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Résumé

Le présent travail consiste a I’étude chimique de I’huile essentielle de I’espéce Pin noir
récolt¢ a Blida et & la détermination de son activité antimicrobienne ainsi que celle de trois
extraits lipidiques de Pin noir.

L’huile essentielle a été préparée par hydrodistillation en utilisant clevenger avec un
rendement de 4,78%10° %. L’huile essentielle obtenue a été ensuite analysée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/ SM) qui a permis
de relever la présence de 23 constituants dont nous avons pu identifié exactement 20 produits.
Les principaux produits identifiés sont: le D-Limonene, B-Phellandrene, B-cis-Ocimene,
a-Methyl-o-[4-methyl-3-pentenyl] oxiranemethanol, p-Menth-1-en-8-ol,

Anisole, 2-isopropyl-5-methyl, Acetate de bornyle, Eugenol, Caryophyllene,
o-Caryophyllene, Cadina-3,9-diene, oxyde de caryophyllene, Guaiol, Selina-6-en-4-ol,
1-Eudesmol, Hexadecanal, (72, 10Z, 137)-7, 10, 13-Hexadecatrienal,

Pimara-7, 15-dien-3-one, Labd-14-ene-8, 13-diol, (13R).

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne a été effectude par la méthode de diffusion sur
gélose. L’huile essentielle ainsi que les trois extraits ont montré une faible activité vis-a-vis de
UEnterrococcus faecalis, Sarcina, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis.

Mots clés : Huile essentielle, extrait, Pin noir, activité antimicrobienne.



Abstract

The present work consist on chemical study of the essential oil of Black Dine species
collected at Blida and the determination of its antimicrobial activity and that of three lipid
extracts of Black pine.

The essential oil was prepared by steam distillation using Clevenger with a yield of
4.78 * 10° %. The essential oil obtained was then analyzed by gas chromatography coupled
to mass spectrometry (GC/MS) which has identified the presence of 23 components which we

have found 20 components.
The main products identified were: D-Limonene, B-Phellandrene, B-cis-Ocimene,
a-Methyl-o-[4-methyl-3-pentenyl]oxiranemethanol, p-Menth-1-en-8-ol,
Anisole,2-isopropyl-5-methyl, Bornyl acetate, Eugenol, Caryophyllene, a-Caryophyllene,
Cadina-3,9-diene, caryophyllene oxide, Guaiol, Selina-6-en-4-ol, t-Eudesmol, Hexadecanal,
(72,10Z , 13Z)-7, 10, 13-Hexadecatrienal, Pimara-7, 15-dien-3-one,
Labd-14-ene-8,13-diol,(13R).

Evaluation of the antimicrobial activity was performed by the agar diffusion method. The
essential oil and the extracts showed a low activity against Enterrococcus faecalis, Sarcina,
Candida albicans, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,

Bacillus subtilis.

Keywords: essential oil, extract, black pine, antimicrobial activity.
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Introduction générale

Le genre Pinus (Pinaceae), avec plus de 200 espéces généralement reconnues, est le plus
grand genre actuel de Pinopsida. Il est objet d’intérét puisqu’il représente un réservoir
inépuisable en produits pouvant étre valorisés dans divers secteurs.

Sur le plan économique, les Pins sont l'une des espéces d'arbres les plus importants d'une
valeur pour le bois, le papier, les résines, charbon de bois, de la nourriture (en particulier les
graines) et les plantes ornementales. En outre, la plupart des Pins sont considérés comme
source importante de structures diverses, des composés bioactifs, et ont fourni des
contributions a la découverte d'agents pharmaceutiques et d'autres applications biomédicales.
Par exemple, l'essence de térébenthine a une longue tradition d'utilisation pour le traitement
des maladies rhumatismales tandis que l'extrait d'écorce de Pin est utilisé en cosmétique anti-
age. Cependant, les huiles essentielles de Pinus ont été rapportées pour avoir une varicte de
propriétés thérapeutiques. Selon Dervendzi, les huiles d'aiguilles de Pin sont principalement
utilisés dans la médecine populaire pour la guérison des infections respiratoires accompagneés
de toux, la bronchite, l'asthme bronchique, emphyséme, trachéite, sinusite, laryngite,
pharyngite, et la grippe. En outre, les huiles de Pin sont largement utilisées comme additifs
aromatisants pour aliments et boissons. Dans divers produits de nettoyage domestique, ils sont
bien connus comme parfum et agents désinfectant. De plus, ces huiles sont utilisées dans
l'industrie pharmaceutique comme ardme ou une source naturelle des intermédiaires dans la
synthése des composants de parfum [1].

L’oléorésine de Pin est un produit forestier important qui est traditionnellement obtenu en
appuyant sur I'écorce de Pin (écaillage d’écorce) et de la collecte de I'exsudat résultant. Les
oléorésines sont des mélanges complexes de diterpénes acides et neutres avec une fraction
plus ou moins importante de composés volatils (mono et sesquiterpénes).

Dans l'industrie, I'oléorésine brut est converti par distillation a la vapeur en gomme
térébenthine (composés volatils) et en colophane (diterpénes), les gommes sont a leur tour
transformés en produits chimiques industriels tels que des gommes alimentaires, des adhésifs,
des revétements, des encres d'imprimerie, des désinfectants, nettoyants, produits
pharmaceutiques, des parfums et ardmes [2].

Traditionnellement, la résine de Pin a été utilisée pour traiter l'inflammation, pour
soulager les symptomes de la toux et pour soulager la douleur. En médecine chinoise, la
résine de Pin est utilisé pour le traitement des maladies de la peau, des briilures et des

blessures de briilure, trachitis, la tuberculose pulmonaire et comme un bon antiseptique, Les



études modernes ont montré que la résine de Pin se compose principalement de constituants
chimiques d’acides diterpéniques d’abiétane et de pimarane, qui auraient beaucoup de
fonctions biologiques et pharmacologiques, y compris anti-tumorale, anti-inflammatoire,
pesticide, et des propriétés antibactériennes, ainsi que pour diminuer le cholestérol [3].

