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Résumé

Résumé

A travers ce travail, une étude phytochimique et biologique a été évaluée de trois
échantillons : extrait n-hexane de la résine (ER), macérat de la résine dans 1’huile (RHO) d’olive
et I’huile d’olive pure (HO).

Le criblage phytochimique de I’extrait n-hexane de la résine révéle la présence des

coumarines et Quinones libre.

La teneur en polyphénols totaux de 1’huile d’olive pure est d’environ 61.73mgEAG/Kg.
Cette teneur connue une augmentation significative pour le macérat huileux (431.925
mgEAG/Kkg), de méme le macérat huileux posséde un pouvoir antioxydant supérieur a (41.52 %)

alors que celle de I’huile d’olive ne dépasse pas 3.45%.

L’activité antimicrobienne a été testée sur trois souches bactériennes pathogénes et deux
souches fongiques pathogénes, les résultats montrent que seul I’extrait n-hexane de la résine
posseéde un effet antibactérien vis-a-vis deux souches bactériennes, Bacillus subtils et
Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition respectivement de 14 et 12mm. Tandis que le

macérat huileux montre une inhibition totale envers la croissance de la souche botrytis.

Les résultats de I’activité anticoagulante vis-a-vis les deux voies exogéne et endogene
réalisée in vitro montre que 1’extrait n-hexane de la résine révele effet coagulant. Alors que les

deux huiles n’ont aucune activité.

Mots clés : résine de pin, macérat huileux, huile d’olive, composés phénoliques, métabolites

secondaire, antioxydant, antibactérienne, antifongique, anticoagulante.



Résumé

Abstract

In this work, a phytochemical and biological study was carried out on three samples:
resin n-hexane extract (ER), resin macerate in olive oil (RHO) and pure olive oil (HO).

Phytochemical screening of the n-hexane resin extract revealed the presence of coumarins

and free quinones.

The total polyphenol content of pure olive oil is approximately 61.73mgEAG/kg. This
content increased significantly for the oily macerate (431.925 mgEAG/kg), and the oily macerate
also had a higher antioxidant power (41.52%) than the olive oil (3.45%).

Antimicrobial activity was tested on three pathogenic bacterial strains and two pathogenic
fungal strains. The results showed that only the n-hexane extract of the resin had an antibacterial
effect on two bacterial strains, Bacillus subtils and Staphylococcus aureus, with a zone of
inhibition of 14 and 12 mm respectively. The oily macerate showed total inhibition of the growth
of the botrytis strain.

The results of the in vitro anticoagulant activity against both exogenous and endogenous
pathways showed that the n-hexane extract of the resin had a coagulant effect. The two oils had

no activity.

Key words: pine resin, oily macerate, olive oil, phenolic compounds, secondary metabolites,
antioxidant, antibacterial, antifungal, anticoagulant.
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Introduction

Depuis 1’aube des temps, ’Homme n’a cessé de chercher a subvenir de ses besoins en
puisant dans la nature qui lui assure non seulement ses besoins nutritionnels et vestimentaires

mais également médicamenteux.

Au cours du temps, les connaissances empiriques accumulées ont permis aux différentes
civilisations de prendre les plantes comme source essentielle de médicaments. Ainsi, jusqu’au
début du XXeme siecle, presque tous les médicaments étaient d’origine végétale. Ce n'est qu'a la

fin du 18éme siecle que les médicaments s'inscrivent dans une logique scientifique.

Dans un premier temps, on a découvert que les plantes renfermaient plusieurs constituants,
la premiere substance médicinale pure dérivée des plantes était la morphine, qui a été extraite du

pavot au début du 19éme siecle (Simmonds, 2003).

Avec I’isolement des premiers principes actifs avec les progres de la chimie aux 18éme et 19éme
siécles, I’histoire du rdle thérapeutique des plantes est aussi longue que 1’histoire de I’humanité
elle-méme (Quentin-Leclerc, 2002) Actuellement, environ 25 % des médicaments modernes

sont developpés a partir de plantes (Liu et Wang, 2008; Newman et Cragg, 2007).

A T’heure actuelle, environ 25-30% de tous les médicaments, disponibles pour le traitement
des maladies sont derives des produits naturels (des plantes, des animaux, des bactéries et des
champignons) (C, S,Nergard et al.2005).

Parmi les plantes médicinales, le pin est trés important pour ses bienfaits. On peut citer
Pinus sylvestris, un arbre forestier économiquement important considéré comme une source de
composés bioactifs aux propriétés médicinales (Alfredsen et al, 2008). Pinus pinea est cultivé
pour ses pignons comestibles et comme arbre d'ornement, souvent planté dans les jardins et les
parcs. Son huile essentielle est utilisée pour diverses affections cutanées, plaies, brdlures, dans
des bains de vapeur aux herbes et dans divers inhalateurs (Demirci et al., 2015). Les composants
de I'écorce de pin sont d'importants antioxydants ; ils n'empéchent pas le vieillissement, qui est
un processus biologique génétiquement programmé, mais préviennent, reduisent ou inhibent les
divers effets néfastes du vieillissement causés par I'exces de radicaux libres (Masquelier, 1997).
Les sesquiterpenes et les éthers d'oxime de carbonyle dérivés du longifoléne dans le pin des

marais ont une activité anti-moustique importante (Mir et al., 2018).

Selon les régions et les maladies, le pin a plusieurs usages en Algérie. Le pin est bénéfique
pour le tractus gastro-intestinal (Benarba et al., 2015), le systéme respiratoire, le systeme
urinaire et stimule les glandes surrénales. Il est utilisé comme antiseptique et est recommandé
pour traiter les bronchites, les pneumonies et les rhumes (Rebbas et al, 2012) ; le pin posséede

également des propriétés antifongiques (Chermat et Gharzouli, 2015).



Introduction

En effet, la résine de pin utilisée dans des recettes en médecine traditionnelle, parmi
lesquelles le macérat de I’huile d’olive, dans laquelle utilisée comme remede d’hiver dans les

maladies bronchiques (usage externe ou interne mais pour les adultes avec des petites quantités).

Dont, un macérat huileux est le résultat de la macération de parties de plante dans une huile
végétale. Selon la plante et la partie de plante choisie, le macérat peut avoir différentes actions,

assurées par les molécules proviennes de la plante, ainsi que celles de I'huile utilisée.

L’objectif de notre travail consiste a réaliser une étude comparative phytochimique et
biologiques entre le macérat huileux de la résine et ces constituants, la résine de pin et I’huile

d’olive.

La premiére partie de ce travail consiste en une partie bibliographique, sur la résine de pin,

huile d’olive, métabolites secondaires et les activités biologique étudiée dans ce travail.
La deuxieme partie est consacrée a la partie expérimentale qui porte sur :
v' La préparation de I’extrait de la résine de pin dans le n-hexane et dans 1’huile d’olive

v L’étude phytochimique « screening phytochimique et dosage des polyphénols » de I’huile

d’olive te les extraits préparés

v L’évaluation des activités biologiques (antioxydant, antibactérienne, antifongique et

anticoagulante)

La troisieme partie présente les différents résultats obtenus ainsi que leur discussion.
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I. Résine de pins
I.1. Généralité sur les pins

Le pin est un terme général pour les arbres appartenant au genre Pinus. L'origine du nom
Pinus vient du mot "fosse", qui est un mot indo-européen faisant référence a une résine. Les pins
sont des gymnospermes de la famille des pinacées. C'est le plus important de tous les coniféres
Le nombre de ses especes (plus de 90 especes) se caractérise par la phyllotaxie unique et dite des
foréts qu'elle compose, et par I'utilisation intensive du reboisement et I'importance économique
de ses produits (Judd et al. 2002).

Figure 1: Le pin d’Alep

1.2. Description botanique

> Les feuilles sont de divers types :
a. feuilles en aiguille
b. Feuilles primordiales

> Les organes reproducteurs sont unisexués, les deux sexes sur le méme arbre (genre

monoique), la pollinisation est toujours anémophile, jamais entomophile.

> L'écorce et le bois sont produits par une assise unicellulaire, le cambium, située juste sous

I'écorce.

1.3. Classification

Tableau 1 : Classification de genre Pinus (Gaussen et al., 1982)

Rang taxonomique Nomenclature

Régne Végétale

embranchement Spermaphyte
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Sous embranchement Spermaphytes
Classe Coniférophytes
Ordre Pinales
Famille Pinaceae
Genre Pinus
Les Pinus sont connus localement sous le nom vernaculaire de: Senouber ssal)

(Lucienne, 2010).

1.4. Réparation géographique

Sa répartition géographique est trés vaste. On les trouve dans des régions assez variées,

mais surtout dans les zones a climat tempére-froid de I'némisphere boréal (Algérien, Tunisie,

Moroco, France, Espagne, Italie, les Balkans...etc.) ou ils occupent tous les étages de végétation,

du niveau de la mer jusqu'a la limite supérieure des foréts, méme en terrain en permanence gelé

(Techno-Science.net, n 1037632, 2004).

L'inventaire foncier et forestier de I'Algérie en 1984 est estimé a 1 128 664 hectares.

Superficie occupée par les principales espéces forestiéres ligneuses ciblées économiquement.

Parmi ces espéces, le pin d'Alep occupe 881 300 ha.

Tableau 2 : réparation de pin d’Alep en Algérie (Bentouati ,2006)

Superficie (ha)
Djurdjura 36,000
Tebssa 90,000
Medéa, Bogher 52,000
Aures 100,000
Theniet el hed 47,000
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Figure 2 : La réparation géographique de pin en Algérie
1.5. Résine de pin

Les résines végétales sont des substances naturelles sécrétées par certaines plantes. Ils se
présentent sous la forme de liquides collants qui sechent plus ou moins rapidement au contact de
I'air.

La résine des pins est un mélange complexe de terpenes constitué d'une partie volatile

appelée térébenthine et d'une partie non volatile appelée colophane (rosin).

Les résines peuvent se classer en deux catégories : les dérivés d’esters de colophane et des
polymeres issus de la chimie pétroliére. La colophane était extraite par les coniféres (pin),
utilisées dans les encres d'imprimerie sous forme dimérisée ou polymérisée. (Meullemiestre,
2014).

Figure 3 : la résine de pin

1.5.1. Composition de la résine de pin

La résine contient principalement des terpénoides, des flavonoides et des acides gras
(https://cueilleurs-sauvages.ch/onguent-a-la-resine-de-pin/). Un tiers de son poids est
constitué d'huiles essentielles, dont les propriétés de la résine sont les mémes que celles C'est une
huile essentielle, mais moins puissante en raison de sa plus faible concentration. Lorsqu'elle est
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chauffée, la partie dure et insoluble est appelée colophane et la partie liquide et aromatique est

appelée térébenthine.
1.5.2. Types de la résine de pin
» Oléoreésine : si elle est associée a des huiles essentielles: « pins, sapin ».

» Gomme-résine : si elle est associée a une gomme soluble dans I’eau: «aloé, myrrhe »

oliban.

> Baume : si la résine est associée a des essences et des acides aromatiques: « baume du Tolu,

benjoin, styrax ».
1.5.3. Synthése et distribution de la résine dans I’arbre

Les résines sont des mélanges complexes de terpenes de la famille Abietan et d'acides
résiniques dont les proportions varient selon les espéces et l'origine géographique (Joye et
Laurent, 1967). Synthétisé et préservé par les arbres, il peut étre considéré comme un systeme
de défense contre les fissures mécaniques du bois (Cheniclet et al, 1987). pour le protéger des
agressions extérieures telles que l'attaque des champignons ou des insectes (Croteau et al,
1987).

La synthése de résine se produit dans lI'aubier par une fine couche de cellules tapissant les

conduits de résine et formant un tissu épithélial.

