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Avant-propos 

 

Ce travail rentre dans le cadre de l’obtention du diplôme de Master en biochimie appliquée. 

Il comporte une synthèse bibliographique et une étude expérimentale. 

L’étude expérimentale est divisée en deux parties : l’extraction de deux métabolites 

secondaires des graines de Pinus pinea L. (tanin ; saponine) et l’évaluation de son pouvoir anti-

inflammatoire in vivo et quelques activités biologiques in vitro. Cette dernière partie comporte 

l’activité antioxydante et l’activité anti-hémolytique in vitro évaluer dans laboratoire de notre 

faculté des sciences de la nature et de la vie université de Bouira ; l’activité antibactérienne et 

antifongique au niveau de laboratoire de microbiologie de SAIDAL-Dar El Beida, cordialement 

pour l’activité anti-inflammatoire in vivo réalisé au niveau de L’laboratoire pharmaco-

toxicologie au niveau de centre de recherche et de développement-SAIDAL-Alger. Le travail 

pratique qui a été réalisé dans les différents laboratoires commencé le 1 er Avril 2021 dans une 

période pandémique de Covid-19 en Algérie.  
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Actuellement, le monde a connu un grand développement dans tous les domaines, en 

particulier le domaine médical et l’industrie pharmaceutique. Néanmoins, Le 21ème siècle 

s’ouvre et de nombreuses maladies à fort taux de mortalité restent encore sans traitement. 

Aujourd’hui, et malgré les progrès réalisés en médecine, plusieurs populations ont 

recours aux plantes pour se soigner, soit par inaccessibilité aux médicaments prescrits par la 

médecine moderne, soit parce que ces plantes ont donné des résultats thérapeutiques très 

encourageants et à moindre effets secondaires remarqués lors de leur utilisation, soit parce 

qu’elles sont moins agressives et moins nocives pour l’organisme (Arrif et al., 2020). Dans les 

dernières décennies il y a eu un intérêt croissant pour l'étude des plantes médicinales et leur 

utilisation traditionnelle dans différentes régions du monde (Muthu et al., 2006).  

Les plantes médicinales ont été employées pendant des siècles comme remèdes pour les 

maladies humaines parce qu’elles contiennent des composants de valeur thérapeutique. 

L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu’environ 80 % des habitants de la terre 

ont recours aux préparations traditionnelles à base de plantes en tant que soins de santé primaire 

(Ghnimi, 2015; Lhuillier, 2007). Parmi les plantes médicinales, on trouve Pinus pinea L, une 

plante riche en composés bioactifs, elle est utilisée dans divers application notamment en 

menuiserie, en confiserie, en pâtisserie, dans de nombreux domaines qu’ils soient sanitaires, 

agroalimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques aussi en médecine pour ses activités 

biologique (Hajeb et al., 2016). La superficie totale couverte par le pin pignon dans le monde 

est estimée à 600,000 ha ,dont 75% en Espagne, 9% en Portugal, 8% en Turquie, 7% en Italie, 

0,5% au Maroc et le reste en Grèce, Liban Tunisie, Algérie et en France (Bermúdez and 

Rognon, 1996). 

L'Algérie est considérée parmi les pays les plus connus pour leur diversité taxonomique 

vu sa position biogéographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et l'Afrique sub-

saharienne (Laid and Djaballah, 2011). La flore algérienne dispose d’une grande diversité à 

laquelle s’ajoute une tradition d’utilisation des plantes. La recherche de nouvelles molécules 

doit être entreprise au sein de cette biodiversité végétale en se servant de données ethno-

pharmacologiques (Chaouche et al., 2014). 

Toutefois, Les plantes synthétisent de nombreux composés qui sont classés en fonction 

de leurs importances dans la viabilité de la plante dont les métabolites primaires qui sont 

indispensables à leurs existences, une gamme extraordinaire d’autres composés appelés 
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métabolites secondaires. Les plantes en particulier représentent une immense source des 

composés phénoliques (acide phénolique, flavonoïdes, tannin condensé…). Ces derniers ont 

pour fonction notamment la protection contre les microorganismes, les animaux et même 

d'autres plantes. Ces métabolites jouent un rôle primordial dans la lutte contre diverses maladies 

(Hamoudi et al., 2020). 

Dans ce contexte on propose d’étudier la plante médicinale (pin pignon), notre choix 

s’est porté sur la valorisation et le teste des quelques activités biologiques Pinus pinea L. récolté 

dans la région de charia. 

 L’objectif de notre travail est donc d’évaluer in vivo l’activité anti inflammatoire et 

quelques activités biologiques in vitro (antibactérienne ; anti fongique ; activité antioxydant et 

anti-hémolytique) des extraits aqueux des graines complète de Pinus pinea L. et démontré la 

richesse de cette plante en principe actif et précisément les deux substances tannins et saponine.  

           Ainsi, le présent mémoire s’articulera en quatre grandes parties : 

➢ La première partie consacrée à l’étude bibliographique de la plante médicinale (Pinus 

pinea L.) : taxonomie, description botanique, répartition géographique et propriétés 

thérapeutiques.  

➢ La deuxième partie est un aperçu bibliographique sur les propriétés biologique, 

classification et la biosynthèse des métabolites secondaires saponines et tannins. 

➢ La troisième partie est la partie expérimentale qui traite : 

L’extraction et quantification des deux composés saponines et tannins à partir de la           

graine complète de Pinus pinea L. et l’évaluation de quelques activités biologiques : 

• L’activité antioxydant in vitro des extraits par les deux méthodes FRAP et ABTS. 

• L’activité antimicrobienne par utilisation de la méthode de diffusion en milieu 

solide sur quatre souches microbiennes.  

• L’activité anti-inflammatoire in vivo par induction de l’inflammation sur 

différents lots de souris par injection de carragénine à 0,1% suivi d’une injection 

des extraits de saponine et tannins   

➢ La quatrième partie comporte les résultats obtenus des différents tests ainsi que leur 

discussion. 

Le manuscrit se termine par une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive 

des différents résultats obtenus et des perspectives à entreprendre à l’avenir. 
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I. Présentation de Pin pignon (Pinus pinea L.) 

      I.1. Généralité sur le pin pignon 

Le pin pignon (Pinus pinea L.) est l’une des essences caractéristiques de la flore 

méditerranéenne. Il est utilisé depuis l’antiquité en raison de son importance économique 

liée principalement à la production de pignes et de bois. (Jaouadi et al., 2021) ; (Calama 

et al., 2003). Il résiste à la sécheresse et au froid, adaptée aux conditions climatiques de la 

région méditerranéenne, préférant les stations d’altitude et prospère également sur les dunes 

littorales. 

Le pin pignon a été introduit depuis longtemps en Afrique de Nord. En Algérie, les 

plantations de pin pignon ont été réalisées entre 1935 et 1974. Il existe actuellement de très 

belles pineraies a pignes datant des années 1970, notamment à Oran (reboisement de 

Macta), a Chalef (Abou El hassen), à Alger (Bouchaoui), et à Blida (Chréa) (Hafsa et al., 

2016). 

Il peut atteindre 15-25 m de haut, les cônes sont de 8 à 15 cm de long sur 7 à 10 cm de 

large, globuleuses, bruns lustrés, et les graines sont grosses de 1,5 à 2 cm avec une coque 

dure, les aiguilles elles sont entre 8 à 20 cm de haut, elles sont réunies par 2 ou 3, souples, 

vrillées, avec bords denticulés (Kadri et al., 2014). 

Il s’agit d’une espèce mosaïque, les organes reproducteurs sont regroupés en cônes à la 

place du fleures, d’où l’appellation conifères. Les cônes males sont plus gros, de couleur 

jaunâtre, ovoïdes et regroupés sur un petit rameau, alors que les cônes femelles sont tout 

petits et de couleur rougeâtre (Beddou, 2015) ; (Charrier et al., 2004). 

I.2. Les caractéristiques de Pin pignon 

Les pignons de pins sont consommés historiquement dans les régions européennes qui 

en produisent. En Méditerranée, la culture culinaire emploie fréquemment le pignon de pin. 

Il est l’ingrédient de plusieurs recettes italiennes dont le pesto traditionnel ; en France, il est 

employé dans les salades, les confiseries et pâtisseries, en liqueurs, on encore en Tunisie 

pour parfumer le thé. Il existe aussi l’huile de pignon de pin dont les vertus nutritionnelles 

seraient exceptionnelles (Beddou, 2015).  

Ces pignons de pin sont les amandes des graines extraites des cônes de Pinus pinea L. 

ils sont contenus dans des coquilles très dures lignifiées. Lorsqu’ils sont encore à l’intérieur 
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de cette coquille, ils sont appelés « pignons coques », « graines » ou encore « pignons noirs 

» en raison de la poudre noire qui les recouvre. Lorsqu’ils sont séparés de leur coquille et 

que la fine pellicule qui les recouvre est enlevée, ils deviennent comestibles et se nomment 

les « pignons blancs » ou les « amandes »(Solano, 2016). 

 

Figure 01 : De haut en bas : pignons noirs ou coques, pignons dans leur pellicule pignons blancs 

ou amandes comestibles. 

I.3. Description botanique  

Arbre à port typiquement en parasol (Rodrigo et al., 2007), il est sensible aux basses 

températures, il recherche le soleil et la chaleur, il trouve son optimum sur des terrains sableux 

et alluviaux (THABEET et al., 2007). Il vit entre 200 à 250 ans, mais certaines auteures ont 

signalé des exemplaires de plus de 400 ans, les bourgeons sont cylindriques, pointus, avec des 

écailles réfléchies, d’un brun clair, les arbres monoïques, forment des inflorescences 

cylindriques. La période de floraison est comprise entre mai et juin (Adili, 2012), et la 

fructification au cours du troisième automne suivant la floraison (Charrier et al., 2004). 

La fructification de Pin pignon commence dès l’âge de 15 à 20 ans, mais la production 

de graines n’est abondante que tous les 3 ou 4 ans seulement (parfois 5 ou 6). La reproduction 

commence vers l’âge de 8 à 20 ans selon les peuplements (Nakhoul, 2020). La fécondation a 

lieu en avril de la seconde année. La maturité du fruit, sa déhiscence et la chute des graines ont 

lieu en septembre de la troisième année. La production des cônes et de pignes représente le 

principal intérêt des pinèdes de Pin pignon. La production dépend des facteurs stationnels 

(Touaba and Alatou, 2018). 
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➢ Caractères botaniques 

• Catégorie : c’est un conifère monoïque a l’écorce d’un gris brunâtre qui en   

vieillissant se fissure et se desquame en grandes plaques verticales laissant 

apparaître une écorce ocre rouge. 

• Feuillage : persistant (se renouvelle tous les 3 ou 4 ans), vert franc. Longues et 

épaisses aiguilles (10 à 18 cm) rigides et piquantes réunies en faisceaux par 2 ou 

3. 

• Floraison : au printemps (avril-mai) unisexuée, châtons mâles oblongs ocre 

jaune assez insignifiants mais fortement chargés de pollen, les femelles en petits 

cônes aux extrémités des rameaux. 

• Croissance : lent 

    

              Figure 02 : arbre de Pinus pinea L.                 Figure 03 : cônes et graines de Pinus pinea L.      

I.4. Taxonomie    

Le pin pignon ou pin parasol (Pinus pinea L.) appartient à la famille des pinaceae (sous 

famille des Pinoïdea). Classe des Coniféropsidae, Selon Gaussen (1982) ; Ozenda (1991) Sa 

position taxonomique est la suivante : 

• Nomenclature  

Pinus pinea Linné, Pinier ou Pinàe, (Charrier et al., 2004) en Français, Pin parasol, 

Pin Pignon, nommé par les anglophones, Stone pine, ou Umbrella pine (Fady-Welterlen, 

2005). 

• Nom botanique : Pinus pinea L. 

• Nom français : Pin pignon. 

• Nom Arabe : Senouber El-Tamri. 
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Tableau I : Classification taxonomique de Pinus pinea L : (Adili, 2012). 

 

Embranchement Spermatophytes 

S / Embranchement Gymnospermes 

Ordre Conifirales 

S/ Ordre Pinacées 

Genre Pinus 

Espèce Pinea L 

 

I.5. Distribution géographique  

I.5.1. Aire de répartition géographique de pin pignon dans le monde 

La pin pignon a été planté dans la région méditerranéenne septentrionale, de la péninsule 

Ibérique à l'Anatolie jusqu'aux côtes méridionales de la mer Noire où l'espèce est probablement 

spontanée dans certains secteurs. Les pinèdes les plus étendues, en partie d'origine naturelle, se 

trouvent dans la péninsule Ibérique avec près de 400 000 ha (Dominguez-Lerena et al., 2006). 

La superficie totale couverte par le Pin pignon dans le monde est estimée à 600 000 Ha (75 % 

en Espagne, 9 % au Portugal, 8 % en Turquie, 7 % en Italie, 0,5 % au Maroc et le Reste en 

Grèce, Liban, Tunisie et en France) (SEIGUE, 1985). 

  

Figure 04 : Aire de répartition naturelle du Pinus pinea L. dans le monde (SEIGUE, 1985). 



                                                                                                        Pinus pinea L.  

 

7 

I.5.2. Répartition en Algérie 

En Algérie les plantations de Pin pignon ont été réalisées entre 1935 et 1974 couvrant 

une superficie totale de 3506 ha. Les wilayas concernées sont : Constantine, Bouira 

Mostaganem Médéa et Annaba. 

 

Figure 05 : Répartition géographique des plantations du pin pignon en Algérie. 

 

I.6. La composition chimique des graines de Pinus pinea L. 

Les pignons méditerranés sont reconnus pour leur valeur nutritionnelle et leurs bienfaits 

pour la santé. En raison de leur large domaine d’usage médicinal et thérapeutique. Plusieurs 

études phyto-chimiques été effectués dans le but d’identifier ses principes actifs et de nombreux 

travaux ont mis en évidence la richesse des extraits de ces graines en plusieurs composants 

hétérogènes (Nasri et al., 2005). 

D’après les travaux de Kadri et al. (2015) l’étude physicochimique des graines de P. 

pinea L. du Nord Algérie montre qu’elles sont composées de 19,78% des lipides représentés 

principalement par les acides gras insaturés l’acide oléique, linoléique, tandis que le principal 

acide gras saturé était l’Acid palmitique et l’acide stéarique, de 14,25% des protéines, de 1,16% 

des sucres de 7,99% des poly phénols totaux et de 2,17% des flavonoïdes avec un taux 

d’humidité de 8,47%. 
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Tableau II : propriétés physicochimiques et compositions des grains de Pinus pinea L 

(Kadri et al, 2015). 

Composition                        Détermination des valeurs   

                                  

Humidité 

Cendre 

Lipides 

Protéines 

Sucres 

Minéraux (mg/100 g) 

Phosphore 

Magnésium  

Potassium 

Caladium  

Sodium  

Zinc 

Fer 

Cuivre 

Poly phénols totaux 

Flavonoïdes 

 

8,47% 

1,94 ± 0,187% 

19,78 % 

14,25 % 

1,6 % 

 

440 ± 2,31 

270 ± 0,863 

295 ± 0,431 

144 ± 0,234 

70 ± 0,053 

62,1 ± 0,734 

73 ± 0,923 

25.6 ± 0,452 

7,99 % 

2,17 % 

 

  

 

I.7. Usages multiples et activités biologique  

La plupart des pins sont considérés comme une source importante de composés bioactifs 

structurellement divers et ont contribué à la découverte d'agents pharmaceutiques et d'autres 

applications biomédicales (Šarac et al., 2014). 

