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Introduction

Durant des siecles et méme des millénaires, nos ancétres ont utilisé les plantes pour
soulager leurs douleurs, guérir leurs maux et panser leurs blessures. De génération en
génération, ils ont transmis leur savoir et leurs expériences simples. Actuellement, malgré
le progrés de la pharmacologie, 1’usage thérapeutique des plantes médicinales est trés
présent dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement, en
absence d’un systéme médical moderne (Benkhnigue et al., 2010).Ainsi, la demande de
remeédes issus de sources naturelles pour remplacer les medicaments thérapeutiques
synthétiques et minimiser leurs effets secondaires et leur toxicité (EI Khasmi et Farh,
2022).

La progression de lI'agronomie, la chimie et la pharmacologie ont permis de mettre au
point de formes thérapeutiques et galéniques plus sdres, plus adaptées et plus efficaces
par son action en douceur et en profondeur. La phytothérapie apparait comme la réponse
idéale aux maladies du siecle qui caractérisent nos sociétés, comme le stress, la perte du

sommeil ou la prise de poids (Charbier, 2010).

Le médicament a base des plantes est un complexe de molécules, issu d'une ou
plusieurs especes Vvégétales (Charbier, 2010).Ces plantes (environ 35 000
espéces),(Sivaraj et al., 2011) représentent un vaste réservoir de composés potentiels
attribuées aux métabolites secondaires avec l'avantage d'une grande diversité .Les
métabolites secondaires ont une trés large gamme de structures chimiques et d'activités
biologiques (Himour et al.,2016), pour cela les industries pharmaceutiques sont de plus en

plus intéressées par 1’étude ethnobotanique des plantes. (Tahri et al ., 2012).

Le genre Pinus comprend environ 250 espéces (EI Omari et al., 2021). Ces especes
forestieres sont désignées pour la production du bois. Elles peuvent aussi donner d'autres
produits forestiers autres que le bois, comme la résine, qui est considérée comme la plus
ancienne et la plus répondue d’importation de produits forestiers non ligneux (Ghanmi et

al., 2007).

Pinus halepensis Mill est une espéce qui appartient a la sous-famille des Pinoideae (El
Omari et al.,2021),connu sous les noms pin d'Alep, pin de Jérusalem , pin blanc (France ),
Sanawber el Halabi( pays arabes) , Aleppo pine (Angleterre) (Guit , 2015).Cette espéce est

thermophile méditerranéenne (Rigolot, 2004) forestiéres rustique résineuse
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(Sghaier et Ammari, 2012), elle se localise dans la majorité des variantes bioclimatiques
de I’Algérie (Kadik, 1987).

Cette espéce est un arbre vivace a feuilles persistantes atteignant 20 métres d'hauteur. I
a un tronc recouvert d'une épaisse écorce fissurée. Son écorce grise argentée et lisse qui
devient de couleur brune rougeatre avec I'dge (Nahal, 1962), avec une durée de vie
moyenne de 150 a 250 ans (Lakreb, 2022).

Des études ethnobotaniques menées dans différents pays (Maroc, Algérie, Espagne et
Italie) ont rapporté plusieurs usages médicinaux de P.halepensis Mill depuis I'antiquité (El
Omari et al., 2021).

Le pin est utilisé dans le domaine cosmétique grace a sa richesse en acide gras, vitamine

E, polyphénols et antioxydants naturels (Lhkellal ,2021).

Différentes parties du P.halepensis peuvent étre utilisées pour les plaies, I'inflammation,
les problémes urinaires, les ulcéres d'estomac, les ulcéres intestinaux, les infections de la
prostate, l'infertilité, les hémorroides,... etc. Il est également utilisé comme conservateur et
stimulant surrénalien, mais la sécrétion résineuse la plus couramment utilisée, et associée a
des problémes respiratoires (inflammation bronchique, pneumonie, infections respiratoires
et rhumes) (El Omari et al., 2021).

La résine produite est liposoluble constituée de composés phénoliques et terpéniques
dérivés de structure végétales spécialisées de la plante (Langenhein,2003). Ainsi que la
gomme est un mélange de complexes composées de 18% d'essences de térébenthines et de

69% de brais de colophanes et de 13% d'eau et impuretés (Bussy,1971).

Cette résine est d'abord synthétisée par les arbres apres I'attaque des herbivores ou des
micro-organismes comme systeme de défense (Ghanmi et al., 2007). La résine s'‘écoule
d'abord sous forme liquide puis se solidifie par oxydation en une masse solide friable
translucide jaunatre insoluble dans I'eau mais soluble dans I'alcool, fusible mais non

volatile (Modugno et al., 2006).

D’une part la résine de pin est considérée comme un produit relativement important en

raison de sa capacite a piéger les radicaux libres (Haichour, 2021).
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Le stress oxydatif est un deséquilibre entre la production de ROS et la capacité
antioxydante cellulaire, soit en augmentant la production de ROS et/ou en diminuant les
défenses antioxydants (Migdal et serres, 2011). Ces radicaux sont par définition des
especes chimiques a électron sur leur couche périphérique, ce qui leur confere une grande
réactivité (Migdal et Serres, 2011). Parfois, ces espéces proviennent de sources exogenes
telles que la pollution, les radiations, les rayons ionisants et les médicaments (Bouyahya et
al., 2018), ou des sources endogenes des radicaux libres comprennent la chaine respiratoire
mitochondriale, les réactions immunitaires, des enzymes telles que la xanthine oxydase
(XO) et l'oxyde nitriqgue synthase (NOS), et I'oxydation médiée par les métaux de
transition (Lykkesfeldt ,2007).

Un antioxydant est une molécule capable d'inhiber, de retarder ou de prévenir
I'oxydation d'autres molécules, qui se produit a partir de la forme réactive de I'oxygene ou

sous l'influence de 1’oxygene atmosphérique (Pisoschi et Negulescu, 2011).

