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Résumeé

La plupart des espéces végétales utilisées dans ce travail sont des plantes médicinales utilisées
en phytothérapie traditionnelle dans le monde. Les huiles essentielles qui sont des mélanges de
substances aromatiques présentes sous forme de minuscules gouttelettes dans les feuilles, les
écorces des fruits, la résine, les branches et le bois. Ces huiles représentent un groupe trés
intéressant avec des propriétés antioxydantes.

Ce travail vise a évaluer ’activité antioxydante des huiles essentielles (HES) des résines de
Pinus et a determiner leur composition chimique, L’extraction des huiles a été réalisée par
distillation et 1’hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger, la composition chimique des
huiles essentiels isolées de Pinus pinea, P.brutia, P. caribaea, P.patula, P.radiata Ont été étudies
par GC/FID.

Les résultats montrent la présence de plusieurs composantes dans les HEs de Pinus patula,
parmi lesquels le D-limonene (6.5%) et le b-phellandréne (10.2%), Tandis que 1’huile de Pinus
caribaea contient le a-pinéne (50.7%). Le B-pinene est le composant majeur de Pinus radiata
(44.5%), le profil chimique des HEs des résines de P.pinea et P. brutia comprenait principalement
le a-pinéne (21.39% et 25.40%) et le B-pinéne (9.68% et 9.69%).

L’activité antioxydante des huiles essentielles des résines de P. pinea, P. brutia, P. insularis, P.
oocarpa et P. merkusii a évaluer par la premiere méthode de DPPH en comparaison avec des

antioxydants synthétiques, le a-tocophérol et 1’acide ascorbique.

Les résines de P. brutia et P. insularis ont une activité antioxydante trés élevé. Une deuxiéme
méthode de pouvoir réducteur a montré que les huiles essentielles de pinus brutia ont un

pourcentage tres éléve par rapport a la P. pinea.

L’¢étude de I’activité antioxydante nous a permet de conclure que la résine de Pinus est une
bonne source d’antioxydante naturelle. Les plantes médicinales restent toujours 1’origine fiable des

principes actifs, connues par leurs propriétés thérapeutiques.

Mots clés : huile essentielle; plante médicinale; activité antioxydante; pinus



Abstract

Most of the plant species used in this work are medicinal plants used in traditional herbal
medicine around the world. Essential oils which are mixtures of aromatic substances present in the
form of tiny droplets in the leaves, the rinds of the fruits, the resin, the branches and the wood.
These oils represent a very interesting group with antioxidant properties.

This work aims to evaluate the antioxidant activity of essential oils of Pinus resins and
determined their chemical composition; the extraction of oils was carried out by distillation and
hydrodistillation in a Clevenger-type, the chemical composition of the essential oils isolated
from Pinus pinea, P.brutia, P.caribaea, P.patula, and P.radiata were studied by GC/FID.

The results show the presence of several components in the essential oils of Pinus patula,
including D-limonene (6.5%) and B-phellandrene(10.2%) of Pinus patula, While pinus caribaea oil
contains a-pinene (50.7%). B-pinéne is the major component of Pinus radiata (44.5%), the
chemical profile of the essential oils of the resins of P.pinea and P. brutia mainly included a-
pinene (21.39% and 25.40%) and B-pinene (9.68% and 9.69%).

The antioxidant activity of essential oils of resins of P.pinea, P.brutia, P.insularis, P.oocarpa
and P.merkusii to be evaluated by the first method of DPPH in comparison with synthetic
antioxidants a-tocopherol and ascorbic acid.

The resins of P. brutia and P. insularis have a very high antioxidant activity. A second method of
reducing power has shown that the essential oils of pinus brutia have a very high percentage

compared to P. pinea.

The study of antioxidant activity led us to conclude that Pinus resin is a good source of natural
antioxidant. Medicinal plants are still the reliable source of active ingredients, known for their

therapeutic properties.

Key words: Essential oil; Medicinal plant; antioxidant Activity; pinus
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales constituent une composante fondamentale pour 1’avenir du systéme de
santé dans le monde; elles demeurent une source inépuisable de substances biologiquement actives.
La phytothérapie est une discipline qui tend toujours a se renouveler, car la recherche des nouveaux
médicaments est continuelle (Duraffourd C et al., 1997).

L’essor actuel de la thérapie par des substances d’origine végétale telles que les huiles
essentielles offre de nouvelles perspectives thérapeutiques. En effet, depuis quelques années, un
intérét accru est porté sur les huiles essentielles ayant montré des propriétés antioxydantes (Kempf
M et al., 2011). Qui présentent une activité antiseptique non négligeable connue depuis 1’Antiquité,
elles sont utilisées dans de nombreux domaines, pharmaceutique, cosmétique et agro-alimentaire
(Kaloustrian J et al., 2008).

Le pin appartient a la famille des pinacées, a des vertus thérapeutiques connues depuis
longtemps. Sa résine qui représentée par une substance spéciale sécrétée par les coniféres. Le
phénomene similaire se produit, a la fois au métabolisme normal et en cas de dommages de I'écorce
des arbres. Utilisés en médecine traditionnelle comme expectorant, balsamique, antiseptique et
antirhumatismal (Bellakhdar, 1997).

L’objectif de ce travail est la caractérisation de la composition chimique de 1’huile essentielle de
Pinus (brutia, pinea, radiata, oocarpa, merkusii, patula, caribaea, insularis) et 1’étude de son
activité antioxydante.

Ce mémoire est structuré en 3 chapitres :

> Chapitre 1 : Synthése bibliographique (étude le stress oxydant, les radicaux libre et les

antioxydantes. Une présentation générale sur le genre, la résine de pin et les propriétés
pharmacologique de la plante

> Chapitre 2 : Extraction des huiles essentielles a partir des résines des pinus par la distillation

et I’hydrodistillation puis analysées par GC/FID, Evaluation de 1’activité antioxydante des
extraits par le test DPPH, et le pouvoir rédacteur (FRAP).

» Chapitre 3 : Comparaison entre les compositions chimiques des HEs, et 1’étude du pouvoir

antioxydante.

Enfin, cette étude s’achévera par une conclusion générale.
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Partie bibliographique

1. stress oxydant, Radicaux libres et antioxydants

1.1. Le stress oxydant et ses implications pathologiques

Le stress oxydatif se définit comme un déséquilibre de la balance oxydants / antioxydants en

faveur des oxydants, entrainant des dommages cellulaires (Atamer et al., 2008) .Ce phénomene est

associé a une libération massive de radicaux libres (Favier, 2003). Ce stress peut avoir diverses

origines : mauvaise alimentation, phénomenes inflammatoires chroniques ou aigue et habitudes de

vie inadéquates (tabagisme, consommation excessive d’alcool,...etc.) (Pincemail et Defraigne,

2004).

Le stress oxydatif est lié a plusieurs pathologies (Tableau 1) telles que : vieillissement, cancer,

maladies cardiovasculaires et neurodégénératives, diabete, ostéoporose, arthrose, cataracte,

athérosclérose (Scalbert et Faradet, 2006).

Tableau I : Relations entre les maladies et le stress oxydant (Favier, 2006).