Le pin pignon est bien connu depuis l’antiquité pour ses amandes qui sont très riches en 

acide oléique, un acide gras mono insaturé qui contribue à abaisser le niveau des LDL (mauvais 
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cholestérol), sans affecter les HDL (bon cholestérol) et les triglycérides (Agrimi and Ciancio, 

1993). 

Les Huiles essentielles de P. pinea L a des effets antifongiques et phytotoxiques. Elles 

sont utilisées comme pesticide et fongicide pour son origine naturelle, qui présente plus de bien-

être pour les gens et l’environnement. (Amri et al., 2012) ; (Amri et al., 2017). 

 Elles sont bénéfiques pour les personnes atteintes de maladie cardiovasculaires. L’huile 

de pin pignon (extraite des pignons) apporte du phosphore, du fer et de la vitamine B1, très 

importante pour les systèmes nerveux et musculaire. C’est une huile que l’on qualifie de 

diététique car elle possède une action coupe-faim grâce à l’acide pinolénique. Elle est 

aphrodisiaque et utilisée pour le traitement de certains ulcères de l’estomac (Seladji et al., 

2014b). 

Les Pinus sont utilisés en médecine traditionnelle algérienne. Ils sont le plus souvent 

utilisés comme : Antiseptique puissant à action dynamisante ; recommandé dans toutes les 

infections des voies Respiratoires, les infections urinaires, les calculs biliaires. Rubéfiant et 

balsamique, efficace dans les affections pulmonaires, la grippe, la sinusite, les rhumatismes 

(Seladji et al., 2014a). 
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II.1. Les saponosides (saponines) 

II.1.1. Généralité  

Les saponines ou saponosides sont des hétérosides de stérol (substance 

contenant dans leur structure une ou plusieurs molécules de sucre) constituent une 

classe particulière de métabolites auxiliaires, des produit naturels découverts en 

abondance dans le domaine végétal (Sparg et al., 2004). Ce type de molécule a un 

potentiel pesticide stimulant, ce sont des substances à surface dynamique (tensio-

actives), des glycosides. Ils sont créés essentiellement par les plantes supérieures, mais 

aussi par animaux marins inférieures et quelques créatures microscopiques (organismes 

microscopiques, bactéries) (Francis et al., 2002a) ; (Das et al., 2012), ils sont 

régulièrement utilisées par les consommation humains et animale (Kren and 

Martínková, 2001). 

Leur nom saponine vient du mot grec « Sapona » ou du latin « sapo », il 

signifiant « Nettoyeur ou Savon » (Samal et al., 2017) en raison de leurs propriétés à 

former des arrangements moussants (propriétés permettant d'élaborer des solutions 

moussantes stables dans des solutions aqueux) (Gauthier et al., 2008). Les saponines 

isolées de diverses sources ont un goût amer et ont été utilisées comme des nettoyants, 

des détergents, des pesticides (Abid et al., 2012) et des molluscicides, malgré leurs 

applications industrielles en tant qu’agents moussants et tensioactifs naturels 

(surfactants). 

II.1.2. Définition  

Les saponosides (ou saponines) sont des hétérosides à génine stéroïdique ou 

triterpénique dont les solutions aqueuses ont des propriétés tensioactives (abaissement 

de la tension superficielle entre deux lipides) et aphrogénes (pouvoir moussant). La 

plupart des saponosides possèdent des propriétés hémolytiques et sont toxiques à 

l’égard des animaux a sang-froid (Francis et al., 2002b). 

II.1.3. Distribution des saponines  

Les saponines sont attribuées dans un large assortiment de produits alimentaires 

et dans plusieurs familles de plantes distinctes dont les asperges, lentilles, haricots, 

mûres, pois, pommes de terre, le fenugrec, le ginseng, la betterave à sucre et le thé. 

(Dini et al., 2001). 
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 D'après Oakenfull (1981) et Vincken et al. (2007) les principales sources de  

saponines dans l'alimentation humaine sont les légumes. Nonobstant leur origine 

végétale, les saponines peuvent être acquises à partir de certaines animaux marines, par 

exemple les étoiles de mer qui ont une place dans le groupe des Astéride des saponines 

triterpénique (Dini et al., 2009). 

. 

Figure 06 : exemple de structure de saponine. 

A: Saponine monodesmosidique; B: Saponine bidesmosidique (Ahumada et al., 2016) 

II.1.4. Classification et structure des saponines 

La biosynthèse des saponines se fait à partir de 3 unités isoprènes, (particules 

contenant 5 molécules de carbone) connectée. l'une à l'autre dans une manière tête-à-

queue (Belloum, 2007), entraînant l'arrangement d'une particule de farnésyl 

pyrophosphate (FPP) (particules contenant 15 molécules de carbone). Deux molécules 

de FPP sont ultérieurement connectées de façon queue-à-queue pour acquérir un 

composé de 30 atomes de carbone, appelé squalène (Rejinold et al., 2011). Ce dernier 

est oxydé en oxidosqualène.  

Les saponines sont classées en deux groupes selon la nature de leur génine et leur pH 

 Saponosides à génine stéroïdique = Saponosides neutres. 

 Saponosides à génine triterpénique = Saponosides acides.  

Ce sont des hétérosides complexes a poids moléculaire élevé appelés saponosides, 

qui font parties des terpènes cycliques ou stéroïdes. Par hydrolyse, ils libèrent un ou 

plusieurs oses et une génine appelée Sapogénine. 
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La combinaison de sucre et de stéroïde est dite saponine stéroïde. La combinaison 

de sucre et stéroïde alcaloïde (fonction azotée) est dite saponine alcaloïde stéroïde. La 

combinaison de sucre et triterpène est dite saponine triterpène.  

➢ Structure de la partie aglycone (sapogénine) 

Les saponines sont des molécules constituées de deux substances : une génine 

(également appelée aglycone) et une fraction glycoside. La partie aglycone 

(sapogénine) comprend un noyau stéroïde ou triterpénique (Figure 07) (Oakenfull, 

1981) ; (Krief, 2003) et (Thakur et al., 2011). 

Certains auteurs distinguent un troisième rassemblement appelé amines 

stéroïdiennes, (glycoalcaloïdes stéroïdiens) (Sparg et al., 2004). 

 

Figure 07 : la partie aglycone de saponine (structure de base sapogénine) (Thakur et al., 

2012). 

• Saponines triterpéniques  

Les saponines triterpénoïdes comprennent un aglycone triterpénoïdes, une 

génine triterpénique possèdent un squelette a C30, formé d’un noyau tétracyclique de 

type Dammarane qui est un intermédiaire évoluant vers des squelettes pentacycliques 

de type : Oléanane (β-amyrine), Ursane (α-amyrine) et Lupane (Yücekutlu et 

Bildacı., 2008). La plupart des saponines triterpénique sont découvertes 

fondamentalement dans les plantes dicotylédones mais en plus dans certaines 

monocotylédones (Mert-Türk, 2006), qu’elles soient sauvages ou cultivées.  
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                          Figure 08 : les principaux squelettes triterpéniques. 

Les saponines triterpénoïdes ont été détectées dans de nombreux légumes 

comme le soja et les haricots, les pois, le foin et les lentilles (Lens culinaris) et le thé, 

les épinards, la betterave à sucre, le quinoa, la réglisse, le tournesol, le marronnier d'Inde 

et le ginseng. Les squelettes de sapogénine triterpénique les plus répandus sont ceux de 

l'Oléanane et du Ursane (figure 08) (Lautrette et al., 2004). 

• Saponines stéroïdiques  

Les saponines stéroïdiennes comprennent un stéroïde aglycone, une génine 

stéroïdique a un squelette de C27, impliquant généralement une structure "spirostane" 

à six toriques (6 cycles) (Fig. 09 et 10 A), Les cycles A, B, C, D : Noyau stéroïdique, 

en C17 présence de 2 anneaux hétérocycliques : le cycle E (furanique) et F (pyranique), 

en C3 : alcool secondaire. 

 

Figure 09 : Squelette de base des génines stéroïdiques (noyau spirostane) (Yu et al., 2001a) 

Dans les plantes fraiches, le groupe hydroxyle en position C26 est occupé par 

une liaison glycosidique, et donc la structure aglycone reste pentacycliques (peut être 

engagé dans une liaison avec un ose). Ce site est considéré comme un furostane (Fig. 

10 B). Le troisième groupe de sapogénine stéroïdique est la nautigénine (Fig. 10 C) 
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(Benyagoub et al., 2017). Ce type de structure ne peut exister qu’a l’état d’hétéroside 

et son hydrolyse conduit spontanément à un dérivé spirostanique.  

Les saponines à génine stéroïdique se rencontrent surtout chez les 

monocotylédones : Alliaceae, Dioscoreaceae, Amaryllidaceae (Yücekutlu and 

BİLDACI, 2008), beaucoup plus rarement chez les dicotylédones, comme la digitale, 

fenugrec, tabac (Yu et al., 2001b) et (Sparg et al., 2004). 

 

Figure 10 : les principaux squelettes stéroïdiques. (Li et al., 2001) 

➢ Structure de la partie osidique  

La fraction glycosidique contient généralement des oses ex : D-glucose, D-

galactose, L-rhamnose, L- arabinose, D-xylose, D- fucose, et également des acides 

uroniques (acide D-glucuronique ou galacturonique) (Thibeault et al., 2007); 

(Saboora et al., 2019). Les saponines appartenant à un groupe équivalent peuvent avoir 

une énorme variation de squelette dans le nombre et le type de résidus de 

monosaccharides attaché (Vincken et al., 2007). 

La plupart des saponines sont des monodesmosides ou des bidesmosides selon 

le nombre de chainons osidiques, ce qui implique qu'elles contiennent soit 1 ou 2 

chaînes de saccharides (oligosides linéaires ou ramifiées), respectivement, à différentes 

positions avec la liaison de type O-hétérosidique (Oleszek et al., 1992). Les chaînes 

oligosaccharidiques sont normalement reliées à C3 et / ou C17. Il existe quelques cas 

où les attaches de saccharides sont reliées à C4, C16, C20, C21 et, et ce sont des chaînes 

courtes de 1 ou 2 constructions (résidus) (Oleszek and Stochmal, 2002). 
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II.1.5. Mode de liaison (osidic-sapogénine)  

L'aglycone (sucre) un morceau de molécule peut avoir jusqu'à 11 oses reliés à 

la génine par une sécurité acétal (liaison de type acétal) au niveau carbone C3 

(monodesmosides). Cependant, deux parties glucidiques (bidesmosides) jointes à la 

positions C 3 et C 22, C 3 et C 28 ou C3 et C17 par une liaison ester ou éther. (Krief et 

al., 2005) ; (Lautrette et al., 2004); (Vincken et al., 2007) ; (Yücekutlu and 

BİLDACI, 2008). 

La liaison entre la partie osidique et la génine s’établit généralement par : 

➢ La liaison osidique sur l’hydroxyle en C3 de la génine (liaison éther). 

➢ Une seconde chaine de sucre est parfois fixée sur un groupement COOH en C28 

de la génine triterpénique par une liaison osidique-ester très fragile. Dans le cas 

des génines stéroïdiques, la deuxième chaine osidique lors qu’elle existe se fixe 

par une liaison éther sur l’hydroxyle porté par C26 du furostane (hétérosides de 

furostanols). 

II.1.6. Les activités biologiques des saponines  

La présence de deux groupes polaires (sucre) et non polaires (stéroïde ou 

triterpène) confère aux saponines de fortes propriétés tensioactives qui sont 

responsables d'un grand nombre de ses effets biologiques indésirables et effets 

bénéfiques (Yücekutlu and BİLDACI, 2008). 

• L’activité hémolytique (sur la membrane cellulaire) 

Les saponines sont connues depuis longtemps pour leur capacité à induire la 

formation de pores dans les membranes cellulaires et ainsi provoquer l'hémolyse des 

globules rouges (érythrocytes). Cette propriété a conduit à l'apparition de tests 

hémolytiques permettant de détecter les saponines dans les extraits de plantes (Li et al., 

2001; Sparg et al., 2004). Cette activité hémolytique est généralement expliquée par 

l'interaction des saponines avec les stérols de la membrane cellulaire des érythrocytes, 

notamment le cholestérol, avec lesquels elles forment des complexes insolubles (Das 

et al., 2012). 

Les monodesmosides ont une meilleure activité hémolytique que les 

bidesmosides, et cette activité diminue lorsque la chaîne osidique s'allonge (Lautrette 
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et al., 2004). La plupart des saponines ont des propriétés hémolytiques et sont toxiques 

pour la plupart des animaux à sang froid (Sparg et al., 2004). 

Néanmoins, les saponines affecteraient la perméabilité des cellules muqueuse 

de l’intestinale grêle et auraient donc un impact sur le transport des nutriments actif. Il 

a également été démontré que les saponines inhibent diverses enzymes digestives, 

notamment la trypsine et la chymotrypsine, et sont également connues pour inhiber la 

dégradation des protéines en formant le complexe saponine-protéine (Makkar et al., 

2007). 

• L’activité anti-inflammatoire   

L'inflammation a été définie comme la réponse de l'organisme à une agression 

tissulaire, qui peut être d'origine variée (infectieuse, tumorale, immunologique, 

chimique, physique, etc.). Elle peut être au départ focalisée (brûlures, abcès ou nécroses 

ischémiques) ou d’emblée systémique (infections virales, troubles immunologiques) 

(Zhang et al., 2009); (Maier et al., 2005). Les type de l’inflammation, inflammation 

aigue, inflammation chronique, inflammation induite par la carragénine : le carragénine 

est un polysaccharide extrait des algues rouges marine (classe des Rhodophycées), elle 

est utilisée pour induire une inflammation biphasique, liée à l’activation des COX. 

L’œdème de la patte du rat provoquée par elle un outil très sensible pour évaluer 

l’inflammation aigue, car elle provoque des rougeurs, gonflement, chaleur et des 

douleurs dans la patte œdémateuse (Chen et al., 2018); (Hafeez et al., 2013). 

L’inflammation se caractérise par une rougeur, un œdème, de la fièvre, une 

douleur et une perte de fonction (Hafeez et al., 2013); (Fablet and Madec, 2009) et 

doit être rapide, dirigeable et spécifique afin d'éviter une suractivation des troubles 

inflammatoires, qui développent des maladies diverses ; diabète, thrombose, cancer... 

(Zhou et al., 2017). 

Anti inflammatoire est distingués en deux type, anti inflammatoire stéroïdiens 

(AIS) et anti inflammatoire non stéroïdiens (AINS) sont définis comme un ensemble de 

médicaments qui réduisent ou éliminent les résultats de la réponse inflammatoire 

(Tréchot and Jouzeau, 2014). Les saponines isolées de la partie aérienne de Dianthus 

barbatos présentent des activités analgésiques (Ajibade and Famurewa, 2012) et anti-

inflammatoires (Tian et al., 2020). 