Les antioxydants peuvent également protéger le corps humain contre les radicaux libres
et les effets des ROS. Ces antioxydants peuvent étre de deux types différents: des
antioxydants enzymatiques et des antioxydants non enzymatiques (Hermeés-Lima, 2005)

qui renferment des substances endogenes (Pandey et Rizvi, 2011).

D'autre part, la production non contrélée des especes réactives de l'oxygene et de
I'azote provoguent ou maintiennent les processus inflammatoires (Kada, 2018).

L'inflammation est une réaction défensive de I'organisme contre les agents pathogenes
ou les irritants (Schwager et Detmer,2019),s0it endogene(les cellules endommageées |,
réponse immunitaire ,les maladies auto-immunes, endotoxines bactériennes,...etc.), soit
exogenes comme les facteurs physiques (les bralures , les engelures, les radiations,...etc.)
,des facteurs chimiques (les produits cosmétiques ), des facteurs microbiens exotoxines de
bactéries, virus.(Barton,2008).

L'inflammation peut étre localisée ou systémique (Barton, 2008). Elle existe sous
forme de deux stades : lI'inflammation aigue et chronique (Abdulkaleq et al., 2018). Elle
est généralement distinguée par 4 signes cliniques cardinaux qui sont la rougeur, la

chaleur, 1'cedéme et la douleur (Carine ,2006).
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Elle commence par une réaction de reconnaissance faisant intervenir certaines cellules de
I’organisme (monocytes, macrophages, lymphocytes) (Okoli et Akah, 2004).Cette
reconnaissance déclenche une cascade qui conduit a une défense localisée et la

phagocytose des micro-organismes.

Ces réactions sont associées a une production précoce de différents médiateurs

inflammatoires qui déclenchent le processus inflammatoire (Zeghal et Sahnoun, 2013).

Ces mediateurs sont: les amines vaso-actifs (sérotonine et histamine ) , les cytokines
(IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNFa), les kinines plasmatiques , systeme de complément , les
médiateurs lipidiques (les prostanoides , leucotrienes et le PAF résultent de la
transformation enzymatique de l'acide arachidonique ) (Millet , 2014 et Henrotin et
al.,2001).

La réponse inflammatoire s'accompagne d'une traduction biologique. Certaines
molécules plasmatiques connaissent une augmentation de leurs taux plasmatiques d'au
moins 25% par rapport a leur taux normaux, ce sont les protéines de la phase aigue de
I’inflammation (Betina-Benchair, 2014). Ces protéines sont : la protéine- ¢ -réactif (CRP)
qui est un marqueur précoce de la réaction inflammatoire, il agit en mobilisant les défenses
immunitaires de l'organisme par l'activation de la voie du complément (Ghedadba,
2018). , le fibrinogéne (facteurl), qui joue un réle important dans la formation des caillots
(Betina-Benchair, 2014), aussi elle se présent I'Haptoglobine qui permet de mesurer avec

précision une réaction inflammatoire modérée (Humblet et Godeau ,2005).

Cependant, lorsqu’une inflammation n'est pas controlée elle peut causer une
destruction des tissus ainsi qu’une série de réaction parmi la quelle la douleur (Gaziano et
Gibson, 2006).

Le traitement le plus employé est des médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens
et les glucocorticoides .Ces molécules bien qu’étant efficaces, présentent le plus souvent
des effets indésirables qui peuvent géner leurs utilisation au long cours (Gaziano et
Gibson, 2006).

Plusieurs études indiquent que les métabolites secondaires des especes du genre Pinus
sp présentent diverses activités biologiques .Concernant les graines qui présentent des

activités antioxydantes et anti-inflammatoires, sont en genéral riches en polyphénols et en
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flavonoides .Les extraits des aiguilles, notamment les huiles essentielles, ont montrés une
activité antibactérienne, anti-inflammatoire, et anti-cancéreuse. Ainsi I'écorce posséde une

activité anti-inflammatoire et antioxydante (Cheikh-Rouhou et al., 2008).

Les propriétés thérapeutiques intéressantes de la résine de pin, nous ont amenés a tester

des effets biologiques de la résine du pin.

L'objectif de ce travail est 1’étude phytochimique de la résine de Pinus halepensis
recueillie dans la région de BBA (Nord-est de I'Algérie) pour savoir quelques informations

concernant ses constituants et ses activités biologiques.
Cette etude est subdivisée en deux parties essentielles :

La premiére présente une introduction qui est d'une synthese bibliographique de
I'espece de Pinus halepensis Mill, le stress oxydatif et les antioxydants, I'inflammation et
les anti-inflammatoires.

La deuxieme partie expérimentale répartie en deux chapitres dans ce mémoire, le
premier chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisées lors du travail expérimental :

- Préparation d’un extrait méthanolique de la résine de Pinus halepensis.

- Un criblage phytochimique a été initié par détermination des teneurs en polyphénols et
en flavonoides.

- Déterminer le pouvoir antioxydant par un test préliminaire concernant l’activité
antioxydante de la résine in vitro par 1’évaluation de I’effet scavenging du radical DPPH.

- Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro en utilisent le test de 1’inhibition de

la dénaturation proteique.

Le deuxieme chapitre décrit les résultats obtenus ainsi que leur discussion. Ce travail se
termine par une conclusion générale dans laquelle les perspectives de recherche sont

évoquees, en se basant sur nos résultats obtenus.
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1. Matériel et Méthodes
I.Matériel et Méthodes

I.1. Materiel :
I.1.1. Matériel végetal :

Cette étude a éteé realisée sur la résine de Pinus halepensis Mill (Pin d’Alep), connue
localement sous le nom « Elk el Snober » a été récoltée de maniere traditionnelle (manuelle) a

I’aide d’un coteau (Figure 01).

a-Tronc d’arbre de Pinus halepensis b- Les pierres de la résine c- La résine dans le tronc d’arbre
Figure 01 : Photographie de Pinus halepensis.