Ces canaux mesurent environ 90 a 300 um de diamétre chez le pin et peuvent étre divisés
en deux groupes selon leur orientation dans le tissu de l'arbre : «tubes en résine axiaux et
radiaux » (Ferreira and Filho, 2012; Sander et al., 2003).

1.5.4. Récolte de la résine

La production annuelle de résine par arbre peut varier d'environ 1 kg a 6 kg, selon l'arbre et
sa zone géographique. Certaines caractéristiques dendritiques d'un arbre peuvent augmenter son
rendement, comme le diamétre et la fréquence des canaux de résine (0,4 a 1,1 canal/mm?)
(Rodriguez-Garcia et al., 2014).

La récolter effectuée tout simplement sur les zones endommagées sur le pin. Parce qu'il y a
une production de résine la-bas. La résine durcit lorsqu'elle séche, mais se ramollit lorsqu'elle est
chauffée. Avant de couper I'écorce de pin pour la seve, il faut rechercher dabord les branches
endommagées ou tombeées. S’il faut endommager l'arbre, seulement dans une petite zone d'un
coté. De plus, ne prendre que ce dont vous avez vraiment besoin et laissez I'excédent sur l'arbre

pour le protéger des parasites.
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La résine est récoltée en été, ce qui prend environ 6 mois. En effet, une diminution de la
synthese de résine est observée en hiver ; ceci est di a une baisse de température qui réduit

I'activité des cellules sécrétrices et augmente la viscosité de la résine (Blanche et al., 1992).

Le gemmage "traditionnelle” est une opération qui consiste a faire une plaie dans I'écorce
afin que I'écorce sécrete de la résine pour recueillir la résine. Lors du taraudage traditionnel, il
faut faire attention avec un outil spécial appelé hapchot (Eshete et al., 2012) . De cette plaie la
résine s'écoule vers un pot en terre cuite placé au fond du soin et pris en sandwich entre des
lamelles de zinc et des clous (Rodriguez-Garcia et al., 2016) . Un produit acide (généralement
de l'acide sulfurique) est déposé sur la plaie pour empécher la cicatrisation, stimuler la
production de résine et augmenter la durée de la décharge, limitée a quelques jours dans les

conditions naturelles.

| — .
- . £ ‘.

v

-“\
{4
|

Figure 4 : Le gemmage traditionnel
1.5.5. Utilisation thérapeutique de la résine de pin

De nombreuses enquétes ethnobotaniques ont indiqué 1’utilisation des pommes, des
feuilles, de I’écorce et de la résine de P. halepensis Mill., en médecine traditionnelle. La résine
sert comme antidiabétique et pour traiter les ulcéres du tube digestif et les blessures. La résine de
pin a des effets diurétiques, émollients, stimulants, antiseptiques, anthelminthiques, insecticides,
désinfectants, cytotoxiques, antibactériens, antifongiques, spasmolytiques, cicatrisants,...
(Shuaib et al., 2013).

En effet, en Algérie la résine est utilisée pour traiter les affections des voies respiratoires
et urinaires (Benderradji et al., 2015). la parasitose délirante, comme antiseptique, antifongique
et stimulant des glandes surrénales, Les populations du Maroc utilisent aussi la résine de P.
halepensis Mill., sous forme de poudre contre les troubles digestifs, respiratoires, cutanés,

circulatoires et génitaux. Comme c’est le cas de la majorité des pays mediterranéens, en Espagne
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la gomme, la résine, les feuilles et le pollen sont utilisés comme expectorants et contre les
abcés (Miara et al., 2019).

En outre la résine de pin est utilisée en poudre, mélangée avec du miel pour soigner les
maladies de I'estomac et des intestins en Turquie. Elle est aussi machée pour nettoyer la bouche

et les dents et pour éviter la mauvaise haleine (Satil et al., 2011).
I1. Huile d’olive

I11.1. Généralité sur Polivier

L’olivier a été cité dans des livres a plusieurs reprises. Dans le coran, 1’olive a été
mentionné six fois dans différents endroits parmi lesquels un verset coranique cité au début de la
sourate « Al-tine » (Labdaoui D., 2017).

La culture des oliviers, ainsi que la production et l'utilisation d'huile d'olive ont été des
pratiques bien connues et établies dans la région méditerranéenne depuis de 7000 ans
(Tsagaraki E. et al., 2007).

Selon la 1égende, c’est Isis, femme d’Osiris, qui aurait enseigné aux égyptiens la technique
d’extraction de I’huile. En Algérie, I’oliveraic n’a pas retrouvé son deuxieme souffle
d’adaptation aux nouvelles techniques de production, a I’instar de ses deux pays voisins (Tunisie
et Maroc) qui ne cessent de renouveler les techniques de plantation sur des nouvelles bases de

I’oléiculture ou la rentabilité est prise en considération (SlamGaour M.,2004).
11.2. Classification botanique d’olivier

D’aprés Emberger (1960) ; Gaussen (1982) ; Cronquist (1988) ; Argenson et al. (1999),

I’olivier & comme classification :

Tableau 3 : classification botanique d’olivier

Embranchement Phanérogames
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous R classe Asteridae
Ordre Gentianales
Famille Oleaceae
Genre Olea
Espéce Olea europea
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11.3. Répartition géographique des oliviers
11.3.1. Répartition dans le monde

Le nombre mondial d'oliviers est évaluée a 784 millions, dont 754 Millions dans le bassin
méditerranéen. L’Europe représente 66% du verger oléicole mondial, 1'Asie méditerranéenne
(17%), et LE MAGHREB (14%) ; On trouve des oliveraies en Chine, Australie, Etats-Unis,
Afrique du sud..., et surtout en Argentine. (Sidhoum M., 2011).

11.3.2. Répartition en Algérie

L’oléiculture est concentrée au niveau de sept principales wilayas (Bejaia, TiziOuzou,
Bouira, Guelma, Jijel, Sétif et Mascara) dont la région centre représente un taux de plus de 75%
de la superficie oléicole globale de ces sept wilayas (ANDO, 2018). Notant que la production

d’huile d’olive en Algérie est estimée de80 000 tonnes durant la campagne 2017-2018.

Figure 5 : Carte oléicole d’Algérie (ITAF, 2008).

11.4. Olive

L'olive est une drupe ovale constituée d'un péricarpe (exocarpe et mésocarpe) et d'un
endocarpe (fosse) (Ghanbari R. et al., 2012).

La paroi du fruit est constituée de I'exocarpe (péricarpe) fermement attaché a la pulpe (Fig.
06). A maturité, I'exocarpe passe du vert tendre (olive verte) au violet ou rouge (olive) puis au
noir (olive noire) (Fedeli E., 1997, Bianchi G., 2003).

mésocarpe

ou pulpe endocarpe

Figure 6 : Différentes parties de 1’olive (Amourettim C. et al., 2000).

10
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11.5. Huile d’olive

L'huile d'olive est le jus extrait de I'olive, Le traitement des olives en vue de 1’extraction de
I’huile peut se faire par des moyens meécaniques (par pression ou centrifugation) ou bien des

méthodes traditionnelles (Boulkroune H., 2018).
11.5.1. Composition chimique de I’huile d’olive

La composition chimique de I’huile d’olive (Olea europaea, L.) dépend largement de la
variété du fruit, des conditions agronomiques, du degré de maturité, des procédés d’extraction et

des conditions de stockage (Cichelli et Pertesana, 2004).

Les composants de I’huile d’olive sont souvent classés en deux catégories : la fraction

saponifiable et la fraction insaponifiable.
A. Fraction saponifiable

La fraction saponifiable est constituée d’acides gras et de leurs dérivés. Elle représente
environ 99% de I’huile et lui confére la plupart de ses caractéristiques physiques, chimiques et

métaboliques (Ryan D. et al., 1998).
Les différents constituants de cette phase sont :
> Acides gras

Les acides gras sont des acides carboxyliques qui contiennent de longues chaines grasses
non ramifiées. Les acides gras sont classés selon leur structure et leurs propriétés chimiques en
(AGS), (AGMI) et (AGPI) selon la présence ou non d'une ou plusieurs doubles liaisons dans
leurs chaines carbonées (Lopez S. et al. 2014). Le tableau représente les principaux acides de

I’huile d’olive.

Tableau 4 : Composition en acides gras de I’huile d’olive (Amanda L. et al., 2010)

Acide gras Formule Pourcentage %
Acide oléique C18:1 A9 55-83
Acide linoléique C 18:2 A6 35-21
Acide palmitique C 16:0 7,5-20
Acide stéarique C 18:0 0,5-5
Acide palmitoléique C16:1 A7 0,3-3,5
Acide linolénique C18:3A3 <0,9

11
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Acide arachidique C 20:0 <0,6
Acide gadoléique C20:1 A9 <0,4
Acide margarique C17:0 <0,3
Acide béhénique C 22:0 <0,2
Acide lignocérique C24:0 <0,2
Acide mystérique C 14:0 <0,05

» Triglycérides
Ce sont des triesters d'acides carboxyliques et de glycérol (Murry, 1998) et sont les
principaux constituants (89-99%) de I'huile d'olive (Doveri et Baldoni, 2007). Les triglycérides
déterminent principalement les propriétés physicochimiques des huiles (Tlantikit, 1988). Les
Les principaux triglycérides présents dans 1’huile d’olive sont représentes dans le tableau

(Ruiz et al., 1998).

Tableau 5 : Les principaux triglycérides de 1’huile d’olive (Ruiz et al., 1998).

Nature (%) des triglycérides

000 40-60
POO 10-20
OoOoL 10-20
POL 5-7
SO0 5-7

O : Acide Oléique, L: Acide Linoléique. P: Acide Palmitique, S: Acide Stéarique
B. Fraction insaponifiable

Cette fraction représente environ 2 % de la composition totale de I’huile d’olive et

comptent plus de 230 composés différents (Laribi R., 2015).
» Composés phénoliques

Ils sont de puissants antioxydants naturels. Ils sont en effet des pieges a radicaux libres, et

bloguent par conséquent les réactions de propagation en chaine de I’oxydation, les polyphénols

12
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peuvent inhiber 1’oxydation des lipides de fagcon indirecte en désactivant I’oxygéne singulet,
oxydant trés puissant des acides gras insaturés, ou en chélatant les métaux de transition (Fe*?,
Cu?*) qui accélérent fortement 1’autooxydation des lipides. Certains, enfin, sont des inhibiteurs
des enzymes d’oxydation, en particulier la lipoxygénase ou la cyclo-oxygénase (Pokorny J.,
2003).

» Hydrocarbures

Ce sont les principaux composants de la fraction insaponifiable. L'ingrédient principal est
le squaléne, qui représente 30 a 50 % de la portion. C'est une polyoléfine avec une teneur plus
élevée que toute autre huile végétale ou animale. Le squalene est un précurseur métabolique du

cholestérol et d'autres stérols (Samaniego-Sanchez C. et al., 2010).
» Tocophérols

Les tocophérols sont connus pour leurs doubles effets bénéfiques. En effet, ils présentent
avant tout des avantages en tant que vitamines (vitamine E), et ils ont également une forte
activité antioxydante (Burton G. et al., 1986). Les tocophérols courants dans I'huile d'olive

sont : les tocophérols alpha, béta, gamma et delta (Beltran G. et al., 2005).
> Stérols

L'huile d'olive est la seule huile qui contient des niveaux particuliérement élevés de béta-
sitostérol, une substance qui bloque I'absorption du cholestérol dans Il'intestin (Osland R., 2002).
Les stérols sont des composés importants pour la stabilité de I'huile car ils agissent comme
inhibiteurs de la polymérisation a haute température et fournissent des parametres importants
pour la détection de I'adultération des huiles (Velasco J., 2002. Garcia-Gonzélez D. et al.,
2007).