                                                                                   Les métabolites secondaires   

  

17 

• Activité cytotoxique et antitumorale 

De nombreuses saponines possèdent une activité cytotoxique in vitro envers une 

grande variété de lignées cellulaires cancéreuses notamment l’aristatoside C et la 

davisianoside B (Sarikahya et al., 2018). 

• Activité immunomodulatrice  

Les saponines, de façon générale, ont montré une aptitude à contrôler les cellules 

malignes, en inhibant leur croissance ou en déclenchant l’apoptose grâce aux différents 

mécanismes. Des saponines triterpéniques isolées des espèces appartenant au genre 

Cephalaria ont montré un rôle immunodulateur in vitro et lymphoprolifératif sur les 

cellules leucémiques humaines (Sarikahya et al., 2021). 

• Autre activité biologique  

Les différentes activités biologiques des saponines sont regroupées dans le tableau III. 

Tableau III : Les différentes activités biologiques des saponines 

Activité Référence 

Antivirale, Antifongique (Abid et al., 2012; Chaieb, 2010) 

Hypoglycémique (Yoshikawa et al., 2001) 

Insecticide (Chaieb, 2010) 

 

II.2. Les hydroalcooliques (tannins) 

II.2.1. Généralité et définition des tannins 

Les tanins sont des substances d'origine végétale qui ont la propriété de 

transformer la peau fraîche en matériau imputrescible, le cuir (Bruneton, 1999b). Cette 

propriété tannage provient de la création de liaisons entre les molécules de tanin et les 

fibres de collagène de la peau. D'un point de vue biochimique, une première définition 

a été proposée par (Bate-Smith, 1973a): "composés phénoliques hydrosolubles dont 
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Le poids moléculaire relative (PM) est compris entre 500 et 3 000 Da et qui présent, en 

plus des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloïdes, la 

gélatine et d'autres protéines" (Fogliani et al., 2005). Ils sont solubles dans l’eau, alcool 

et l’acétone mais insolubles dans l’éther (André et al., 1981). Bien que cette définition 

reste valable, elle a été complétée par des méthodes d'analyse récentes qui ont permis 

d'éclaircir la structure de ces polyphénols. Ainsi, les tanins sont maintenant définis 

comme des polyphénols dont le poids moléculaire peut atteindre 20 000 Da (Hartzfeld 

et al., 2002). En fonction de leur structure biochimique, il est habituel de différencier 

deux classes de tanins : les tanins hydrolysables (THs) et les tanins condensés (TCs) 

(HAJRIANI, 2020). 

II.2.2. Localisation et distribution    

Les tanins sont présents en une grande quantité chez les arbres, dans les écorces, les 

racines, les feuilles, les fruits et les graines (Mehraz, 2017). Ils sont très répandus dans 

le règne végétal, mais ils sont particulièrement abondants dans certaines familles les 

conifères, les fagacées, les rosacées (Boudjenna et al., 2020). Ils sont placés dans les 

vacuoles de cellules. Les tannins exercent une action antioxygène ; ce qui explique la 

bonne conservation de certains bois (Sepúlveda et al., 2011). 

 

II.2.3. Classification biochimique  

Chez les plantes supérieures, il est habituel de distinguer deux groupes de tanins 

en fonction de leur structure biochimique : les tanins hydrolysables et les tanins 

condensés (Bruneton, 1999a); (Hagerman, 2002) Les tanins hydrolysables (THs) sont 

des oligo- ou polyesters d'un sucre, généralement du glucose, et de molécules d'acide-

phénol (Bruneton, 1999a); (Mueller-Harvey, 2001) En général, les THs ont un faible 

PM. Cependant, les couplages oxydatifs entre THs peuvent produire des polymères 

d’un PMs important (Mueller-Harvey, 2001). Les tanins condensés (TC) sont appelés 

proanthocyanidines car leur oxydation en milieu alcool-acide conduit à la formation de 

pigments anthocyanidiques tels que les cyanidines (à partir des procyanidines) et les 

delphinidines (à partir des prodelphinidines) (BRUNET). 

a. Tannins hydrolysables  

Les tanins hydrolysables sont formés par estérification d'une molécule 

glucidique (souvent du glucose) avec un nombre variable de molécules d'acide 
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phénolique (Clifford et al., 2013). Ces molécules sont soit acides gallique dans le cas 

des tanins galliques soit de l'acide hexahydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés dans 

le cas de tannins ellagiques. Ils sont facilement dégradés par hydrolyse chimique 

(alcaline ou acide) ou par hydrolyse enzymatique (AYADI, 2014) ; (Cao et al., 2010). 

a. Tannins condensés  

Les tanins condensés résultent de la polymérisation de molécule flavan-3-ols 

(catéchols ou catéchines) ou de flavan-3,4- diols (leucoanthocyane ou 

proanthocyanidols) (AYADI, 2014). Ils résulteront également de l'union de ces deux 

sortes de types de molécules, à partir de la polymérisation auto-oxydante ou 

enzymatique de flavan-3,4-diols liés principalement par les liaisons C4-C8 (parfois C4-

C6) des unités adjacentes, et sont donc appelées proanthocyanidines de type B. Lorsque 

la condensation se produit entre les unités adjacentes par la liaison C4-C8 et une autre 

liaison éther entre C2 et C7, les proanthocyanidines sont dites de type A (Jati, 2009). 

Ils diffèrent fondamentalement des tanins galliques et ellagiques par leur structure qui 

est voisine de celle des flavonoïdes. Ils sont caractérisés par l’absence de sucre dans 

leurs molécules, ne sont pas hydrolysables et ont au contraire, tendance se polymériser 

(notamment en solution acide concentrée ou par l'action d'agents oxydants) 

(Khanbabaee and Van Ree, 2001b). 

b. Tannins galliques (Gallo tanins) 

Ils sont donnés par l’hydrolyse des oses et de l’acide gallique. Il possède des liaisons 

esters avec des acides galliques qui se forment autour d’un sucre (D-glucose) ; les 

fonctions hydroxyl (-OH) des résidus polyoliques sont substituées par des unités 

galloyles.(Bate-Smith, 1973b). 

c. Tannins ellagiques (Ellagitanins) 

L’ellagitanin ou tanin ellagique est une molécule formée autour de HHDP (Acid 

hexahydroxydiphénique) et comporte des liaisons esters avec l’hydroxyl (-OH), 

l’HHDP est une combinaison de deux acides galliques. Ils sont scindés par les enzymes 

en oses et en acide ellagique. (Khanbabaee and van Ree, 2001a). 
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II.2.4. Les activités biologiques de tannin (propriétés biologiques  

Les propriétés biologiques des tanins sont dérivées de leurs propriétés physico-

chimiques. L'une des conséquences directes du pouvoir des tanins sur les protéines 

complexes est l'inactivation des enzymes soit directement, par fixation aux sites actifs, 

soit indirectement par l'encombrement stérique créé par la liaison des molécules de 

tanins sur l'enzyme (Zimmer and Cordesse, 1996b). On rapporte que certains 

médicaments à base de tannins (drogues à tannins) possèdent des effets antimicrobiens 

(Mimouna and Meriem) antifongiques (Baba-Moussa et al., 1999) ou antiviraux 

(Bourkache, 2016). Néanmoins, les applications actuelles en thérapeutique restent 

limitées (Zimmer and Cordesse, 1996a). 

• Activité antioxydante  

Les tannins ont la particularité d’inhiber la peroxydation des lipides en agissant 

comme donneur des protons et accepteur des radicaux libres, stoppant ainsi le 

mécanisme d’auto-oxydation (Liang et al., 2020)comme les procyanidines (Lou et al., 

2018). 

• Activité anti-diarrhéique 

Par voie interne, les tanins exercent un effet anti-diarrhéique qui est du a 

l’inhibition de la motilité intestinale. Toutefois, en utilisant la voie externe, ils 

imperméabilisables les couches les plus externes de la peau et les muqueuses protégeant 

ainsi les couches sous-jacentes (Djahra et al., 2013). 

• Activité antimicrobienne  

Les tanins ont été rapportées comme bactériostatique ou bactéricide sur 

plusieurs souches bactériennes. L’acide tannique peut inhiber la croissance des 

bactéries des aliments et des bactéries intestinales humaines (Djahra et al., 2013). 

• Activité antivirale 

L’activité antivirale des tanins est due à la fixation des molécules des tannins à 

l’enveloppe protéique du virus (Olchowik-Grabarek et al., 2020), ou la membrane de 

la cellule hôte, et par conséquence l’inhibition de l’adsorption et la pénétration virale 

(Sekowski et al., 2020). 
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I. Matériel 

I.1. Réactifs et appareillage 

Le matériel et les réactifs utilisés pour l'extraction et l'évaluation des activités 

biologiques sont reportés en (Annexe 01).  

I.2 Matériel végétale  

Les graines de Pinus pinea L. ont été récoltées du parc national de Chréa, wilaya de 

Blida. Les graines entières ont été lavées avec de l’eau distillée, séchées à l’air libre puis broyées 

à l’aide d’un broyeur électrique jusqu’à l'obtention d’une poudre suivi d'un tamisage à travers 

d'un tamis de 200 µm. 

           

Figure 11 : Les graines entières de Pinus pinea L. avant et après broyage (originale). 

L'élimination de la fraction lipidique des graines de Pinus pinea L. est importante avant 

l'extraction des tannins et des saponines. Pour cette raison, la poudre des graines a été délipidée 

à l’aide d'un soxhlet pendant 6 h à 40°C en utilisant le n-hexane comme solvant à un rapport 

échantillon : solvant (1 :10 m/v). La poudre a été récupérée et séchée sous hôte puis tamisée en 

utilisant un tamis de 200 µm. 

Figure 12 : Appareillage de soxhlet (originale). 
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I.3. Matériel animal et condition d’élevage  

L’étude in vivo de l’activité anti-inflammatoire des différents extraits (tannin et 

saponine) a été effectuée sur des souris males Swiss albinos dont le poids varie entre                         

20 et 30 g. Ils ont été procurés du Centre de Recherche et de Développement (CRD) de 

SAIDAL, Alger. Les souris ont été hébergés dans des cages polypropylènes au niveau de 

l’animalerie dans des conditions d’éclairage normales 12 h / 12 h de cycle lumière / obscurité. 

Les locaux sont dotés d’une climatisation dynamique avec une température de 22 ± 1 °C, avec 

un taux d’humidité relative de 55 ± 10%. Les cages sont dotées d’une alimentation standard en 

granulés et de l’eau ad libitum. 

 

Figure 13 : photographie du lieu d’élevage des souris Swiss albinos (originale). 

 

I.4. Matériel microbiologique  

Pour l'évaluation de l’activité antimicrobienne des extraits des tannins et des saponines 

des graines entières de P. pinea L., six souches microbiennes ont été testées dont 4 souches 

bactériennes (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp de Gram négatif et 

Staphylococcus aureus de Gram positif) et deux souches fongiques (Aspergillus brasiliens et  

Candida albicans) provenant essentiellement du laboratoire de contrôle de qualité de 

département microbiologie de SAIDAL-Dar El Beida. 
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Figure 14 : schéma récapitulatif des protocoles expérimentaux adoptés. 
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II. Méthodes  

II.1. Extraction des saponines des graines de P. pinea L.  

➢ Principe de l'extraction solide-liquide et l’extraction liquide-liquide 

L’extraction solide-liquide est un phénomène lent qui permet d’extraire une substance 

présente dans un solide pour la faire passer dans un solvant liquide on peut utiliser 

successivement des liquides dont le pouvoir solvant vis-à-vis des constituants de la phase solide 

est différent (dissolution fractionnée). 

L’extraction liquide-liquide discontinue, du fait que l’eau ne s’évapore pas facilement, 

l’espèce chimique est difficilement récupérable si elle est en solution dans l’eau. Dans ce cas, 

il faut utiliser un solvant organique dans lequel la substance est très soluble (beaucoup plus que 

dans l’eau), celle-ci va passer de l’eau au solvant organique. Il faut que l’eau et le solvant 

organique ne soient pas miscibles. L’extraction liquide-liquide discontinue est une opération 

consiste à transférer un composé d’une phase aqueuse a une phase organique ou inversement, 

en utilisant pour cela deux solvants (l’un aqueux et l’autre organique), non miscibles, mis en 

contact intime. Elle est réalisée grâce à des ampoules à décanter, telle que les ampoules ayant 

la tubulure au-dessus du robinet sont les plus utilisées, car elles permettent de mieux visualiser 

l’interface et donc mieux séparer les deux phases. 

➢ Protocol expérimental  

L'extraction des saponines a été réalisée comme décrit par Raji et al. (2019). Une masse 

de 10g de poudre délipidée des graines de P. pinea L. a été mélangée avec 100 ml d’éthanol 

(20%), le mélange a été mis dans un bain marie à 70°C sous agitation continue pendant 4h, puis 

centrifugé à 3000 rpm pendant 15 min. Le surnageant a été concentré à un volume de 40 ml 

environ dans une étuve à 40°C.  

Dans une ampoule à décanter, 50 ml d'éther di-éthylique ont été ajoutés au surnageant 

concentré. La phase aqueuse a été récupérée et mélangée avec 60 ml de n-butanol et lavée avec 

10 ml de NaCl 5%. Le mélange a été décantée de nouveau, la phase organique qui contient les 

saponines a été récupérée et évaporée dans une étuve à 40°C. 
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Figure 15 : protocole d’extraction des saponines des graines de Pinus pinea L. 

10 g de la Poudre délipidée de P. pinea L.+ 100 ml d‘éthanol (20 %) 

 

Traitement thermique à 70°C pendant 4 h sous agitation continue  

Centrifugation à 3000 rpm pendant 15 min  

Concentration de 

surnageant (40°C)   

Surnageant 

Surnageant concentré + 50 ml d’éther di-éthylique (décantation) 

Phase aqueuse Phase organique  

L'ajout de 60 ml de n-butanal Rinçage avec 10 ml de NaCl 5 %  

Récupération de la 

phase organique et 

évaporation  

 

Phase aqueuse 

Séparation (ampoule a décantée) 

Extrait saponique 
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II.2. Extraction assistée par ultrasons des tannins des graines de P. pinea L. 

➢ Principe d'extraction 

L’extraction assistée par ultrasons consiste à traiter sous ultrasons un solide, sec ou 

humide, En contact avec un solvant. Le phénomène des ultrasons consiste à créer des bulles de 

cavitation dans le solvant permettant de dénaturer la paroi de la cellule végétale. Les ultrasons 

permettent d’accélérer l’extraction et de réduire le ratio solvant / soluté, ce qui conduit à un 

meilleur rendement d'extraction des composés bioactifs (Cheok et al., 2014). 

Plusieurs types d’équipements à ultrasons sont couramment utilisés dans les 

laboratoires. Pour extraire les tannins à partir des graines entières des P. pinea L., un bain à 

ultrasons a été utilisé.  