Au cours de la récolte, la résine est mise dans des sachets en papier, la récolte a été faites
directement a partir des troncs d’arbre des Pins dans la « forét de Boumerged » (BBA) au
Nord-Est d’Algérie (Figure 02) durant le mois de Mars 2023.

Figure 02 : Arbre de Pinus halepensis.
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1.1.2. Taxonomie et systématique :

La premiére classification du Pin d’Alep est celle de Miller, établie en 1769, reprise par
Ozenda (2006) (tableau I) :

Tableau | : Systématique de Pinus halepensis.

Regne Plantae
Embranchement Spermaphyte

Sous-embranchement Gymnosperme

Classe Coniférophyte

Ordre Coniférale, Pinoidine, Pinale

Famille Pinaceae (Abietaceae)

Genre Pinus

Espéce Pinus halepensis Mill

I.1.3. Description de la résine:
e Une substance conglomérat pateuse sous forme de pierres.
e Couleur marron jaunatre.
e Golt amere.

e Odeur forte et pénétrante.

1.2. Méthodes :

I.2.1. Séchage de la résine :

La résine de Pin (31g) est d’abord séchée a 1’air libre pendant quelques jours, puis on a
reséchée cette résine dans une étuve a température de 35°C pendant 24h pour assurer

I’¢élimination compléte d’eau dans I’échantillon.

1.2.2. Broyage :

Les petites pierres de la résine (Figure 3) ont été broyées manuellement a 1’aide d’un

mortier puis a I’aide d’un broyeur électrique pour obtenir une poudre fine.
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Figure 03 : La transformation des pierres de la résine en poudre.
1.2.3. Tamisage :

Le broyat de la résine a été tamisé a travers un tamis de 0, 200 mm de diamétre afin de
récupérer une poudre tres fine (Figure 04).

Figure 04 : La poudre de la résine récupérée.

1.2.4. Préparation de ’extrait :

Une macération méthanolique a était effectuée sur 10 g de la poudre de la résine avec 250

ml de méthanol pendant 24h sous agitation magnétique douce d’une vitesse de 300 Rpm
(Sanogo et al., 2006).

L’extrait obtenue a était respectivement filtré a travers un tissu mousseline et de papier

Whatman N°1.

Apres filtration, 1’extrait a était séché pendant 48 h dans une étuve a 40°C, jusqu’a
I’évaporation totale du méthanol (Figure 05), pour obtenir un extrait sec de couleur brune un

peu brillant, conservée soigneusement a 4°C jusqu’a son utilisation.



1. Matériel et Méthodes

Préparation de la poudre de la résine
[Echantillonnage I_,[ Séchage ]_,[ Broyage ] ,{ Tamisage ]

N _/
~

Extraction

10g de la résine + 250 ml méthanol

Agitation douce
Pendant 24h

Obtention d’un extrait
méthanolique

|

Filtration

Séchage a 1’étuve
pendant 48h

Extrait sec de la résine

Figure 05 : Protocole d’extraction de I’extrait méthanolique.
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1.2.5. Calcule du rendement d’extraction :
Le rendement d’extraction est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’extrait sec
obtenu aprées I’évaporation du solvant et la masse de la poudre végétale utilisée.

Apres la récupération de résidu précipité au fonds des boites de pétri.

En peser I’extrait sec obtenu, puis le rendement est calculé comme suit :

R (%) =Mm/Mv x 100

Ou:
R : Le rendement en %.
Mm : La masse de I’extrait apres I’évaporation du solvant (méthanol) en (g).

Mv : La masse de poudre de la résine de Pin d’Alep en (g).

1.3. Evaluation des taux des composés phénoliques :

1.3.1. Dosage des polyphénols totaux :

Principe:

La teneur des composes phénoliques de la résine de Pinus halepensis a été estimée par la
méthode de Folin-Ciocalteu selon (L.i et al., 2007).Cette méthode est basée sur la réduction ,
en milieu alcalin , de la mixture acide phosphotungstique (HsPW12040) du réactif de Folin par
les groupements oxydables des composées phénoliques conduisant a la formation des produits
de réduction de couleur bleu. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm

dont I’intensité est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans 1’échantillon.
Mode opératoire:

Briévement, 1 ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 200 ul d’échantillon ou
standard (préparé dans le méthanol) avec des dilutions convenables, aprés 4 min, 800ul d’une
solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnées au milieu réactionnel .Apres 2h

d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 765 nm (Li et al., 2007).
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Expression des résultats:

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de
la gamme d’étalonnage, établie avec 1’acide gallique (0- 160 pl / ml) et est exprimée en ug

d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait sec (ug EAG/ mg d’extrait sec).

1.3.2. Dosage des flavonoides totaux :

La détermination quantitative des flavonoides d’extrait méthanolique de la résine de

Pinus halepensis Mill est élaborée par la méthode colorimétrique de Bahorun et al. (1996).

Principe de la méthode :

La méthode de trichlorure d’aluminium de dosage des flavonoides repose sur la capacité
des flavonoides a formés des complexes avec I’aluminium sous forme d’ions AI** aprés la
décomposition du chlorure d’aluminium qui donne a la solution une couleur jaunatre

(Bahorun et al., 1996).
Les complexes formés sont responsables de 1’absorption de la lumiere dans le visible.
Mode opératoire:

A 1ml d’échantillon ou standard (préparés dans le méthanol) est ajouté 1 ml de la solution

d’AlCls (2% dans le méthanol) .Apreés 10 min de réaction, 1’absorbance est lue a 430 nm.
Expression des résultats:

La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage ¢établie
avec la quercétine (0- 40 pl/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine

par milligramme d’extrait sec (ug EQ/ mg d’extrait sec).
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I1.4. Etude in vitro de D’activité antioxydante de D’extrait de la résine de Pinus

halepensis :
11.4.1. Effet scavenger du radical DPPH :

Pour évaluer ’activité anti radicalaire de I’extrait méthanolique de la résine de Pin, nous
avons choisi la méthode spectrophotométrique qui utilise le radical libre DPPH (diphényl
picryl-hydrayl).