» Chlorophylles

Les chlorophylles représentent un groupe de tétrapyroles a magnésium, leurs teneurs varient de 0
a 20 ppm et elles sont responsables de la nuance verdatre de I’huile d’olive (Gandul-Rojas B. et
al., 1996a).

» Pigments caroténoides

Les pigments caroténoides surtout présents dans 1’huile d’olive est le B-caroténe. (Nieves
Criado M. et al., 2008), ce sont des inhibiteurs tres efficaces de la photo- oxydation induite par
les pigments chlorophylliens (Aparicio-Ruiz R. et al., 2012) et sont utilisés par ailleurs comme
¢tant des marqueurs pour la différenciation variétale et de 1’origine géographique des cultivars

(Giuffrida D. et al., 2007).

13
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11.5.2. Intérét nutritionnel et thérapeutique de I’huile d’olive

Bien que I'huile d'olive ait longtemps été un ingrédient essentiel du régime méditerranéen
Pendant des milliers d'années, les propriétés médicinales de cette huile n'ont été découvertes que

récemment obtenez une véritable reconnaissance (Weil, 2005).

L’huile d’olive est I’une des huiles les plus appréciées des consommateurs pour des raisons
organoleptiques (riche en ardmes et en saveurs), mais aussi pour des raisons de santé humaine

comme agent préventif (Pinelli et al., 2003; Samaniego-Sanchez et al., 2007).

L’huile d’olive est riche en substances antioxydantes qui sont impliqués dans la protection
contre certaines maladies : maladies cardiovasculaires, certaines cancers et maladies
neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson) (Servili et al., 2004). Ces maladies étant liées aux
espéeces réactives de I’oxygene impliquées dans le stress oxydant, syndrome au cours duquel les
éléments pro-oxydants surpassent les capacités antioxydantes de 1’organisme (Pincemail et al.,
2002), il en résulte un déséquilibre entre antioxydants et pro-oxydants en faveur de ces derniers
(Moffarts et al., 2005). En effet, I'huile d'olive conserve ses propriétés antioxydantes lorsqu'elle
est cuisinée, jusqu'a 200 C° pendant 3 heures (elle ne s'oxyde pas a la friture), alors qu'on
recommande de ne pas chauffer les huiles de graines (comme le tournesol ou le soja) au-dela de
160 C° (Alonso et al.,2006).

La vitamine E, les caroténoides et les composés phénoliques sont des antioxydants qui ont
démontrés des effets considérables dans la prévention de certains maladies et de vieillissement
(Huang et al., 2008).

Selon Berra (1998) et Giuffrida et al. (2006), les caroténoides sont considérés comme
agents préventifs des maladies cardiovasculaires et réduisent les risques d’apparition des cancers.
La lutéine et la zéaxantine préviennent les pathologies dégénératives et la formation de la
cataracte (Beltran et al., 2005).

L’huile d’olive de part sa richesse en acides gras mono insaturés, principalement 1’acide
oléique, contribue a I’augmentation du taux des HDL, diminue et empéche 1’oxydation des LDL,
diminuant ainsi le risque d’athérosclérose et des maladies cardiovasculaires (Jacotot et al.,
1985). La teneur élevéee en acide oléique diminue le risque des cancers du sein, des ovaires, de

I’estomac et du colon (Owen et al., 2003).

14



Chapitre | synthese bibliographique

111. Métabolites secondaires

111.1. Généralités

Le métabolisme chez les végétaux est un processus trés dynamique caractérisé par une
synthése et une dégradation des molécules pour assurer un équilibre cellulaire parfait.
Cependant, 1’essentiel produit lors de ce métabolisme est orienté vers la synthese de molécules
vitales et impératives pour la structuration et le fonctionnement des cellules, ce sont les
métabolites primaires tels que les protéines, les glucides, les lipides ainsi que les acides
nucléiques (Hopkins, 2003), alors que d’autres voies de biosynthése, dérivant du métabolisme,
non essentiel a la survie de la plante sont connues sous le nom de métabolites secondaires
(Hartmann, 2007).

Ces métabolites secondaires sont utiles dans I’interaction de la plante avec son
environnement, étant considérés comme réponse aux différents facteurs de stress, ce qui permet

le développement d'une résistance contre une attaque pathogéne (Sudha et Ravishankar, 2002).
111.2. Classification

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les composés
phénoliques, les terpenes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une tres grande
diversité de composés qui possedent une tres large gamme d’activité en biologie humaine(krief,
2003).

111.2.1. Composés phénoliques

Les polyphénols constituent un groupe de substances ubiquistes et variées allant de
molécules simples jusqu’a des structures tres complexes (Marouf et Reynaud, 2007). Les
composés phénoliques jouent un réle important dans les qualités sensorielles et nutritionnelles
des produits végétaux car ils sont présents dans la plupart des organes et tissus utilisés ou

consommeés par ’homme (Manchando et Cheynier, 2006).
A. Structure chimique

Les polyphénols se caractérisent par la présence au moins d’un cycle aromatique a 6
carbones dans leur structure, lui-méme porteur d'un nombre variable de fonction hydroxyles OH
(Hennebelle et al., 2004). La structure et le nombre de noyaux aromatiques sont la base de la
classification des composés phénoliques (Bruneton, 2009).
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Figure 7 : structure de deux composés phénoliques de base; acide salicylique, acide caféique
(Hannebelle et al., 2004).

B. Classification des composés phénoliques
» Acides phénoliques

Ces composés sont dérives de deux sous-groupes distingués : Les acides
hydroxycinnamiques ,dont les plus abondants sont 1’acide caféique, 1’acide férulique, 1’acide
chlorogenique. Et les acides hydroxybenzoique , mais les plus répandus sont 1’acide salicylique
et I’acide gallique. Sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales et

présents chez toutes les céréales (Yezza et Bouchama, 2014).

Ils sont considérés comme substances phytochimiques avec des effets prebiotique,
antioxydant, de chélation et anti-inflammatoire. Leur toxicité est trés faible car ils sont
considérés non toxiques (Yezza et Bouchama, 2014).

> Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les
fruits, les feuilles, les graines, de la plante (Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). Elles sont
considérées comme des pigments quasi universels des végétaux qui peuvent participer dans les
processus photosynthétiques (Mukohata et al., 1978), dans la régulation de géne et dans le
métabolisme de croissance (Havsteen, 2002). Actuellement, environ de 4000 composés
flavoniques sont connus (Edenharder et Grinhage, 2003) et ont tous le méme squelette de base
a quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une configuration C6-C3- C6 de type phényl-2-

benzopyrane (Yao et al., 2004) .
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Tableau 6 : Structure des principales classes des flavonoides (Narayana et al, 2001; werdman
et al, 2007)

Classe Structure chimique R’3 R’4 R’S exemple
Flavones H OH Apigenine
OH OH H Lutéoline
OH OCH3 H Diosmetine
Flavonols H OH H Kaempférol
OH OH H Quercétine
OH OH OH Myrecétine
Flavanols . OH OH H Catéchine
o O 0 ) .
Flavanones H OH H Naringénine
OH OH H Eriodictyol
Anthocyanidine T . H OH H Pelargonidine
o N O OH OH H Cyanidine
[ OH  OH OH  Delphénidine
isoflavones R7 R5 R’4
OH OH OH Genisteine
H O-glu OH Daidezine
» Tannins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques

polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 g/mol qui présente, a coté

des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et

d’autres protéines (Haslam, 1996 ; Cowan, 1999). Les tannins sont caractérisés par une saveur

astringente et sont trouvé dans toute les parties de la plante : 1’écorce, le bois, les feuilles, les
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fruits et les racines (Scalbert, 1991). On distingue deux groupes de tannins différents par leur
structure et par leur origine biogénétique :

v' Tanins hydrolysables

Sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable d’acide phénol. Le
sucre est trés genéralement le d-glucose et I’acide phénol est soit 1’acide gallique dans le cas des

gallotannins soit 1’acide ellagique dans le cas des tannins classiquement dénommés ellagitannins

(Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).

OH

OH

OH

Figure 8 : structures chimiques de tannins hydrolysables

v" Tanins condensés

Les tannins condensés ou les pronthocyanidines sont des polymeres constitués d’unités
flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4, C8 et C6 (Bruyne et al., 1999 ; o’connell
et fox, 2001). lls déférent fondamentalement des tannins galliques et ellagiques, ils ne possedent

pas de sucre dans leurs molécules et sont non hydrolysable (Paris et hurabiellem, 1981).

- OH
F’ ’ ..\l //
HO o O ~ 1‘:1.:\/ )
~F \‘T/ | OH
s A = ) (8]
= “OH /'/'"\\ " i
1 )
HO T,-- | u"‘\\,u""\ Q}:{-/ o

Figure 9 : Structures chimiques d’un tanin condensé

» Les coumarines

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels, elles donnent une
odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché, a I’exception des algues, ces

composés sont les constituants caractéristiques du regne végetal chlorophyllien, les familles les
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plus riches en coumarines sont : Légumineuse, Rutacées, Apiécées et Thymeleacées. Elles se
trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les fruits et les huiles essentielles
des graines (Deina et al., 2003 ; Booth et al., 2004).

L
o} o}
benzo-2-pyrona
Figure 10 : structure chimique de coumarines (Muanda, 2010).

111.2.2. Les terpénoides

Les terpénes constituent probablement la classe la plus vaste et la plus diversifiée de
composés organique des végétaux, avec pres de 15.000 structures moléculaires connues. Leur
grande diversité trouve son origine dans le nombre d'unités de base qui les composent ainsi Que

dans les divers modes d'assemblage, on distingue :
> les monoterpénes a 10 atomes de carbone.
> les sesquiterpénes a 15 atomes de carbone.
> les diterpénes a 20 atomes de carbone.
>

les triterpénes a 30 atomes de carbone et les tétraterpenes a 40 atomes de carbone
(Belbache, 2003)

X

CH,

o _CHs CH,

CH, OPP CH,

Irans-2trans-G-farnesnl [-snmialéng
Figure 11 : structure des deux composés sesquiterpéniques.

111.2.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances azotées, basiques, leur atome d’azote est inclus dans un
systeme hétérocyclique (Bruneton, 1999). Cet atome d’azote provient, en général, d’un acide

aminé dont la structure carbonée reste souvent intacte dans la structure finale de 1’alcaloide.

Jusqu'a aujourd’hui, plusieurs médicaments utilisés sont des alcaloides naturels, ils
affectent chez I'étre humain le systeme nerveux, les alcaloides jouent plusieurs activités
pharmacologiques: analgésique (cocaine), anticholinergique (atropine, scopolamine,

galanthamine), anti-malaria (quinine), anti-hypertensive (réserpine), antitussive (codéine),
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dépressant cardiaque, stimulant centrale (caféine), diurétique, anesthésiant local (cocaine),
(morphine), anti-tumeur, sympathomimétique (éphédrine), plusieurs alcaloides servent de model
pour la synthese d’analogues avec des propriétés meilleures (Bhat, 2005).

0
HC” =

H.C N
\O Z

Figure 12 : structure chimique des alcaloides
IV. Activités biologiques
Généralité
Les produits végétaux sont particulierement riches en métabolites secondaires qui exercent
de multiples réles biologiques. De nombreuses enquétes épidémiologiques a été démontré que
les fruits et Iégumes ont un effet préventif sur I'émergence de conditions médicales majeures. Les

polyphénols, en particulier les flavonoides et les tanins, constituent I'une des classes de

micronutriments les plus abondantes.

Ces composés sont particulierement intéressants a étudier en raison de leurs diverses

propriétés biologiques telles que :
IV.1. Activité antioxydant
IV.1.1. Stress oxydant

Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses antioxydantes sont capables de détruire
les radicaux produits en excés. On dit que la balance oxydants /antioxydants est en équilibre.
Cependant dans certains cas, en raison d’une surproduction radicalaire ou d’une diminution des
capacités antioxydantes. Un déséquilibre entre la génération d’espéces oxygenées activées

(EOA) et les defenses antioxydants de 1’organisme appelé stress oxydatif (Bendif, 2017).