Type de stress oxydant

La maladie

Maladies dues a une production insuffisante

de radicaux libres

Agranulomatose septique

Psoriasis

Maladies ou le stress oxydant est la cause

primordiale

Cancers

Auto-immunité

dégénérescence musculaire
Sclérose latérale amyotrophique
Photo-vieillissement
Photosensibilisation

Hémochromatose

Maladies ou le stress oxydant fait partie des
facteurs déclencheurs

Maladie d’Alzheimer
Stérilités masculines
Maladies virales : EBV, HVB
Rhumatismes

Athérome

insuffisance respiratoire
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1.2. Especes réactifs oxygénés et radicaux libres
Les especes réactives de 1’oxygene (ERO) sont une famille d’entité chimique qui regroupent des
dérivés radicalaires et des dérivés non radicalaires (Goudable et Favier, 1997). Les ERO

susceptibles d’étre formé dans la cellule sont illustrées dans le tableau Il suivant :

Tableau I1: Principales espéces réactives dans les systemes biologiques (Yzydorczyk, 2011).

Radicaux libres Espéces non-radicalaires

ERO ERN ERO ERN

0" anion | "NO : monoxyde | ONOO™ anion | ONOO™ anion

superoxide d'azote péroxynitrite péroxynitrite

*H,0 radical | "NO, : dioxide | OONOO™ : anion | OONOO™ : anion

hydroperoxyl d'azote péroxynitrate peroxynitrate

*OH: hydroxyl *NO; : nitrate H>0,, peroxide | ONOOH acide

RO" st d'hydrogéne peroxynitreux

alkoxyl '0, oxygéne [ ROONO : alkyl

ROO* - singulet peroxynitrate

alkoperoxyl Os : ozone HNO; acide

ROOH" : radical HOCI acide | Mtreux

hydroxyperoxyl hypochloreux NO™ cation
ROOH : peroxides | nitrosyl
organiques NO anion

nitrosyl

un radical libre est une espéce chimique possédant, sur sa couche externe, un ou plusieurs
électrons célibataires (Figure 01), cet électron lui confére une certaine instabilité et haute réactivité
(Ortiz et al., 2013). Il est caractérise par un temps de demi-vie extrémement court (10-9-103s). Il
peut se former soit par la réaction redox (gain ou perte d’un ou de plusieurs €lectrons), soit par la
fission homolytique (rupture de la liaison covalente par laquelle chaque atome possede un électron)
(Koechlin-Ramonatx, 2006).
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Figure 01 : Radicaux libres et antioxydants (Fossey et al., 1993).

Dans les phénomenes de stress oxydant, les radicaux libres impliqués ont leur électron
célibataire sur l'oxygéne ou sur l'azote. Les radicaux primaires sont soit des dérives de I'oxygéne, on
parle d'especes réactives de l'oxygene ou ERO, soit des dérivés de l'azote, on parle d'especes
réactives de l'azote ou ERN (monoxyde d'azote NOe, peroxynitrites ONOQOe=—).

D'autres especes réactives non radicalaires peuvent entrainer la formation de radicaux (oxygéne

singulet 'O, peroxyde d'hydrogéne H,0).

Les radicaux secondaires sont issus de la réaction des radicaux primaires avec les composes

biochimiques de la cellule (Delattre, 2007).
1.2.1. Principales espéces réactifs oxygenés (ERO)

Les espéces réactives oxygénées (ERO) incluant les radicaux libres comme le radical hydroxyle
(OH), le radical superoxyde (O-,) et sa forme protonnée (HO;), le radical pyroxyle (ROO) Et les
espéces non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et Ioxygéne singulet (*O,) sont
des molécules hautement réactives (Chu et al., 2010).

Selon Droge 2002, les radicaux libres ont les fonctions physiologiques suivantes (Tableau I11).
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Tableau 111 : Principaux réles physiologiques des radicaux libres et ces dérivés (Droge, 2002).

Espece

Role physiologique

v Transduction du signal.
v" Relaxation du muscle lisse.
v"Activation du facteur nucléaire (NF-kB) responsable de 1’expression du
especes géne de I’interleukine 2 (IL-2).
réactives de v"Activation de la protéine kinase C.
I’oxygéne v Amélioration des fonctions immunologiques par amplification du signal
intracellulaire. dans les lymphocytes T.
v" Induction de ’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales.
v" Induction et exécution du phénoméne d’apoptose
v Relaxation des muscles lisses.
especes v Modulation des fonctions des protéines kinases, phosphodiestérases, et des
réactives canaux ioniques.
nitrogénes v' Activation des MAPK des cellules endothéliales et monocytes.
v" Protection contre I’apoptose par inhibition de certaines cascades.

1.2.2. Sources des especes reactives oxygenees

Les ERO sont produit par deux sources endogenes et exogénes (Valko et al., 2007). La figure

02 montre quelques voies de production des radicaux libres.
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Figure 02 : Sources de production des radicaux libres (Afonso et al., 2007).

Inflammation

1.2.3. Principales cibles des espéces réactives oxygénées (ERO)

Le stress oxydatif, d0 aux radicaux libres, entraine des dégats tissulaires essentiellement par
I’oxydation des protéines, Les acides nucléiques(ADN) ou des lipides (Laight et al., 2000).

La présence d’espéces reactivées de 1’oxygeéne a des conséquences potenticllement graves pour

la cellule (Figure 03). (Costa et Moradas-Ferreira, 2001).

. | '
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< * ROO-= ROOH
HOCIK oH’ 3
— ;o RO
'y I ! )
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A

Figure 03 : Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les espéces oxygénées
réactives (Kohen et Nyska, 2002).
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1.3. Les antioxydants :

Les antioxydants sont définit par Halliwell 1999 comme « toute substance qui en faible
concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxyder, prévient ou ralentit 1’oxydation de
ce substrat ». Ils peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur
origine (tableau I1V) en deux grandes classes : les antioxydants endogénes (enzymatiques) et les

antioxydants exogénes (non enzymatiques) (Orban, 2011).

Tableau IV : Localisation et fonction des antioxydants enzymatique et non enzymatique.

Antioxydant Localisation et fonction
Le superoxyde localisés dans le cytoplasme, la mitochondrie et les milieux
dismutase extra cellulaires. , Il catalyse la dismutation de 1’anion
(SOD) superoxyde en peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et en
Oxygeéne.
Enzymatique localiser dans la mitochondrie, le peroxysome et le
Catalase (CAT) cytoplasme. Elle est capable de transformé le peroxyde

d’hydrogene, produit généralement par la SOD en eau et

oxygene moléculaire.

Glutathion localise dans le cytosol (cGPx), la matrice Mitochondriale,
peroxydase le plasma (pGPx) et au niveau de la membrane cellulaire
(GPx) (HPGPXx).
Elle est présente dans tous les organes, a 1’exception du
La vitamine E cerveau. Elle empéche La réaction de peroxydation
lipidique.

qui se trouve dans le cytosol et dans le fluide
extracellulaire. Elle peut piéger directement 1’anion
La vitamine C superoxyde (O,), le radical hydroxyle (OH) I’oxygéne
singulier et réduit le peroxyde d’hydrogeéne en eau, Elle

permet la régénération de la forme non radicalaire de la
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Non enzymatique

vitamine E.

Les caroténoides comportent nombreuses doubles liaisons conjuguées, au
sien de leur structure, qui lui offre une activité antioxydant.
Assurés par trois mécanismes, soit par 1’abstraction

d’hydrogene, transfere d’électrons et addition de radicale.

Les polyphénols Sont des molécules de métabolisme secondaire ils sont
capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la

peroxydation lipidique en réduise les radicaux libres.

Les flavonoides IIs ont la capacité de piéger les radicaux libres, comme O,

le OH', pyroxyle et alotoxyle, par transfére de 1’hydrogéne.