Le modéle de piégeage du radical libre DPPH est largement utilisé comme méthode
d’évaluation de I’activité antioxydante des extraits de plantes (Muthiah, 2012), dans une
courte période en raison de sa rapidité par rapport a d’autres méthodes (Lagha-Benamrouche
and Madani, 2013).

Principe de test:

Cette méthode permet de mesurer le pouvoir réducteur par le calcul d’ICso (concentration
inhibitrice de 50%) des substances antioxydants contenues dans un extrait. La présence d’un
antioxydant dans le milieu engendre la libération d’un €lectron ou d’un proton réduisant ainsi
le radical DPPH ayant une couleur violette en une molécule diamagnétique stable de couleur
jaune, le diphényl picryl-hydrazine (Gulcen et al , 2003), dont I’intensité de la couleur est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu des
protons H+ (Figure 6).
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22 e |
N |
e . NH -
0,N- i 2. I ON No, * A
NO, NO,
DPPH' DPPH-H

Figure 06 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Endo et al., 2006).
Mode opératoire:

Cette activité a été testée selon la méthode décrite par Cuendet et al. (1997) avec
guelques modifications : 50 pl de chacune des différentes concentrations des extraits ou des
standards (acide ascorbique, quercétine, rutine) ont été mélangés avec 1250 ul de solution
méthanolique de DPPH 0,004%, aprés 30 minutes d’incubation a 1’obscurité, les absorbances
des mélanges et du contrdle négatif, contenant uniquement la solution de DPPH, ont été

mesurées a 517 nm, tous les tests ont été réalisés en triplicata.
Expression des résultats:

L’activité anti radicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

% d’activité anti radicalaire = (Ac -Ae / Ac) x100

Ac : Absorbance en absence de I’inhibiteur (contréle négatif).

Ae : Absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon).

Le pourcentage d’inhibition est exprimé par valeur d’IC so, sachant que la concentration

d’extrait nécessaire pour obtenir de 50% de la forme réduite du radical DPPH.
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L.5. Evaluation in vitro de I’activité antiinflammatoire :
I.5.1. Inhibition de la dénaturation protéique (ovalbumine) :
Principe :

Pour évaluer I’activité antiinflammatoire d’extrait de la résine de pin, un test par la
méthode turbidimétrie a été réalisé in vitro contenant 1’ovalbumine extraite du blanc d’ceuf

utilisée comme modele d’étude (Adrash et al., 2011).

Les protéines sont des constituants indispensables a 1’organisme humain. Elles assurent
des fonctions physiologiques essentielles. En effet, le disfonctionnement d’une protéine dans
I’organisme, induit par des agents physiques ou chimiques constituant une des causes
d’induction d’un processus inflammatoire. Dans le but de maintenir la stabilité des protéines
et de minimiser ses dommages dans I’organisme, on a examiné 1’effet d’extrait de la résine de
pin sur la thermo dénaturation des protéines globulaires. La protéine modéle pour ce travail,
est I’albumine sérique humaine. Mais en raison de non disponibilité en quantité suffisante de
cette protéine, nous avons utilisé 1’ovalbumine de blanc d’ceuf. L’ovalbumine est une protéine
de blanc d’ceuf qui représente preés de 54% de ses protéines totales. Elle est fortement
hydrophobe, elle est tres sensible aux conditions environnementaux (ph ; température....)
(Huntington et Stein, 2001).

Mode opératoire :

Cette activité a été testée selon la méthode décrite par Alhakmani et al. (2013) avec
quelques modifications (Figure 07 et Figure 08).
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Blanc d’ceuf de
poulet

Tampon phosphate
Acide / base

(Ph =6, 6) Agiter

I\7Ié|ange de:
50 ml de tampon phosphate
+
4,6 ml du blanc d’ceuf

sous agitation magnétique pendant 5 min

Centrifugation pendant 5 min

a 3000 Rpm a 4°C

Filtration a I’aide d’une bande a gaz

Obtention d’un Filtrat riche en ovalbumine

Figure 07 : Protocole d’extraction d’ovalbumine (Alhakmani et al., 2013).
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300, 250, 200 pg/ ml de
standard (Diclofénac)

300, 250,200 pg/ml
d’extrait

2 ml de solution |l standard 2 ml @ d’extrait

+

3 ml de mélange

Tampon-ovalbumine

Triplicata de chaque concentration de standard triplicata de chaque concentration d’extrait

Incubation dans un bain marié a 37°C pendant 15 min

Incubation dans un bain marié a 70°C pendant 5 min

Refroidissement

Absorbance lue a 660 nm

Figure 08 : Protocole d’inhibition de la dénaturation d’ovalbumine (Alhakmani et al., 2013).
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Expression des résultats:

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé en utilisant la

formule suivante :

% d’inhibition = (At— Ac) / Ac x 100

Oou:
At : Absorbance de I’échantillon d’essai.

Ac : Absorbance du témoin.

1.6. Analyse statistique des résultats :

Les tests d’évaluation de I’activité anti oxydante et antiinflammatoire ainsi que le criblage
phytochimique sont exprimés par la moyenne de trois essais + écart type .Les graphes sont
mis en forme par Excel. L’étude statistique est réalisée a 1’aide d’un logiciel statistique
(Graph Pad Prism 9). Des comparaisons statistiques ont été effectuées avec le test ANOVA.