Les espéces activées de I'oxygeéne de part leur structure électronique instable peuvent
attaquer les composants cellulaires. Les molécules biologiques : protéines, les lipides, glucides et
I’ADN sont sujettes a 1’attaque radicalaire, provoquant ainsi un dysfonctionnement dans les
activités vitales des cellules a I’origine du développement de diverses pathologies (Mohammedi,

2013).
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1VV.1.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des entités chimiques (Espéces, atomes, molécules ou des
fragments moléculaires) possédant un électron (ou plus) non apparié « Célibataire » sur la
couche périphérique du squelette moléculaire. Cet électron nait suite a un apport d’énergie
susceptible et suffisant pour se réapparier, qui a tendance a attirer les électrons d’autres atomes et

molécules pour gagner en stabilité, déstabilisant ainsi d’autres molécules (Bendif, 2017).
IV.1.3. Les antioxydants

Sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages causés par les
radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule des
concentrations non cytotoxiques. Les antioxydants sont des systemes enzymatiques ou

nonenzymatiques (Mohammedi, 2013).

Systéemes enzymatiques sont des systemes de défense trés efficaces. Selon Lehucher
Michel, (2001) cette ligne de défense est constituée de Superoxyde dismutase (Catalyse la
dismutation de 1’anion superoxyde), Catalase (Métabolise H202), Glutathion peroxydase (Action
réductrice sur H>O, et assure la transformation des hydroperoxydes organiques, lipidiques
notamment, de type ROOH en ROH) (L.Michel, 2001).

Systémes non enzymatiques, comme les vitamines E (a-tocophérol) et vitamines C
(Acide ascorbique) et les polyphénols issus des végétaux (flavonoides, xanthones, coumarines,
caroténoides, dérivés d’acide phénolique, tanins, anthocyanines,...etc). La plupart de ces
composants ne sont pas synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par 1’alimentation

(Bendif, 2017).
1V.2. Activité antibactérienne

Les antibiotiques sont des substances chimiques élaborées par des organismes vivants ou
produits par synthese chimique qui possedent une activité antibactérienne. Cette activité se
manifeste de maniere spécifique par 1’inhibition ou la modification de certain processus vitaux
des micros organismes. En fonction de la molécule, de sa concentration et du temps de contact
avec les bactéries, les antibiotiques peuvent les tuer (effet bactéricide) ou ralentir leurs

croissance (effet bactériostatique). (P.G.Guilfoile, 2000).

Le traitement des infections bactériennes repose principalement sur [l'utilisation
d’antibiotique. La prescription généralisée et parfois inappropriée de ces meédicaments peut
conduire a la sélection de souches multirésistantes, guidant ainsi I'importance de la recherche

vers la découverte de nouvelles voies qui constituent de nouvelles sources d'inspiration herbes
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(Billing et Sherman, 1998), sous forme de métabolites les composés secondaires, dont les
composés phénoliques, sont encore utilisés dans l'industrie alimentaire et cosmétiques et comme

antiseptique dans la médecine populaire (Cowan,1999).

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires procaryotes, caractérisés par une
absence de noyau et d’organites. La plupart des bactéries possédent une paroi glucidique, le
peptidoglycane. 1l existe cependant de nombreuses especes pathogenes a 1’origine de beaucoup

de maladies infectieuses comme le choléra, la syphilis, la tuberculose... (Nauciel, 2000).

Les bactéries peuvent étre classées a l'aide de la coloration de Gram, qui distingue les

deux types bactéries :

> Bactéries Gram-positives : les bactéries Gram-positives sont violettes en dessous

microscope.

> Bactéries Gram-négatives : les bactéries Gram-négatives sont roses en dessous

microscope.
1VV.2.1. Souches bactériennes étudiées
A. Escherichia coli

E. coli est une bactérie a Gram négatif en forme batonnet, et classée comme un membre de
la famille des entérobactéries de la classe des gammaproteobactéries. De nombreux systéemes de
manipulation génétique ont été développés en utilisant E. coli comme bactérie hote, produisant
d’innombrables enzymes et autres produits industriels. En outre, étant donné que certaines
souches et sérotypes d’E.coli peuvent causer des maladies humaines, comprendre 1’écologie de
cette bactérie est important pour prévenir infection et propagation de cet agent pathogéne a la

nourriture, au sol et & I’eau (Jang et al.,2017).
B. Staphylococcus aureus

S. aureus (Gram positif) est a la fois commensal (il colonise les narines, 20-40 % de la
population générale sont porteurs) et pathogéne (provoquant principalement des infections
opportunistes des tissus mous, de la peau et des plaies, mais aussi des infections sanguines,

ostéomyélite, arthrite septique, endocardite, pneumonie et septicémie) (Kozajda et al.,2019).
C. Bacillus Subtilis

Est une bactérie a Gram positif ubiquitaire du sol. Cette bactérie posséde 1’avantage
d’avoir un génome entiérement séquencé, et est facile & manipuler génétiquement, ce qui
favorise la compréhension des génes impliqués dans la formation de biofilm (Zhu et Stilke,
2018).

22



Chapitre | synthese bibliographique

B. subtilis est souvent retrouvé dans la rhizosphére, connue comme étant la région qui se
retrouve autour des racines de plante. La rhizosphére est riche en sécrétions végétales, qui
fournissent des nutriments aux bactéries et favorisent leur croissance. Cette abondance de
nutriments permet aux « plant growth promoting rhizobacteria » (PGPR) comme B. subtilis de
coloniser les racines et ainsi favoriser la croissance de la plante. Etant donné que cet
environnement supporte la colonisation de B. subtilis sur les racines, il y a formation de biofilm
a la surface de celles-ci (Mielich-Siss et Lopez, 2015 ; VIamakis et al., 2013 ; Beauregard etal.,
2013).

IV.3. Activité antifongique
IVV.3.1. Les antifongiques

Sont des substances (naturelles) capables de détruire sélectivement ou non les différents
champignons rencontrés en mycologie. Ils s’administrent par voie locale ou générale (O’fel,

1982).
1V.3.2. Les champignons

Les champignons sont des microorganismes classés en trois groupe par rapport a leur
importance industrielle : les champignons filamenteux, les levures, les champignons supérieurs

(Antonio, 1998). Les champignons se distinguent des plantes par 1’absence de chlorophylle.

C’est un étre vivant hétérotrophes qui se nourrit de matiére organique vivantes ou mortes
en secrétant des enzymes a travers ses parois cellulaires. Ils contiennent également des cellules
cylindriques allongée, les hyphes, qui peuvent mesurer 0,2mm de longueur et 0,01mm les hyphes
forment en semble « le mycélium », qui s’étend dans la terre, le bois ou tout autre substrat
(Knudes & Etersen, 2003). Leur paroi cellulaire contient typiquement de la chitine et du glucan.
Plus de 100 000 espéces connues, elles sont pour la plupart saprophytiques; moins de 0,5 % sont

reconnus pathogene, Ils peuvent se reproduire de fagon sexuée ou asexuee (Dufresne, 2018).
1VV.3.3. Les champignons phytopathogénes

Les champignons phytopathogeénes ou dites telluriques constituent un groupe d’organismes
microscopiques hétérotrophes ubiquistes, qui présentent des structures et des caractéristiques
biologiques extrémement diversifiees (Kirk et al., 2001). Ils établissent des interactions
antagonistes avec les plantes (Vander, 2003). Plusieurs genres de champignons telluriques sont
capables d’infecter les racines de plantes ainsi que les autres parties et méme le fruit
(Abdelkader, 2012). Dans cette catégorie de champignon on peut trouver les Aspergillus, les

Penicillium, les Fusarium, Rhizoctonia, Alternaria, Pythium, verticilium...etc.
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L’ensemble de ces microorganismes provoquent des maladies sur diverses cultures

maraicheres, céréales, plantes (Agrios, 2005).
1VV.3.4. Champignons phytopathogenes utilisés
A. Botrytis cinerea

Est un champignon polyphage capable d’attaquer plus de 230 espéces de plantes (Jarvis,
1980). Il affecte de nombreuses productions végeétales d'importance économique en culture sous
serre ou en plein champ, comme par exemple: le raisin, la pomme, la poire, la cerise, la fraise et
le kiwi en production fruitiére, 1’aubergine, la carotte, la laitue, le concombre, le poivron, la
tomate, la courgette en production légumiére ou des plantes ornementales comme la rose, le
gerbera ou le cyclamen. Ce champignon est responsable de lourdes pertes économiques sur de

nombreuses cultures (Gullino, 1992).

Botrytis cinerea est I’agent responsable de la pourriture grise. Cet agent pathogéne peut
entrainer la destruction partielle ou totale de la plante héte, et dans certains cas de la récolte. Sur
le plan économique, ce champignon est par exemple considéré comme un probléme
phytosanitaire majeur en viticulture dans le monde (Martinez et al., 2005). 1l peut s’attaquer a
différents stades de développement de la vigne et I’infection par les conidies peut se produire
durant toute la saison de croissance: début d'inflorescence, floraison, véraison, stade végétatif et
grappe (Kretschmer et al., 2007). On estime les pertes mondiales dues a B. cinerea sur vigne a
2 milliards $ par an (Elmer and Michailides, 2004). De plus, le développement rapide et
insidieux de B. cinerea engendre chaque année la destruction de récoltes sur des centaines

d’hectares de cultures viticoles (Bolay and Pezet, 1987).

Figure 13 : Botrytis cinerea
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B. Fusarium sp

Les Fusariums sont des champignons filamenteux imparfaits (Deuteromycetes), qui
comprennent plus de 100 especes. Le genre Fusarium tire son nom du latin (Fusus) car ses
spores sont en forme de fuseau, également décrites comme ayant une forme de canoé ou de
banane (Desjardins, 2006). Le Fusarium est reconnu par son développement a divers substrats
au champ notamment les sols (Dossa et al. 2019) ainsi que dans les récoltes de céréales (Nucci
et al. 2007).

Le genre Fusarium présente une grande diversité morphologique. Le principal caractere
qui permet de distinguer ce genre des autres est la présence de macroconidies fusiformes et
cloisonnées (Nelson et al. 1994). Les especes de Fusarium se différencient essentiellement par
leurs macroconidies, microconidies ainsi que leurs chlamydospores. Ceci est complété par

1’étude des phialides .

» Les macroconidies sont des spores pluricellulaires fusiformes plus ou moins courbées avec
des extrémités apicales plus ou moins crochues et basales (arrondies, crochetées, effilées,
crantées).

> Les microconidies sont de petite taille par rapport aux macroconidies, septées ou non (0 ou 1
septum, parfois 2 septa pour certaines especes), souvent dispersées parmi le mycélium.
Leurs formes sont diverses fusiformes, ovoides, ellipsoides, en forme de poire (piriforme) ou

de rein.

> Les chlamydospores sont produites par certaines espéces. Elles sont formées seules,
doublées, en bouquet ou en chaine. Elles sont terminales ou intercalaires et différenciées par
le mycélium ou par les conidies. * Phialides (monophialides, polyphialides) sont portées par

I'extrémité du conidiophore. Elles sont étroites plus ou moins effilées.
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Figure 14 : fusarium sp
IV.4. Activité anticoagulante
IV.4.1. La coagulation

La coagulation est un processus complexe au cour duquel le sang liquide forme un caillot

gélatineux. La coagulation peut suivre deux voie (Selverthorn et al., 2007) :

» Voie endogene : Dans cette voie de coagulation tous les éléments nécessaires de la
coagulation sont présents dans le plasma sans apport extérieur. Cette voie est déclenchée par
I’activation du facteur XII(Hageman) lors de ce contact aux structures €lectronégatives de la
matrice sous-endothéliale (collagéne, sulfatides, glycosaminoglycanes), une activation qui
conduit par la suite & I’activation de pré-kallikréineen kalikriéne qui & son tour peut activer
le F XII. Le F XII activé catalyse la transformation de la forme zymogéne du facteur Xl a la
forme protéolytique activée qui active par la suite le facteur IX. Ce dernier se lié a la surface
des phospholipides anionique des plaquettes (F3P) par I’intermédiaire des ions de calcium et
forme en présence de son cofacteur, le facteur VIII le complexe tenase qui est responsable
de I’activation du facteur X (Colvin, 2004 ; Vogler et Siedlecki, 2009).