Pour se protéger des effets délétéres des EOA, 1’organisme dispose d’un ensemble complexe de

défenses antioxydantes (Figure 04) permettant de limiter leur effet toxique.

anlon superoxyde

GSH
*gwwf chélateurs

oxygeéne slngulet

?@ O (oxygéne fondamental)

le i Cl -MPO
_ SOD, VitC

peroxyde¥d "hydrogéne

aclde hypOchloreux
(eau de Javel)

catala.sc )( Vit C, flavonoldes,
X

Serritine, transferrine;

radlcnl hydroxyle

\ lipoperoxydes
acide urique, Vit C, GSH ——w

p —caroténe Vit E, Se-GPx, ubiquinone

GSH : glutathion, CI- : anion chlorure, MPO : myéloperoxydase, SOD : superoxyde dismutase,

Se-GPx : glutathion peroxydase séléno-dépendante.

Figure 04 : régulation des ERO par les antioxydantes (pincemail et al., 2002).
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1.3.1. Acide Ascorbique (Vitamine C) :

L’acide ascorbique, appelée également vitamine C (figure 05), est principalement présent dans
les Iégumes et les fruits. Il possede un effet antioxydant car il :

> Protege efficacement les protéines sans protéger les lipides (Kraus et al., 1997).

> Intervient pour régénerer la vitamine E (Figure 07), (Iriti et Faoro-Water, 2008).

> Piege le superoxyde au niveau du cytoplasme (Aurousseau, 2002).

OH

HO— AN P

H Nox
Figure 05: Structure de la vitamine C (Marc et al., 2004).

1.3.2. Vitamine E (a tocophérol) :

La vitamine E ou a tocophérol est une vitamine liposoluble membranaire, abondante dans
I’alimentation ou elle se trouve en quantité importante dans les huiles végétales, et en particulier
dans le germe de blé.

L’a tocophérol est un donneur de H, par I’intermédiaire du radical en position 6 du noyau
chromane (Figure 06), et permet la formation de peroxydes lipidiques (ROOH), ou de produit
stable (Pokorny et al., 2001).

CH,

CH,

Figure 06 : Structure de la vitamine E (Marc et al., 2004).
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Par son caractére hydrophobe, la vitamine E est un antioxydant trés puissant qui peut s’insérer au

sein de la membrane biologique ou elle agit :

+« De fagon directe :

v’ Elle intervient dans la protection des acides gras insaturés, tres sensibles a I'oxydation du fait
de leur structure.

v’ Elle empéche ainsi la formation des radicaux peroxyles.

v Elle participe également a la protection des structures lipidiques, notamment celles des
membranes des cellules et celles des lipoprotéines (Kraus et al., 1997).

v Elle inhibe la peroxydation lipidique par piégeage d’oxygéne singulet (Pokorny et al.,
2001).

+« De fagon indirecte:
Du fait de leur grande affinité pour les radicaux libres, les lipides insaturés protégent les

protéines en se comportant en piége a radicaux libres, tandis que leur régénération par la vitamine E

maintient cette protection (Cheesman, 1987).

R’ ,. VitE « ¥ Vit ¢* ; GSH

RH ¢« » VIitE® Vit C 4 » GS* ™ — GSSG

R* : radicale libre, RH : radicale stable, Vit E* : vitamine E radicalaire (alpha-tocophéryl), Vit E : vitamine E active
(alpha-tocophérol, Vit C*: vitamine C radicalaire, Vit C: vitamine C active, GSH: glutathion reduit, GSSG:

glutathion oxydée.

Figure 07 : Régénération de la vitamine E et de la vitamine C (Pincemail et al., 1999).
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Les plantes médicinales sont une source intéressante de nouvelles molécules candidates pour la
lutte contre différentes pathologies, grace a leurs richesse en métabolites secondaires.

En particulier, les huiles essenticlles qui font I’objet de nombreuses études en raison de leurs
nombreuses propriétés biologiques et leur impact bénéfique sur la santé humaine (Richard et al.,
2014). Parmi ces plantes pinus, ce genre de loin le plus important des coniferes, comprend de
nombreuses especes dont beaucoup sont des essences forestieres importantes. Pour notre part, nous
nous sommes intéressés de pres par huit especes: Pinus Brutia, P. Pinea, P. Merkusii, P.Oocarpa,

P. Patula, P. Radiata, P. Insularis et P. Caribaea.

2. Geéneralités sur le genre pinus

2.1. Lepin

Le pin est la désignation générique des arbres appartenant au genre Pinus. L’origine de nom
Pinus provient de mot « pit », c’est un mot Indo —Européen désignant une résine. Il est le plus
important de tous les Coniferes tant par le nombre de ses especes (plus de 111) toutes caractérisées
par une phyllotaxie unique et prétendue des foréts qu’il constitue plusieurs especes introduits hors
de leur habitat naturel sont localement devenues envahissantes (Judd et al., 2002 ; Jacues Brosse,
2003).

Le pin est une gymnosperme de la famille des pinacées (Cédre, Epicéa, Méléze, Pin, Sapin),
ce sont des résineux a feuilles en aiguilles groupées en faisceaux par 2,3 ou 5 et dont les
fructifications sont de caunes constitués d’écailles a 1’aisselle desquelles on trouve les graines
(« Pin » s. d.).Réparties dans le monde entier et essentiellement autour des cétes méditerranéennes
(Kheyar-Kraouche et al., 2017).

11
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2.2. Taxonomie :

Le genre des Pinus est lui-méme subdivisé en sections et sous sections (Tablea u V)

Tableau V: : classification de genre Pinus

Taxonomie Description
Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes (Phanérogames)
Sous-embranchement Gymnospermes
Classe Pinopsida
Ordre Pinale
Famille Pinaceae
Sous —famille Pinoidée
Genre Pinus
Sous-genre Pinus
Espece P.pinea. P.brutia, P.oocarpa, P.insularis, P.merkusii, P.radiata.

patula, P.caribaea

2.3. Nom commun

» Francais : pin
» Anglais : pine
> Arabe : nsua

> Locales: Les Pinus

sont connus localement sous le nom vernaculaire de _xsall
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2.4. Description botanique :

Tableau VI

: Description botanique des Pinus études (« Généralités sur le genre PINUS » s. d.)

Arbre

Taille

Feuille

Cones males/ Cones femelles

Ecorce, rameaux, bourgeons

20-35 m pour un tronc de 1,5 | 10-20 cm sur 1,5 mm ; | 10-20 mm, jaune-orangé // | écorce brun rouge
P. pinea m de diametre, mais 8-10 m | vert, falquées, souples, | cones de 7-13 cm sur 5-11 | écailleuse, puis avec
en cult nc souvent | non piquantes, bord | d'épaisseur ; trés court | grandes plaque’iﬁgrl Air
pin parasol court e ; | denticulé ,\‘ , pédoncule, dér‘\'iégén‘t's” mais | orangé ; ,}‘ /
cime e ; e gt bourgeon yll
les jeur en pointu, de 6- 1§mrp,?
boule ”’ résineux. ﬂ, f
rameaux brun ve}’détres,
rendus rugueux.
10-18 cm sur 1 mm ; | cones males ovoides de 7 | écorce de la partie basse du
atteint 20 m (35 m) ; d'abord | vert  jaune  foncé; | mm // cbnes de 6-10 cm, | tronc épaisse, rbugqétre
P. brutia conique puis en déme. plusieurs canaux | sessiles ou sur un pédoncule | foncé, écorce : de la péﬁie
resmlferes margmaLQ( })uvent en | haute fine, fé(_:ailleﬁsTe;' et
pin de non gr 'Ss \\:n 14 %%ﬁ‘{vtés orangée tou{"_. en- haut'i 3
calabre pinceau \\% e Mt cﬂ-?ﬁhg rameaux fi'ns} ‘a .tgyn
persmta&k\ L ﬁi rougeatre, B
; bourgeons ovoides
pointus, de 15 cm, non
résineux.
P. merkusii 15 m (atteint 50 m pour un | 17-25 cm ; fines, plutdét | 4-5 cm de long, jaune écorce gris brun,
tronc de 2 m 'iamétre) ;| rigides, a gaine | orangé// cdnes de 5-12 cm ; | rugueuse, trés flssuree en
pin de | cime larg B ue puis | persistante.: pédoncu :
sumatra ronde :
cm, non résineﬂx
30 m mais atteint 45 m pour | 12-25 cm sur 0,7-1,2 | 2-3 cm, en amas, brun | écorce épaisse, brune tres
P. insularis un tronc de 1 m de diamétre | mm, souples, fines, a | jaunatre// cones de 5-8 cm | foncée, fissurée ; rameaux
; port en do ; ; branches seotlon trlangulalref sur 3,5 ; groupes'garl a 3 ; | brun rouge, bourgeons de
P. kesiya robustesh,nshnelés ers le bas. y is | persista . 15-2 cm, ' 'rou\ge,