Les différences sont considérées comme : significatives lorsque (*p < 0,05).
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II. Résultats et discussion

I1. Résultat et discussion :
II.1.Rendement d'extraction :

Les procédés d'extraction des composés phenoliques a partir des plantes médicinales
constituent une étape cruciale, car elle est déterminante de la qualité et de la quantité des
principes actifs recherchés, qui refletent directement leurs activités biologiques (Naczk et
Shahidi, 2006).

Le résultat du rendement de notre extrait méthanolique de la résine de Pinus halepensis Mill,
apres différentes étapes d'extraction est de 73,23% (7,323g d'extrait sec par rapport & 10g de

matériel végeétal sec).

L'extrait obtenu apres une macération d'une poudre de la résine avec un solvant organique

(méthanol) est d'une couleur jaune brune un peu brillant.

Dans notre étude le taux de rendement d'extraction de la résine peut étre da a plusieurs
facteurs, selon Lim et Murtijaya, (2007) le taux d'extraction des principes actifs est inversement
proportionnel avec la taille des particules obtenues apres le broyage. Le choix de solvants présent
une influence significative de son pouvoir d'extraction sur le rendement (Bourgou et al ., 2016).

Pareillement au rendement, la différence de quantité dans les teneurs peut donc étre
expliquée par les conditions environnementales, la période de récolte ainsi que les protocoles

expérimentales utilisés (Lee et al., 2003).

Selon Stalikas, (2007) I’extraction solide-liquide et liquide-liquide sont les procédures les
plus couramment utilisées avant d’analyser les polyphénols et les flavonoides des plantes, en
raison de leur facilité d’utilisation, efficacité et leur large applicabilité. Dans la présente étude,
la méthode de macération, sous agitation, permet d’accélérer le processus d’extraction et de
minimiser le temps de contact du solvant avec 1’extrait tout en préservant la bio-activité de ses
constituants. De méme, le déroulement de cette extraction a température ambiante, ainsi que
I’épuisement du solvant a pression réduite permet d’obtenir le maximum des composés et de
prévenir leur dénaturation, ou modification probable dues aux températures elevées, utilisées

dans d’autres méthodes d’extraction.
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11.2. Dosage des composés phénoliques de la résine de P.halepensis :

Les quantités des polyphénols totaux (PPT) sont rapportées en microgramme équivalent
d'acide gallique par milligramme d'extrait sec (ug EAG/mg d'extrait sec), utilisant l'acide

galliqgue comme standard (Figure 09).
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Figure 09 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (moyenne + SD de trois essais).

Une couleur bleu apparait aprés I'ajout du carbonate de sodium confirmant la présence des
polyphénols qui réduit le réactif de Folin-Ciocalteu .L'intensité de la coloration est

proportionnelle a la quantité des polyphénols. (Biozot et Charpentier, 2006).
D'aprés nos résultats, la teneur en polyphénols de I'extrait méthanolique testé est de
92,067 £ 0,343 ug EAG/mg d'extrait sec (Tableau II).

Tableau II : La teneur en composés phénoliques de 1’extrait méthanolique.

Extrait Phénols totaux Flavonoides
(Mg EAG/ mg E) ® (Mg EQ/ mg E) ®
Methanolique 92,067 + 0,343 10,903 + 0,752

a : microgramme d’équivalent acide gallique par milligramme.
b : microgramme d’équivalent Quercétine par milligramme d’extrait sec.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.
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Dans ce contexte, il est difficile d'évaluer I'efficacité de I'extrait méthanolique de la résine et

de comparer les résultats car il n'existe pas une méethode de référence standardisee.

En plus, les méthodes de la préparation des extraits et les conditions expérimentales se
différent d'une étude a l'autre. Pour ces raisons, on trouve qu'il est tres difficile de comparer entre

les résultats de différentes études.

Meziti et al. (2019) ont étudié 1’extrait méethanolique des cones de P. halepensis, qui avait
une teneur phénolique de 251,40 + 7,07 ug EAG/mg d’extrait sec, Bouzenna et al.(2021) qui ont
réalisé son travail sur un extrait aqueux des aiguilles de P. halepensis, ils ont trouvé une teneur
de 735,41+ 0,09 ng EAG/ mg d’extrait sec. Ces valeurs sont supérieures a celles obtenues avec

notre étude.

De plus, une étude réalisée par Ustlin et al. (2012) indiquent que l'extrait a 1'acétate d’éthyle
des graines de Pin d’Alep d’origine Turque a donné une valeur de 102,56 mg EAG/ g d’extrait

sec qui est proche a notre résultat.

Selon les études menées par Mahdhi et al. (2021) qui sont réalisées sur un extrait
méthanolique des graines de Pin, la teneur trouvée en polyphénols est de 14,63+0,05 mg EAG/g
d’extrait sec, et par Kouachi et Derouiche, (2018), qui ont trouvé une teneur de 34,10+1,77 ug
EAG/mg d'extrait aqueux de I'écorce. Ces valeurs sont inférieures a celles obtenues avec notre

résultat.

Tous ces différences dans la teneur en polyphénols peut revenir aux conditions
environnementales (le climat, la nature de sol) de chaque région de I'échantillon récoltée.
(Belkhiri et al., 2018).

Le taux d’extraction des composés phénoliques dépend de la polarité¢ du solvant, qui influe
sur la quantité et la qualité des composés extraits, ainsi que le temps d’extraction, la température,

le pourcentage de I’échantillon par rapport au solvant et la composition chimique de la plante
(Robards, 2003).
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11.3. Dosage des flavonoides de la résine :

Les quantités des flavonoides correspondent sont rapportées en microgramme équivalent de
quercétine par milligramme d'extrait sec (ug EQ/ mg d’extrait sec) utilisant la quercétine comme
standard (Figurel0).
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage de la quercétine (moyenne = SD de trois essais).

D'aprés nos résultats, la teneur en flavonoides de I'extrait méthanolique testé est de 10,903 +
0,752 pg EQ/ mg d’extrait sec (Tableau II).