 

 

   

    Figure 16 : Extraction des tannins par le bain à ultrasons (originale) 

➢ Protocol expérimentale 

          Le Protocol d'extraction a été décrit par Cheurfa and Allem (2015) en y apportant 

quelques modifications. Dans un bécher, un volume de 100 ml d’acétone a été ajouté à 5 g 

de poudre délipidée et placé dans un bain à ultrason à 50 °C. Après 20 minutes d’extraction, 

l’extrait des tannins a été récupéré par filtration sur papier wattman. Le filtrat obtenu a été 

concentré à l’étuve à une température de 40°C. 
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Figure 17 : protocole d’extraction assistée par ultrason des tannins de Pinus pinea L 

 Graines de Pinus pinea L broyées 

Tamisage de poudre et délipidation 

5 g de Poudre délipidée  

L'ajout de 100ml d’acétone  

Extraction par ultrason à 50°C / 20min 

    Extrait a cétonique 

 

1. Filtration 2. Evaporation à 40°C 

Extrait brut de      

tannins  
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II.3. Rendement des extraits de tannins et de saponines  

Le rendement des extraits de tanin et de saponine est caractérisé comme la proportion 

entre la masse de l’extrait sec obtenu après évaporation et la masse de matériel végétal traité. 

Ce rendement est déterminé via l’équation :  

 

 

R% : Rendement en %.  

Me : Masse du l’extrait après l’évaporation du solvant.  

Ms : Masse de la plante sèche. 

II.4. Mise en évidence de l’activité antimicrobienne des extraits de Pinus pinea L. (Essai) 

L’activité antimicrobienne des deux extraits (tannins et saponines) des graines de              

P. pinea L. contre les microorganismes testés dans la présente étude a été qualitativement et 

quantitativement évaluée en fonction de la présence ou l’absence d’une zone d’inhibition et le 

diamètre de cette zone.  

❖ Préparation de l’inoculum  

A partir des cultures jeunes préparées, on prélève quelques colonies des bactéries dans 

10 ml de milieu de culture trypto-caséine soja. On agite ensuite les tubes au vortex pendant 

quelques secondes. Les suspensions microbiennes lisser cultiver pendant 24 h dans l’étuve. 

❖ Préparation des milieux de culture avec des suspensions microbiennes 

Cette étape consiste à liquéfier le milieu de culture trypto-caséine soja pour les (bactérie 

et champignons) dans un bain marie, puis, on coule aseptiquement les milieux en sur fusion 

dans des boites de pétri a raison de 6 mm par boite. On laisse refroidir et solidifier sur la 

paillasse puis, on réalise l’ensemencement par écouvillonnage à l’aide râteau ou bien coton-tige 

stérile contenue des suspensions microbiennes et on verse en tournant la boite. 

❖ Dépôt de disques  

Une fois le milieu de culture qui contient les suspensions microbiennes est solidifié, on 

prélève aseptiquement à l’aide d’une pince stérile 4 disques absorbant stérile de 9 mm et on 

𝑅 % = Me / Ms × 100 
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l’imbibe avec 50 µl de quatre concentrations de chaque extrait de Pinus pinea L. à tester, puis 

on le dépose sur la gélose préalablement préparée (2 boites pour chaque espèce). 

Un disque préparé imbibé de DMSO est utilisé comme contrôle négatif, et 2 disques des 

antibiotiques Nystatine et Amoxicilline sont utilisés comme contrôle positif (3 boites/espèce). 

❖ Incubation  

On incube les boites de Pétri à 37 °C pendant 24h pour les bactéries, et 48h pour l’espèce 

fongique (Lahoum et al., 2016) 

❖ Lecture des résultats  

 La lecture des résultats est effectuée en fonction de l’existence ou non des zones 

d’inhibition. La sensibilité des espèces est estimée par la mesure de diamètre de zone 

d’inhibition autour des disques imprégnés de différentes concentrations des deux extraits 

hydroalcoolique et saponique de la plante. 

   

Figure 18 : les différentes concentrations des extraits testées par la méthode de diffusion en milieu 

solide (originale). 

La méthode de diffusion en milieu solide a été appliquée afin d'évaluer la sensibilité des 

bactéries vis-à-vis les deux extraits de P. pinea L. testés et leurs effets antimicrobiens.  

Des disques de papier filtre stérile de 9 mm de diamètre ont été imprégnés d'un volume 

de 50 µl de chaque extrait préparé à différentes concentrations (5,10 ,15 ,20 mg/ml) pour 

l'extrait de tannin et (5, 10, 20, 30 mg/ml) pour l'extrait de saponine. Les disques ont été déposé 

par la suite à la surface du milieu de culture en présence d'un disque imbibés d'une solution 
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aqueuse de DMSO (Diméthylsulfoxyde) servant comme un témoin négatif pour chaque souche 

examinée. 

Des disques d’amoxicilline (antibiotique) commercialisée (à 10µg/ disque) et des 

disques de Nystatine (antifongique) (10µg/ disque) ont été utilisées comme des témoins positifs. 

Les boites de pétri ont été ensuite incubées à 37°C pendant 24h pour les bactéries et à 22 °C 

pendant 48h pour les champignons.  

L’activité antimicrobienne a été déterminée en mesurant le diamètre des zones 

d’inhibition en millimètres autour de chaque disque de papier. 

Tableau IV : listes des souches microbiennes utilisées. 

Famille Genre et espèce Gram Pouvoir pathogène 

Entérobactéries Escherichia coli Négatif -Infection urinaires 

-Gastroentérites 

Staphylococcies Staphylococcus aureus Positif -infection nosocomiale 

-infection cutanées 

Pseudomonadaceae Pseudomonas 

aeruginosa 

Négatif -mucoviscidose, maladie 

pulmonaire, colonise 

l’épithélium respiratoire 

Entérobactéries Salmonella spp Négatif -fièvre typhoïdes ou 

paratyphoïdes 

Trichocomaceae Aspergillus brasiliensis  Champignons pathogènes, 

aspergilloses 

Saccharomycetaceae Candida albicans  -infections viscérales, 

Candidose superficielles, 

Septicémies 
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II.5. Évaluation de l’activité anti-hémolytique in vitro des extraits  

L'utilisation des globules rouges pour l'évaluation de l'activité anti-hémolytique est motivée 

par le fait qu'ils soient admis comme modèle cellulaire en recherche scientifique et qu'ils 

partagent des similarités avec d'autres membranes cellulaires, notamment celle du lysosome 

(Shobana and Vidhya, 2016). 

L'objectif de cette étude est de mesurer le pouvoir des extraits de tannins et de saponines à 

empêcher l'hémolyse des globules rouges humains (GRh), induite par un stress osmotique et 

thermique. L'exposition des érythrocytes à une concentration saline hypotonique et à la chaleur 

entraîne la rupture de leurs membranes avec la libération de leur contenu cytoplasmique 

(hémoglobine). L'intensité de l'hémolyse est estimée en mesurant l'absorbance de l'hémoglobine 

libérée. 

II.5.1 Préparation de la suspension érythrocytaire 

Le sang utilisé pour la préparation des suspensions sanguines a été prélevé sur des sujets 

sains à l'hôpital Mohamed Boudiaf de Bouira. Une fois collectée dans des tubes héparines, les 

échantillons du sang ont été transportés au laboratoire dans une glacière à 4°C où ils ont été 

centrifugés à 3000 rpm pendant 10 min à 4°C pour séparer les érythrocytes des autres 

composants sanguins. Après avoir éliminé le plasma, le culot érythrocytaire est lavé trois fois 

successivement avec du tampon phosphate (PBS) (pH 7,5 ; 0,9% NaCl). Par la suite, la 

suspension érythrocytaire a été préparée avec du PBS à une concentration de 2% (GRh : PBS). 

II.5.2. Effet protecteur des extraits vis-à-vis d’un stress osmotique  

L'effet protecteur des extraits vis-à-vis d’un stress osmotique a été évalué en appliquant le 

protocole de Aberrane and Mehalla (2019) qui consiste à générer un stress osmotique en 

faisant varier les concentrations de NaCl (0,5, 0,7 et 0,9%). 

Un volume de 300 µl de la suspension érythrocytaire à 2 % a été mélangé avec 300 µl de 

tampon phosphate (pH 7,5) préparé avec des concentrations variables de NaCl mentionnées ci-

dessus, où chacun est combiné avec des concentrations variables des extrait (0,2, 0,4, 0,6, 0,8 

et 1 mg/ml). 

Le mélange a été incubé pendant 30 min à 37°C sous agitation douce puis centrifugé                 

à 2000 rpm pendant 10 min. L’absorbance du surnageant est mesurée à 540 nm.  
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L'acide salicylique (AS) a été utilisé comme un anti-hémolytique de référence. Son activité 

anti-hémolytique a été évaluée dans les mêmes conditions opératoires que celles utilisées pour 

les deux extraits.  

Le pourcentage d’inhibition de l’hémolyse a été calculé par l’équation suivante : 

 

 

A1 = Absorbance de la solution hypotonique de globules rouges sans l’extrait. 

A2 = Absorbance de la solution hypotonique de globules rouges avec l’extrait. 

                                                                  +                         

                                                  

 

                                               

                                                         

                                                                                                        

                                 

 

Figure 19 : Schéma récapitulatif des étapes de l'hémolyse induite par des solutions hypotoniques. 

II.5.3 Effet protecteur des extraits vis-à-vis d’un stress thermique 

L'évaluation de l'activité protectrice de l'extrait contre l'hémolyse induite par le stress 

thermique est réalisée in vitro par la méthode spectrophotométrique décrite par Aberrane and 

Mehalla (2019) . Un volume de 300µl des extraits préparés à différentes concentrations (0,1, 

0,2, 0,4, 0,6 et 0,8 g/ml) dissous dans du tampon phosphate (pH 7,5 ; 0,9 % NaCl) a été mélangé 

avec 300 µl de solution érythrocytaire (2%). Le mélange réactionnel a été incubé au bain-marie 

à 56°C pendant une demi-heure. Après incubation, les tubes ont été immédiatement refroidis à 

Inhibition de l’hémolyse (%) = (A1 – A2/A1) × 100 

300 µl de la solution                                           

érythrocytaire 2%                                                                                                                                                      

300µl extrait (0,2, 0,4, 0,6, 0,8 et 1mg/ml) 

dans PBS (NaCl 0,5, 0,7, 0,9 % pH = 7,4) 

Incubation 30 min à 37 °C 

Centrifugation à 2000 rpm pendant 10 min  Absorbances à 540 nm 
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l'eau de robinet, puis centrifugés à 2000 rpm pendant 10 minutes et l'absorbance de surnageant 

a été estimées à 540 nm.  

Parallèlement, un control positif a été réalisé en remplaçant l’eau physiologique par 300 

µl d’eau distillée provoquant ainsi une hémolyse totale (100 %).  

L'effet protecteur des extraits vis-à-vis d’un stress thermique a été comparé à celui de 

l'acide salicylique utilisée comme un anti-hémolytique de référence 

Le pourcentage de protection contre l’hémolyse induite par la chaleur est calculé en 

utilisant l’équation suivante : 

 

 

                                                                    

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : schéma récapitulatif des étapes du test de protection contre d’un stress thermique. 

 

II.6. Évaluation des activités antioxydantes des extraits de graine de Pinus pinea L. 

II.6.1. Piégeage du radical libre ABTS 

 La méthode de piégeage du radical libre ABTS est basée sur la capacité des composés 

à réduire le radical cationique ABTS•+. Le radical est formé par l’oxydation de l’ABTS incolore 

avec différents composés, comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2) ou le persulfate de 

potassium (Khan et al., 2012). 

 Le test de piégeage du radical libre ABTS a été évaluée comme décrit par Khan et al., 

2012. L’ABTS a été dissous dans l’eau distillée à une concentration de 7 mM. La solution du 

Protection (%) = 100 - (Do échantillon / Do contrôle) × 100 

300 µl d’hématocrite à 2 % + 300 µl des extraits (tanin ou saponine) / Acide 

salicylique à différentes concentrations (0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 et 1 mg/ml) 

Incubation 30 min a température de 56 °C 

Refroidissement et lecture à 

540 nm Centrifugation à 2000 rpm pendant 10 min  
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radical cationique ABTS++ a été obtenue en incubant pendant 12 à 16 h à l’obscurité et à la 

température ambiante un mélange a volumes égaux de la solution mère d’ABTS avec une 

solution de persulfate de potassium a 2,45 mM. La solution ABTS ++ a été diluée avec l’éthanol 

absolu jusqu’à l'obtention d'une absorbance de 0,700 ± 0,02 à 734 nm. 

 Un volume de 750 µl de la solution d’ABTS++ fraichement préparée a été mélangé avec 

25 µl d’extrait (tanin / saponine) préparé à différentes concentrations (1, 2, 4, 6, 8 et 10 mg/ml). 

Les absorbances sont mesurées à 734 nm après une incubation de 10 minutes à l’obscurité et à 

température ambiante. Trois essais ont été effectués pour chaque concentration de produit testé. 

La différence d’absorbance entre la solution d’ABTS en présence et en absence de l’échantillon 

reflète le potentiel des composés responsables de cette activité à réduire ce radical.  

L'activité de l'extrait a été comparée à celle des antioxydants synthétiques (Acide 

ascorbique, BHT et BHA). 

Les résultats exprimés en pourcentage d’inhibition (PI) et en CI50. 

 

 

Acontrôle : Absorbance du contrôle.  

Aéch : Absorbance d’échantillon.  

II.6.2. Le pouvoir réducteur de fer (FRAP) 

Beaucoup d’études ont indiqué d’une relation directe entre les activités antioxydants et 

le pouvoir réducteur (Bentabet et al., 2014). Cette méthode est utilisée pour évaluer le pouvoir 

réducteur des extraits à réduire le fer ferrique (Fe +3) en fer ferreux (Fe +2) (Koula et al., 2014). 

Le test FRAP a été évalué selon le protocole décrit par HAMDAOUI and HEDOUD 

(2019). Un volume de 80 µl d’échantillon préparé à différentes concentrations (1, 2, 4, 6, 8 et 

10 mg/ml) ou des antioxydants synthétiques (acide ascorbique : 0,01, 0,02, 0,04, 0,06, 0,08 et 

0,1 mg/ml) ; (BHT / BHA : 0,06, 0,08, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6 et 0,8) a été mélangé avec 250 µl de 

tampon phosphate (0,2 M ; pH=6,6) et 250 µl d’hexacyanoferrate de potassium à 1 %. Après 

une incubation dû à 50 °C pendant 20 min, 250 µl d’acide trichloracétique (TCA) à 10 % a été 

ajouté pour stopper la réaction, les tubes sont ensuite centrifugés a 3000 rpm pendant 10 

minutes.  

PI (%) = 100 (Acontrôle – Aéch) / Acontrôle 
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Figure 21 : test FRAP des extraits des graines de P. pinea L. (originale). 

Ensuite, un volume de 500 µl du surnageant de chaque tube a été mélangé avec 500 µl 

d'eau distillé et 500 µl d’une solution de FeCl3 a 0,1 %. Le mélange a été homogénéisé et laissé 

au repos à l’abri de la lumière pendant 10 minutes avant de mesurer les absorbances à 700 nm. 

L'augmentation de l'absorbance dans le milieu réactionnel indique une augmentation du pouvoir 

réducteur des extraits testés (Beddou et al., 2015). 

II.7. Évaluation de l’activité anti-inflammatoire des extraits in vivo 

➢ Principe  

L’injection de la carragénine sous l’aponévrose plantaire de la patte arrière gauche de la 

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

inflammatoire.  

Cette étude permet de comparer la réduction de l’œdème plantaire ou l’inhibition de 

l’inflammation après administration de doses égales du produit anti-inflammatoire à tester et 

du produit de référence correspondante (Diclofénac 75 mg). 