\ik

pafg) 3 (-4) ; vertg
| _f PR
’ j.‘ -~

marginaux ; gaine

persistante

coniques, n

13
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30-45 m ; tronc jusqu'a 1 m
de ovoide

15-30 cm sur 1,5 mm ;

2-4 c¢m, brun jaunatre a

écorce grise ou brun rouge

P. caribaea | souve
12-15 m, parfois jusqu'a 55 | 15-30 cm x 0,8-1,4 mm
; par 5 triangulaire ;
droites, épaisses, peu
P. oocarpa ux
caille i B A
bougeons de 12-25 mm,
ovoides, non résineux
20-30 m ; atteint 40 m pour 15-39 cm sur 1 mm ; | cbnes méles de 15-20 mm, | écorce
un tronc de 1 de diamétre ; : / brun-jaune// cones de 7-10
port e : a i gd
P. patula souve ncs et
des br: e
écailles Iibres..
25 m (atteint 40 m en | 8-20 cmsur 1,3-2 mm ; | jaune brun// cdnes de 10-15 | écorce brun rouge sombre,
Californie pour untroncde 2 | par 3 ; droites, vert | cm sur 5-11 ; ovoides, a | épa e AN 2
m de diameétre.) ; tronc droit | foncé brillant,
P. radiata

résineux, a écailles libres

2.5. Répartition géographique :

Le genre Pinus se répartie dans le monde. Nous | trouvons dans des régions assez variées et

essentiellement autour des cotes méditerranéenne plus particulierement en Afrique du nord et en
Espagne (figure 08) (seladji, 2014).
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En Algérie, les Pinus font partis de la richesse floristique a cause de la nature du climat et du
sol qui s’y préte bien. En effet, ils aiment les zones a climat tempéré-froid de I'hémisphére
septentrional, 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 (Liston et al., 2003).

Figure 08: Aire de répartition naturelle des Pinus

2.6. Résine de pinus :

2.6.1. Définition :

La résine est une mixture complexe de terpénes et d’acides résiniques de la famille des

abiétanes dont les proportions varient suivant 1’espéce et la provenance géographique (figure 09).
(Joye and Lawrence, 1967).

Figure 09 : résine de pinus
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2.6.2. Synthese de la résine :

Synthétisée et stockée par 1’arbre, elle peut étre considérée comme un systeme de défense lors
des ruptures mecaniques du bois (Luchi et al., 2005) et afin de le protéger contre des attaques

extérieures, comme par exemple des champignons ou des insectes (Franceschi et al., 2005).

La production de résine par arbre et par année peut varier d’environ 1 kg a 6 kg en fonction des
arbres et de leur région géographique. Certaines caractéristiques dendrométriques de I’arbre peuvent
augmenter sa production, tels que le diamétre et la fréquence des canaux résiniferes (0,4 a 1,1
canal/mm?). Le gemmage débute sur des pins agés d’une trentaine d’années (Rodriguez et al.,
2014).

1.1.1. Legemmage :

La technique de gemmage dite « traditionnelle » a été inventée. Auparavant, la technique
utilisée consistant a réaliser une blessure au niveau de 1’écorce de 1’arbre afin qu’il sécrete de la
résine de maniére a la collecter. Lors d’un gemmage traditionnel, une care est réalisée a I’aide d’un
outil spécial appelé le hapchot (Eshete et al., 2012). La résine coule de cette blessure vers un pot en
terre cuite placé en bas de la care et coincé entre une lamelle de zinc et un clou (Figure 10 a). Un
produit acide, classiquement de I’acide sulfurique, est placé sur la plaie afin d’empécher la
cicatrisation, de stimuler la production de résine et d’augmenter la durée de >I’¢coulement limitée a

quelques jours en condition naturelle (Rodrigues et al., 2014).

Le gemmage moderne s’oriente vers 1’utilisation de techniques de récolte en vase clos, c’est-a-
dire sans contact direct entre la résine et I’environ extérieur (Holiste, 2018). La pique est réalisée a
I’aide d’une perceuse équipée d’une scie a cloche, puis un récipient en plastique est fixé au niveau
de I’entaille (Figure 10 b). Un activateur chimique de type acide organique naturel est utilisé en

remplacement de 1’acide sulfurique.
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Figure 10 : a) Technique de gemmages traditionnels b) Technique de gemmage en vase clos

développée par le programme Biogemme® (Société Holiste).

Par un processus de distillation, la résine est séparée en deux fractions. D’un c6té la colophane
correspondant a la fraction solide (70-80 %) et, de I’autre, ’essence de térébenthine (20-30 %),

considérée comme la faction liquide et volatile de la résine (Cabaret, 2018).

A) L’essence de térébenthine :

L’essence de térébenthine est un liquide incolore, dont 1’odeur est caractéristique des foréts de
pin (Sainte-Claire Deville, 1841). C’est un mélange de composés terpéniques (CioHg) qui

représente, apres distillation, environ 20-30 % de la masse de la résine.

Peut étre analysée par chromatographie en phase gazeuse et sa composition peut varier en
fonction de I’espece, de la position géographique et de la technique de distillation.
Deux des principales molécules sont 1’o-pinéne et son isomére le B-pinéne qui sont des
monoterpénes bicycliques. D’autres molécules telles que le camphene, myrcene, le limonéne et le
A-3-caréne (Figure 11) (Ghanmi et al., 2007).
L'essence de térébenthine posséde une activité antimicrobienne et antifongique (Ulukanli et al.,
2014). Elle peut étre utilisee comme solvant, medicament ou produits de bien-étre (Holiste, 2018)

ou encore comme additif dans les carburants (Dubey and Gupta, 2018).
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y o @

a-pinene B-pinene Campheéne
Myrcéne Limonéne A-3-caréne

Figure 11 : molécules couramment observees dans 1’essence de térébenthine.

A) La colophane :

La colophane est la fraction solide et non volatile de la résine. se présente sous forme d’un
mélange composé en partie d’acides di-terpéniques dont la formule brute est CyoHs0O; (figure 12)
(Baldwin et al., 1958). Généralement translucide donc la couleur peut varier du jaune clair au
marron foncé Insoluble dans 1’eau mais peut étre solubilisée dans différents solvants organiques,

comme 1’acétone, 1’éthanol, le méthanol...etc. (Coppen and Hone, 1995).
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Figure 12 : Molécules couramment observes dans la colophane

Le nombre de publications scientifiques concernant la colophane augmente chaque année,
passant d’environ 340 en 2007 a environ 1440 en 2017. Il existe différents domaines d’application

de la colophane :

> Peintures, vernis et revétements (Echard et al., 2010; Tirat et al., 2016).