Par comparaison aux travaux d’Ustln et al. (2012), I’extrait d’acétate d’éthyle des aiguilles
du Pin a une teneur en flavonoides tres élevé par rapport a notre résultat de 52,49 + 3,57 mg

EQ/g d’extrait sec.

Les taux des flavonoides des graines de Pin obtenues par Kadri et al. (2015) et Mahdhi et
al. (2021) sont respectivement 0,80 £ 0,048 mg EQ/g d'extrait sec et 3,30 £0,02 mg EQ/g
d'extrait sec qui sont largement plus faible par rapport a notre résultat de 52,49 + 3,57 mg EQ/g

d’extrait sec.

Kouachi et Derouiche, (2018) ont rapporté une teneur faible de ces composés dans 1’extrait

aqueux de I'écorce 3,27 +0,49 ug EQ/mg d'extrait sec.
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I1.4. Activité antioxydante
I1.4.1. Test de DPPH :

Le DPPH posseéde un é€lectron non apparié sur un atome de pont d’azote. Du fait de cette
délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des dimeres, le DPPH- reste dans sa

forme monomeére relativement stable a température ordinaire (Popovici et al., 2009).

Les substances capables d’effectué une réduction par hydrogéne ou par don d’électrons
peuvent étre considérées comme des piégeurs de radicaux et donc des antioxydants. Le degré de
changement de couleur des radicaux DPPH du violet au jaune lors de la réduction indiquent le

potentiel de piégeage des radicaux de I’antioxydant (Moghaddam et al., 2012).

Le test DPPH a été utilisée pour mésurer la performance de la résine de pin a piéger le radical

libre DPPH par don d’atome d’hydrogene ou d’électron (Tepe et al., 2005).

Le résultat était base essentiellement sur la détermination de la concentration efficace de la
valeur ICso, qui indique la concentration de 1’échantillon qui pouvait inhiber une réduction de
50% de radical DPPH, la valeur ICso la plus basse signifie 1’échantillon le plus actif en tant

qu’antioxydant.

L’ensemble des résultats de I’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique de la résine de

Pinus halepensis ainsi que le standard utilisé est exprimée en ICso (Tableau IIT) :

Tableau III : L’activité anti radicalaire de 1’extrait méthanolique de la résine de Pinus

halepensis et de la Quercétine.

Echantillons ICso (Mmg/ ml)
Extrait méthanolique 0,2596 + 0,1200
La Quercétine 0,0063 + 0,0004

Les résultats obtenus montrent une activité anti-radicalaire considérable dans 1’extrait
méthanolique de la résine de Pinus halepensis avec ICso = 0,259 + 0,120 mg/ml. En comparaison

avec I’antioxydant standard (Quercétine) qui démontre une ICso = 0,006 + 0,0004 mg / ml.
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Les travaux d’Aloui et al. (2022) ont révélé une activité anti radicalaire faible par rapport a la
présente étude avec des ICso élevées allant & 17 et 16,81 mg/ml pour la résine de pin d’Alep et le

pin maritime respectivement.

L’effet scavenger du radical DPPH de notre extrait méthanolique est meilleur a celui rapporté
par Djerrad et al. (2015) a I’aide des huiles essentielles de dix provenances de Pinus halepensis
avec des valeurs d’ICso allant de 212,96 + 2,19 a 284,12 + 3,99 g/ml.

Mais d’un autre cOté, nos résultats sont faibles par rapport a celles trouvés par Haichour et
al. (2021) qui ont fait leur étude sur un extrait aqueux lyophilisé de la résine de Pinus halepensis

avec une valeur d’ICso 83,64 pug/ml.

L'extrait méthanolique de la résine de Pin obtenu a une ICso supérieure a celle obtenue par
Rigane et al. (2019) ; Abbou et al. (2019) pour les graines de Pinus halepensis qui ont rapportés
des valeurs d’ICso d’ordre de 14 £ 0,22ug/ ml, et de 79,90 = 1,26 pg/ml respectivement ; ces
derniers ont alors une puissante activité de piégeage des radicaux DPPH par rapport de notre

extrait.

De plus, selon Meullemiestre et al. (2014), les huiles essentielles de Pinus pinaster ont une

activité de piégeage de radicaux élevée avec ICso de 123ug/ ml.

L’activit¢ DPPH dans la résine pourrait étre attribuée a leur forte teneur en composés
phénoliques. Cependant, I’activité anti-radicalaire dépend de la structure chimique des composés

phénoliques et de la disponibilité des groupements hydroxyles (OH) (Aloui et al., 2022).

Les phénols sont des composés organiques qui contiennent un groupe hydroxyle lié
directement a I’anneau aromatique et I’H-atome du groupe hydroxyle peut emprisonner des
radicaux de peroxyl, empéchant d’autres composés a s’oxyder. De cette facon, 1’activité

antioxydante est diie a la présence des phéenols. (Nguyen et al., 2003).

D’autres composés tels que 1’acide ascorbique, le tocophérol et certains pigments contribuent

aussi au pouvoir antioxydant des plantes (Li et al., 2005 ; Tamert et Latreche, 2016).
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Fellah et al. (2008) ont montré que I’activité antioxydante ne dépend pas seulement a la
concentration des polyphénols, mais également a la nature de la structure des antioxydants dans
I’extrait. Généralement, les polyphénols ayant un nombre ¢élevé des groupements hydroxyles

présentent une activité antioxydante trés importante.

Aussi, la température est 1’'une des paramétres influengant le profil phytochimique des plantes
et leurs activités biologiques diverses (M’Hiri, 2015). Les températures élevées conduisent a

I’altération des composés phénoliques.

Notre extrait semble avoir un potentiel antioxydant prometteur qui peut étre utilisée comme

traitement complémentaire aux traitements de diverses maladies liées au stress oxydant.