➢ Mode opératoire  

Le test consiste à évaluer l’effet anti-inflammatoire des extraits sur l’œdème des pattes 

postérieures après injection de la carragénine à 0,1 % sous l’aponévrose du coussinet plantaire 

chez les souris Swiss albinos. 

Les souris ont été réparties en 4 lots de 5 souris, dont le poids corporel est compris entre 

22 et 30 g. Ces souris ont été mises à jeun de 12 h à16 h la veille du test. La préparation des 

solutions administrées est illustrée en (Annexe 02). 

• Au temps T0 : Les souris des quatre lots ont été traitées comme suit : 
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Tableau V : Les différents traitements appliqués. 

 

Lots 

 

Traitement 

  

Lot de témoin                                   

 

 

Lot essai N° 1 

 

 

 

Lot essai N° 2 

 

 

 

Lots de référence 

Chaque souris reçoit par gavage 0,2 ml /s d’eau 

distillée. 

Chaque souris reçoit par gavage 0,2 ml /s d'extrait de 

saponine à une concentration de 100 mg / ml.  

 

Chaque souris reçoit par gavage 0,2 ml /s d'extrait de 

tannin à une concentration de 100 mg / ml.  

 

Chaque souris reçoit par gavage 0,2 ml /s de produit de 

référence (Diclofénac 75mg /Kg) à une concentration 

de 0,5 mg /ml. 

  

 

• Au temps T0 + 30 min : induction d’œdème (ou inflammation) par injection de la 

solution de carragénine à 0,1% au niveau de la patte postérieur gauche au milieu 

l’aponévrose du coussinet plantaire sous un volume de 0,025 ml pour chaque souris. 

 

• Au temps T0 + 4h : Les animaux ont été anesthésiés, après quelques minutes, les 

animaux ont été sacrifiées par une dislocation cervicale, puis les pattes gauches et 

droites ont été coupées à hauteur de l’articulation et pesées par une balance analytique.  

➢ Expression des résultats  

L'activité anti-inflammatoire est exprimée en variation de moyenne de poids de la patte 

droite et la patte gauche pour chaque lot et en pourcentage d’augmentation de l’œdème pour 

chaque groupe qui est calculé par la formule suivante (Sawadogo et al., 2008) : 

 

 

 

Mg : moyenne des pattes gauches.  

Md : moyenne des pattes droites. 

              % de l’œdème = (Mg – Md) / Md) x 100 
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Ainsi, en pourcentage d’inhibition de l’inflammation qui est calculé chez les souris 

traitées par rapport au témoin par la formule suivante : 

 

 

 

 

 

  

    

 

 

% d’inhibition de l’inflammation = (% de l’œdème témoin – % de l’œdème essai) / 

% de l’œdème témoin) x 100 

 

Répartition des lots 

Identification des souris 

T0 Administration des 

différentes solutions par gavage 

Après 30 min 
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Figure 22 : schéma récapitulatif des étapes du l’activité anti-inflammatoire des extrait aqueux de 

Pinus pinea L (originale). 

 

 

 

 Injection de carragénine sous 

l'aponévrose du coussinet plantaire 

de la patte arrière gauche 

Après 4 h 

Faire une anesthésie 

aux souris et les 

sacrifiés par dislocation 

cervicales 

Découpage des pattes 

gouaches et droites à 

hauteur de 

l’articulation et les 

pesées sur une balance 

analytique 
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I. Rendement d’extraction  

L’extraction qui est une méthode préliminaire très importante est faite par l’acétone et 

ultrasons pour l’extrait hydroalcoolique et l’éthanol 20 % pour l’extrait saponique. D’abord le 

solvant d’extraction est le paramètre qui conditionne le type d’éléments qui vont être extraits. 

L’extrait aqueux nous a permis d’extraire à haute valeur biologique. Ces derniers se trouvent 

dissouts dans le solvant d’extraction et sont récupérées par évaporation. 

Le rendement des extraits a été déterminé par rapport à 10 g de la matière végétale pour 

l’extrait saponique et 5 g pour l’extrait hydroalcoolique.  De plus la poudre des deux métabolites 

secondaires est très fine (subit une étape de délipidation par le soxhlet), ce qui augmente la 

surface de contact avec le solvant, permettant ainsi une meilleure libération des principes actifs 

(Moure et al., 2000).  

Tableau VI : Poids d’extraits secs et rendement correspondant des deux extraits tanins et saponines à 

partir des graines de Pinus pinea L. 

Extraits Poids d’extrait sec (g) Rendement (%) 

Tannin 0,887 8,87 

Saponine 1,259 12,59 

 

Le rendement correspond à la masse d’extrait après évaporation. Il se rapporte à la masse 

initiale de l’échantillon soumis à l’extraction et est exprimé en pourcentage. Dans notre travail 

les extraits obtenus avaient une consistance semi-solide plus ou moins visqueux dont l’extrait 

saponique a donné une couleur jaune clair avec un rendement de 8,87 %, ce taux est plus proche 

par rapport à celui rapporté par BOUZAHER (2019) avec un rendement d’extraction de 

Chenopodium quinoa 9,5 %.  

Tandis qu’extrait hydroalcoolique (tannin) a donné une couleur marron foncé avec un 

rendement plus élève qui est 12,98 % (Tableau VI), ce taux est plus élevé par rapport à celui 

rapporté par Pansera et al. (2004) le rendement de l’extraction d’Acacia mearnsii était 9,5 %. 

La méthode d’extraction dépendant aussi bien du matériel végétal que des molécules 

recherchées c’est-à-dire de la quantité des métabolites secondaires dans la plante est de l’aspect 

macroscopique de la poudre ; quand la quantité de ces métabolites augmente, et la poudre très 

fine, le rendement va augmenter. L’extraction est influencée par la méthode choisie en fonction 
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des composés phytochimiques à étudier. D’autres facteurs, comme le pH, la température, le 

rapport quantité de matière au volume du solvant, les intervalles de temps, le nombre et les 

étapes d’extraction individuelles, jouent également un rôle important dans cette procédure 

(Bonnaillie et al., 2012). 

II. Évaluation de l’activité antimicrobienne des extraits  

Dans le but d’estimer le potentiel antimicrobien des extraits de tannins et saponines des 

graines de Pinus Pinea L., des tests in vitro ont été réalisés pour évaluer leur capacité 

antibactérienne et antifongique. Plusieurs souches cibles ont été choisies dans ce contexte, car 

chacune d'entre elles possède des structures cellulaires et un métabolisme spécifique.  

La mesure de la capacité antimicrobienne a été effectuée par des antibiogrammes en 

milieu solide trypto-caséine de soja, qui mesurent la capacité d'un extrait à inhiber la croissance 

microbienne in vitro, suivis par des antibiogrammes en milieu solide des contrôles négatifs 

(DMSO) ou de l'eau par la méthode de diffusion en milieu solide. 

II.1. Effet des extraits sur la croissance des souches microbiennes (fongiques et 

bactériennes) 

Les résultats des tests antimicrobiens des extraits de tannins et de saponines des graines 

de Pinus Pinea L. sont regroupés dans les tableaux ci-dessous, et illustrés par les figures (01, 

02, 03, 04, 05 et 06) (Annexes 03). 

L’activité antimicrobienne vis à vis des micro-organismes analysés dans la présente 

étude a été évaluée qualitativement et quantitativement en fonction de la présence ou l’absence 

de zones d’inhibition et le diamètre de la zone par rapport à l’amoxicilline et à la Nystatine 

utilisés comme antibiotique et antifongique de référence, respectivement. (Hadjer and 

Ibtissam, 2017). 

La variation de la sensibilité microbienne vis-à-vis de l’extrait tannique des graines de 

P. pinea L. est confirmée par l’existence de différences dans les diamètres d’inhibition aux 

diverses concentrations d’extrait, comme l’indique le tableau ci-dessous. 

L’extrait tannique s’est révélé actif envers cinq souches microbiennes (Staphylococcus 

aureus, Salmonella enterica ssp, Escherichia coli, Candida albicans, Aspergillus brasiliensis) 

mais à des degrés différents et inactif envers une seule souche bactérienne (Pseudomonas 

aeruginosa). 
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Tableau VII : Diamètres des zones d’inhibition en mm de la croissance des souches microbiennes 

vis-à-vis de l’extrait tannique des graines de Pinus pinea L. à 5, 10, 15 et 30 mg/ml. 

Les souches Témoins (mm) Zone d’inhibition (mm) 

DMSO   Nystatine Amoxicilline  Concentrations (mg/ml) 

5 10 15 30 

E-coli R 
    / 

33 (S) 00 (R) 00 (R) 14 (S) 16 (S) 

Staphylococcus 

Aureus 

      R 
    / 

34 (S) 00 (R) 11 (S) 00 (R) 00 (R) 

Salmonella 

enterica ssp 

      R 
    / 

34 (S)  00 (R) 14 (S) 17 (S) 13 (S) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

      R 

   / 

36 (S) 00 (R) 00 (R) 00 (R)  00 (R) 

Candida 

albicans 

      R     29 (S)  
    / 

00 (R) 00(R) 09 (S) 11 (S) 

Aspergillus 

brasiliensis 

      R     30 (S)  
    / 

00 (R) 00 (R) 00 (R) 28 (S) 

R : croissance microbiennes (Résistant) ; S : pas de croissance microbiennes (Sensible). 

L’extrait tannique à différentes concentrations a montré une faible activité vis-à-vis 

Staphylococcus aureus et Candida albicans avec un diamètre de zone d’inhibition de 11 mm 

aux concentrations de 10 et 30 mg/ml. Une faible activité envers les trois souches bactériennes 

E-coli, Staphylococcus aureus et Salmonella enterica ssp a également été observée. Cependant, 

l'extrait tannique a montré une activité importante vers la souche fongique Aspergillus 

brasiliensis avec un diamètre important allons jusqu’à 28 mm a une concentration de 30 mg/ml 
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par rapport au contrôle positif (Nystatine) et au contrôle négatif (DMSO). De plus, une absence 

d’activité envers la souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa a été observée.  

Les résultats montrent une faible efficacité des extraits des graines de P. pinea L. sur les 

souches bactériennes testées. Cependant, l’absence de zones d’inhibition ne signifie pas 

nécessairement l’inactivité de l’échantillon, parfois certains produits diffusent plus lentement 

dans le milieu de culture (Bensizerara et al., 2013). 

Selon Djahra et al. (2013) les tanins ont été rapportées comme bactériostatique ou 

bactéricide sur plusieurs souches bactériennes. L’acide tannique peut inhiber la croissance des 

bactéries des aliments et des bactéries intestinales humaines. 

L'extrait tannique étudié a montré une forte activité antifongique, les tannins étant des 

substances de la famille des polyphénols, leur activité antifongique est justifiée par les 

mécanismes par lesquels ces composés réagissent. En effet, ils peuvent interférer avec les 

biomembranes en provoquant un dysfonctionnement ou une destruction cellulaire. Il s'agit d'un 

mécanisme par lequel la croissance mycélienne peut être réduite ou totalement inhibée. Les 

flavane-3-ols et les tannins sont connus pour avoir la capacité de supprimer un certain nombre 

de facteurs de virulence microbienne et l’inhibition des enzymes par adhésion aux protéines 

(Daglia, 2012; Mohammadi et al., 2014). 

Certains tannins sont connus pour se lier aux protéines ; ils pourraient donc 

probablement induire une modification de la perméabilité membranaire et permettre ensuite 

l’entrée dans la cellule fongique, d’autres composés qui posséderaient une activité cytotoxique 

et donc antifongique (Mansour, 2014). 

D’après le tableau ci-dessous, il y a une grande résistance des souches microbiennes 

Candida albicans et Pseudomonas aeruginosa à différentes concentrations vis-à-vis de l’extrait 

de saponine. Cela pourrait être du a plusieurs facteurs, parmi lesquels : l’extrait diffuse mal 

dans un milieu gélosé ou l’extrait de saponine (brutes) n’est pas actif.  En comparant avec les 

résultats trouvés par Athamena et al. (2010); (Wafa, 2021), aucune inhibition de la croissance 

n’est observée avec les extrais saponiques (Extrait brut, Extrait acétate d’éthyle et Extrait n-

Butanal) des graines de cumin vis-à-vis de Candida albicans. 

La résistance des souches microbiennes peut être attribuée à l’incapacité de l’agent 

antimicrobien de diffuser uniformément dans le milieu trypto-caséine soja. Le choix de solvant, 
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ainsi que les conditions d’extraction peuvent également affecter les activités biologiques 

médiées par ces métabolites (Sihem, 2017). 

Tableau VIII : Diamètres des zones d’inhibition en mm de la croissance des souches microbiennes 

vis-à-vis l’extrait de saponine des graines de Pinus pinea L. à 5, 10, 20 et 30 mg/ml. 

Les souches 

Microbiennes 

Témoins (mm) Zone d'inhibition (mm) 

DMSO Nystatine Amoxicilline 

  

Concentrations (mg/ml) 

5 10 20 30 

E-coli R     / 33 (S) 00 R) 15 (S) 16 (S) 14 (S) 

Staphylococcus 

Aureus 

      R    / 34 (S) 00 (R) 12 (S) 14 (S) 14 (S) 

Salmonella 

enterica ssp 

      R    / 34 (S) 10.98 14 (S) 14 (S) 16 (S) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

      R    / 36 (S) 00 (R) 00 (R) 00 (R) 00 (R) 

Candida 

albicans 

      R 29 (S)     / 00 (R) 00 (R) 00 (R) 00 (R) 

Aspergillus 

brasiliensis 

      R 30 (S)     / 00 (R) 00 (R) 20 (S) 00 (R) 

R : croissance microbiennes (Résistant) ; S : pas de croissance microbiennes (Sensible). 

 Des zones d’inhibition important de l’extrait de saponine ont été observées contre 

l’Aspergillus brasiliensis avec une zone d’inhibition de 20 mm à une concentration de 20 

mg/ml. Par ailleurs, des zones d’inhibition moins importantes ont été observées contre deux 
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souches bactériennes Gram + (E. coli, staphylococcus aureus) et une souche Gram – (Salmonella 

ssp), les zones d'inhibition étaient compris entre 10 mm - 16 mm de diamètre.  

L'hypersensibilité de la souche S. aureus peut être probablement due à la sensibilité des 

bactéries Gram (+) aux changements environnementaux externes, tels que la température, le 

pH, et les extraits naturels grâce à l'absence de la membrane externe (Dumitrescu et al., 2010; 

Grohs, 2009). La grande sensibilité des bactéries Gram (+) par rapport aux bactéries Gram (-) 

a déjà été observée dans plusieurs études précédentes (Georgantelis et al., 2007; Sadou et al., 

2015), ceci s'explique par la complexité de la membrane cellulaire des bactéries Gram (-) qui 

possèdent une couche supplémentaire par rapport aux bactéries Gram (+). 

La membrane externe des bactéries Gram-négatives est constituée de phospholipides, 

de protéines et de lipopolysaccharides, cette membrane est imperméable à la plupart des 

molécules, ce qui peut constituer une barrière aux agents chimiques. Néanmoins, la présence 

de porines au sein de cette couche permet la diffusion libre de molécules dont la masse 

moléculaire relative est inférieure à 600 Da (Georgantelis et al., 2007). 