> Polymeéres et adhésifs (Arrieta et al., 2017) utilisés comme plastifiant en mélange avec des

polymeéres, pour en améliorer la stabilité thermique.

» Dans le domaine pharmaceutique (Barabde et al., 2005) peut étre polymérisée pour étre

utilisée comme micro-vésicules afin de délivrer les molécules actives dans I’organisme.

1.2. Composition chimique :
Elles correspondent a des mélanges liposolubles de composés terpénoides volatils et/ ou non

volatils et de composés phénoliques (tableau VI1I) qui sont sécrétes dans les structures spécialisées

localisées a I’intérieur ou a la surface des organes de la plante (Langenheim, 2003).

19



Partie bibliographique

Tableau VII : la composition chimique de résine.

Famille chimique ]
Constituants

Carbures monoterpéniques a-pinéne (10 - 50%). camphéne 12%, f -

_ ) pinéne (10-25%), p -myrcéne, terpinoléne, acétate de bormyle, -
Huile essentielle L )
phellandréne, B -caryophilléne (Chalchat et al., 1985, Weissmann and

(0,2-0,5%)

Lange, 1990).
Flavonoides -Dihydroflavonol : C-6, O-7-diméthylaromadendrine, Chalcone et
(0,5a 0,7%) dihydropinosylvine (Fliegmann et al., 1992, Sinkkonen et al., 2005).

Monoterpénes : a-pinéne, 3 -pinéne et limonéne, 3 carene, myrcene et
o terpinoléne.

Terpénoides o . - , i
Acides diterpéniques : acides abiétique et déhydroabiétique (Schales et

al., 1993).

Tanins Tanins condensés (catéchiques) (Roitto et al., 2005).

1.2.1. Les huiles essentielles

Les plantes produisent naturellement des substances actives permettant de se protéger des
insectes, de maladies ou d’attaques extérieures de celles-ci ont été tirées les huiles essentielles. De
nos jours, l’utilisation des huiles essentielles est de plus en plus répandue que ce soit dans les

Pharmacies, ou dans divers commerces. (Mayer, 2012).

A) Définition :

Une huile essentielle selon la pharmacopée est un produit de composition complexe renfermant
des principes volatils contenus dans les végétaux. Selon I’AFNOR, elle désigne un produit obtenu a
partir d’'une matiére premicre d’origine végétale, aprés séparation de la phase aqueuse par des
procédés physiques : soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a
Partir de 1’épicarpe des plantes contenant des citrals, soit par distillation séche. Une huile

Essentielle contient en moyenne soixante-quinze molécules actives (Florence, 2012).
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B) Localisation et lieu de synthése :

Dans la plante, les huiles essentielles peuvent étre stockées dans des cellules spécialisées des
plantes, genéralement des cellules secrétrices ou des conduits (les conduits a résine), des glandes ou
trichomes (poils glandulaires) et peuvent étre extraites des feuilles, fleurs, bourgeons, graines,
fruits, racines, bois ou de I’écorce des plantes.

La synthése de ces huiles se fait par l'intermédiaire des structures histologiques spécialisées
situées genéralement sur la surface de la plante (les poils, les canaux et les poches sécrétrices)
(deschepper, 2017).

C) Composés chimiques :
Les proprietes des huiles essentielles proviennent de leur composition biochimique (tableau
VIII). Les composés qui les constituent peuvent étre classés en six groupes distincts, ayant chacun

des caractéristiques spécifiques (Isabelle G, 2005).

Tableau VIII : composition chimique des huiles essentielles.

Ce sont des hydrocarbures cycliques et

Les terpenes volatils de formule C19H16 cOmposés 'CH2=CH-C=CH2)
naturels d'unités isoprenes. |

CHs

Les alcools présents dans les huiles essentielles sont issus de terpenes et
d'hydroxyles (ex : le menthol C;0H;40) Les principaux composants
résultant de ces liaisons sont les monoterpénols, les sesquiterpénols et les

Les alcools diterpénol.

Dans les essences étudiées, ces constituants

) ont une action plus importante que les alcools.
Les phénols
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Formés par l'oxydation des alcools, les aldéhydes

dégagent en général un arébme puissant. lls présentent (_/L\H

Les aldéhydes _ _
aussi de nombreuses propriétés communes aux o
phénols et aux cétones. \|L
Les quantités de cétones dans les huiles essentielles sont négligeables ;
Les cétones certaines d'entre elles sont des neurotoxiques.

Les acides organiques et les esters jouent un réle important dans les
Les acides et les essences végetales. Ce sont des dérivés oxygénés des terpenes.

esters

D) Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles :

Les huiles essentielles forment un groupe trés homogene en ce qui concerne leurs propriétés

physico- chimiques qui sont les suivantes (Toumache et Cherad, 2019) :

Elles sont généralement liquides & température ambiante.
Elles n'ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes.

Elles sont volatiles et rarement colorées.

YV V VYV V

Elles sont solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des
solvants organiques mais peu solubles dans 1’eau.
> Elles sont douées d'un pouvoir rotatoire puisqu'elles sont formées principalement de
composés asymetriques.
» Les huiles essentielles sont trés altérables, sensibles a 1‘oxydation et ont tendance a se
polymériser donnant lieu a la formation de produits résineux.

Pour les propriétés chimiques, elles sont neutres, mais acquierent peu a peu une acidité. Elles
s’oxydent a la lumiere et se résinifient en absorbant de I’oxygéne en méme temps que leur odeur
modifie, leur point d’¢bullition augmente, leur solubilité¢ diminue. Les huiles essentielles absorbent
le chlore, le brome, 1’'iode avec dégagement de chaleur. Elles peuvent se combiner 1’eau pour

former des hydrates (Durrafourd., 2002).

E) Utilisations des huiles essentielles :

Les huiles essentielles interviennent dans la fabrication des produits alimentaires (jus de fruits,

créemes glacées, bonbons, etc....), des produits d'hygiéne et de beauté, des parfums et autres produits
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de désinfection. Les huiles essentielles sont utilisées également pour leurs différentes propriétés et

effets thérapeutiques divers (deschepper., 2017) :

a) Les effets anti-infectieux ; notamment sur les souches résistantes a des antibiotiques récents.
Parmi ces molécules antibactériennes les plus puissantes, nous pouvons citer : le carvacrol,
le thymol, I’eugénol, le géraniol, le linalol, le térpineol, le menthol, etc.

b) Des effets calmants et antispasmodiques ; les aldéhydes (citral de la verveine,...), les esters
(salicylate de méthyle,...).

c) Des effets antiparasitaires ; surtout les phénols.

d) Des effets anti-inflammatoires ; selon le type de douleurs, on peut utiliser des esters, des
alcools (menthol) ou des aldéhydes (cuminal).

e) Les huiles essentielles possedent aussi des propriétés antioxydantes, expectorantes,
diurétiques, et antifongiques.

f) Elles possédent également des propriétés insecticides et insectifuges

F) Toxicologie des huiles essentielles :

Les substances naturelles peuvent présenter des effets néfastes pour 'homme au méme titre
que certaines substances synthétiques. Les huiles essentielles contenant surtout des phénols et des
aldéhydes peuvent irriter la peau, les yeux et les muqueuses, provoquer des réactions cutanées

allergiques (Meynadier., 1997).

