement actives. Une taille plus petite permet une plus 

grande interaction avec les organes et les tissus vivants, une plus grande pénétration 

cellulaire et donc un effet thérapeutique plus important (Shahidi.,et al 2018). 

 

II.1.10.Conservation  

Les huiles essentielles des conifères  se conservent plusieurs années avant de dégager une 

petite odeur de pneu très lointaine (Gerault et Mary ,2009). 

Il est préférable de les stocker à l’abri de la lumière et de l’humidité à une température 

moyenne dans des récipients en métal et en verre anti-UV, éviter les matières plastiques. 

(Wichlt et Anton ,2003). 

 

II.1.11. Toxicité des huiles essentielles 

Selon Englebin (2011), les huiles essentielles sont des substances très puissantes et 

trèsactives, c'est la puissance concentrée du plant aromatique, il ne faut donc jamais 

exagérer lesdoses, quelque soit la voie d'absorption, car toute substance est potentiellement 

toxique àdose élevée ou répétée.  

 

II.2.Les hydrolats   

les eaux distillées florales sont obtenues par entrainement à la vapeur d’eau de plantes 

aromatique ou non (Charpentier  .et al ., 2004). 

Lors du processus d'obtention des huiles essentielles par entraînement à la vapeur, un 

 sous produit se forme à partir de l'eau ayant servi à l'extraction des molécules odorantes. 

Ce produit est l'hydrolat ou hydrosol en anglais. Au cours de la distillation, la vapeur d'eau  

traverse la matière végétale puis se condense au contact des parois froides d'un réfrigérant.  

L'eau se dissocie alors spontanément de l'huile essentielle du fait de leur non miscibilité 

tout en conservant une petite portion des composés volatils de l'huile essentielle (Price et 

al, 2004). 
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II.2.1. Description 

Les hydrolats sont des produits issus de la distillation (hydro- distillation ou entraînement à 

la vapeur) de fleurs ou de plantes aromatiques. Ils sont également appelés « eaux florales » 

lorsqu’il s’agit de distillation de fleurs. Les termes « hydrolat » et « eau florale » 

désigneront les mêmes produits. Ils sont majoritairement utilisés en agroalimentaire 

notamment pour la conception de pâtisseries autour du bassin méditerranéen, en 

cosmétique, en pharmacie et en aromathérapie.  

Selon l’AFNOR ISO 9235 :2014 (AFNOR 2014), l’hydrolat est un «distillat aqueux qui 

subsiste après l’entraînement à la vapeur d’eau et la séparation de l’huile essentielle 

lorsque c’est possible ». Les hydrolats sont les coproduits de distillation des huiles 

essentielles. 

 

II.2.2. Composition chimique  

 

  Les hydrolats contiennent en petite quantité des composés volatils semblables à ceux  

Présents dans l'huile essentielle ainsi que des composés solubles dans l'eau non retrouvés 

dans L’huile.  

La composition des hydrolats s'éloigne donc de celle des huiles: les molécules oxygénées  

Hydrophiles s'y trouvent en grandes quantités alors que les composés lipophiles comme les  

Hydrocarbures terpéniques sont la plupart du temps quasi absents. (Price et al., 2005). 

 

II.2.3.Utilisation  

Certains hydrolats sont utilisés depuis des siècles dans des préparations cosmétiques,  

Thérapeutiques et culinaires.(Bremness, 1996). 

Cependant, avec le regain d'intérêt actuel pour les médecines alternatives telle que  

L’aromathérapie, les hydrolats sont aujourd'hui de plus en plus utilisés pour leurs vertus  

Thérapeutiques  (Catty, 2001). 

 

II.2.4.Conservation  

La conservation des hydrolats dépend de leur contenu en huiles essentielles lesquelles 

permettent d’augmenter leur stabilité.  (Adelon, 1835). 
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