L’écorce de Pin pourrait étre un bio-adsorbant intéressant avec un potentiel d’augmenter
la rétention des métaux lourds dans les milieux polluées, elle peut étre aussi utilisé pour
enlever et retenir Pb et Cu & partir des milieux pollués, comme ce pourrait €tre des métaux
Jourds des eaux usées polluées. L'utilisation de bio-adsorbants pour retenir les métaux lourds
peut augmenter la durabilité environnementale de différents milieux, tels que les sols
agricoles [4].

Les cones de certaines espéces de coniféres trouvés des utilisations dans l'industrie.
Constituants d’huiles essentielles des cones de la famille des Pinacées sont mal connus, mais
il y a eu quelques études sur P’activité anti-oxydante, les terpénes, les stéroides, 1’activité anti-
VIH, procyanidines... etc de tous les cones Pinaceae [5].

Les espéces de Pin (P.brutia, P.halepensis, P.nigra, P.pinea et P.sylvestris) sont les
sources potentielles de métabolites actifs avec la cholinestérase et des propriétés
antioxydantes [6].

Le genre Pin appartient a 1’une des familles les plus importantes du régne végétale, qui
est la famille des Pinacdes. Il a fait I’objet de plusieurs études & cause des propriétés
thérapeutiques de la majorité des espéces appartenant a ce genre.

Notre travail entre dans le cadre de la valorisation de 1’espéce Pin noir et porte sur I’étude
chimique de I’huile essentielle de Pin noir et de son activité antimicrobienne ainsi que celle
des extraits lipidiques, il est réparti en deux chapitres :

Le premier est consacré a une synthése bibliographique.

Le deuxiéme  la partie expérimentale comprenant 1’étude chimique de ’huile essentielle
de Pin noir ainsi qu’a la détermination des activités antimicrobiennes de I’huile essentielle et

des extraits lipidiques.



Chapitre I

Syntheése bibliographique



Introduction

Les Pinacées (Pinaceae) constituent une grande famille d’arbres monoique, qui
comprend la majeure partie des espéces de coniféres que 1’on rencontre au Québec [7].

La famille des Pinacées est divisée en 8 genres qui sont : Sapin (4bies), Epicéa (picea),
Douglas, Tsuga, Cédre (Cedrus), Méléze (Larix), Pin (Pinus) [8], Pseudotsuga [9] et forme
’une des familles les plus importantes de coniferes ou résineux.

Les Pinacées sont aujourd’hui utilisées en aromathérapie et en cosmétique et parmi ces
espéces on trouve le Pin noir qui grice a ses différents effets thérapeutiques, toutes les parties
de cette espéce sont employées en médecine (la résine: pour traiter les maladies de la peau, la
tuberculose pulmonaire, I’inflammation, céne: anti-VIH...etc) [3].

I. 1 Position systématique et description du Pin noir

L. 1.1 Position systématique du Pin noir

Selon Meyen (1984) [10], Pinus nigra (Pin noir) est répertoriée comme suit :

Reégne : Plantae
Division : Pinophyta
Classe : Pinopsida
Ordre : Pinales
Famille : Pinaceae
Genre : Pinus

Espece : Pinus nigra

Figure 1 : Pinus nigra

I. 1.2 Description du Pin noir

Pinus nigra est un arbre qui peut atteindre jusqu'a 30 m de hauteur avec une écorce gris foncé
a noiratre. Les aiguilles sont vert foncé, rigides et souvent incurvés. Le Cone est ovoide,
dressé ou ascendant et les bourgeons résineux [11].

I. 2 Répartition et distribution géographique du Pin noir

Pinus nigra Arnold est une espéce «illyriennes», qui pousse sur les falaises calcaires arides;

en Italie, il est distribué dans 1’Alpes orientales et certains endroits dispersés dans les



Abruzzes, Campanie et 1’Apennin; cependant, il est largement cultivé dans les zones de
montagne [12].

Le Pin noir Européen (Pinus nigra JFArnold) est I’un des plus répandu des coniféres et
polymorphes en Europe. Il couvre les zones extrémement fragmenté autour de la région nord
de la Méditerranée, de 1’Espagne a 1’ Asie Mineure, I’extension a 1'Autriche et le nord-est de
la Crimée et on le trouve aussi dans les hautes montagnes du Maghreb en Afrique du Nord
conformément a la diversité géographique et écologique de son habitat, sa répartition disjoint
et sa longue histoire, le Pin noir est une espéce extrémement variable [13].

Pinus nigra Arnold (du Pin noir Européen) est originaire d’Europe et d’Asie. L’espéce
est divisée en cinq sous-espéces: P.migra subsp. nigra Autriche, centre d’Italie, la Grece;
P.nigra subsp salzmanni, Cévennes et les Pyrénées (France), le centre et ’Est en Espagne;
P.nigra subsp dalmatique, région cotiere et les iles de 1’Ouest de la Yougoslavie; P.nigra
subsp pallasiana, péninsule des Balkans, les Carpates du Sud; P.nigra subsp laricio, la
Calabre, la Sicile (Italie) et la Corce (France) [14].

1.3 Etude chimique du genre Pinus

Les principaux métabolites secondaires rencontrés dans les espéces du genre Pinus étant
des mono, di et des sesquiterpénoides. Nous commengons par donner quelques notions
théoriques sur les composés terpéniques.

I.3.1 Généralités sur les terpénes
1.3.1.1 Définition

Les terpenes constituent entre autre le principe odoriféant des végétaux. Cette odeur est
due a la libération des molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20 atomes de carbones. Ces
molécules sont employées comme condiment (girofle) ou comme parfum (rose, lavande).
Nombre d’entre eux possédent des propriétés antiseptiques [15], d’ou divers emplois dont
I’embaumement qui est resté dans les termes baume et balsamique [16].

Les terpénes jouent un réle important dans la défense des plantes comme des composés
antimicrobiens contre les champignons et les bactéries [17].