I1.5. Evaluation in vitro de ’activité anti-inflammatoire
IL.5.1. Inhibition de la dénaturation protéique (Ovalbumine) :

Pour évaluer I’activité antiinflammatoire in vitro de I’extrait méthanolique de la résine de
pin a différentes concentrations (300, 250, 200 pg /ml), on a testé I’inhibition de la dénaturation

thermique de I’ovalbumine.

On sait bien que, les processus inflammatoires et antiinflammatoires impliquent de
différentes molécules, principalement les protéines. La dénaturation des protéines impliquant
I’altération des liaisons stabilisatrices de la structure 3D (hydrogene, électrostatique, disulfure,
hydrophobe) induit une perte de propriétés biologiques pouvant déclencher ou accentuer
I’inflammation. (Abbou et al., 2019).

Les taux d’inhibition pour différentes concentrations d’extrait méthanolique de la résine de

Pinus halepensis et le Diclofénac sont présentés dans la (Figure 11).

24



II. Résultats et discussion

40= 1

w
o
1

%d'inhibition
N
o
[ |

=
o
|

Concentration pg/ml

Figure 11 : Taux d’inhibition de la dénaturation d’ovalbumine a différentes concentrations de

I’extrait méthanolique de la résine de Pinus halepensis et Diclofénac.
ns : différence non significative (*p > 0,05).

Les résultats ont démontré que notre extrait méthanolique et le Diclofénac testés ont induit
une protection de la protéine ovalbumine contre la dénaturation engendrer par une température

élevé (70°C).

D’apreés I’histogramme de pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique (Figure 11),
I’extrait méthanolique de la résine de Pinus halepensis présente une inhibition de la dénaturation
des protéines égale a (27,64 + 2,72)% a 300 pg/ml, alors que le diclofénac présente une

inhibition de (32,29 £ 2,49)% a la méme concentration.

Selon I’étude statistique ils n’existent pas une différence significative entre I’extrait de la

résine de Pinus halepensis et le standard (diclofénac).

Ces variations des taux d’inhibition pour les deux substances augmentent proportionnellement

en fonction de la concentration.

25



II. Résultats et discussion

L’évaluation du pourcentage d’inhibition montre que notre extrait posséde une forte activité

antiinflammatoire in vitro.

Il n’existe pas une différence significative entre 1’inhibition présentée par I’extrait et celle de

standard (*p < 0,05).

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leurs
structures tertiaire et secondaire par 1’application d’un stress externe ou d’un composé tel qu’un
acide fort ou une base, d’une concentration en sel inorganique, un solvant organique ou par la
chaleur dont la plupart des protéines perdent leur fonctions biologiques lorsqu’elles sont
dénaturées (Marliyah et Ananthi, 2015). Cette derniére est une cause de 1’inflammation bien
documentée, elle peut étre a 1’origine de la production d’auto-antigenes dans certaines maladies

arthritique comme la polyarthrite rhumatoide (Chandra et al., 2012).

Par ailleurs, la production ou I’apparition des auto-antigénes dans certaines maladies
arthritiques peut entrer dle a la dénaturation des protéines in vivo. Les agents qui peuvent
empécher la dénaturation des protéines donc, seraient de bons candidats pour le développement
de nouvelles molécules anti-inflammatoires (Chandra et al, . 2012) .

L’activité anti-dénaturante de I’extrait pourrait étre dle a I’interaction de certaines
composantes avec deux sites (présentes au niveau de certaines protéines ex : albumine) de
liaisons riches en Tyrosine, Thréonine et Lysine (Williams et al., 2002). Lu et ses collaborateurs
ont rapporté que les composants des plantes médicinales utilisées en médecine traditionnelle,
exercent leurs effets pharmaceutiques grace a leur capacité de se lier aux protéines plasmatiques
(Lu et al., 2008). En effet selon 1’étude effectuée par Dufour et Dangles, (2004) sur I’interaction
des flavonoides avec 1’albumine, cette dernieére posséde une forte affinité pour la quercétine, ce
qui pourrait expliquer ’activité protectrice des polyphénols contre la dénaturation thermique de

I’albumine.
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Conclusion

Conclusion :

De nos jours, l'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét
dans la recherche biomédicale. Ces plantes contiennent des composes bioactifs qui sont des
alternatives efficaces aux produits de synthese en pharmacie et tres connu pour leur effets
thérapeutiques sans effets secondaires pour améliorer 1’avenir du systéme de santé dans le

monde.

Dans la présente étude nous sommes intéressés a la recherche des substances naturelles issues
de la résine de Pinus halepensis et de savoir ses activités biologiques a travers divers méthodes

in vitro.

Cette étude a ét¢ menée dans I’optique globale de participer a la recherche de nouvelles
molécules naturelles dotées d’activités biologiques. Notre étude a permis de quantifier quelques
antioxydants (polyphénols totaux et flavonoides) de la résine de Pinus halepensis (pin d’Alep) et

d’évaluer leurs activités antioxydantes et anti-inflammatoires in vitro.

Le rendement de I'extrait méthanolique de la résine de pin d'Alep a été jugé tres satisfaisant
(73,32%).

L'analyse quantitative des phénols totaux, des flavonoides a été realisé par les courbes
d'étalonnages des étalons 1’acide gallique, la quercétine respectivement. Celles-Ci nous ont
permis de confirmer que notre plante contient des quantités importantes en composes
phénoliques. L'évaluation du contenu des phénols totaux et des flavonoides, est effectué par la
méthode de Folin-Ciocalteu et celle de Chlorure d'Aluminium respectivement, réveélent la
présence des quantités trés importantes en phénols totaux (92,067 + 0,343 ug EAG/ mg d'extrait
sec) et moyennement importante en flavonoides (10,903 + 0,752 ng EQ/ mg d'extrait sec).