Nos résultats sont comparables à ceux trouvés par Maatalah et al. (2012) pour l’extrait 

de Tirmania pinoyi, qui a montré une activité inhibitrice sur S. aureus (16 mm) et Salmonelle 

(11.6 mm), d'autre part ils ont signalés la sensibilité d’E. coli. Sparg et al. (2004) ont rapportés 

que les saponines 5-spirostan-3-ol ont montré une activité antimicrobienne, aussi bien sur des 

organes procaryotes qu’eucaryotes, mais seulement à de faibles densités cellulaires. En outre, 

l'activité antimicrobienne des saponines triterpénoïdes, Nudicaucins A, B et C et saponine 

guaiacin D isolées d’Hedyotis nudicaulis (Rubiaceae) évaluée contre Bacillus subtilis a été 

rapportée comme étant que fable (Amzal, 2010). 

La souche de levure Candida albicans s'est avérée résistante à l’extrait de saponine avec 

un diamètre d’inhibition de 00 mm. Ceci peut être expliqué soit par l’absence des molécules 

fortement antimicrobiennes, soit les molécules de saponines ne sont pas assez suffisantes en 

nombre, car la cellule de cette levure est un peu plus volumineuse et soit par la faible capacité 

des composés antimicrobiens présents dans l’extrait à diffuser efficacement dans le milieu 

trypto-caséine-soja (TCS ; milieu 11) (Beddou, 2015). En revanche, Aspergillus brasiliensis 

s’est révélé sensible à l’activité antifongique de l'extrait de saponine avec une zone d’inhibition 

de 20 mm à une concentration de 20 mg/ml.  

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir antimicrobien des extraits n’est pas le 

même, sachant que les mêmes concentrations d’extrait a été appliquées pour les six souches 
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microbiennes. On constate que l’inhibition de la croissance varie en fonction de l’espèce 

microbienne, la concentration et également la nature de produit testé. 

Le contrôle négatif (DMSO) n’a exercé aucune activité inhibitrice, les colonies se 

développent normalement en présence de DMSO, donc c’est un bon diluant pour notre extraits 

(tanin et saponine). 

Les résultats ont montré que les extraits des graines Pinus pinea L. ont des propriétés 

antifongiques bien plus que des propriétés antibactériennes.  

III.  Evaluation de l’activité anti-hémolytique des extraits  

L’activité anti-hémolytique des deux extraits a été évaluée en provoquant l’hémolyse 

par des solutions salines avec des concentrations croissantes en NaCl et de chaleur qui induisent 

la désorganisation de la membrane et la libération de l’hémoglobine donnant au surnageant une 

coloration rouge en fonction de la proportion d’hémolyse. 

III.1. Effet protecteur des extraits vis-à-vis d’un stress osmotique    

  Un milieu hypotonique est un milieu dans lequel la pression est inférieure à la pression 

intracellulaire ; ce déséquilibre induit une diffusion de l'eau vers l'intérieur de la cellule (milieu 

hypertonique) à travers la membrane. 

L'entrée massive d'eau dans la cellule hématopoïétique provoque son gonflement et son 

éclatement, libérant son contenu cytoplasmique, notamment de l'hémoglobine, ce qui constitue 

le phénomène d'hémolyse. Ce dernier est observé à des concentrations de NaCl inférieures ou 

égales à 0,9 %. 

L’influence des extraits de tannins et de saponines des graines de P. pinea L. sur la lyse 

osmotique des hématies est déterminée en mesurant l’inhibition de l’hémolyse à des 

concentrations croissantes de solutions salines. Les résultats obtenus dans cette partie sont 

présentés dans les figures 23 et 24, exprimant le pourcentage de protection vis-à-vis de 

l’hémolyse induite par hypotonicité en fonction des concentrations des extraits. 

Nous notons une croissance proportionnelle entre la concentration des extraits et le 

pourcentage de protection pour toutes les concentrations salines utilisées. Le pourcentage de 

protection contre de l’hémolyse des deux extraits a varié avec la concentration dans une gamme 

de 28,52 à 66,72 %. 
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L’effet protecteur maximal des extraits est enregistré à une concentration de 1 mg/ml. 

Dans le cas des saponines, ces derniers ont présenté un pourcentage de protection de de 66,72 

± 0,415 %, 64,71 ± 1,344 % et 61,35 ± 1,028 % pour des concentrations en NaCl de 0,5%, 0,7% 

et 0,9%, respectivement. L’effet protecteur maximal des tannins étaient respectivement de 

60,35 ± 0,711 %, 61,91 ± 1,107 % et 54,42 ± 0,553 % pour des concentrations en NaCl de 

0,5%, 0,7% et 0,9%. Ces données indiquent un effet protecteur relativement important des 

extraits contre l’hémolyse induite par des solutions salines à des concentrations de 0,5% et 0,7% 

en NaCl.  

En comparant nos résultats avec l'acide salicylique, ce dernier a montré un pourcentage 

de protection plus élevé contre l'hémolyse induite par des solutions salines de 0,5 % et 0,7 de 

NaCl (88,366 ± 0,158 % et 83,445 ± 0,533 %, respectivement) et un pourcentage de protection 

plus faible par rapport aux saponines à une solution saline de 0,9 % de NaCl (53,02 ± 0,316 %). 

Cependant, des résultats proches ont été observés pour les tanins et l'acide salicylique à une 

solution saline de 0,9 % de NaCl. 
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Figure 23 : Pourcentage de protection des hématies vis-à-vis du stress osmotique en fonction des 

différentes concentrations de l'extrait de saponine des graines de Pinus pinea L. 
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Figure 24 : Pourcentage de protection des hématies vis-à-vis du stress osmotique en fonction des 

différentes concentrations de l'extrait tannique des graines de Pinus pinea L. 
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Figure 25 : Pourcentage de protection des hématies vis-à-vis du stress osmotique en fonction des 

différentes concentrations de l'acide salicylique. 

Dans cette étude, il a été constaté que l’inhibition de l’hémolyse augmentaient avec 

l’augmentation de la concentration des extraits et le contraire avec l’augmentation du NaCl dans 

la plupart des cas ; tannin, saponine et acide salicylique. Ces résultats sont comparables à ceux 

enregistrés par Moualek et al. (2016) sur l’extrait aqueux d’Arbutus unedo, avec des 
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pourcentages de protection qui sont respectivement de 46,15, 79,53, 70,78, 71,95 et 76,46 % 

aux concentration de 0,1, 0,3, 0,5, 0,7 et 0,9 % de NaCl. 

L’exposition des érythrocytes aux substances nocives, comme un milieu hypotonique, 

entraine une lyse de la membrane accompagnée d'une l’hémolyse et d'une oxydation de 

l’hémoglobine ; dans un milieu isotonique, les hématies tentent de maintenir un équilibre entre 

la concentration ionique du milieu extracellulaire et celle du milieu intracellulaire. Dans une 

solution hypotonique, l’afflux d’eau est supérieur que la fuite ainsi, l’eau pénètre dans l’hématie 

(selon son gradient de concentration), qui gonfle et devient sphérique. La membrane cellulaire 

est relativement inélastique et ne se rompant qu'après une très légère augmentation de volume, 

l’hématie subit ainsi l’hémolyse, qui provoque l’ouverture des pores membranaires dénommés 

pores d’hémolyse, laissant la membrane cellulaire vide (RAHMANI et al., 2016). 

La capacité anti-hémolytique des extraits peut être attribuée à leur activité antioxydante. 

Cette efficacité est attribuée au fait que les globules rouges sont les principales cibles des 

radicaux libres, en raison de leur richesse en acides gras polyinsaturés (acide linoléique, acides 

arachidoniques en particulier). De plus, les globules rouges sont particulièrement exposés aux 

dommages oxydatifs endogènes en raison de leur rôle spécifique de transporteur d'oxygène 

(Paiva-Martins et al., 2014; Paiva‐Martins et al., 2009) et du transport de l'O2 qui est lié à 

l'hémoglobine (Samir and Benasam, 2018). Lorsque les antioxydants sont consommés, les 

radicaux libres vont agir sur les parois des érythrocytes, provoquant leur éclatement. S'il existe 

des composés ayant une activité antioxydante dans l'environnement, l'hémolyse sera 

logiquement retardée (Arbos et al., 2008). 

La présence d’une substance antioxydante dans le milieu va retarder le phénomène 

d’hémolyse en protégeant les érythrocytes contre l’agression des radicaux libres. Il existe 

plusieurs antioxydants tels que la vitamine E, la vitamine C et les flavonoïdes qui inhibent 

l’hémolyse (Tabart et al., 2009). 

D’après da Silva et al. (2002), une saponine stéroïdienne isolée d’Agave attenuata a 

inhibé l’augmentation de la perméabilité vasculaire causée par l’acide acétique et elle n’a pas 

été accompagnée par un effet hémolytique indésirable contrairement aux  (Ahn et al., 1998; 

Estrada et al., 2000; Mølgaard et al., 2000; Sindambiwe et al., 1998; Wink et al., 2001), 

qui ont rapportés que les saponines avaient la capacité de lyser les érythrocytes. 

Il a été démontré que l’incorporation des composés phénoliques, notamment de tannins 

(propriété de précipitation des protéines) et de flavonoïdes dans la membrane érythrocytaires 
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améliorent la stabilité de cette dernière contre la lyse hypotonique. Cette propriété peut 

s’expliquer par l’augmentation du rapport volume/surface cellulaires qui pourrait être obtenue 

soit par une expansion de la membrane, soit par une rétraction cellulaire.  Les polyphénols 

possèdent de nombreux effets biologiques, principalement attribués à leur effets antioxydants, 

notamment l’inhibition de la peroxydation et chélation des métaux de transition par des 

flavonoïdes et des glycosides (Ebrahimzadeh et al., 2010; Rabiei et al., 2012). 

De plus, la déformation et le volume cellulaire des érythrocytes sont étroitement liés au 

contenu intracellulaire en calcium. Par conséquent, on peut suggérer que l’effet protecteur des 

extraits serait dû à leur capacité à modifier l’influx de calcium dans les érythrocytes (Chopade 

et al., 2012). 

III.2. Effet protecteur des extraits vis-à-vis d’un stress thermique  

L’effet stabilisant des extraits des graines de Pinus pinea L. étudiée face à la lyse 

érythrocytaire induite par la chaleur est illustré dans la figure 26. Les résultats sont exprimés 

en pourcentage de protection par rapport à la concentration des extraits étudiés et comparés au 

standard (Acide salicylique). 
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Figure 26 : Pourcentage de protection des hématies vis-à-vis de la lyse induite par un stress thermique 

en fonction des différentes concentrations d’acide salicylique et des extraits. 

Pour des concentrations allant de 0,1 à 0,8 mg/ml les extraits ont montré une activité 

anti-hémolytique avec des pourcentages de protection allant de (46,49 à 57,21 %). Ces données 

sont nettement très proches à celle de l'acide salicylique (42,16 à 77,27 %). 
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D’après Gershfeld and Murayama (1988), les érythrocytes exposés à des températures 

relativement élevées se déforment progressivement pour devenir sphériques. Ainsi, la 

perturbation de leurs membranes diminue leur capacité à résister à l’hémolyse. L’effet 

protecteur contre la lyse érythrocytaire induite par la chaleur peut être expliqué par l’interaction 

des extraits avec les protéines membranaires, inhibant ainsi leur dénaturation (Lepock et al., 

1989). 

Par ailleurs, L’activité anti-hémolytique exercée par l'extrait de tanins des graines de 

Pinus pinea L. est probablement liée à leur propriété partagée avec les polyphénols 

(précipitation des protéines). Certaines polyphénols se fixent sur les protéines membranaires en 

induisant un changement de leur conformation (Leong et al., 2014), et d’autres se lient à la 

PLA2 par des interactions hydrophobes avec trois acides aminés de site actif de l’enzyme (da 

Silva Nunes et al., 2011).  

Sowndhararajan et al. (2011), ont montré que dans le modèle d’hémolyse in vitro, les 

composés phénoliques présents dans la suspension érythrocytaire peuvent bloquer la chaine de 

propagation des radicaux peroxyles dans la phase aqueuse en piégeant ces radicaux avant qu’ils 

attaquent les lipides de la membrane érythrocytaire, et ce faisant, ils vont arrêter et inhiber ou 

retarder l’hémolyse. Ainsi, plusieurs études ont suggéré que les polyphénols retardent la 

solubilisation et inhibent l’oxydation de la trame lipidique et protègent les cellules, non 

seulement en piégeant les radicaux libres, mais aussi en modifiants les propriétés de la 

membrane cellulaire (Singh and Rajini, 2008; Suwalsky et al., 2007). 

Selon Francis et al. (2002a); (Patra and Saxena, 2009) les saponines 

monodesmosidiques (avec une seule chaine glucidique) peuvent plonger dans la biomembrane 

avec leur chaine lipophile complexant le cholestérol, alors que leur chaines glucidique 

hydrophile se lie aux glycoprotéines et aux glycolipides extracellulaires, ce qui en résulte une 

perturbation de la fluidité et la perméabilité des biomembranes contrairement aux saponine 

bidesmosidiques (avec deux chaines glucidiques) ne peuvent pas interagir de la même manière 

avec la biomembrane. Cela suggère que l’hémolyse est en relation avec la structure des 

saponines. 

D’après (Voutquenne-Nazabadioko et al., 2013); Woldemichael and Wink (2001) 

les saponines monodesmosidique sont plus actives sur la membrane cellulaire que les saponines 

bidesmosidiques. L’extrait saponique est donc probablement, riche en saponines 

monodesmosidiques. 
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Selon Sangeetha and Vidhya (2016), l’activité anti-hémolytique des extraits végétaux 

est probablement due à leur effet inhibiteur sur les enzymes impliquées dans la production des 

médiateurs chimiques de l’inflammation ainsi que sur le métabolisme de l’acide arachidonique. 

IV. Evaluation de l’activité antioxydante des extraits  

L’activité antioxydante des extraits de saponines et de tannins des graines de Pinus 

pinea L. a été étudiée en évaluant leur pouvoir réducteur et leur capacité antiradicalaire en 

utilisant des tests FRAP et ABTS, respectivement. 

IV.1. Test de piégeage du radical ABTS+ 

Lors de la mise en œuvre de ce test, l’ABTS incolore est préalablement oxydé avec du 

persulfate de potassium (K2S2O8) pour former le radical cationique ABTS+ de coloration bleu-

vert. L’addition d’un composé antioxydante engendre la réduction du radical ABTS+ en ABTS. 

L’activité antioxydante est déterminée par la décoloration de la solution et s’exprime par le 

pourcentage d’inhibition (PI) de l’absorbance a 734 nm, longueur d’onde à laquelle le radical 

ABTS+ présente une bande d’absorbance caractéristique (Moon and Shibamoto, 2009; 

Osman et al., 2006). 
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Figure 27 : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS+ par les extraits de saponines et de tannins des 

graines de Pinus pinea L. 

Les résultats de l'activité anti-radicalaire obtenus pour les extraits, l'acide ascorbique, 

BHA et BHT sont présentés dans les figures 27, 29 et 30.  
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Le radical ABTS+ a été inhibé de façon importante à toutes les concentrations testées. 