Les terpenes sont des hydrocarbures non azotés, tres réactifs. Le terme terpénoide désigne
un ensemble de substances présentant le squelette des terpénes avec une ou plusieurs
fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone...etc). Ils n’ont pas une fonction
universelle et sont différemment représentés dans les différentes familles, dans les genres et
especes [18].

Les terpénes constituent une famille de composés largement répandus dans le régne

végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette
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d’une unité isoprénique (CsHg) reconnue par Wallach dés 1887. Cet isopréne est a la base du
concept de la régle isoprénique énoncée en 1953 par Lynen et Ruzika et complété par Bloch

et collaborateurs [19, 20].

1.3.1.2 Biosynthése des diterpénes
Les diterpénes sont constitués de quatre unités isopréniques (20 carbones) et sont formés

dans les plastides & partir du géranylgéranyl diphosphate (GGPP) [16].

Biogénétiquernent, les terpénes ont pour précurseur ’acide mévalonique, obtenu par
activation enzymatique d’une molécule d’acide acétique [21]. La phosphorylation et la
décarboxylation qui suivent aboutissent a une unité de base : le pyrophosphate de 3-isoprényle
(PPI-3). Cette unité est isomérisée en pyrophosphate de 2-isoprényle (PPI-2) qui joue le role
d’agent alkylant envers d’autres groupes PPI-3. Selon le nombre d’unités isopréniques fixées,
on obtient par le pyrophosphate de géranylgéranyle (PPGG), les diterpenes (20 atomes de
carbone) (figure2). Les composés issus de cette sous-classe peuvent, par diverses réactions

enzymatiques (cyclisation, oxydation...etc) aboutir 4 un trés grand nombre de produits

naturels [22].
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Figure 2 : Biosynthése des diterpénes



1.3.2 Métabolites secondaires isolés du genre Pin

Différents travaux de recherche portant sur 1’étude chimique ont été¢ menés sur des espéces du
genre Pinus. Ils ont conduit 4 I’isolement de diverses structures terpéniques, notamment des
diterpénes.

L.3.2.1 Diterpénes isolés des espéces de Pin (Pinus) et activités biologiques

Nous avons constaté que les diterpénes isolés de diverses parties des espéces de Pin comme
les bourgeons, aiguilles, cdnes, tronc...etc possedent tous une structure tétracyclique

appartenant au squelette de 1’abiétane, du pimarane et de I’isopimarane (figure 3).

Chs

CH,

H,C  Chy

T

H,C CH,

N

Figure 3 : Squelette abiétane, pimarane et isopimarane

Tableau 1: Diterpénes isolés et activité antimicrobienne des espéces de Pin (Pinus)

Espéce partie | Diterpéne Extraction activité Référenc
utilisée antimicrobienn | e
&
Pinus Bourgeons | 1)acide7o-hydroxy | hexane,CH,Cl, | Contre [23]
banksian abieta-8,11,13,15- et méthanol S.aureus G+et
a lamb tétraén-18-oique (extraction au Echerichia coli
2)7B,15,18- Soxhlet) G-
trihydroxyabieta-
8,11,13-triéne
3)13,15-
dihydroxypodocarp
a-8,11,13-triéne
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€
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1)pinea, deux étapes
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halepensi puis  acétone :
s 3)brutia eau
(95 S vh
Pinus Cone acide Extraction en [25]
sylvestris déhydroabietique | deux €tapes
n-hexane
puis  acétone :
eau
(95:5vvh
Pinus Cone Acide isopimarique | Extraction en [25]
nigra deux étapes
n-hexane
puis  acétone :
eau
(95 5. v
Pinus Tronc 1)Acide pimarique | Macération [26]
taeda d’arbre 2)acide avec
adulte isopimarique de I’éthanol
3)acide
déhydroabiétique
4acidel2a,13p-
dihydroxyabiet-
8(14)-en-18-oique
5)acide7a,9a,11a-
trihydroxyabiet-

8(14)-en-18-oique




Pinus I’oléorésin | Acide abictique L’oléorésine Contre [27]
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Figure 4 : Diterpénes isolés des especes de Pin (Pinus)
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1.4 Etude chimique de I’huile essentielle et des extraits de Pin noir

I.4.1 Etude chimique de ’huile essentielle de Pin noir

Les huiles essentielles des différentes parties de Pin noir (aiguille, cone, branche) et
provenant de différents pays (autres que 1’Algérie) ont fait ’objet de plusieurs études ayant
mené a Didentification de la composition chimique, ainsi qu’a I’étude des activités
biologiques.

Les huiles essentielles ont été préparées par hydrodistillation en utilisant un clevenger
avec un rendement allant de 0,08 a 1,6% [5, 14, 28, 30].

La composition des huiles essentielles d’aiguille de Pin noir a montré la présence de
quinze composés de nature terpénique dont les principaux sont: a-pinéne (2,1-52%),

B-pinéne (21,3-67%), limonéne (0,5-5.1%), D-germacréne (0,06-17,8%)
et I’acétate de bornyle (0,3-3,3%) [12, 13, 28, 29]. On constate une alternance au niveau du
produit majoritaire une fois c¢’est I’o-pinene [5, 6, 12, 13] et lautre fois c’est ’oxyde de
manoyle [28, 30], ou quelques fois absence d’oxyde de manoyle [6, 12].

Les études sur les huiles essentielles des cones et des branches, quant & eux, ont révélé la
présence de I’a-pinene (45,36-49,5%) comme produit majoritaire. Toutefois, le
D-germacrene, le phénylethyl-3-methyl butanoate et le pimaradiéne se trouvent uniquement
dans les branches avec des teneurs respectives de 0,5%, 0,1% et 0,1%. De méme pour les
cones, on note la présence de 1’a-cubene, longicyclene, l’a-copaene trans-y-cadinene,
guaiol...etc [12].

Cette variation dans la composition de 1’huile essentielle est probablement due aux lieux

et aux périodes de récolte, aux sous-espéces qui doivent &tre différentes.