1.3. Les propriétés pharmacologiques de Pinus

1.3.1. Usage traditionnel

Les Pinus sont utilisés en médicine traditionnelle algérienne. Ils sont le plus souvent utilisés
comme :
v/ Antiseptique puissant a action dynamisant; recommandé dans toutes les infections des
Voies respiratoires, les infections urinaires, les calculs biliaires.
v Rubéfiant et balsamique, efficace dans les affections pulmonaires: la grippe, la sinusite, les
rhumatismes (Seladji., 2014).
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1.3.2. Intérét thérapeutique

Plusieurs études visant a évaluer le potentiel biopharmaceutique de différentes espéces de pins ont
été rapportées dans la littérature. Ces travaux se penchent particulierement sur le potentiel
antioxydant, antibactérien et antifongique. Il existe aussi quelques études sur le potentiel
anticancéreux des extraits de pins et de composés provenant du genre Pinus (Kadari, 2012). En
particulier :

» Affection gastro-intestinale : Les maladies gastriqgues comme les ulcéres de l'estomac et

d’autres affections liées aux inflammations du revétement gastro-intestinal.

» Suppression de appétit: 1’huile de pin fournit un moyen naturel pour diminuer la sensation
de la faim. Ceci conduit a une réduction de la consommation calorique et a I’absorption de
graisses. Donc elle peut étre prescrit pour les personnes obéses sans avoir des effets

secondaires, rencontrés avec la pris des produits chimiques.

» Maladies cardio-vasculaires :L’huile contient de 1’acide pinolénique, un acide gras
polyinsaturé, isomére positionnel de 1’acide gamma linolénique (GLA), qui régule le taux des
lipides totaux du sang, en réduisant la consolidation des plaquettes, ce qui aboutit a une
diminution de la pression sanguine.

> Activité antioxydante : L’oxydation est a Il’origine de la détérioration des propriétés
mécaniques des polymeéres, du rancissement des corps gras alimentaires ou de diverses
pathologies. Cela fait appel a I’utilisation des antioxydants, qui sont capable a piéger les
radicaux responsables de ces anomalies (figure 13) L’activité antioxydante des extraits de
pinus. a été démontrée clairement au cours des dix derniéres années la présence de composés

phénoliques expliqgue en grande partie ce fort potentiel antioxydant (Kadari, 2012).

24






Partie bibliographique

v
RESINE

(distillation)

v
HUILE ESSENTIELLE DE TEREBENTHINE

/

Effets biologiques externes

Antiseptique
Bactericide
Fongicide
Pesticide
Insecticide

Aérosols polluants
ou
scavengers

Effets biologigues internes

Irritant (voies respiratoires et peau) a fortes doses

Aucun effet secondaire a faibles doses

v

Absorption par les voies aériennes (partie volatile)
et par voie cutanée (lipophile)

Non oxydée

Immunostimulante
Anti-inflammatoire
Antioxidante
Anticonvulsive
Anti-nociceptive
Anti-stress
Sédative
Hypoglycémique
Anti-cholinesterase
Diurétique

SA

Sa

Oxydée ou peroxydée

Décontractant des muscles lisses
Décongestionnant
Anti-tussif
Anti-inflammatoire
Anti-radicalaire
Améliore la saturation de I"'HbO2
Améliore la Pp O2
Augmente la diffusion tissulaire en O2
Augmente I'activité du systéme redox

-~

Produits majoritairement hydroxylés et rapidement
¢liminés par les reins

Figure 13 : Origine, impact et élimination de I’huile essentielle de térébenthine (mercier et al.,

2009)
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Méthodes

1. Extraction des huiles essentielles :

1.1. Extraction des HEs des P.penia, P.brutia, P.caribaea, P.radiata et P.patula :

Les résines des Pinus (pinea, brutia, caribaea, radiata, patula) collectées, séchées puis
conservées sont soumises au protocole d’extraction utilisant la méthode d’hydrodistillation décrite
ci-dessous :

1.1.1. Hydrodistillation : C’est une technique d’extraction dans laquelle le solvant est de la

vapeur d’eau. Elle peut étre utilisée pour extraire des espéces insolubles dans 1’eau
(Seladji., 2014).

ballon

lavande
huile de
lavande

)
o ff

L——-béehcr

cau de fleur ___.|

—A

Figure 13 : technique d’hydrodistillation.

1.1.2. Principe de I’hydrodistillation : Son principe est le suivant (Bagard, 2008) :

e La substance contenant I’espéce volatile a extraire est mélangée avec de I’eau et ’ensemble
est porté a ébullition. En utilisant de 1’acétate d’éthyle et enfin en utilisant du méthanol
(MeOH).

e La phase gazeuse, contenant I’espece volatile et la vapeur d’eau, arrive en haut de la Colonne,
passe dans le réfrigérant et se condense

1.1.3. Le résultat de ’hydrodistillation est le distillat. Ce dernier comporte alors deux phases

liquides, que nous pouvons séparer par décantation.
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1.1.4. Technique : La méthode d’extraction est décrite ci-dessous :

On place une quantité de résine dans un volume d’eau distillée définie en utilisant un appareil de
type Clevenger (figure 16), les huiles d’essai ont été séchés sur le sulfate de sodium anhydre puis
filtrés.

1.1. Extraction des HE des p.merkusii, p.oocarpa et insularis :

La résine des Pinus (merkusii, oocarpa, insularis) conservées sont soumises au protocole

d’extraction utilisant la méthode de distillation (Tillah et al., 2017).

1.1.1. Distillation:

il s’agit d’une méthode d’extraction des huiles essentielles caractéristique des végétaux, Dans le
domaine de ’extraction végétale, la distillation séche consiste a chauffer de fagon trés modérée les
plantes ou parties de plantes sans ajout d’eau ni de solvants organiques, puis a condenser les
substances volatiles. L’avantage de cette méthode est la température a laquelle se déroule
I’extraction : inférieure a 100°C, ce qui évite la dénaturation de certaines molécules thermosensibles
(Liston, 2005).

2. Analyses des huiles essentielles :

Les analyses qualitatives et quantitatives des huiles essentielles ont été réalisées par
chromatographie en phase gazeuse (GC) avec détecteur GC/FID a détection d'ionisation de flamme
(FID) et chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur sélectif de masse GC/MS (El
Babili et al., 2011).

Les analyses quantitatives des constituants étaient situées sur les données de pourcentage de
surface du FID. De plus, une comparaison directe entre les données de spectres de masse des huiles
de test et les données antérieures des bases de données GC/MS des données de la bibliothéeque
(adams, 2009).

3. Evaluation de I’Activité antioxydante des HES:
Beaucoup de tests sont utilisées pour évaluer l'activité antioxydante des huiles essentielles. La
plupart de ces tests sont basées sur la coloration ou la décoloration d'un réactif dans le milieu

réactionnel. Les tests les plus fréquemment utilisées sont le DPPH et le FRAP (Saidi, 2019).
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3.1. Piégeage du radical DPPH :
3.1.1. Principe:

Le 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH ; CigH12NsOg ; PM=394.33), est un radical libre
stable soluble dans le méthanol (ou I’éthanol). D’une couleur violette intense, il présente un
maximum absorbance & 517 nm. Lorsque une molécule antioxydante réduit le radical DPPH, la
couleur violette disparait rapidement pour donner une couleur jaune pale (Pokorny et al., 2001 ;

Roginsky et Lissi, 2005), selon la réaction suivante :

DPPH°+ (AH) n-----DPPH-H+ (A°) n

Ou (AH) n : représente une molécule capable de réduire (céder un atome d’hydrogéne au radical
DPPH®).
le radical DPPH?° violet au DPPH-H (DPPH réduit) d’une couleur jaune pale (Figure 17).

|
\ VioLEY . JALNE
-

Figure 14 : forme libre et reduite de DPPH (Teixeira, J et al., 2013).

Le test peut s’effectuer par :
v’ bioautographie sur des plaques chromatographie sur une couche mince (CCM) en utilisant
le DPPH comme pulvérisateur (identification qualitative).
v' ou par un dosage spectrophotométrie (test quantitatif).