À la plus faible concentration (1 mg/ml), l’extrait de saponines a inhibé 49,55 ± 0,091 % du 

radical ABTS+ et 33,31 ± 0.091 % pour celui de l’extrait tannique. Tandis qu’à des 

concentrations allant de 6 à 10 mg/ml, les deux extraits des graines de Pinus pinea L. ont 

présenté un pourcentage d'inhibition totale de 100 %. D'autre part, le BHA, le BHT et l'acide 

ascorbique ont montré un PI de 100 % à des concentrations de 0,8 et 0,08 mg/ml, 

respectivement.  

 

Figure 28 : Formation du radical cation ABTS+ à partir de l’ABTS. 

Les concentrations qui inhibent 50 % du radical ABTS+ (IC50) sont représentées dans le 

tableau IX. 

Tableau IX : les valeurs des CI50 (mg/ml) des extraits des graines de Pinus pinea L. et des 

antioxydants synthétiques. 

 Tannins Saponines Acide ascorbique BHT BHA 

IC50 (mg/ml) 1,747 1,074 0,056 0,1 0,081 

 

La capacité antioxydante des différents extraits a été déterminée à partir de la IC50, qui 

est la concentration nécessaire pour réduire 50 % des radicaux. Plus la valeur de la IC50 est 

basse, plus l’activité antioxydante d’un composé est élevée (Locatelli et al., 2009). L’extrait 

tannique et l’extrait de saponines ont présentés des capacités importantes de neutralisation des 

radicaux libres, avec des IC50 de 1,75 et de 1,07 mg/ml, respectivement. En comparant la 

capacité antioxydante de nos extraits avec celle de l’acide ascorbique (0,06 mg/ml), du BHT 
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(0,1 mg/ml) et du BHA (0,08 mg/ml), nous constatons que l'activité des extraits a piégés le 

radical ABTS+ est bien inférieur à celle des antioxydants synthétiques.  
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Figure 29 : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS+ de l’acide ascorbique. 
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Figure 30 : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS+ du BHT et BHA. 

Selon l'étude de Huong et al. (1998), les résultats ont montré que les saponines du 

ginseng vietnamien (Panax vietnamensis) ont une action protectrice aux doses de 0,05-0,5 

mg/ml contre les radicaux libres in vivo et in vitro. Cependant, l'activité a été attribuée aux 

composants mineurs tels que l'alpha-hédérine, l'hederasaponin-C et les hederacolchisides-E et 

F (Gülçin et al., 2004). 
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Selon Liang et al. (2020), les tannins ont la particularité d’inhiber la peroxydation des 

lipides en agissant comme donneur des protons et accepteur des radicaux libres, stoppant ainsi 

le mécanisme d’auto-oxydation, comme les procyanidines (Luo et al., 2018). Des travaux 

similaires ont confirmé que Les tannins hydrolysables et condensés sont 15 à 30 fois efficaces 

que les phénols simples (Peronny, 2005). 

Ceci est en accord avec d'autres études menées sur d'autres plantes médicinales dont les 

travaux de Bechegaoui et al. (2019) réalisés sur des extraits de Nigella Sativa L. qui ont mis 

en évidence une forte activité antioxydante de l'extrait alcoolique et de l'huile essentielle des 

gaines de Nigella. Ces mêmes études ont montré que Nigella Sativa L., est une espèce riche en 

composés phénoliques qui sont responsables de nombreuses activités biologiques dont l'activité 

antioxydante (Talbi et al., 2014; Talbi et al., 2015). 

IV.2. Test de pouvoir réducteur  

Le pouvoir réducteur des extraits des graines de Pinus pinea L. est mesuré en suivant la 

réduction directe de fer ferrique (Fe3+) du complexe ferricyanure (Fe3+(CN)6) en fer ferreux 

(Fe2+) dans un milieu acidifié par TCA et qui est déterminée par la détection 

spectrophotométrique de complexe (Fe3+)4[Fe+2(CN)6]3 ayant une forte absorption a 700 nm 

(Boukhemkhem et al., 2019). Cette réaction se traduit par un changement de couleur du 

ferricyanure de potassium du jaune au bleu-vert avec une augmentation de l’absorbance, ce qui 

indique l'augmentation du pouvoir réducteur des échantillons étudiés (Zou et al., 2004). 

Les résultats du pouvoir réducteur obtenus pour les extraits de pignons, l'acide 

ascorbique, le BHA et le BHT sont représentés dans les figures 31, 32 et 33. 

D'après les résultats, il est observé que le pouvoir réducteur des extraits et des 

antioxydants synthétiques était proportionnel à la concentration. 

Les extraits de saponines et de tanins, à une concentration de 10 mg/ml, ont présenté 

une absorbance de 1,265 ± 0,014 et 0,896 ± 0,0014, respectivement. En comparant ces résultats 

avec ceux des antioxydants synthétiques, le BHA et le BHT ont présenté une absorbance égale 

à 2,490 ± 0,111 et 0,57 ± 0,015, respectivement, à une concentration de 0,8 mg/ml, tandis que 

l'acide ascorbique a présenté une absorbance de 0,386 ± 0,002 à une concentration de 0,1 

mg/ml. Les résultats indiquent que le pouvoir réducteur des extraits des graines de P. pinea L. 

est très inférieur à celui des antioxydants synthétiques. 
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Figure 31 : Variation des absorbances du pouvoir réducteur des tannins et saponines à différentes 

concentrations. 

0,01 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

Concentration (mg/ml)

P
o

u
rc

en
ta

g
e 

d
'i

n
h

ib
it

io
n

 (
%

)

 

Figure 32 : Variation des absorbances du pouvoir réducteur de l'acide ascorbique à différentes 

concentrations. 



                                                                                         Résultats et Discussions   

  

56 

0,06 0,08 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
0

1

2

3

Concentration (mg/ml)

D
O

 (
70

0 
nm

)

BHT

BHA

 

Figure 33 : Variation des absorbances du pouvoir réducteur du BHA et BHT à différentes 

concentrations. 

Des études similaires sur le pouvoir réducteur ont été réalisées sur les extraits aqueux et 

les huiles essentielles de la plante de P. halepensis Mill. Les auteurs ont rapporté que le pouvoir 

réducteur des extraits était principalement dû à la composition chimique des extraits, qui était 

riche en composés phénoliques. Ces composés, grâce à leurs propriétés redox, agissent en tant 

qu’agents réducteurs, donneurs d’hydrogène et d’oxygène singulier afin de neutraliser les ERO 

(Djerrad et al., 2015). 

La différence entre les extraits de saponine et de tanin peut être interprétée par la 

présence des molécules polaires telles que les composés phénoliques hydroxylés ou les 

molécules glycosylées, ainsi que la teneur en ces composés (Keeragalaarachchi et al., 2016; 

Siddhuraju and Manian, 2007; Soobrattee et al., 2005). Généralement, les propriétés 

réductrices sont associées à la présence des composés qui exercent leur action en brisant la 

chaîne des radicaux libres par un intermédiaire pour donner un atome d'hydrogène et les 

convertit en produits plus stables (Chahmi et al., 2015). 

Kumarappan et al. (2012a), ont rapporté que l’activité antioxydante des composés 

naturels peut avoir une corrélation réciproque avec leur pouvoir réducteur du fer (Guettaf et 

al., 2016; Kumarappan et al., 2012b). De plus, de nombreux auteurs considèrent le pouvoir 

réducteur des extraits comme un indicateur significatif de son pouvoir antioxydant potentiel (Li 

et al., 2001; Liu et al., 2013a; Liu et al., 2013b). 
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V. Evaluation de l’activité anti-inflammatoire in vivo 

L'étude a été menée pour évaluer l'activité anti-inflammatoire des extraits des graines 

entières de Pinus pinea L. Les expériences ont été réalisées sur le modèle d'œdème de la patte 

de souris, induit par 0,1% de carragénine. Les extraits de tanins et de saponines ont été testés à 

une dose de 10mg/kg, administrée par gavage (voie orale). Les résultats obtenus ont été 

comparés à ceux du médicament Diclofénac, qui est un anti-inflammatoire non stéroïdien, et 

du contrôle physiologique. 

Le développement des œdèmes induit par la carragénine sur les différents groupes testés 

a été observé et pesé sur une balance analytique. Les différents résultats obtenus sont 

représentés dans le tableau X et mettant en valeurs le poids moyen des pattes gauches et droites 

et les pourcentages de réduction de l'œdème. 

Tableau X : L'effet des extraits de saponines et tannins des graines complètes de Pinus pinea L. et du 

Diclofénac sur l’œdème de la patte induit par la carragénine. 

Lots                       

  

Md 

 (Moy en d ± Et) 

 

 

Mg 

(Moy en g ± Et) 

 

     % 

d’œdème 

 % de réduction 

d’œdème 

 

   

Saponines 

(10mg/kg) 

0,1496 ± 0,019  0,1932 ± 0 ,029          29,14    75,65 ± 0,562    

Tannins 

(10mg/kg) 

0,1374 ± 0,014  0,1782 ±0,012   29,69  75,19 ± 2,503   

Témoin 0,1243 ± 0,012  0,273±0,258    100  /    

Référence 

(Diclofénac) 

(0,5 mg/kg) 

0,1391 ± 0,012  0,1608 ± 0,01 15,56      86.99 ± 1,674 

 

   

Md : moyenne des pattes gauches 

Mg : moyenne des pattes droites 

En examinant les résultats, on constate une augmentation du poids de l’œdème après 

injection de carragénine. L'injection de cette substance provoque une inflammation locale 

causée par une lésion tissulaire, cette lésion tissulaire induit la synthèse de plusieurs médiateurs 

chimiques qui sont responsables du processus inflammatoire tels que l'histamine, les 

prostaglandines, les leucotriènes, le PAF (facteur d'activation p1aquettaire), les cytokines, le 

NO (monoxyde d'azote) et le TNF (facteur de nécrose tumorale) (Dellai et al., 2013). 

L’induction de l'œdème par la carragénine est considéré comme un signe caractéristique de 
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l'inflammation et un paramètre très important dans l'évaluation de l'activité anti-inflammatoire 

de plusieurs composés (Morris, 2003).  

Les souris du groupe témoin ont développé un œdème de la patte de 100% (Tableau 

X). Dans le groupe de souris traitées avec l'extrait de saponine (10 mg/kg), on observe une 

réduction de l'œdème de la patte par rapport à celui du groupe témoin, l'œdème a été réduit de 

100% à 29,14%, ce qui correspond à un pourcentage de réduction de l'œdème de 75,65 ± 0,562 

%. D'autre part, l'extrait de tanin (10 mg/kg) a montré un pourcentage de réduction de l'œdème 

proche de celui des saponines (75,19 ± 2,503 %). En comparant aux souris du groupe contrôle 

négatif, L’administration du Diclofénac (0,5 mg/kg) a entrainé une diminution du 

développement de l'œdème, avec un pourcentage de réduction de l'œdème de 86,99 ± 1,674 %. 
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Figure 34 : Pourcentage de réduction de l’œdème par les extraits des grains de Pinus pinea L.et le 

Diclofénac 75mg. 

Les résultats ont montré que les extraits des graines de P. pinea L. à une concentration de 

10 mg/kg présentaient une activité anti-inflammatoire importante. De plus, l'activité des 

extraits, comparée à celle du Diclofénac, était proche. Ce qui suggère que les extraits de tannins 

et de saponines de pignons de pin possèdent un pouvoir anti-inflammatoire prometteur. 

Alaoui et al. (1998), ont rapporté qu'à une dose de 10 mg/kg de l'extrait de saponine d’Argania 

spinosa, la diminution de l'œdème a été observée. Sachant qu'à des doses de 50 mg/kg à 100 
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mg/kg, l'effet anti-inflammatoire de l'extrait a été semblable à celui de l’indométacine (anti-

inflammatoire non-stéroïdien) aux doses de 10 à 20 mg/kg. 

 Amzal (2010), ont rapporté qu'in vivo les saponines isolées de Bupleurum rotundifolium 

L. ont montré une activité anti-inflammatoire contre l’œdème d’oreille induit par 12-O-

tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) et l’inflammation chronique de la peau. L'activité anti-

inflammatoire des saponines isolée a été suggérée comme étant liée à leur structure chimique. 

L'activité anti-inflammatoire exercée par les extraits des graines de P. pinea L. pourrait 

s'interpréter par l'inhibition de la synthèse des substances pro-inflammatoires. Cette inhibition 

pourrait être due à la présence de composants actifs ayant un pouvoir anti-inflammatoire. Ces 

composés peuvent exercer leurs propriétés anti-inflammatoires à de multiples niveaux,  à 

travers la modulation des voies de signalisation des MAPK (Mitogen activated protein kinases 

(Chen et al., 2000; Guo et al., 2009), des protéines kinases B, des facteurs de transcription AP-

1 et NF-Kb (Nuclear factor kB) (Manna et al., 2000; Romier et al., 2008), l'inhibition de la 

production de cytokines et de chimiokines inflammatoires, la suppression de l'activité des iNOS 

(nitricoxidesynthase) et des cyclooxygénases (COX) (Donnelly et al., 2004; O’Leary et al., 

2004), et en diminuant la production de ROS/RNOS (Reactive oxygen species/Reactive 

nitrogen species) et de COX qui ont un rôle crucial dans l'inflammation (Ichikawa et al., 2006; 

Mourão, 2013). 
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Les plantes médicinales de la nature présentent une source indéfinie des molécules 

bioactives, ces molécules résultant des métabolites secondaires produits à partir de métabolisme 

des nutriments, que sont très utilisées par l’homme dans les domaines médicinaux. Dans le 

cadre de la valorisation de la médecine traditionnelle et du développement de 

phytomédicaments. C’est dans ce contexte que notre étude porte sur la valorisation des activités 

biologiques d’un espèce d’Pinea Linné : Pinus pinea sur les activités antioxydante, 

antimicrobienne, anti hémolytique in vitro et l’activité antiinflammatoire in vivo.  

L’extraction des composés bioactifs de plante genre Pinus par ultrason et éthanol a 

fourni un rendement très important en l’extrait brut : saponine (12,59 %) et tanin (8,87 %). 

Les deux extraits aqueux de Pinus pinea L. exercé des effets antimicrobiens important 

vis-à-vis plusieurs souches, à savoir : quatre souches bactériennes et deux souches fongiques. 

Les résultats de l’activité antifongique montrent que Aspergillus brasiliensis très sensible aux 

deux extrait saponine et tanin avec des zone d’inhibition de 20 mm et 28 mm respectivement.  

L’extrait saponique montré une activité antibactérienne contre deux souches 

bactériennes Gram + (E. coli, staphylococcus aureus) et une souche Gram – (Salmonella ssp), 

les zones d'inhibition étaient compris entre 14 mm - 16 mm de diamètre. Concernant l’extrait 

hydroalcoolique s’est révélé actif envers cinq souches microbiennes (Staphylococcus aureus, 

Salmonella enterica ssp, Escherichia coli, Candida albicans, Aspergillus brasiliensis).  

Néanmoins, l’effet inhibiteur observé sur Escherichia coli serait d’un grand intérêt car 

cette espèce est naturellement résistante à de nombreux antibiotiques et extraits de plantes. 