1.4.2 Etude chimique des extraits de Pin noir

Les rameaux et aiguilles de Pin noir ont été séparés et séchés a I'ombre & la température
ambiante. Les échantillons secs ont été broyés en une poudre fine dans un broyeur mécanique
et pesés avec précision. Ensuite, chaque partie de la plante a été extraite successivement a la
température ambiante pendant 3 jours avec de l'acétone (Ace), l'acétate d'éthyle (EtOAc), et
de I'é¢thanol (EtOH). Aprés filtration, les phases organiques ont été concentrées sous vide dans
un évaporateur rotatif pour obtenir des extraits bruts.

Les extraits des aiguilles et des brindilles de Pin noir ont montré la présence des phénols
et des flavonoides. Pour les extraits de brindilles dans 1’acétate d’¢thyle, 1’éthanol et

’acétone, nous avons noté 1’absence des flavonoides.
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La teneur en phénol des extraits d’aiguille de Pin noir sont de 23,5% pour I’extrait
acétonique, 63,14% pour I’extrait obtenu avec 1’acétate d’éthyle et 77% pour I’extrait
é¢thanolique, tandis que, la composition en flavonoides présente des teneurs allant de 9,99%
pour I’extrait dans I’acétate d’éthyle, 11,37% pour D’extrait dans I’éthanol & 44,6% pour
I’extrait dans 1’acétone.

Le contenu en phénol totaux des extraits des brindilles varie de 24,06% pour I’extrait
dans I’acétate d’éthyle a 34,31% pour I’extrait dans I’éthanol [6].

L5 Activité biologique de I’huile essentielle et des extraits de Pin noir

Les études effectuées sur les huiles essentielles et les extraits de Pin noir ont montré
qu’ils manifestent un important potentiel antioxydant. Cependant, ’huile essentielle présente
une activité antibactérienne et antifongique.

Les activités antibactérienne, antioxydante et antifongique effectudes sur I’huile
essentielle d’aiguille de trois taxons de Pinus nigra de la Serbie (ssp. nigra, ssp. pallasiana,
var. banatica) ont montré une faiblesse des propriétés antioxydantes (testées par les méthodes
de DPPH et au balayage a I’ABTS), I’activité la plus élevée a été identifiée dans P.nigra
var.banatica (ICs50=25,08 mg/ml et VitC=0,67mg (vitamine C)/g).

Concernant [’activité antimicrobienne, un champignon (4spergilus Niger) et deux
souches bactériennes (Staphylococcus aureus et Bacillus cereus) ont montré une sensibilité
aux huiles essentielles de trois taxon de P.nigra, ces huiles testées ont révélé une action
inhibitrice dans la plage allant de 0,62 & 20mg/ml, ou la var. banatica montre une activité
antimicrobienne plus intéressante que la variété nigra [1].

L’huile essentielle de P. nigra ssp.dalmatica n’a pas montré une activité antioxydante
significative, cette huile montre une activité biologique (inhibition de 1’acétylcholinestérase)
[29].

Les extraits a 1’éthanol, acétone, acétate d’éthyle et les huiles essentielles des brindilles et
des aiguilles de P. nigra ont montré une activité antioxydante, cette derniére a été mesurée

en utilisant le DPPH et le pouvoir antioxydant (FRAP) des dosages de réduction ferriques
[6].
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Chapitre II

Partie expérimentale



Introduction

Ce chapitre est consacré a ’étude chimique de 1’huile essentielle de Pin noir et de son
activité antimicrobienne ainsi que celle de trois extraits lipidiques. Il est réparti en deux
parties:

1- Etude chimique de I’huile essentielle de Pin noir.

2- Etude de I’activité antimicrobienne.

L’extraction de [’huile essentielle et la préparation des extraits lipidiques ont été réalisés
au laboratoire de chimie des substances naturelles (département de chimie de 1’Université
Saad Dahlab de Blida), alors que ’analyse de I’huile essentielle par chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse a été effectuée au sein du laboratoire de
I’Institut National de Criminalistique et de Criminologie INCC-Chéraga-Alger.

Les tests d’activité antimicrobienne ont été réalisés au sein de 1’unité bactériologique du
laboratoire centrale (CHU) de I’h6pital Frantz Fanon et du centre hospitalo-universitaire Ben
Boulaid de Blida.

I1.1 étude chimique de I’huile essentielle de Pin noir
I1.1.1 Matériel végétal
I1.1.1.1 Choix du matériel végétal
Les critéres qui nous ont conduits a choisir cette espéce pour 1’étude sont :
- Sa place dans la systématique, d’ou elle appartient & la famille des Pinacées qui est
I’une des plus importantes familles du régne végétal.

- L’endémicité de I’espéce nous a incité a investiguer la composition de son huile

essentielle.

- Les activités biologiques assignées aux plantes de la famille des Pinacées et

particuliérement le genre Pin.

- En Algérie, il n’y a pas eu de travaux qui ont été consacrés a cette plante.

- Les résultats des études phytochimiques obtenus des autres espéces du méme genre

Pin ; richesse en métabolites secondaires.
I1.1.1.2 Lieu et date de récolte de I’espéce étudiée

Les aiguilles (feuilles) du Pin noir utilisées dans cette étude ont été récoltées durant la

période s’étalant du mois de mars & mai 2014 au niveau de I’h6pital Frantz Fanon (juin ville,

commune de Blida) dans la wilaya de Blida (figure 5).
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La région de Blida posséde un climat méditerranéen c’est-a-dire tempere sec et assez
chaud en été, doux et humide en période hivernale, la pluviométrie est généralement plus
importante dans les montagnes que dans la plaine. Les précipitations sont plus importantes en

mois de décembre, janvier et février.
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Figure 5 : Situation géographique de la région de récolte

11.1.1.3 Identification de ’espéce étudiée
L’identification de I’espéce a été faite par un expert forestier au niveau du Parc

National de Chrea et chercheur a I’Institut National d’Agronomie-Alger.
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I1.1.1.4 Conservation

Les aiguilles fraichement récoltée sont soumises & un tri manuel, coupées en petites
morceaux et séchés a I’ombre dans un endroit propre, sec et aére.