> Voie exogene : Cette voie est activée par un facteur non plasmatique qui est le facteur
tissulaire, une glycoprotéine membranaire exprimée sur la surface des cellules endothéliales
et les cellules de la matrice sou-endothéliale.

Lors d’une breéche vasculaire, le facteur tissulaire devient en contact avec le plasma ce qui
permet 1’interaction avec le facteur VII (proconvertine) pour former un complexe enzymatique
réactif (Facteur tissulaire-FVII). Ce complexe est responsable de I’activation de facteur X et
aussi de facteur 1X et par conséquence de prothrombine en thrombine (Colvin, 2004). La

thrombine formée par les deux voies catalyse la conversion de fibrinogéne en monomeéres de
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fibrine qui s’associent les unes aux autres grace a des liaisons hydrogéne pour former un réseau
fibrineux instable, ou le facteur Xllla (le facteur stabilisateur de fibrine)préalablement active par
la thrombine intervient pour la solidification du caillot fibrineux par 1’établissement de liaisons

covalentes entre les différentes molécules de fibrine (Ajjan et Grant,2006).
1V.4.2. Les tests de coagulation

A l'aide de quelques tests de coagulation simples d’identifier les diathéses hémorragique
plasmatique dans le cas du test de Quick diminué signifie que le F VII (systéme exogéne) ou la
cascade en aval du F X sont altérés ou encore perturbés par des antagonistes de la vitamine K. et
le temps de thromboplastine partielle activé (APTT), on ajoute au plasma citrate (en plus du
calcium) des céphalines et de du kaolin (substitut d'une activation de contact), et I'on mesure le
temps de coagulation correspondant. S'il est allongé, la déficience est liée a I'activation endogéne
ou de nouveau a la partie terminale commune a partir du FX (Silbernagl et Lang., 2003).

1VV.4.3. Les troubles de la coagulation

La thrombose se produit dans le monde entier a une incidence annuelle de 1 par 1000
adultes. Le traitement de la thrombose utilise des agents thrombotiques a activités

anticoagulantes et antiplaquettaires (Souza et al. 2015).

Une thrombose est un caillot de sang (ou thrombus) qui se forme dans une artére ou une
veine, de ce fait, on distingue deux types des thromboses : thromboses artérielles et thromboses
veineuses, deux entités distinctes différentes entre elles dans les facteurs de risque, les
mécanismes physiopathologiques et les manifestations cliniques (Bautres, 2002 ; Corti Ret al.,
2004).
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Chapitre 11 Matériel et méthode

Ce chapitre expose les matieres végétales utilisées, les protocoles d’extraction, ainsi que

les tests d’évaluation des activités biologiques.
L’étude a été effectuée au niveau des laboratoires suivants :

> Laboratoire pédagogique de faculté des sciences de la nature et de la vie au centre
universitaire Mila

> Laboratoire d’analyses médicales de Dr. Mirouh (Ferdjioua)
» Centre de recherche en biotechnologie (CRBt-Constantine)
I. Matériels
I.1. Matériel végétal

Le matériel végetal utilisé dans cette étude est constitué de

> La résine de pin, qui a été achetées, en janvier 2023, chez I’herboristerie de la région de
Ferdjioua.

» L’huile d’olive, acheté en décembre 2023 de la région de Rouached.

La résine a été broyée en poudre a 1’aide d’un broyeur électrique
Yy

Figure 15 : résine de pin poudre Figure 16 : huile d’olive

1.2. Matériels et réactifs :

Les différents appareillages, verreries, réactifs et solvants sont regroupés dans le
tableau (1) en annexe.

I1. Méthodes

Afin de préparer les deux extraits de la résine, nous avons procédé la méthode de la
macération :

<+ Dans I’hexane
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4+ Dans ’huile d’olive
> Macération :

La macération, connue comme une méthode traditionnelle, a été couramment employée.
Cette procédure, malgré les temps longs d'extraction et l'utilisation d'une quantité considérable
de solvants, est relativement peu colteuse. En plus, elle se déroule a température ambiante ce qui
est trés positif pour conserver l'intégrité des molécules poly phénoliques qui sont sensibles aux
changements de température (Spigno et De Faveri, 2007).

I1.1. Préparation des extraits
11.1.1. Extrait de la résine (ER) :

v’ 25g de la résine de pin poudre a subi une macération dans le n-hexane, pendant 48h sous

agitation, a température ambiante et a 1’abri de la lumiere.

v' Aprés la filtration en utilisant le papier filtre, I’extrait récupéré est concentré a une
température n’excédant pas 40°C.

v’ Le résidu blanc obtenu pesé est conservé dans un flacon en verre fumé dans le
réfrigérateur.

11.1.2. Extrait du macéra la résine dans I’huile d’olive(RHO) :

v" 250ml de I’huile d’olive ajouté a 25g de la résine de pin poudre puis chauffé au bain-

marie a une température de 50°C pendant 15 min.
v Le mélange ensuite a agité pendant 48h a température ambiante et a I’abri de la lumieére.

v Apres la filtration ’huile obtenue conservée dans un flacon en verre fumé dans le
réfrigérateur.

» Extraction des composés phénoliques :

Pour extraire les composés phénoliques, nous avons adopté le protocole de (Pirisi et al.
2000). Brievement, 04 g d’huile (HO et ERHO) ont été introduits dans un tube, additionnés de 2
ml n-hexane et 04 ml de méthanol 60%. Aprés homogénéisation, la mixture a été centrifugée
pendant 05 min a 3000 tpm. Le surnageant (méthanol) contenant les polyphénols a été récupéré.
Cette procédure a été repétée deux fois afin d’épuiser 1’huile.

I11.2. Calcul de rendement de ER

Le rendement est définit comme étant le rapport entre la masse d’extrait brut a 1'état sec et

celle de la matiére végétale utilisée, il est déterminé selon la formule suivante :
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AvVec :

Rendement (%) = [(pi-po)] /p) x 100

P: Poids de la matiéere végétale sec (Q).

Po: Poids de ballon vide (Q).

Pi: Poids de ballon aprés évaporation totale de I'extrait (g).

11.3. Screening phytochimique :

Screening phytochimique ou criblage phytochimique est une étude qualitative visant la

recherche des principaux groupes chimiques (tanins, alcaloides, flavonoides, saponosides et

composeés réducteurs) contenus dans un organe végétal (Bammou, 2014).

Les tests de caractérisation sont basés en partie sur 1’analyse qualitative, soit sur la

formation de complexes insolubles en utilisant les réactions de précipitation, soit sur la formation

de complexes colorés, en utilisant des réactions de coloration.

La méthode utilisée dans cette étude est celle adoptée par Longaga et al., 2000. Tona et

al. 2001.

Tableau 7 : screening phytochimique

Métabolites secondaire

Le mélange réalisé

Le résultat recherché

Flavonoides. 2ml d’extrait de la résine a été avec | Coloration verdatre.
quelques gouttes d’HCI a 2% +quelques
gouttes de FeClz a 1%

Saponines. 5ml d’extrait de la résine et agité dans le | Une hauteur de mousse

vortex pendant 1min, Laissé au repos

pendant 20 min.

>1cm

Quinones libres.

2ml d’extrait + quelques gouttes de
NaOH (1%).

Coloration jaune, rouge

ou violete.

Substances 2ml d’extrait + une goutte de solution de | Coloration noiratre ou

phénoliques. chlorure ferrique (2%). verte plus ou moins
foncée.

Coumarines. 2ml d’extrait + 3ml de NaOH a 10% Coloration jaune

Agitation du mélange
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Tanins condensés.

2ml d’extrait + 1 ml d’eau + 1 a 2 gouttes

de solution de FeCls diluée a 1%.

Coloration bleu-noir.

Protéine.

2ml d’extrait +1ml de NaOH a 2% apres
homogénéisation, ajoutées 2 a 3 gouttes
de CuSO4

Coloration violette.

Anthraquinones.

10ml d’extrait + 5ml de NH4OH a 10%

Anneau rouge.

Sucres réducteurs.

5ml d’extrait + 5ml de la liqueur de
Fehling. Apres pour homogénéiser le
milieu et chauffage pendant 2 a 3 min au

bain-marie a 70°C.

Précipité rouge brique.

11.4. Dosage des poly phénols totaux :

11.4.1. Réactifs utilisés :

v" FCR (Folin-Ciocalteu réactif)

v" NazCOs de 7,5% (Carbonate de sodium)

v Acide Gallique

v" Nos extraits
v' Eau distillée
v" Meéthanol

11.4.2. Principe

Le dosage est une méthode utilisée pour déterminer la teneur des composé phénoliques

Le contenu des composés phenoliques de nos extraits est estimé par la méthode folin Ciocalteu

(Wong et al. 2006). Ce dernier est constitué par un melange d'acide phosphotungstique

(H3sPW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMO012040) qui est reduit, lors de I'oxydation des

phénols, en mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne.

La coloration bleue produite posséde une absorption maximum aux environs de 765nm.

Elle est proportionnelle au taux de composés phénoligues.

> Préparation de I’extrait

v Une masse de 1 mg ER est dissoute dans un volume de 1 ml de méthanol.
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v

Un volume de 1ml de I’extrait phénolique (Pour EPRHO et EPHO)

> Preéparation de Folin-Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois:

v

1ml de FCR concentré (2M) et complété a 10 ml par I’eau distillé

> Préparation de Carbonate de sodium (Na2COs3) a 7,5%:

v

7,5 gramme de Na2COs et sont dissouts dans 92,5 ml d'eau distillée.

» Protocole expérimental :

v

Une prise de 1 ml d'extrait de I'extrait dilué est mélangée avec 5 ml du réactif de Folin

Ciocalteu dilué 10 fois.

Apreés une agitation vigoureuse suivie d’un repos de 3 min, une prise de 3.75 ml d'une

solution de bicarbonate de sodium (Na>.COz) (7,5%) est additionnée.

Apres une incubation du mélange réactionnel pendant 2 heures a température ambiante et
a l'obscurite.

La lecture est effectuée a une longueur d’onde de 765 nm.

le blanc est préparé en parallele de la méme maniere en remplacant I'extrait par le solvant
utilisé ((constitué de (FCR), de Na2CO3 (7,5%) et méthanol).

La détermination de la quantité des polyphénols de I'extrait des plantes étudiées doit étre
déterminée a I’aide d’une courbe d’étalonnage préparée avec de l'acide gallique, le
standard le plus souvent employé dans la méthode de Folin-Ciocalteu. Les teneurs en

polyphénols sont exprimées en mg EAG/ g(extrait).
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» Gamme d’étalonnage

La gamme standard est formulée avec de I'acide gallique a des concentrations variable 0,025,
0,05, 0,075, 01, 0,125, 0,15, 0,175, 0,2 mg/ml.