Le potentiel anti-radicalaire de I'extrait méthanolique de la résine de Pin a été déterminé par
la méthode spectrophotométrique qui utilise le radical libre DPPH. Dont les résultats montrent
que I'extrait posséde une bonne activité antioxydante. Donc cette résine contient des molécules

considérées comme des agents antioxydants potentiels.

En outre, nous avons réalisé un test anti-inflammatoire pour évaluer l'activité de I'extrait
méthanolique de la résine a stabiliser la protéine ovalbumine contre la dénaturation thermique,
dont I'efficacité est significativement la méme a celle d’AINS de Diclofénac, ce qui supporte son

usage traditionnelle pour le soulagement de diverses affections inflammatoires.
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Conclusion

Il serait nécessaire d'approfondir ce travail par :

v’ L’évaluation de ces activités in vitro par des autres techniques plus précises.

v Détermination de la composition chimique de la résine de Pinus halepensis par HPLC et
spectroscopie de masse... etc.

v" La réalisation des tests de toxicité in vivo et ex vivo.

v' Etude de DI’extrait de la résine de Pinus halepensis dans le domaine alimentaire pour

connaitre son I’efficacité comme agent antioxydant dans la sécurité alimentaire.
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Annexe 01 : Préparation de la poudre et des extraits.

Figure 01 : Etapes de préparation de la poudre de la résine Pinus halepensis
(1) séchage, (2) broyage, (3) tamisage.

1-10gdela 2-Mélanger 3-Agitation 4-Apres agitation
résine méthanol + résine Pendent 24 h

5-Filtration 6-Séchage dans 7-L'extrait
I'étuve méthanolique

Figure 02 : Etapes de préparation de ’extrait méthanolique.



Annexes

Annexe 02: Tests réalisé

+ Dosage des polyphénols

Photo 01 : Dosage des polyphénols (originale, 2023).

Photo 02 : La richesse de I’extrait de la résine en polyphénols (originale, 2023).
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+ Dosage des flavonoides

Photo 04 : Dosage des flavonoides de 1’extrait (originale, 2023).
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= Inhibition de la dénaturation protéique de I'ovalbumine

Photo 06 : Inhibition de la dénaturation protéique de I'ovalbumine (originale, 2023).

Annexe 02 : Appareillage et produits chimique

Pour réaliser cette étude, on a utilisé un ensemble d'équipements, de verreries, d'appareillages et

de produits chimiques :

Produits:

v

NN N N NN

Trichlorure d'Aluminium AICls.

Les étalons poly-phénoliques (quercétine, acide gallique).
Méthanol

Carbonate de sodium (Na,COs).

Folin-Ciocalteu.

DPPH (1,1-diphényle-2-picrythydrazyle).

Tampon phosphate KoHPO4- KH2PO4

Diclofénac (anti-inflammatoire).

Appareils et verreries:

<\

AN NN N Y NN

Spectrophotometre UV-visible.
PH-metre.

Etuve.

Agitateur magnétique.

Vortex.

Micropipette.

Centrifugeuse de laboratoire.
Bain Marie.
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v' Différents verreries (tubes, bécher, entonnoirs, erlenmeyers...etc.).



Résumé

La résine de Pinus halepensis connu sous le nom vernaculaire « Elk el Snober »est I’une des
substances végeétales qui possede de nombreuses propriétés biologiques, largement utilisée en
médecine traditionnelle Algérienne comme traitement de diverses maladies. La présente étude
vise a l'estimation de la teneur en polyphénols et en flavonoides et 1’évaluation de 1’activité
antioxydante et anti-inflammatoire de 1’extrait méthanolique de la résine de pin d’Alep. La
teneur en polyphénols totaux est 92,067 + 0,343 ug EAG/ mg d’extrait sec. La teneur en
flavonoides est 10,903 + 0,752 pg EQ/mg d’extrait sec. L’effet antioxydant de 1’extrait
méthanolique de la résine de pin d’Alep testé in vitro en utilisant le test du DPPH, montre que
cet extrait possede une forte activité scavenger de radical DPPH. L’extrait a révélé une activité
antioxydante avec une ICso de 0,2596 + 0,1200 mg/ml. L’activité anti-inflammatoire a été
évaluée par le test d'inhibition de dénaturation protéique de I’ovalbumine qui a révélé une
importante inhibition significative de la dénaturation protéique .En conclusion, la résine de pin
d’Alep pourrait étre une source potentielle des composés bioactifs ayant un potentiel antioxydant
et anti-inflammatoire.

Mots clés : Résine , Pinus halepensis, polyphénols, flavonoides, antioxydant , DPPH, activité
anti-inflammatoire.

Abstract

Pinus halepensis resin known under the vernacular name "Elk el Snober" is one of the plant
substances that has many biological properties, widely used in traditional Algerian medicine as a
treatment for various diseases. The present study aims to estimate the content of polyphenols and
flavonoids and the evaluation of the antioxidant and anti-inflammatory activity of the methanolic
extract of Aleppo pine resin. The content of total polyphenols is 92.067 + 0.343 ug EAG/mg of
dry extract. The flavonoid content is 10.903 + 0.752 ug EQ/mg dry extract. The antioxidant
effect of the methanolic extract of Aleppo pine resin tested in vitro using the DPPH test, shows
that this extract has a strong DPPH radical scavenger activity. The extract showed antioxidant
activity with 1Cso of 0.2596 + 0.1200 mg/ml. The anti-inflammatory activity was evaluated by
the protein denaturation inhibition test of ovalbumin, which revealed a significant inhibition of
protein denaturation. In conclusion, Aleppo pine resin could be a potential source of the
compounds bioactives with antioxidant and anti-inflammatory potential.

Key words: Resin, Pinus halepensis, polyphenols, flavonoids, antioxidant, DPPH, anti-
inflammatory activity.
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