A D’état sec, les aiguilles sont conservées dans un carton. Il faut noter qu’avant chaque
manipulation, une quantité des aiguilles sont utilisées pour la mesure du taux d’humidit€.
I1.1.1.5 Détermination du taux d’humidité

Le taux d’humidité de la plante (aiguilles) a été déterminé en utilisant le montage de
Dean Stark (figure 6), le procédé consiste a mettre Sg d’aiguilles auquel on ajoute du toluéne

(50ml) jusqu'a immersion totale des aiguilles, ensuite on porte a €bullition.

Figure 6 : Montage Dean Stark

I1.1.2 Protocole expérimental d’extraction de ’huile essentielle

I1.1.2.1 Description du dispositif d’extraction

On introduit la matiére végétale (200g d’aiguilles) dans un ballon de 2 litres (figure 7), puis
on ajoute de I’eau distillée jusqu’a la couvrir complétement. On porte a ébullition le mélange,
ce qui provoque la formation d’un hétéroazéotrope eau-huile essentielle, dont les vapeurs sont
condensées au niveau du réfrigérant pour donner un distillat. Ce dernier est constitué d’eau et
d’huile essentielle a 1’état liquide.

L’huile essentielle étant immiscible avec 1’eau, le mélange forme un liquide légérement

trouble sur lequel surnage une fine couche huileuse.
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Figure 7 : Montage de I’hydrodistillation par clevenger

I1.1.2.2 Traitement et récupération de I’huile essentielle (extraction liquide-liquide de
P’huile essentielle)

L’hydrolat recueillit est extrait avec 1’éther diéthylique, on obtient alors deux phases : une
phase organique contenant I’huile essentielle et une phase aqueuse. Cette opération est répétée
deux fois afin d’épuiser complétement 1’huile essentielle. Les phases organiques obtenues de
chaque extraction sont regroupées et filtrées sur un papier filtre contenant du sulfate de
sodium (NaySOg4) afin d’éliminer toute traces d’eau (Figure 8). On procéde aprés a
1’évaporation du solvant par le rotavapeur.

L’huile essentielle ainsi obtenue, est conservée dans des flacons hermétiquement fermés
et stocké dans un endroit sombre a 4°C.

La différence du poids des flacons vides et ceux remplis d’huile essentielle constitue la

masse de ’huile essentielle.

Figure 8 : Extraction liquide/liquide de I’huile essentielle du Pin noir et séchage sur du

sulfate de sodium
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I1.1.3 Préparation des extraits de Pin noir

11.1.3.1 Procédé utilisé

Pour préparer nos extraits on a utilisé le procédé de macération, qui consiste a laisser
séjourner ou macérer la plante (aiguilles) dans un solvant organique a froid pendant quelques
jours (une semaine) pour extraire le maximum de principes actifs de cette plante.
Cette technique met en jeu un solvant organique (dans notre cas le méthanol, le mélange
méthanol/chloroforme & une proportion de 50/50 et I’hexane) et la plante (aiguilles du Pin
noir).

II.1.3.2 Traitement et récupération des extraits

Apres 1’étape de macération on récupére notre solution par filtration sur papier filtre, on
obtient la plante qu’on a macéré et un filtrat qui est le miscella (solvant+extrait) contenant les
composants de la plante dissout dans le solvant organique.

On évapore le solvant organique avec le rotavapeur puis on récupere 1’extrait auquel on
ajoute une quantité d’éther diéthylique et d’eau distillée pour réaliser une extraction liquide-
liquide. Il s’agit des mémes étapes effectuées précédemment dans le traitement de 1’huile

essentielle, mais dans ce cas le produit obtenu est un extrait brut (figure 9).

Figure 9 : Extraction liquide/liquide des extraits du Pin noir et séchage sur du sulfate de

sodium
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11.1.4 Calcul du rendement
Le rendement en huile essentielle ou en extrait est défini comme étant le rapport entre la
masse de 1’huile essentielle ou de ’extrait et la masse de la plante (aiguilles) utilisée sec. Le

rendement est exprimé en pourcentage et calculée en utilisant la formule suivante :

mH.E,E

- x 100

R(%) =

R : rendement en huile essentielle ou en extrait (%)
mpyg, g : masse de I’huile essentielle ou de I’extrait (g)
myy - masse de la matiére végétale utilisée (g)
I1.1.5 Analyse de la composition chimique de I’huile essentielle par chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

L’analyse de la composition chimique de notre huile essentielle a été réalisée par la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. L’identification des
différents composés de 1’huile essentielle est effectuée en se basant sur la banque de données

spectrales Amdis-Nist.

Figure 10 : Appareil de chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectroscopie de

masse

I1.1.5.1 Conditions opératoires
L’analyse est effectuée sur un chromatographe en phase gazeuse de type Trace GC Ultra
couplé a un spectrométre de masse de type DSQ II, dans les conditions suivantes :
- La colonne capillaire de type HP-5 et de dimensions: 0.1 pm x 0.32 mm x 30 m
(épaisseur du film, diametre interne, longueur).

- Un potentiel d’ionisation du spectrométre de masse €gale a 70 eV.
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- Le programme du four est : 80°C (3”) -3°/mn -280°C (10°).
- Gaz vecteur est I’hélium & un débit de 1ml/mn
- Injection en mode split splitless : 1/10
- Les échantillons de 1’huile essentielle sont dilués dans 1’acétate d’éthyle a 10%.
- La température de I’injection étant de 250 o,
I1.1.6 Résultats et discussion de I’étude chimique
I1.1.6.1 Taux d’humidité
Les expériences réalisées dans le but de déterminer le taux d’humidité ont confirmé le
séchage total de la matiére végétale (aiguille). En effet, nous n’avons récupéré aucune goutte
d’eau suite a la manipulation.
I1.1.6.2 Propriétés caractéristiques de I’huile essentielle et des extraits lipidiques du Pin
noir
L’évaluation des propriétés organoleptiques constitue généralement une partie des études
visant & analyser les facteurs qui affectent la qualité de 1’huile essentielle ou de I’extrait.
L’analyse a été effectuée en observant et en inhalant directement I’huile essentielle ou
I’extrait.
Dans cette étude, trois paramétres sont considérés pour évaluer la qualité organoleptique
de I’huile essentielle ou de 1’extrait :
»> L’odeur
> La couleur
» L’aspect
Les propriétés organoleptiques de 1’huile essentielle et des extraits lipidiques de Pin noir
sont regroupées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle et des extraits du Pin noir