1ml d’extrait J { 5ml du réactif de Folin-ciocaleu J

Apres 15 min

L 3.75ml d'une solution de bicarbonate de sodium (Na2COs) (7,5%). }

{ Incubation pendant 2 heures a T° ambiante ]

[ Lire ’absorbance a 765nm J

Figure 17 : protocole de dosages des polyphénols
11.5. Evaluation des activités biologiques
11.5.1. Activité antioxydants
A. Principe

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre instable
de couleur violette. Il possede un électron non apparié sur un atome du pont d'azote et absorbe au
maximum & 517 nm, sa réduction par un donneur de protons (antioxydant), conduit a I’apparition
d’une couleur jaunatre qui sera suivie par spectrométric UV-Visible (Chandra Shekhar et
Goyal, 2014).
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. H

NO, NO,

i

Figure 18 : principe de I’activité antioxydant

VIOLET

B. Mode opératoire :

> Préparation de la solution de DPPH 100 pumol/l : 4mg de DPPH (C1gH12NsQO¢ : Mr 394,33),

est solubilisé dans le MeOH absolu pour obtenir une concentration de 100 umol/I.

» Un volume de 1.5ul de chaque dilution a été ajouté a 1.5 ml d’une solution méthanolique de
DPPH (0.1 mmol/l).

> Un volume de 25ul ER de concentration (5mg/ml) et EPRHO, EPHO, est mélangé avec un
volume de 2.5ml de solution méthanolique de DPPH (100 pmol/l).

> La décoloration par rapport au témoin, contenant le DPPH et le solvant, est mesurée au

spectrophotometre a 515nm apres 30 min d’incubation a 1’obscurité.

» L’absorbance de chaque solution mesurée par rapport a un blanc.

> le blanc est préparé en parallele de la méme maniére en remplacant I'extrait par le solvant
utilisé.

> l'absorbance en DPPH restent mesuree est convertit en pourcentage d’inhibition par la
relation suivante :

1%-= ((blanc-extrait)/blanc).100

1% : pourcentage d'inhibition.

Extrait : la densité optique du DPPH en présence de I'extrait a tester.

Blanc : la densité optique de DPPH dans la solution méthanolique.

11.5.2. Activités antibactériennes

A. Principe
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Cette activité a été réalisée au niveau de laboratoire d’analyses médicales de Dr. Mirouh
(Ferdjioua).

L’évaluation de I’activité antibactérienne de nos extraits a été réalisée selon la méthode de

diffusion sur disques.

Les souches utilisées dans cette étude sont des bactéries pathogenes provenant de I’ ATCC

(American Type Culture Collection)

Les souches utilisées sont :

Nom de souche Gram Référence

Staphylococcus aureus Positif ATCC 6538

Escherichia Coli Négatif ATCC 25922

Bacillus Subtillis Positif ATCC 6633

Les zones d’inhibition qui apparaissent autour des disques, sont mesurées apres la durée

d’incubation
» Préparation du milieu de culture :
Le milieu de culture la gélose Muller-Hinton (GMH) préparé comme suit :
v" Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton (Annexe ) dans un litre d’eau distillée.
Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte.

puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°C.

L SRNEERN

laisser refroidir a 45-50 °C.

<

finalement couler le milieu dans les boites de Pétri (L’épaisseur de la gélose est de 4 mm

répartie uniformément dans les boites).
» Préparation des disques

Les disques préparés a partir du papier filtre de 6 mm de diametre sont mis dans boite en
verre, et stérilisés a l'autoclave pendant 2h et 30 minutes a 120°C, puis stockés a une température

ambiante, en gardant la boite hermétiquement fermée.
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» Préparation des différentes concentrations des extraits

Pour obtenir des différentes concentrations de nos extraits, nous avons diluée les extraits
purs dans le DMSO. Ce choix a été fait, parce que le DMSO est le solvant préférable pour la

majorité des auteurs, qui ont prouvé que le DMSO n'a aucun pouvoir antimicrobien puissant.

ER: 200mg a été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) pour préparer la solution
meére puis des différentes concentrations avec des dilutions successives au demi ont été préparées
(100, 50, 25mg/ml).

Les huiles ont été utilisées pures avec une série de concentrations préparée avec des
dilutions successives dans le DMSO (200, 100, 50, 25mg/ml).

> Préparation des cultures bactériennes et ensemencement

Les différentes souches bactériennes sont revivifiées par repiquage par la méthode des
stries sur gélose Mueller Hinton, puis incubées a 1’étuve a 37 °C pendant 18 a 24 heures. Des
colonies pures sont prélevées a partir de ces cultures jeunes, pour préparer I’inoculum bactérien.
Chaque colonie est mise en suspension dans 2.5 ml de bouillon Mueller-Hinton. La turbidité de
la suspension est mesurée a 1’aide d’un densitométre et est ajustée a 0.5 du standard de
McFarlane (DO=0.08 & 0.1 mesurée a une longueur d’onde A = 625 nm), ce qui correspond a 1-2
x 108 UFC/ml.

L’ensemencement de I’inoculum est réalisé par écouvillonnage en effectuant des stries
serrées sur la gélose préalablement versée (15 ml) et refroidie a 45-50°C dans des boites de Pétri
stériles de 9 cm de diametre. Cette opération est répétée 3 fois en tournant la boite de 60° pour

obtenir une distribution égale de I’inoculum

Figure 19 : I’ensemencement de I’inoculum.
> Imbibition des disques :

Les disques de papier filtre de 6 mm de diameétre stériles, ont été chargés de 10 ul I'extrait a
tester (SM, D1, D2, D3). En paralléle, on a utilisé des disques imprégnés de DMSO qui vont

servir de témoin négatif. Et des disques de gentamicine servir de témoin positif.
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» Antibiogramme :

Les disques contenant les différentes concentrations des extraits étudiés ont été déposées
aprés séchage, a I’aide d’une pince stérile, sur Les boites de Pétri ensemencée. De méme un
disque témoin imprégné du DMSO a été déposé et autre de I’antibiotique dans les mémes

conditions. Chacune dans sa zone. Deux répétitions ont été faites pour chaque test.
» Lecture des résultats

La lecture des resultats se fait par la mesure des zones d’inhibition apres 24 heures
d’incubation a une température de 37°C, lesquelles représentés par une auréole claire formée

autour de chaque disque. Les résultats sont exprimés selon quatre niveaux d’activité.

Tableau 8 : Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition (Pouce et

al. 2003).

Sensibilité Zone d’inhibition

Non sensible ou résistant (-)  Diamétre < 8 mm

Sensible (+) Diameétre compris entre 9 a 14 mm

Tres sensible (++) Diameétre compris entre 15 et 19 mm

Extrémement sensible (+++) Diameétre > 20 mm

11.5.3. Activité antifongique

L’activité antifongique a été réalisée au niveau de laboratoire de mycologie de centre de

recherche en biotechnologie Constantine (CRBt).
L’activité antifongique de nos extraits a été evaluée sur deux espéces fongiques sont :
v" Fusarium oxysporum f. sp (Fol).

v' Botrytis cinerea.
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A. Principe :

L'inhibition de la croissance mycelienne a été déterminée en coupant des disques d'environ
6 mm de diameétre de bord d'une jeune colonie de culture de champignons et placer le disque au
centre d'une boite de Pétri sur PDA contenant l'extraits a tester préalablement stérilisés
(Bautista-Ban~os et al., 2002).

Les boites déja Incuber a température ambiante et I'expérience se termine une fois
Iincubation terminée. Le contrble (PDA sans extrait) a complétement colonisé la surface de la
gélose. Le résultat est Exprimé en pourcentage d'inhibition de la croissance radiale dans le
milieu. Les extraits ont été comparés a des témoins selon la formule de Leroux et Credet
(1978).

B. Méthode :

» Commercial Fluconazole sandoz a été évaluéee en utilisant 1 g I-1 dans le milieu PDA. La

lecture des antibiogrammes est faite aprés 4-7 jours d’incubation a 28°C.
» Milieu de culture :

Le milieu utilisé était le milieu PDA. La moisissure a €té réactivé incuber a 28°C pendant

7 jours avant le test.

Le choix d’un milieu de culture est bas¢ sur son adéquation pour un bon développement
du pathogeéne. Etant donné qu’il s’agit des champignons hétérotrophes, un milieu de culture
organique a été retenu. Il s’agit du milieu PDA (potato Dextrose Agar) dont la composition pour

un volume de 1000 ml est ci-apres :
v' Pomme de terre 220 g.
v' Agar 16.5g.
v Glucose 22 g.
v Eau distillé 1100 ml.
La préparation de ce milieu est la suivante :
v" éplucher, laver, couper en petites morceaux la pomme de terre.
v Cuire dans I’eau pendant 15 a 20 minutes.
v Ajouter 22g de Glucose et 16,5 Agar.

v" Puis filtrer sur mousseline et presser.

39



Chapitre 11 Matériels et Méthodes

v" Autoclaver le mélange pendant 2h et 30 minutes a 120°C.

> Préparation des dilutions : ER a été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) pour
préparer les différentes concentrations avec des dilutions successives au demi (50,
25mg/ml), sachant que la concentration de la solution mere de chaque extrait est de
100mg/ml.

> Pour les huiles (RHO, HO) nous avons utilisé seulement les huiles pures.
> Préparation des disques

Des disques d'un diamétre de 6 mm sont préparés a partir de la souche de champignons
préalablement cultivée, sous la hotte et dans un milieu stérile, ou chaque disque est placé

directement au centre des boftes de culture.

» Pour ER: un volume défini du milieu nutritif (PDA) a été bien mélangé avec chaque
concentration de 1’extrait de la résine de pin chaque (100, 50, 25mg/ml). Ensuite, chaque
mélange a été versé dans quatre boites de Pétri stérilisées (7 cm de diametre). Un disque
mycélien activement grandissant est placé au centre de la boite de Pétri. La croissance
radiale du mycete aprés un temps approprié, selon les caractéristiques de croissance du
champignon, est alors mesurée et comparée aux échantillons témoins (Wilkinson, 2006).

> Pour les huiles : 40 ul d’huile (RHO, HO), a été ensuite posé sur les disques.
> Les boites de contr6le positif ont été préparées on paralléle.
» Lecture des résultats

L'évaluation de la croissance radiale a consisté a tracer sur le couvercle de la boite de Pétri
deux droites perpendiculaires passant par le centre de disque mycélien. Les diametres des
colonies mycéliennes (en cm) sont mesurés. Un diametre moyen est calculé. A partir des
diameétres moyens des colonies, nous avons calculé le pourcentage d'inhibition de chaque extrait

en utilisant la formule de Greche et Hajjaji (2000).
Pourcentage d'inhibition 1% =(C-T)/T).100.
1%= temps d'inhibition en pourcentage %.

T= croissance radicale de I'agent phytopathogéne en mm sur un milieu PDA contenant I’extrait a

tester.

C= croissance radicale de I'agent phytopathogene en mm sur milieu PDA (témoin).
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11.5.4. Activité anticoagulante
A. Principe

La coagulation est un processus complexe au cours duquel le sang liquide forme un
caillot gélatineux. La coagulation peut suivre deux voie exogene endogéne (Selverthornet et
al., 2007).