Les standards utilisés pour tester I’activité antioxydante sont 1’acide ascorbique et a-tocophérol.
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3.1.2. Letest DPPH :

Le dosage des radicaux DPPH de P.pinea et P. brutia a été appliqué selon (Erdogan et al.,
2011). Préparé dans I'éthanol, les échantillons ont été dilués avec 200ul de la méme solution, puis
bien mélangés avec 2,3 ml de solution radicalaire DPPH et laissés dans 1’obscurité pendant 30 min,
apres I’incubation, les absorbances a 520 nm ont été mesurées par rapport a I'éthanol.

Le test d’activité antioxydante de piégeage des radicaux libres (DPPH) de p.merkusii, p.
oocarpa, p. insularis utilisant a la fois un dosage quantitatif spectrophotométrique selon (Batubara
et al., 2009). et méthode bioautographie antioxydante qualitative selon (Salazar-Aranda et al.,
2011).L’acide ascorbique utilisé comme standard. La capacité antioxydante des huiles essentielles a

été mesurée.
3.2. pouvoir réducteur :

Le fer est un élément essentiel pour le bon fonctionnement physiologique, mais I’excés de cet
élément peut causer des dommages a la cellule. En raison de sa forte réactivité, le fer est connu pour
son grand role pro-oxydant vis-a-vis de I’oxydation des lipides (Gulgin et al., 2012).

3.2.1. Principe :

L’analyse du pouvoir réducteur est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe3+) du complexe
ferricyanure Fe®" en fer ferreux (Fe?") (figure 18), en présence d’antioxydants réducteurs (Bijoy et
al ; 2008). La forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de
I’extrait (Gulgin et al., 2003).

) ( T ] |
2 :’ /,J\ N~ A /”‘ ™ S A N “ JL //]
| N i 7 N l | Y f [ N
\\,"v N"\‘\ / ~—N N N e 2 N . l' g N“ '{‘/' N
Fe() ] p———— Ee()
o 7/ \ N 9 . \ b /j .
N || N ~ T NN
N AR A” - N\ L ; Z N\\“ v \-:_ -,[‘_ ~ ” ]

Fe''-TPTZ + reducing sntioridant  ——p Fe'"-TPTZ (intemse bluc at 595 nm)

Figure 15 : Réaction de la réduction de Fe3+-TPTZ enFe2+-TPTZ de la réduction (Prior et al.,
2005).
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3.2.2. Letest FRAP:

Le test FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power) de p.pinea et p.brutia a été appliqué
selon la méthode (d'Oyaizu., 1986), 1 ml d’extrait est additionné dans un tube a essai avec 1 ml
d’un tampon phosphate a (pH 6,6) et 1 ml de ferricyanure de potassium [K3Fe]. On met le
mélange au bain marie a 50°C pendant 20 min, puis on lui ajoute 1 ml d’acide trichloracétique
TCA et on centrifuge a 3000 g pendant 10 min. Un ml du surnageant est prélevé puis additionné
a 1ml d’eau distillée et 0,3ml de chlorure ferrique (FeCls), enfin on mesure 1’absorbance a 700

nm.
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Résultats et discussion :

1. Composition chimique des huiles essentielles des Pinus étudiés

Selon (Dagne et al., 1999) et (ulukanli et al., 2014) les constituants chimiques des huiles

essentielles de résine de P. pinea et P. brutia P. caribaea P. patula et P. radiata situés dans le

tableau suivant (tableau IX).

Tableau IX: Pourcentages des composants chimiques des huiles essentielles de P. pinea, P.

brutia, P. caribaea P. patula et P. radiata.

Composantes Pinus pinea (%) | Pinus brutia (%) | Pinus caribaea (%) | Pinus patula (%) Pinus  radiata
(%)
3-Carene 0.05 0.16 - - -
a-Pinene 21.39 25.40 50.7 5.3 38.6
Camphene 1.30 2.16 2 - 1.9
p-Pinene 9.68 9.69 8.2 2.4 44.5
p-Myrcene 0.98 0.11 - - _
a-Phellandrene 0.58 0.05 - 1.6 -
1, 5, 8-p- | 0.39 0.12 - - ;
Menthatriene
D-Limonene 5.80 2.18 1.2 6.5 1.7
p-Phellandrene 1.57 0.21f 8.9 10.2 1.4
1, 3, 8-0- | 0.47 0.20 - - -
Menthatriene
1, 3, 8-p- | 0.18 0.18 - ; 5
Menthatriene
a-Terpinolene - 0.02 - 2.6 -
4-Carene 0.77 0.33 - - -
trans-Islimonene 0.10 - - - -
Verbenene 0.57 0.96 - - -
Camphanone 0.75 1.21 - - -
trans- 0.02 - - - -
Chrysanthenone
Thujone - 0.02 - - -
trans-Pinocarveol 0.08 0.09 - - -
trans-Verbenol 1.76 2.90 - - -
Borneol 0.34 1.04 - - -
a-Phellandren-8-ol 1.25 1.88 - - -
trans-Carveol - 0.11 - - -
p-1sofenchol 0.07 0.16 - - -
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trans-3-Caren-2-ol 0.37 - - - -
p-Cymen-8-ol 0.21 - - 5.2 -
Nothosmyrnol 0.03 - - -
Thymol - 0.09 - - -
a-Campholenic acid - 0.08 - - -
Acid a-Cubebene 0.21 0.19 - - -
1, 4- Methenoazulene | 8.63 0.91 - - -
Caryophyllene 9.12 4.81 - - -
a-Caryophyllene 2.33 1.26 - - -
a-Farnesen - - - 33.2 -
a-Muurolene 0.19 0.16 - - -
a-Bisabolene 0.10 0.06 - - -
Methanoazulene 0.25 0.1 - - -
a-Cedrane 0.08 - - - -
Caryophyllene oxide | 3.26 1.54 - - -
Aromadendrene 0.63 0.49 - - -
oxide

1, 3, 6-Octatriene 0.21 - - - -
2, 4, 6-Octatriene - 0.31 - - -

a-Campholene - - - - -

Seychelleme 0.43 0.10 - - -
Anthracene 0.08 0.02 - - -
y-terpinene - - - 0.8 -
Longipinene - - 1.7 5.3 -
Pinacarveol - - 11 15 3.8
4-terpineol - - - 5.5 -
Anisol, p-allyl - - 3.6 3.6 -
Longicyclene - - - 3.6 -
(+)-sativene - - - 2.7 -
Bornyl acetate - - 20.1 2.0 -
a-farnesene - - - 33.2 -

(-) Non mentionné

Les composants des huiles essentielles de la résine de P. pinea et P. brutia P. caribaea P.

patula et P. radiata sont indiqués dans le tableau.

L’a-pinene est le principal composeé dés I'huiles essentielles de résine de P. caribaea et P.
radiata (50.7%) (38.6%) respectivement, le pourcentage le plus faible de ce constituant

correspond a la P. patula (5.3%).
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Les huiles essentielles de résines de Pinus radiata sont caractérisées par la prédominance de

B- pinéne (44.5%) par rapport aux autres especes :

e P.pinea, P. brutia : (9.68%), (9.69%) respectivement.

e P.caribaea : (8.2%).

e P.patula: (2.4%).
Les pourcentages de camphene des cing espéces est faible, P. pinea (1.30%), P. brutia (2.16%),
P. caribaea (2%), P. radiata (1.9%).

Selon les résultats obtenus, ces espéces contiennent des pourcentages faibles de camphene, P.
pinea (1.30%), P. brutia 2.16%, P. caribaea 2%, P. radiata 1.9%).