 L’évaluation d’activité anti-hémolytique in vitro par évaluation de la stabilité des 

membranes des globules rouges a permet de monter que ces deux métabolites ont la capacité 

de protéger les membranes des érythrocytes contre un choc hypotonique suivi d’un choc 

thermique, en raison de la ressemblance de la membrane de lysosome avec celle du globule 

rouge. Les extraits des tanins et saponines ont montré un effet protecteur très important contre 

l'hémolyse induite par des solutions salines avec des pourcentages de protection de 66,72 ± 

0,415 % à 0,5 % NaCl et 61,91 ± 1,107 % à 0,7 % NaCl, respectivement et des pourcentages 

de protection allant de (46,49 à 57,21 %) vis-à-vis stress thermique. 

Le potentiel anti-radicalaire a été déterminé par deux méthodes FRAP et ABTS, qui 

montre que les deux métabolites secondaires présentent des propriétés antioxydantes a 
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concentration-dépendantes concédérables. Les résultats montrent une capacité très importante 

de neutralisation de radical ABTS+ avec un pourcentage d’inhibition totale (100 %). 

L’effet anti-inflammatoire in vivo des deux extrait hydroalcoolique et saponique de 

Pinus pinea L. montre la capacité de diminué le volume de la patte de la souris induite par la 

carragénine avec des pourcentages de réduction de l’œdème très élevé et très proche, saponine 

75,65 ± 0,562 % et tanin 75,19 ± 2,503 % par rapport à une concentration de 100 mg/ml, les 

résultats obtenus confirment que les deux extraits présentent un fort pouvoir anti-inflammatoire. 

Globalement, la plante sélectionnée dans ce travail contient des molécules bioactives 

très intéressantes qui peuvent être purifiées et employées pour d’autres applications 

thérapeutiques. 

Ces résultats restent préliminaires, il serait intéressant de faire des études 

complémentaires pour comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaire de ces effets. 

Ces études doivent étre aussi orientées vers : 

• Elargissement du domaine d’études -in vitro- et -in vivo- tels que les activités 

enzymatiques… 

• La purification des principes actifs majoritaires de Pinus pinea L impliqués dans 

l’activité anti-inflammatoire et utiliser d’autres concentration pour les tests in 

vivo et procéder à l’étude histologique. 

• Identification qualitatives et quantitatives des saponines les plus bioactives et 

une meilleure caractérisation par HPLC pour identifier les différents types de 

saponines responsables de l’activité hémolytique. 

•  Évaluation les effets des composés actifs de cette plante sur les signalisations 

impliquées dans le processus antimicrobien. 

• Une optimisation de l’extraction de ces molécules. 

• L’identification qualitative et quantitative des composés phénoliques présents 

dans cette plante par des techniques analytiques plus performantes telles que la 

HPLC et la Chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse. 

• Exploitation des saponines et des tannins en biotechnologie (industrie 

pharmaceutique, agro-alimentaire et cosmétique). 

• Utilisation agricole dans la lutte contre les agents pathogènes. 
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Annexes 01 : réactifs et appareillages utilisés. 

 Etapes 

 

Réactifs / solvants / solutions  Appareillage / Autres 

 

 

 

Récupération 

des extraits 

 

 

 

 

 

 

 

 

Extraction  

 

 

 

Saponines  

Ethanol 20% 

Eau distillée 

Ether di éthylique 

N butanal 

Chlore de sodium (NaCl) 5% 

 

Tannins 

Acétone 70% 

Eau distillée 

 

Broyeur électrique   

Balance analytique  

Soxhlet 

Tamis 

Centrifugeuse réfrigérée  

Agitateur magnétique 

Barreaux magnétiques  

Ultra sans / Etuve 

Bin marin / L’hôte 

Papier Whatman  

Congélateur -4°C 

Ampoule a décanté 

 

 

Activité anti 

oxydant 

 

 

 

 

Test ABTS  

 

 

 

 

 

Test FRAP 

 

Acid ascorbique 

 Solution ABTS 

Eau distillée 

Ferrique de potassium (1%)  

FeCl3 (0,1%) 

Solution TCA (10%) 

Tampon phosphate PB (0,2 M, pH =6,6) 

Ethanol 

Solution BHA 

Solution BHT 

Phosphate disodique Na2HPo4 

Phosphate de sodium NaH2PO4 

Extraits (tannin et saponine) 

 

Agitateur magnétique 

Barreaux magnétiques 

Bin marin 
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Annexe 02 : préparation des solutions de travail 

1. Préparation de solution de PBS 0.2 M (pH 6,6) 

1,281 g de Phosphate disodique (Na2HPO4) + 1,766 g de Phosphate de sodium 

(NaH2PO4) dissoudre dans 80 ml DH2O sous agitation jusqu’à dissoudre complet (pH 

6,6), complète jusqu’à 100 ml DH2O. 

2. Préparation de solution FeCl3 0.1 % :  

0,1 g dissoudre dans 100 ml l’eau distillée. 

 

3. Préparation de solution (K3Fe (CN)6) Ferricyanure de potassium 1 % :  

1 g de K3Fe (CN)6 dissoudre dans 100 ml l’eau distillée.  

 

4. Préparation d’acide trichloracétique (TCA) à 10 % 

10 g acide trichloracétique dissoudre dans 100 ml l’eau distillée. 

 

5. Préparation des Solutions PBS à différentes concentrations de NaCl  

a. Solution tampon phosphate saline (PBS 0,9 % NaCl) : 0,9 % g de NaCl + 20 mg 

KCl + 0,144 g de NaHPO4 + 24 mg KH2PO4 dans 80 ml de H2O à pH de 7,4 

sous agitation jusqu’à dissoudre complet puis complète jusqu’à 100 ml DH2O. 

Les mémé étapes pour PBS (0,7 % NaCl ; 0,5 % NaCl) avec des concentration 

0,7 % g et 0,5 % g NaCl a pH de 7,4. 

6. Préparation de solution érythrocytaire 2% 

a. Prélèvement de sang à partir d’un sujet sain et collecté dans des tubes héparinés, 

réalisation d’une centrifugation 3000 rpm pendant 10 min à 4°C retiré le plasma 

(surnageant), le culot érythrocytaire est lavé trois fois successivement avec du 

tampon phosphate salin (PBS) (pH 7,5 ; 0,9 % NaCl).  

b. 2 ml de suspension érythrocytaire + 98 ml PBS (pH 7,5 ; 0,9 % NaCl). 

  

7. Préparation de ABTS (solution mère) 

Préparée en mélangeant progressivement : L’ABTS a été dissous dans l’eau distillée à 

une concentration de 7 mM ABTS en incubant pendant 12 à 16 h à l’obscurité et à la 

température ambiante (solution mère) + 2,45 mM persulfate de potassium K2S2O8 : 2 ml 

ABTS + 120 ml éthanol absolu C2H2O (Abs de 0,700 ± 0,02 à 734 nm). 
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8. Préparation de solution Butylated hydroxyanisole / Butylated hydroxytoluène  

10 mg de BHA/BHT dissoudre dans 10 ml de DH2O 

 

9. Préparation de solution d’acide ascorbique 

10 g d’acide ascorbique (poudre) + 10 ml DH2O 

 

10.  Préparation de l’acétone 70 % 

70 ml acétone + 30 ml DH2O 

 

11. Préparation de Chlore de sodium (NaCl 5 %) 

5 g NaCl + 95 ml DH2O 

 

12. Préparation de l’éthanol 20 % 

20 ml éthanol + 80 ml DH2O 

 

13.  Préparation de la solution de référence  

Pour la préparation de cette solution, un comprimé de Diclofénac (75 mg) a été dissout 

dans 15 ml d'eau physiologique. 

 

14.  Préparation de la solution de carragénine  

Pour la préparation de la solution de carragénine, 0,5 g de la carragénine est ajouté 

progressivement à 25 ml d’eau distillée et ajuster le volume à 50 ml avec d’eau distillée. 
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Annexe 03 : Les résultats de l’activité antimicrobienne des extraits de Pinus pinea L. testés 

contre les souches bactériennes et fongiques. 

 

  

 

 

 

 

 

     

 

 

 

Figure 01 : effet des extraits saponique et hydroalcoolique de Pinus pinea L. sur la croissance de 

Aspergillus brasiliensis : A : Extrait saponique, B : extrait hydroalcoolique, C : Témoins positif 

(Nystatine), négatif (l’eau distillée ou DMSO). 

A B C 

Figure 02 : effet des extraits saponique et hydroalcoolique de Pinus pinea L. sur la croissance de 

Candida albicans : A : Extrait saponique, B : extrait hydroalcoolique, C : Témoins positif 

(Nystatine), négatif (l’eau distillée ou DMSO). 

A B C 
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Figure 03 : effet des extraits saponique et hydroalcoolique de Pinus pinea L. sur la croissance de 

Escherichia coli : A : Extrait saponique, B : extrait hydroalcoolique, C : Témoins positif 

(Amoxicilline), négatif (l’eau distillée ou DMSO). 

A B C 

Figure 04 : effet des extraits saponique et hydroalcoolique de Pinus pinea L. sur la croissance de 

Staphylococcus aureus : A : Extrait saponique, B : extrait hydroalcoolique, C : Témoins positif 

(Amoxicilline), négatif (l’eau distillée ou DMSO). 

A B C 
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Figure 05 : effet des extraits saponique et hydroalcoolique de Pinus pinea L. sur la croissance de 

Salmonella spp : A : Extrait saponique, B : extrait hydroalcoolique, C : Témoins positif 

(Amoxicilline), négatif (l’eau distillée ou DMSO). 

A B C 

Figure 06 : effet des extraits saponique et hydroalcoolique de Pinus pinea L. sur la croissance de 

Pseuomonas aeruginosa : A : Extrait saponique, B : extrait hydroalcoolique, Témoins positif 

(Amoxicilline), négatif (DMSO). 

A B 
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Résumé  

Le travail réalisé se focalise sur l’étude des extraits aqueux de tannin et saponique des graines complètes de 

Pinus pinea Linné et l’évaluation des activités antimicrobiennes, anti hémolytique, leurs propriétés antioxydantes in 

vitro et anti-inflammatoires in vivo. Les résultats de l’activité antifongique montrent que Aspergillus brasiliensis est très 

sensible aux deux extraits avec des zones d’inhibition élevés de 20 à 28 mm. L’extrait saponique a montré une activité 

antibactérienne vis à vis des deux souches bactériennes Gram + (E. coli, staphylococcus aureus) et une souche Gram – 

(Salmonella ssp). Concernant l’extrait hydroalcoolique, il s’est révélé actif envers cinq souches microbiennes 

(Staphylococcus aureus, Salmonella enterica ssp, Escherichia coli, Candida albicans, Aspergillus brasiliensis). Les 

extraits de tanins et saponines ont montré un effet protecteur très important vis à vis de l'hémolyse induite par des 

solutions salines avec des pourcentages de protection de 66,72 ± 0,415 % à 0,5 % NaCl et 61,91 ± 1,107 % à 0,7 % 

NaCl, respectivement et des pourcentages de protection allant de (46,49 à 57,21 %) vis-à-vis du stress thermique. Ils 

présentent aussi des propriétés antioxydantes concentration-dépendantes considérables avec un pourcentage d’inhibition 

totale de (100 %) vis à vis du radical ABTS+ et une capacité de diminuer le volume de la patte de la souris induite par 

la carragénine avec des pourcentages de réduction de l’œdème très élevé : saponine 75,65 ± 0,562 % et tanin 75,19 ± 

2,503 % par rapport à une concentration de 100 mg/ml. Les résultats obtenus confirment que les deux extraits présentent 

un fort pouvoir antiinflammatoire.  

Mot clés : Pinus pinea Linné, tannin, saponine, activité antioxydante, activité antiinflammatoire, activité 

antimicrobienne.      

Abstract 

The work carried out is focused on the study of the aqueous extracts of tannin and saponic of the complete seeds 

of Pinus pinea Linné and the evaluation of the antimicrobial activities, anti-hemolytic, their antioxidant properties in 

vitro and anti-inflammatory in vivo. The results of the antifungal activity show that Aspergillus brasiliensis is very 

sensitive to both extracts with high inhibition zones from 20 to 28 mm. The saponic extract showed antibacterial activity 

against two Gram + bacterial strains (E. coli, staphylococcus aureus) and one Gram - strain (Salmonella ssp). Concerning 

the hydroalcoholic extract, it proved to be active against five microbial strains (Staphylococcus aureus, Salmonella 

enterica ssp, Escherichia coli, Candida albicans, Aspergillus brasiliensis). Tannin and saponin extracts showed a very 

important protective effect against saline-induced hemolysis with protection percentages of 66,72 ± 0,415% at 0,5% 

NaCl and 61,91 ± 1,107% at 0,7% NaCl, respectively, and protection percentages ranging from (46,49 to 57,21%) 

against heat stress. They also show considerable concentration-dependent antioxidant properties with a total inhibition 

percentage of (100%) towards the ABTS+ radical and an ability to decrease the volume of the mouse paw induced by 

carrageenan with very high edema reduction percentages: saponin 75,65 ± 0,562% and tannin 75,19 ± 2,503% in relation 

to a concentration of 100 mg/ml. The results obtained confirm that both extracts have a strong anti-inflammatory power.  

Key words: Pinus pinea Linné, tannin, saponin, antioxidant activity, anti-inflammatory activity, antimicrobial activity.   

 الملخص 

الكاملة وتقييم الأنشطة    Linné pinea Pinus  لبذور  saponineو    tanin  المائية  المستخلصات الصبغية  العمل المضطلع به على دراسةيركز        

للالتهابات  وتظهر نتائج النشاط المضاد .  vivo inومضادات الالتهاب    vitro in  وخصائصها المضادة للأكسدة  hémolytiqueالمضادة للميكروبات و 

نشاطاً     saponine  ملم. وقد أظهر مستخلص  28إلى    20حساس جدا لكل من المستخلصات مع مناطق منع عالية من     brasiliesAspergillusأن  

فقد كان نشطاً ضد  ،    tanin  وبالنسبة للمستخلص  ),aureus staphylococcus E.coli(+  مضاداً للبكتيريا في مواجهة السلالتين البكتيريتين جرام

   . ),albicans,Salmonella Aspergillus brasilies,Candida aureus staphylococcus E.coli  (-وسلالة جرام  خمس سلالات جرثومية  

  61.91و  %  NaCl0.5  %)66.72(الملحيالإجهاد    ضدنسبة من الحماية    الأهمية مع  تأثيراً وقائياً بالغ   saponineو    tanin  أظهرت مستخلصات

%NaCl70.    % كما تتمتع بخصائص كبيرة من مضادات الأكسدة  .  %)57.21% إلى  46.49(الحراري  الإجهاد    ضدمن الحماية    ونسبة  على التوالي

مع نسب انخفاض    nineécarragوالقدرة على خفض حجم ساق الفأر التي يحفزها  .%)100مانعة (  مع نسبة إجمالية  +ABTSتعتمد على التركيز

للغاية    وحمايةالوريد   بتركيز    saponine%  75.65± 0.562و    %75.19tanin±2.503  عالية  من    .ملغ/مل  100مقارنة  لكل  أن  النتائج  وتؤكد 

                                                                                                                                                .المقتطفين قوة قوية لمكافحة الالتهابات

 

                .كروباتنشاط مضاد للأكسدة ، نشاط مضاد للالتهاب ، نشاط مضاد للمي ، Linné pinea Pinus ،tanin، saponineالكلمات الرئيسية:  

 