Aspect Couleur Odeur

Huile essentielle de | Liquide légeérement jaune claire Forte odeur
Pin noir visqueux caractéristique

Extrait dans le Liquide visqueux Vert foncé Forte odeur
MeOH caractéristique

Extrait dans le Liquide visqueux Vert foncé Forte odeur
MeOH/CHCl; caractéristique

Extrait dans 1’hexane Liquide visqueux Vert claire Forte odeur
caractéristique
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I1.1.6.3 rendement en huile essentielle et extrait lipidique
Le rendement moyen en huile essentielle obtenu est de 4,78* 102 %. Cette valeur est trop
faible par rapport & la moyenne obtenue pour la plupart des huiles essentielles et qui est de
’ordre de 0,84%. Ceci est peut étre du a différents facteurs comme :
% L’origine de la matiere végétale.

0

% Larégion de récolte et la nature du sol.

9,

% Le temps de récolte et durée de séchage de la matiére végétale.
% Le mode et durée d’extraction de I’huile essentielle.

Concernant les extraits lipidiques, les rendements obtenus sont plus élevé que celle de
I’HE. Les rendements des extraits de Pin noir sont :
- Méthanol : 0,33%.
- Méthanol/CHCls : 0,58%
- Hexane : 0,26%.
11.1.6.4 Analyse de I’huile essentielle de Pin noir par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse

Le profil chromatographique de I’huile essentielle de Pin noir analysée par CG/SM est
donné par la figure 11.

L’examen du chromatogramme (figure 11) révéle une composition chimique tres
complexe. Nous nous sommes intéressés & I’identification des principaux constituants de

I’huile essentielle (tableau 3).

Tableau 3 : Produits identifiés dans ’huile essentielle du Pin noir par CG/SM

1 D-Limoneéne ” CioHig 5;28
2 B-Phellandrene CioHis 5,34
3 B-cis-Ocimene CioHis 5,46
4 a-Methyl-o-[4-methyl-3- C10H1302 6,07
pentenyl]oxiranemethanol
5 p-Menth-1-en-8-ol Ci10H;150 9,16
6 Anisole, 2-isopropyl-5-methyl C11Hi60 9,85
7 Acétate de bornyle C12H00, 11,28
8 Eugenol Ci10H1202 13,14

20



9 Caryophyllene CisHyg 14,77
10 a-Caryophyllene Ci5Hos 15,65
11 Cadina-3,9-diene Ci5Hos 16,37
12 oxyde de caryophyllene Ci5Ho4O 18,82
13 Guaiol Ci5H60 19,13
14 Selina-6-en-4-ol C5Hy60 19,81
15 1-Eudesmol Ci5Hz60 19,94
16 t-Eudesmol Ci5Ho60 20,50
17 Hexadecanal Ci6H320 21,59
18 (72,10Z , 132)-7, 10, 13- Ci6Ha260 25,39

Hexadecatrienal
19 Labd-14-ene-8, 13-diol, (13R) Ca0H3602 30,46
20 Pimara-7, 15-dien-3-one Cy0H300 31,96
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Figure 11 : Profil chromatographique d’analyse de I'huile essentielle du Pin noir
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I1.1.6.4.1 Discussion de la composition chimique de I’huile essentielle du Pin noir

La composition chimique est dominée par des composés de nature terpénique appartenant
a la classe des monoterpénes et des sesquiterpénes hydrocarbonés et oxygénés.

Dans la classe des monoterpénes, nous avons noté la présence du limonéne, [3-
phellandrene, B-ociméne, P-menth-1-en-8-ol, le principal produit dans cette classe est le
limonéne.

La classe des sesquiterpénes est caractérisée par la présence du caryophyllene, guaiol,
cadina-3,9-diene, oxyde de caryophyllene, selina-6-en-4-ol, a-caryophyllene...etc, les
principaux sesquiterpénes dans cette composition sont : le caryophyllene et le guaiol.

L’examen des données de la littérature [5, 6, 13, 28, 30, 31] montre une composition
chimique du Pin noir dominée par la présence du o-pinéne ou I’oxyde de manoyle (en
alternance).

L’huile essentielle objet de notre travail renferme des composés appartenant a la classe
des terpénes, avec une absence totale de I’a-pinéne et de I’oxyde de manoyle. L’absence de
ces deux composés peut étre liée a des considérations biosynthétiques ou des dégradations qui
sont survenues au cours de I’hydrodistillation.

Notons aussi que 1’huile essentielle des différentes régions compte aussi des composés
communs tels que le limonéne et 1’acétate de bornyle.

Cette variation dans la composition de I’huile essentielle est due probablement aux lieux et
aux périodes de récolte, aux sous especes qui doivent étre différentes.
I1.2 Etude de P’activité antimicrobienne

Cette partie consiste a mettre en évidence le pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle
et des extraits lipidiques du Pin noir a I’aide d’une méthode qualitative, en procédant a des
tests sur une sélection de souches de références bactérienne et fongique connues et qualifiées
comme étant dangereuses et pathogénes pour I’homme et I’animal.

I1.2.1 Tests d’activités antimicrobiennes
11.2.1.1 lieu de travail

Notre travail a été réalisé au niveau de I’unité bactériologique du laboratoire centrale
(CHU) de I’hopital Frantz Fanon et du centre hospitalo-universitaire Ben Boulaid de Blida.
11.2.1.2 Matériel microbien
Des souches bactériennes et fongiques de références (ATCC) ont été utilisées durant notre
étude.