L’activité anticoagulant de nos extraits (ER, ERHO, HO) a été évaluée in vitro par des
tests de coagulation, qui sont le temps Rapide (TQ) et le temps de céphaline-kaolin (TCK) a

I’aide d’un coagulométtre sur un pool du plasma normal appauvri en plaquettes.
B. Méthode :
> Préparation des différentes concentrations des extraits

v' Pour ER : a été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) pour préparer les
différentes concentrations avec des dilutions successives au demi (10mg/ml, 50mg/ml, 25
mg/ml), sachant que la concentration de la solution mére de chaque extrait est de 200

mg/ml.
v" Pour les huiles : ont été utilisé pure avec des volumes différentes
» Préparation de plasma pauvre calcium :
v Le sang est prélevé a partir des volontaires sains (Xi et al ., 2012)

v Le sang périphérique humain est obtenu par une ponction veineuse aseptique réalisée
(Koko et al ., 2008).

v’ Les différents prélevements sont récupéré dans des tubes citratés (citrate tris-sodique

3.8%) pour éleminer le calcium
v" puis une centrifugation des échantillons pour obtenir un plasma pauvre en calcium
» Teste anticoagulant
Extrait de la résine:

v Un volume de 20 pl de chaque dilution de I’extrait de la résine (200, 100, 50, 25mg/g) est

ajoutée a un volume de 180 pl de plasma standard.

v Une formation d’un précipité a été observée, nécessite une autre centrifugation aux

mélanges, pour séparer le caillot formé.
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Figure 20 : Formation de précipité.
v Puis les mélanges sont incubés a 37°C durant 15 min.

v" mesure du temps de prothrombine (TP) : Un volume de 100ul de thromboplastine est
additionné au mélange qui est réincubé durant 3 min sous agitation a 37C°. Le temps de
coagulation est alors détermine a I’aide d’un coagulométre de type Biomérieux, les
résultats sont exprimés par le temps de coagulation en seconde (s). En paralléle, un
control negatif de DMSO est réalisé dans les mémes conditions (Athukorala et al.,
2007).

v" mesure du temps céphaline-kaolin (TCK) : on ajoute 50ul de réactif de le céphaline.
Le mélange est incubé 3 min a 37C°. Aprés I’ajoute de 50ul de CaClz (0.025mol/l), le
temps de céphaline (caolin) activée est enregistré, les résultats sont exprimés par le temps
de coagulation en seconde (s). En paralléle, un control négatif de DMSO est réalisé dans

les mémes conditions (Athukoralaet al., 2007).
v' Témoin DMSO préparé a partir de : 180ul de plasma + 20 pl de DMSO
Extrait du macérat de la résine dans I’huile d’olive et I’huile d’olive pur :

v 180ul de plasma humain normal citraté a été mélangé avec I’huile (huile d’olive, macéra

de la résine dans I’huile de I’olive) a différents volumes des huiles (20, 40, 60pl).
v Incubation des mélanges a 37°C durant 15 min.

v" mesure du temps de prothrombine (TP) : Un volume de 100ul de thromboplastine
calcique est additionné au mélange, apres une incubation durant 3 min sous agitation a
37C°. Le temps de coagulation est alors détermine a 1’aide d’un coagulométre de type
Biomérieux, les résultats sont exprimés par le temps de coagulation en seconde (s). En
paralléle, des témoins négatifs de physiologique est réalisé dans les mémes conditions
(Athukorala et al., 2007).
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v" mesure du temps chéphaline-kaolin (TCK) : on ajoute 50ul de réactif de le céphaline.
Le mélange est incubé 3 min a 37C°. Aprés I’ajoute de 50ul de CaCl, (0.025mol/l), le
temps de céphaline (caolin) activée est enregistré, les résultats sont exprimés par le temps
de coagulation en seconde (s). En paralléle, des témoins négatifs de I’eau physiologique

est réalisé dans les mémes conditions (Athukorala et al., 2007)..

v Les témoins préparée par : les mélanges de 180ul avec des volumes différents de I’eau

physiologique (20, 40, 60ul).
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Chapitre 111 Résultats et discussions

I. Partie phytochimique

|.1. Rendement d’extraction

Le rendement de 1’extraction a été calculé par rapport a la matiére séche de la résine de pin.

Il est exprimé en pourcentage selon la relation :
R% = [(P1-P0)/P] x 100
> P :poids la matiére végétale initial (g).
» PO : poids de ballon vide (g).
» P1: poids de ballon aprés évaporation totale de I'extrait (g).
Le résultat obtenu :
R(ER) %=[(383.2-379.49)/25] x 100 = 14.84%

D’une maniére générale, le rendement de la méthode d’extraction dépend de plusieurs
facteurs tel que le temps d’extraction, la température, ainsi que la localisation géographique, la
période de récolte, le climat et la durée de stockage (SU et al., 2006). Et aussi il dépend de
nature du solvant utilisé (Zhao et al., 2006) et la méthode d’extraction appliquée (Wojdylo et
al., 2007).

1.2. Screening phytochimique

Dans notre étude nous avons réalisé des tests phytochimique de 1’extrait de la résine de pin
dans le n-hexane. Afin de mettre en évidence les différentes classes des métabolites secondaires

constituants de cette résine.

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur I’extrait de la résine de pin sont

regroupés dans le tableau ci-dessous (tableau 9).

Tableau 9 : Résultats de screening phytochimique de I’extrait n-hexane de la résine de pin (ER).

Meétabolites secondaires Observation Résultats

Flavonoides -

Saponines ‘ ' -
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Quinones libres. +
Substances phénoliques. -
Coumarines. +

Tanins condensés.

Protéine.

Anthraquinones

Sucres réducteurs.

(+): indique une présence.
(-): indique une absence.

D'apres les résultats obtenus dans le tableau, notre étude montre la présence seulement des

quinones libres et des coumarines.

Alors que les flavonoides, les saponines, les substances phénoliques, les tanins condensés,
les protéines, les anthraquinones et les sucres réducteurs n’étaient pas mis en évidence par le

criblage phytochimique.
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1.3. Dosages des polyphénols totaux

Les composés phénoliques jouent un réle tres important dans la caractérisation et la valeur
nutritionnelle des huiles, ils sont aussi les principaux composeés responsables de la stabilité des

huiles d’olives pendant le stockage et le chauffage (Brenes, 2002).

.Les teneurs en polyphénols totaux dans les extrait étudiés (ER, EPRHO et EPHO) ont été
déterminées en utilisant la méthode de FC et exprimées en termes d’équivalents d’un standard a

I'aide d’une courbe d’étalonnage, en milligrammes d’équivalent d’acide gallique/g.
Les résultats sont représentés dans le tableau 10 et la figure 21.

Tableau 10 : teneurs en polyphénol totaux des extraits étudiés

Extrait Teneur en polyphénols
ER 27.93EAG/g
EPHO 61.73EAG/Kg
EPRHO 431.925EAG/kg

Teneur en polyphénol totaux
- mgEAG/g et Kg
400
300
200 B Teneur
100
0 o . - .
ER HO ERHO

Figure 21 : Teneurs des polyphénols totaux des extraits étudiés.

ER : extrait de la résine de pin
EPRHO : extrait des polyphénols de la macérat de résine dans ! huile d olive

EPHO : extrait des polyphénols de [’huile d olive.

Selon la teneur en polyphénols totaux, Tsimidou (1998) a classé 1’huile d’olive en :

> Huile d’olive a faibles teneurs en polyphénols totaux (50 - 200 mg/Kg)
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> Huile d’olive a teneurs moyennes en polyphénols totaux (200 - 500 mg/Kg)

En effet, plusieurs facteurs peuvent influer la teneur en composés phénoliques dans 1’huile

d’olive tels que (Evangelisti 1984 ; Ranalli et al., 1999) :
> lavariété de l'olive
> le degré de maturité des olives (la teneur baisse avec la sur-maturation des olives
> le niveau d’infestation des olives par la mouche Dacus oleae
> leclimat
> laqualité du sol
> du procédé d'extraction utilisé pour séparer la phase huileuse de la phase aqueuse
» des conditions de conservation de I'huile...

Les résultats de cette étude montre que : d’aprés le classement de Tsimidou (1998) la
teneur en polyphénols totaux de notre huile d’olive est faible 61.73 mg (EAG)/Kg. D’autre coté
la teneur en polyphénols de ER est assez faible 27.93 mg (EAG)/g. alors que en note une
augmentation significative de la teneur en polyphénols totaux de EPRHO 431.925mg (EAG)/Kag.

L’explication de ce résultat nécessite des études approfondie.
I1. Activités biologiques

11.1. Evaluation de I’activité antioxydant

Le DPPH est largement utilisé pour évaluer la capacité des composés antioxydants d’agir

en tant que piégeurs de radicaux libres ou donateurs d’hydrogene (Molyneux, 2004).

Les effets bénéfiques de 1’huile d’olive sur la santé dépendent largement a sa teneur en
composés phénoliques (Gimeno et al., 2002). Ces métabolites secondaires ont la capacité de

piéger les radicaux libres.

La figure 17 illustre les résultats de 1’activité scavenger du radical DPPH, exprimés en

pourcentage (%) d’inhibition, de I’extrait de la résine et les extraits phénoliques des huiles.
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Pourcentage d'inhibition %
50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%
ER EPHO EPRHO

Figure 22 : pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration des extraits testés.
ER : extrait de la résine de pin
EPRHO : extrait des polyphénols de la macéra de résine dans [ huile d’olive
EPHO : extrait des polyphénols d huile d’olive

Les résultats de cette étude montrent une augmentation significative de 1’effet d’inhibition
de radical DPPH de EPRHO (40.45%) par apport a EPHO (3.45%).alors que I’ER montre un
pourcentage d’inhibition faible (6.41%). Notant que nous avons réalisé le test de I’ER, en
utilisant une concentration importante (5mg/ml), dans les mémes conditions des extraits
polyphénoliques des huiles (EPRHO, EPHO). Ceci peut s’expliquer par les teneurs des
polyphénols. En effet, les polyphénols semblent étre des donateurs efficaces d’hydrogene au

radical DPPH en raison de leur structure chimique (Turkmen et al., 2007).
11.2. Evaluation de I’activité antibactérienne

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne de nos extraits par la méthode de diffusion des
disques sur milieu gélosé, nous a permis d’obtenir les résultats présentés dans le tableau 11

Chaqgue expérience a été répétée trois fois dans les conditions.
Les souches qui testé sont des bactéries pathogenes lesquels
» Staphylococcus aureus
» Bacillus subtilis

» Escherichia Coli
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Tableau 11 : Résultats de 1’évaluation de 1’activité antibactérienne.

Diametre de la zone d’inhibition (mm) en fonction des différentes concentrations
des extraits étudie (mg/ml).
Les souches B.subtilis S. Aureus E. coli
testées
SM 12 14 /
D 11 12.75 /

LY 11 12.25 /
Ds 10 12.25 /
Pur 7.5 8.6 /
SM 8 9.5 /
D1 7.75 8.25 /

X

T

O D 7.5 7.75 /
Ds 7 6.75 /
Pur 9 / /
SM 7.5 9 /

% D1 7 8 /
D, 7 8 /
Ds 6 0 /

™ 25
gentamycine

Les résultats du tableau ci-dessus montrent qu’aucun des extraits testés n’a un effet inhibiteur sur
I’Escherichia coli (Gram positif). Par contre, ils se sont révélés actifs envers les deux autres souches

Bacillus subtilis et Staphylococcs aureus (Gram négatif).
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En effet. ER a eu une bonne activité inhibitrice aux différentes concentrations testées.
L’effet le plus important est enregistré avec la souche Bacillus subtilis avec une zone d’inhibition de
12mm attribués a la concentration mere, alors que la souche Staphylococcs aureus montre une activité

intermédiaire avec une zone d’inhibition de 14mm.

Cependant, les deux souches (Bacillus subtilis et Staphylococcs aureus) montrent une

sensibilité vis-a-vis les deux huiles avec des zones d’inhibitions faibles et comparables.

Ces résultats montrent alors que le macérat de la résine dans 1’huile d’olive n’a aucune

activité antibactérienne envers les bactéries testées.
11.3. Evaluation de P’activité antifongique

L’activité antifongique est révélée par 1’absence ou la présence de la croissance

mycélienne de Fusarium sp et de botrytis sur le milieu PDA en présence de I’extrait testé.

Cette activité a été évaluée en mesurant le diameétre de la zone de croissance en

millimeétres, les résultats sont exprimeés en pourcentage d’inhibition.
1% =(C-T)/C).100.
1%= temps d'inhibition en pourcentage %.