Le D- limonene est le constituant le plus prédominant dans les huiles essentielles de la résine
de P. patula (6.5%), P. pinea (5.8%) par rapport a la P. caribaea et P. radiata.

P. patula et P.caribaea ont des pourcentages élevés de B-phellandrene (10.2%), (8.9%)

respectivement par rapport a la P. brutia, qui a le pourcentage le plus faible (0.21%).

La différence entre la composition chimique des huiles essentielles des résines des
différentes especes (P. pinea et P. brutia P. caribaea P. patula et P. radiata) pourrait étre
attribuée aux habitats de I'espéce, aux parties de l'espéce, au moment de I'échantillonnage et a la

méthode utilisée (Référence) .
2. Activités antioxydantes :
Les deux types de tests que nous avons utilisés pour évaluer 1’activité antioxydante des huiles

essentielles sont: le piégeage du radical DPPH et le test de pouvoir réducteur.

a. Test de piégeage du DPPH :
Le test au DPPH est largement utilisé pour évaluer I'activité de piégeage des radicaux libres

par les huiles essentielles des plantes et leur capacité de défense contre le stress oxydatif.
% Pinus pinea et pinus brutia :

Dans cet essai, le a-tocophérol a été utilisé comme standard pour la comparaison avec les
activités de piégeage de DPPH des huiles essentielles. Les résultats obtenus sont présentées

dans la figure 19.
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Figure 16: Pouvoir antiradicalaire DPPH des huiles essentielles de P. pinea et P. brutia.

Comme montre le graphique (figure 19), l'activité de piégeage des radicaux DPPH des de P.
pinea et P. brutia et a-tocophérol est 52,10%, 76,33% et 65,7%) respectivement.

Les résultats indiquent que I’activité de piégeage des radicaux des huiles essentielles de pinus

brutia est élevée que pinus pinea.

L’analyse des résultats du test DPPH a montré une différence significative entre les huiles

essentielles des deux plantes testées (P<0.05).

Un test qualitatif d'huile essentielle de résine de pin, a été réalisé pour déterminer les
composants des extraits qui ont une activité antioxydante. Ce test qualitatif a été effectué par la
chromatographie sur couche mince et le réactif DPPH comme pulvérisateur pour détecter les

composés qui ont la capacité de réduire le DPPH, et donne des spots de couleur jaune.

Bioautographie montre la résine de P. insularis a une forte activité antioxydante par rapport a la

résine de P. merkusii et P.oocarpa.
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Selon (Hobi et Eddouks., 2016), Plus la valeur d’ICsq (la concentration inhibitrice nécessaire
pour réduire 50% du radical libre DPPH) est basse, plus l'activité antioxydante d'un composeé est

grande.

D’aprés les résultats présentés dans le graphique (figure 20), I’'ICsy obtenue pour 1’acide
ascorbique (0.0052 mg/ml), qui est utilisé comme standard, est plus inférieur a celles des HEs
des trois plantes (P. merkusii, P. oocarpa, P. insularis), donc il a une activité antioxydante tres
élevé (Tillah et al., 2017).

1200 ~
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HE P. HE P. HE acide
insularis occarpa P.merkusii  ascorpique
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Figure 17: L’activité antioxydante d’ICsq des huiles essentielles et le standard utilise.

La comparaison des résultats obtenus, a montré que I’activité antiradicalaire des HES de
pinus insularis est la plus faible avec une ICsy de ’ordre 359,687 mg /ml. Donc, elle a une
activité antioxydante trés élevé. Par contre, I’activité antiradicalaire la plus faible a été identifiée
dans les HE de pinus oocarpa (ICsp = 1194.250 mg/ml), qui est supérieur a celle de pinus
merkusii (ICso=1119,960).

D’aprés les résultats obtenus, on peut conclure que P.brutia et P. insularis a une activité

antioxydante plus élevé par rapport aux autres especes.
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b.  Pouvoir réducteur :

Les métaux de transition comme le fer sont des catalyseurs importants pour la génération des
radicaux et peuvent ainsi stimuler la peroxydation lipidique, donc tous les ions des métaux de
transition ayant deux ou plusieurs états de valence sont de puissants prooxydants (Pitchaon,
2011).

Le pouvoir réducteur C’est un test rapide, reproductible est facile a exécuter pour évaluer
I’activité antioxydant, 1’antioxydant est capable de donner un électron et a réduire le fer ferrique
en fer ferreux. De nombreux auteurs considérent la capacité réductrice d’un composé comme

indicateur significatif de son pouvoir antioxydant (L.i et al., 2009).

[ Fe¥ +¢ —— Fe®* J

La couleur jaune de la solution de ferricyanure de potassium vire vers une couleur bleue

verte dont l’intensit¢ dépend du pouvoir réducteur de chaque HE. L’augmentation de

I’absorbance indique une augmentation du pouvoir réducteur (Ozsoy et al., 2008).

Les résultats de 1’étude de la capacité des huiles essentielles de P.pinea et P.brutia a réduire
le fer ont été présentés dans le graphique (figure 21).

pouvoir reducteur

pinus pinea L T—— ;
pinus brutia . —
acilde ““'

ascorbique  a-tocophérol
Echantillon

Figure 18 : le pouvoir réducteur des huiles essentielles de p. pinea et p. brutia.
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Le pouvoir réducteur des I'huiles essentielles de P.pinea et P.brutia est supérieur a celui de
l'a-tocophérol. De méme, les huiles essentielles de P. brutia ont un pouvoir réducteur plus élevé

que celui de I'acide ascorbique (ulukanli et al., 2014).

Les résultats obtenus par la méthode de FRAP confirment le potentiel antioxydant des Huiles
essentielles des résines de P.pinea et P.brutia.
En effet, les tests montrent que les huiles de P.brutia possedent une bonne affinité pour les

ions Fe*"
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des propriétés
biologiques tres importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a
savoir en médecine et cosmétologie. Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes
médicinales représentent une source inépuisable de substances bioactives, et d’autre part les
effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs qui se retournent vers

des soins moins agressifs pour I’organisme.

L'objectif principal des auteurs, dans ce contexte est I'étude de la composition chimique des
huiles essentielles de résine de pinus de cing espéces, qui sont P. pinea et P. brutia P. caribaea
P. patula P. radiata. Les travaux indiquent la présence de a-pinéne, B- pinéne, camphene, D-

limonene, B-phellandréne .est les plus prédominants dans les huiles essentielles de ses especes

Les huiles essentielles sont considérées comme une matiére premiere destinée a divers
secteurs d’activités, elles jouent un role important et varié dans la relation des plantes avec leur
environnement, , les principales méthodes pour extraire les huiles essentielles sont basées sur
l'entrainement a la vapeur d’eau et leurs analyses quantitatives et qualitatives, elles font appel

aux techniques de séparation et d’analyse des structures chimiques .

Le potentiel antiradicalaire des huiles essentielles de résine de pinus pinea et P.brutia P.
merkusii, P. oocarpa, P. insularis a été déterminé par la méthode anti radicalaire DPPH. Qui
utilise deux standards 1’acide ascorbique et la vitamine E (a-tocophérol).La comparaison des
résultats obtenus, a montré que de pinus insularis est P.brutia a une activité antioxydant la plus

élevé par apport les autres especes.

Les extrais des HEs P.brutia a montrent les résultats par la méthode de pouvoir réducteur
qui possédent une bonne activité antioxydant par rapport de P. pinea. Donc la résine contient
des molécules considérées comme des agents antioxydants potentiels.

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs, connues par

leurs propriétés thérapeutiques. Une étude antioxydant nous permet de conclure que la résine de

pin est de bonne source en antioxydants.
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