Les souches de références sont fournies par le laboratoire d’antibiothérapie et d’hygi¢ne de

I’institut Pasteur d’Alger agrée par I’OMS (Tableau 4).

23



Tableau 4 : Les souches de références utilisées dans notre étude

Souches Gram ATCC

Escherichia coli - ATCC 25922
Staphylococcus aureus + ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853
Enterococcus faecalis + ATCC 51299

Bacillus subtilis + ATCC 663
Sarcina + ATCC 43300
Candida albicans ATCC 10231

I1.2.1.2.1 Milieux de cultures

Les milieux de cultures utilisées au cours de la réalisation de ce travail sont :

¢ Gélose nutritive comme milieu de culture pour les bactéries.

¢ Milieu Sabouraud-chloramphénicol comme milieu de culture pour les levures.

¢ Milieu de Muller Hinton.

I1.2.2 Etude qualitative de D’effet antimicrobien de ’huile essentielle et des extraits
lipidiques par la méthode de diffusion sur milieu solide «Méthode de Vincent»
11.2.2.1 Principe

Cette méthode consiste & mettre en évidence une éventuelle activité antimicrobienne de
’huile essentielle et des extraits lipidiques de Pin noir, en les mettant en présence des germes
testés.

Des disques absorbants stériles sont imprégnés d’une quantité d’huile essentielle ou
d’extrait et déposés sur une gélose inoculée avec les souches testées. La diffusion de cette
huile essentielle ou des extraits lipidiques dans la gélose va permettre I’inhibition de la
croissance des germes tout au tour des disques, dans le cas d’une éventuelle activité
antimicrobienne positive, qui se traduira par une auréole claire et distincte autour du disque
appelé : halo ou zone d’inhibition.

La lecture des résultats aprés incubation est faite par la mesure des diameétres des zones
d’inhibition obtenues pour chacune des souches.

La méthode est validée par la fascicule de Standardisation de I’antibiogramme a 1’échelle

nationale selon les recommandations de I'OMS, fournis par NCCLS (National Commitee for
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Clinical Laboratory Standards). Son principe est tiré du titrage des antibiotiques (test

d’antibiogramme).

@

y
1- Milieu de culture gélosé (agar) 3- Disque imbibé d'huile essentielle
2- Souche test (croissance microbienne) 4- Zone d'inhibition
Figure 12 : Illustration de la méthode des antibiogrammes
11.2.2.2 Technique

La méthode que nous avons utilisée est 1’ensemencement par écouvillonnage préconisé
par NCCLS et recommandé par I’OMS.
Milieu
- Gélose Muller-Hinton (MH) (bactéries non exigeantes) ; coulée en boite de pétri sur
une épaisseur de 4 mm.
- Les géloses sont séchées avant I’emploi.
Inoculum
- A partir d’une culture pure de 18h sur milieu d’isolement, racler a 1’aide d’une anse de
platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
- Bien décharger I’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.
- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre & 0,5 Mc Farland.
- L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien
de I’eau physiologique s’il est trop fort.
- L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de
I’inoculum.

Ensemencement

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.
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- L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin
de le décharger au maximum.

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries.

- Répéter I’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de
faire pivoter 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Dans le cas ou 1’on ensemence plusieurs boites de pétri, il faut recharger I’écouvillon a

chaque fois.

Dépdts des disques

- A DI’aide d’une pince stérile, prélever & chaque fois un disque stérile de 09 mm de
diamétre. Ce dernier est imbibé avec I’huile essentielle ou bien avec les extraits de
Pin noir qu’on veut tester, en mettant seulement en contact le bout du disque, ceux-ci
vont &tre absorbées progressivement jusqu’a imprégnation totale du disque.
- Déposer les disques sur la surface de la gélose.
- Laisser diffuser sur paillasse pendant 30 min.
Incubation
- 24 heures a4 37°C pour les bactéries.
- 48 heures 4 25°C pour les levures.
Lecture
- Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition & 1’aide d’un pied a
coulisse métallique, & I’extérieur de la boite fermée.
- Comparer ces résultats aux valeurs critiques des ATCC.
- Classer la bactérie dans ’une des catégories : Sensibles, Intermédiaire ou Résistante.
Remarque : A cause de la petite quantité qu’on avait de I’huile essentielle de Pin noir,
nous avons procédé a une dilution de notre huile essentielle dans le méthanol a une
concentration de 150mg/ml, de méme, les extraits ont été dilués dans le méthanol dans les
proportions suivantes :
-extrait obtenu avec du méthanol : 150 mg/ml.
- extrait obtenu avec du méthanol/chloroforme : 300 mg/ml.

-extrait obtenu avec de I’hexane 200 mg/ml.
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I1.2.3 Résultats et discussion des tests d’activités antibactérienne et antifongique

11.2.3.1 Résultats obtenus

L’étude du pouvoir antibactérien et antifongique de l’huile essentielle et des extraits
lipidiques du Pin noir ont été effectuées par la méthode de disque absorbant ou méthode de
diffusion sur la gélose «Méthode de Vincent».

I activité antimicrobienne de I’huile essentielle et des extraits lipidiques est évaluée en
fonction du diamétre (mm ou cm) des zones d’inhibition de la croissance microbienne [31].
I’estimation de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles est basée sur une échelle de
mesure mise en place par Meena et al. (1994) [32], le pouvoir antimicrobien est classé en
fonction des diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne en 04 classes :

> Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est supérieure a 28 mm.
> Modérément inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition varie entre 16 et 28
mm.

> Légeérement inhibitrice lorsque le diametre de la zone d’inhibition varie entre 10 et 16
mm.

» Non inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est inferieure 4 10 mm.,

Les résultats de 1’activité antimicrobienne de I’huile essentielle des aiguilles du Pin noir
par mesure des diamétres d’inhibition de la croissance des microorganismes sont donnés dans
le tableau 5.

Les résultats de D’activité antimicrobienne des extraits du Pin noir par mesure des
diameétres d’inhibition de la croissance des microorganismes sont donnés dans le tableau 6, 7,

8.