T= croissance radicale de 1'agent phytopathogene en mm sur un milieu PDA contenant I’extrait a

tester.
C= croissance radicale de I'agent phytopathogene en mm sur milieu PDA (témoin).
Tableau 12 : Résultats de I’évaluation de 1’activité antifongique

Diamétre de la croissance mycélienne (cm) en fonction des différentes concentrations des

extraits étudie (mg/ml).

Les extraits RHO HO ER

Concentration. 0.035ml 0.035ml 1mg/ml 0.5mg/ml 0.25mg/ml
Botrytis 0 5.24 1.86 2.31 3.775
Témoin (+) 4.3
Témoin (-) 5.43
Fusarium sp 3.37 412 3.2 3.5 3.97
Témoin (+) 5.35
Témoin (-) 4.27
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Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de botrytis et Fusarium sp est porté

dans les figures :

Pourcentage d'inhibition de la
croissance mycélienne de botrytis (%)

120,00%

100,00%

80,00%

60,00%

40,00%

20,00%

0,00% .

RHO HO ER D1(ER) D2(ER)

Figure 23 : histogramme de pourcentage d’inhibition la croissance mycélienne de botrytis enfonction

des différents extraits

Pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne de
fusarium sp (%)

45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

RHO HO ER D1 D2

Figure 24 : histogramme de pourcentage d’inhibition la croissance mycélienne de Fusarium sp

en fonction des différents extraits
RHO : Macérat de la résine dans [ ’huile d’olive
HO :Huile d’olive
ER :Extrait de la résine

D : dilution
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Les résultats obtenus ont montré que : HO n’a aucune activité antifongique envers les

champignons testés.

Alors que : ER et RHO manifestent une activité antifongique envers les deux champions

testés plus ou moins importante.

En effet, RHO, exerce une inhibition totale sur le botrytis, cependant vis-a-vis de Fusarium

sp la réduction de la croissance diamétrale n’est que de 21.07%

ER agi également sur les deux champignons testés, dont, a la concentration maximale,
’inhibition de la croissance diamétrale est respectivement de 56.7% pour botrytis et de 40.18% pour
Fusarium sp. a la concentration de 0.5mg/ml I’inhibition est réduite respectivement a 46.27%
pour botrytis et a 34.57% pour Fusarium sp.. La réduction a la concentration de 0.25mg/ml de la

croissance diamétrale n’est que de 12.20% pour botrytis et de 25.79% pour Fusarium sp.

Ces tests montrent donc que 1’utilisation notre recette traditionnelle (macérat de la résine dans

I’huile d’olive) possede une bonne activité antifongique notamment contre le champignon botrytis.
11.4. Evaluation de P’activité anticoagulante

L’évaluation de la capacité anticoagulante de nos extraits vis-a-vis de la voie exogéne et
endogéne de la coagulation a été réalisée a I’aide du test de temps de Quik (TQ) et le temps de
céphaline-Kaolin (TCK).

Le temps de Quick (TQ) et le temps de céphaline-kaolin (TCK) est réalisé en mettant en
présence un plasma citraté (donc anti coagulé par chélation des ions calcium) avec un réactif
adéquat (la thromboplastine calcique et le céphaline), lesquels jouent le rble d'activateur
tissulaire de la coagulation. Le plasma coagule et le temps obtenu s'exprime en secondes ou en
pourcentage par rapport a un plasma normal utilisé comme témoin, le TQ normal est de 12 a 14s et le
TCK normal est de 24 a 41s.

» Un temps de coagulation allonge par rapport a celui du contréle négatif explique que

I’échantillon exerce un effet anticoagulant vis-a-vis la voie de coagulation exogéne.

» Un allongement du TCK en présence des polyphénols par rapport au contrdle indique

un effet anticoagulant au niveau de la voie endogéne.

11.4.1. Effet de I’extrait de la résine (ER) sur la voie coagulante exogéne (TQ) et endogéne
(TCK)

Dans un premier temps, il faut mentionner que I’ajout de I’extrait de la résine au plasma

déplaquettés et citraté déclenche immédiatement une précipitation, nécessite une centrifugation
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des échantillons pour éliminer ce précipité avant I’ajout des réactifs de coagulations. La quantité

de ce précipité est proportionnelle a la concentration de 1’extrait.
Les valeurs de temps TQ ont été representées dans le tableau et la figure ci-dessous :

Tableau 13 : Résultats de I’activité anticoagulante de la résine.

Teste TQ TCK

Volume (ul) 20 pl

Concentration | SM Y% Ya 1/6 1/8 SM Y Ya 1/6 1/8

ER 233 |21 208 |194 |16 128.6 | 120.7 | 96.4 | 62.4 |50
™™ DMSO 17.1
25
20
__ 15 -
g 10 - ® TM DMSO
B ER
5 .
0 .
20 20 20 20 20
concentration (mg/ml)

Figure 25 : Effet de concentration (mg/ml) d’ER avec le plasma sur le TQ (s)

D’apres les résultats obtenus, il ressorte que le traitement du plasma avec 1’extrait de la résine

et apres I’¢limination du précipité formé, capable d’allonger le TQ d’une maniére dose dépendante.

On peut supposer que les facteurs de coagulation de la voie exogene diminuent en présence de
I'extrait de résine lors de la précipitation, de sorte que nous pouvons conclure que la précipitation
n'est que coagulation.

Les valeurs de temps TCK ont été représentées dans la figure ci-dessous :
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Figure 26 :

TM : témoin

Effet de concentration (mg/ml) d’ER avec le plasma sur le TCK ()

ER : extrait de la résine

De méme, on observe une prolongation du TCK des échantillons testés par rapport a celui du

témoin négatif d’une manic¢re dose dépendante. Ce qui Confirme la dégradation des facteurs de

coagulation de la voie endogene par I’effet de 1’extrait de la résine. Dans I’extrait de la résine a un

effet coagulant.

11.4.2. Effet de RHO et HO sur la voie coagulante endogene (TCK) et exogéne (TQ)

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 14 : Résultats de I’activité anticoagulante de RHO et HO.

Temps de coagulation en (s) des huiles étudiés en fonction des différents

volumes
volume 20 40 60
Teste TQ TCK TQ TCK TQ TCK
RHO 15.7 67.5 15.9 43.6 17.6 46.6
HO 14.8 40.4 15.1 44.6 14.5 44.1
™ eau | 15.9 33.9 15.5 34.8 16.1 35.4
physiologie
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Figure 27 : Effet de concentration (mg/ml) de RHO et de HO avec le plasma sur le TQ (s)
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Figure 28 : Effet de concentration (mg/ml) de RHO et de HO avec le plasma sur le TCK (s)
TM : témoin
RHO : macérat de la résine dans [ 'huile d olive.
HO : huile d’olive

Les résultats obtenus du TQ et TCK montrent que les huiles RHO et HO n’ont aucun effet

sur les voies exogene et endogene de la coagulation par rapport au contréle négatif.
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A la lumiere des résultats obtenus, il apparait clairement que le ou les composés de la
résine responsable(s) de I’effet coagulant, soit ne sont solubles dans I’huile d’olive ou transférent

avec des faibles quantités.
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Conclusion

La résine de pin est utilisée en médecine traditionnelle algérienne, pour le traitement de
maladies respiratoires comme 1’asthme, la bronchite, et la toux. Elle est utilisée sous forme de

maceérat de I’huile d’olive ou bien mélangé avec le miel.

Afin d’évaluer I’efficacité de la résine de pin. Le présent travail a porté sur 1’étude
phytochimique et biologique de 1’extrait de la résine dans le n-hexane et son macérat dans I’huile

d’olive.

Le screening phytochimique a été réalisé avec 1’extrait de n-hexane, montre la présence de
coumarines et Quinones libres. Alors que les Flavonoides, Saponines, Substances phénoliques,
Tanins condensés, Protéine, Anthraquinones, Sucres réducteurs n’étaient pas mis en évidence par

le criblage phytochimique.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux montre une augmentation significative de la
teneur en polyphénols totaux du macérat huileux (431.925mgEAG/Kg) par rapport a celle de
I’huile d’olive (61.73 mgEAG/kg), alors que ’extrait de n-hexane présente une teneur faible en
polyphénols (27.93 mgEAG/KQ).

De méme 1’évaluation de I’activité¢ antioxydante des extraits méthanoliques des huiles
révéle une augmentation trés importante de pourcentage d’inhibition du radical DPPH du
macérat huileux (40.45%) par rapport au celle de I’huile d’olive (3.45%). Notant que, le
pourcentage d’inhibition de 1’extrait n-hexane a une concentration de (5mg/ml) est de I’ordre de

(6.41%).

L’activité antimicrobienne de nos extraits, a été réalisée par la méthode de diffusion sur
disque vis-a-vis trois souches bactériennes pathogeénes, et deux champignons pathogeénes, les
résultats montrent une inhibition totale du macérat huileux de la résine sur le botrytis. Tandis que
I’extrait n-hexane de la résine de pin possede des zones d’inhibitions intermédiaires contre les

souches Bacillus subtilis et Staphylococcs aureus respectivement (14 et 12mm).

L’évaluation de I’activité anticoagulant a été également réalisé in vitro en utilisant les
tests de temps TQ et TCK. Les résultats obtenus montrent que le macérat huileux de la résine et
I’huile d’olive n’ont aucun effet sur les voies exogene et endogene de la coagulation par rapport

au controle negatif. Alors que I’extrait n- hexane de la résine révele une activité coagulant.

En perspective, Il serait intéressant de compléter la présente étude en développant les

points suivants:
v' étudier la stabilité de 1’huile issue.

v Isolement et purification des substances bioactives de la résine de pin.
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v’ étudier la cytotoxicité.

v’ étudié d’autres activités pharmacologiques.
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Annexe | : Matériel et réactifs
Verreries et autres

- bicher

- boite de pétri

- barreau magnétique
- papier aluminium
- Papier filtre

- tubes avisée

- tubes a essai

- spatule

- erlenmeyers

- béchers

- entonnoirs

- pipettes de Pasteur
- verre de montre

- pipettes graduées

- éprouvettes

-micropipettes

Appareillage

- évaporateur rotatif
- étuve

- plaque chauffante
-hotte

-autoclave

- spectrophotomeétre UV-VIS,

agitateur magnétique
- balance analytique

- balance de précision
- Becke benzene,

- vortex

- bain-marie

Réactifs et solvants

Ethanol

Méthanol

Hexane

Acétone

- eau distillé

- Hydroxyde d'ammonium
- Acide Sulfurique, CuSOg4
- réactif de Fehling

- NaOH

- anhydride acétique

- HCI - (lodure de potassium,

lode: réactif de Wagner)
- acide gallique
- carbonate de sodium

- réactif de Folin-Ciocalteau —
FECIs

- NH4OH

- eau physiologique

- Milieu Muller-Hinton

- Milieu Gélose nutritive
- DPPH.

- Agar

- DMSO
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Annexe I1: dosage des polyphénols

Figure 1 : préparation de la gamme d’étalonnage de 1’acide gallique.
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Figure 3 : dosage de polyphénols totaux des trois extraits (photo personnelle 2023)
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Annexe III : évaluation de ’activité antibactérienne

Tableau 1 : résultats de 1’activité antibactérienne

Bacillus subtils Staphylococcs aureus | Escherichia coli

ER

RHO

HO
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Annexe 1V : évaluation de I’activité antifongique

Figure 5 : Différentes étapes de préparation de milieu PDA

Tableau 2 : résultats de I’activité antifongique

Extrait Fusarium oxysporum botrytis

témoin

positif
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Témoins

négatif

ER (SM)

ER (D1)
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ER (D2)

RHO

HO
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Annexe V : évaluation de ’activité anticoagulante

Tableau 3 : les étapes de ’activité anticoagulante

Les étapes de I’activité anticoagulante

Prélevement

centrifugation

Séparation de plasma

Préparation des échantillons
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Réactif de TQ

Réactif de TCK

Lecture des résultats