Tableau 5 : Activité antimicrobienne de I’huile essentielle sur les souches de

références
Souches Gram Diamétre d’inhibition (mm)
Escherichia coli - Résistante
Staphylococcus aureus + 15
Pseudomonas aeruginosa - 10
Enterococcus faecalis o Résistante
Bacillus subtilis + 17
Sarcina 14
Candida albicans 15
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Tableau 6 : Activité antimicrobienne de ’extrait de Pin noir dans le MeOH sur les

souches de références

Souches Gram Diamétre d’inhibition (mm)

Escherichia coli - Résistante
Staphylococcus aureus + 16

Pseudomonas aeruginosa - Résistante

Enterococcus faecalis . Résistante
Bacillus subtilis + 16
Sarcina + 15

Candida albicans Résistante

Tableau 7 : Activité antimicrobienne de ’extrait de Pin noir dans le

MeOH/chloroforme sur les souches de références

Souches Gram Diamétre d’inhibition (mm)

Escherichia coli - Résistante
Staphylococcus aureus + 11

Pseudomonas aeruginosa - Résistante

Enterococcus faecalis + Résistante
Bacillus subtilis + 11
Sarcina + 13

Candida albicans Résistante

Tableau 8 : Activité antimicrobienne de I’extrait de Pin noir dans I’hexane sur les

souches de références

Souches Gram Diamétre d’inhibition (mm)

Escherichia coli - 11
Staphylococcus aureus =} 13
Pseudomonas aeruginosa - 10

Enterococcus faecalis + Résistante
Bacillus subtilis + 12
Sarcina + 17

Candida albicans Résistante
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Les résultats qualitatifs du pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle et des extraits
lipidiques du Pin noir sur les souches de références étudiées sont présentés dans les figures

(13,14, 15,16, 17, 18).

Figure 13 : Aromatogrammes des bactéries 2 Gram positif testées avec I’huile

essentielle du Pin noir

Figure 14 : Aromatogrammes des bactéries 2 Gram négatif testées avec I’huile

essentielle du Pin noir
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Figure 15 : Aromatogramme du C. albicans testé avec I’huile essentielle du Pin noir

Figure 16 : Aromatogrammes des bactéries 2 Gram positif testées avec les extraits

du Pin noir (dans : méthanol, méthanol/chloroforme, I’hexane)
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Figure 17 : Aromatogrammes des bactéries 2 Gram négatif testées avec les extraits

du Pin noir (dans : méthanol, méthanol/chloroforme, I’hexane)

Figure 18 : Aromatogramme du C. albicans testé avec les extraits du Pin noir (dans :
méthanol, méthanol/chloroforme, ’hexane)
I1.2.3.2 Discussion des résultats

On constate un effet inhibiteur de I’huile essentielle sur le développement de certaines
souches de bactéries et de levure. On remarque également qu’elle est inactive envers E. coli et
E. faecalis. De ce fait, on peut conclure que I’huile essentielle exerce une tres faible activité
bactéricide et fongicide.

Les extraits de Pin noir dans le méthanol et dans méthanol/chloroforme montrent une
activité antibactérienne vis-a-vis des bactéries a Gram positif tandis que les bactéries a Gram
négatif se sont montrées résistantes envers ces deux extraits.

Les trois extraits lipidiques n’ont pas une activité antifongique envers C. albicans ni

bactéricide vis-a-vis E.faecalis.
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Remarque : nous avons noté une activité antibactérienne trés faible de I’huile essentielle
et des extraits lipidiques a une concentration de 100 mg/ml (dilution dans le méthanol) sur les
quatre souches: FEscherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

Enterococcus faecalis.
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CONCLUSION



Conclusion

Notre travail a porté sur I’étude de la composition chimique et de I’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle de Pin noir ainsi qu’a 1’évaluation de l’activité
antimicrobienne de ses extraits lipidiques (méthanol, méthanol/chloroforme, hexane).

L’extraction de I’huile essentielle de Pin noir a été effectuée par hydrodistillation, en
utilisant un clevenger, elle a mené a un rendement trés faible de 4,78* 107%. Cette valeur est
assez faible comparativement a d’autres huiles essentielles. Les extraits lipidiques ont ¢té
préparés par macération avec des rendements de: 0,33% (dans méthanol), 0,58% (dans
méthanol/chloroforme) et 0,26% (dans 1’hexane).

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse
(CG/SM) a permis la séparation et 1'identification de la composition chimique de I’huile
essentielle de Pin noir. Cette derniére est constitué principalement de : D-Limonene,
B-Phellandrene, B-cis-Ocimene, a-Methyl-o-[4-methyl-3-pentenyl]oxiranemethanol,
p-Menth-1-en-8-0l, Anisole, 2-isopropyl-5-methyl, Acetate de bornyle, Eugenol,
Caryophyllene, a-Caryophyllene, Cadina-3,9-diene, oxyde de caryophyllene, Guaiol,
Selina-6-en-4-ol, -Eudesmol, Hexadecanal, (7Z,10Z , 13Z)-7, 10, 13-Hexadecatrienal,
Pimara-7, 15-dien-3-one, Labd-14-ene-8, 13-diol, (13R).

Les tests d’activités antibactériens effectués sur I’huile essentielle de Pin noir et les trois
extraits (méthanol, méthanol/chloroforme, hexane) ont montré, pour certains d’entre eux,
des actions inhibitrices vis-a-vis de certaines souches telles que « Sarcina ». Par contre, la
bactérie E. faecalis s’est révélée assez résistante.

En vue de la valorisation de ces espéces, il convient d’envisager une étude plus
approfondie, tel que I’étude saisonniére et géographique et leur influence sur sa diversité
chimique. Egalement, on peut envisager I’étude chimique des extraits lipidiques afin d’isoler
des structures originales, éventuellement bioactives ainsi qu’on peut élargir le domaine
d’étude (augmenter le nombre de souches) et de tester I’activité antimicrobienne a différentes

concentration.
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ANNEXE 2

Composition des milieux de cultures
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