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«La connaissance s’acquiert par [’expérience, tout le reste n’est que de
Uinformation ».

Albert Einstein

Mathématicien, Physicien, Scientifique (1879-1955)

«Beaucoup de chemins meénent a la réussite, mais un seul meéne immanquablement

a léchec ; celui qui consiste a vouloir plaire a tout le monde»

Benjamin Franklin
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Introduction

Introduction

Depuis I'antiquité 'homme utilise son environnement en particulier les plantes
comme une source principale pour survivre, au besoin en nutriments et comme
remedes contre plusieurs maladies. De nos jours, les plantes sont encore destinées a la
sant¢ humaine malgré les efforts des chimistes qui essayent de synthétiser de
nouvelles molécules. (Damintoti et al., 2005).

Actuellement, dans les pays du tiers monde en particulier, la phytothérapie
occupe encore une place importante. La flore végétale de ces pays reste assurément
riche et prometteuse, tant dans la perspective de découvrir de nouvelles especes
botaniques que de trouver de nouvelles molécules ayant une activité thérapeutique
(Messai, 2011).

De plus, les 300 000 especes végétales recensées, on estime que seules 15%
d’entre elles ont été étudiées sur le plan phytochimique, dont 6% pour leurs activités
biologiques, ce qui fait que les plantes sont des réservoirs de molécules bioactives
encore peu explorées. Les substances naturelles et les plantes en particulier
représentent une immense source des composés phénoliques (acide phénolique,
flavonoides, flavonols, tannin condensé...), 1’extraction bruts, naturels de ces
composés a partir d'especes de plantes utilisées en médecine traditionnelle peut &tre
une bonne méthodologie pour avoir un réservoir prolifiques de nouveaux
médicaments (Laouini, 2014).

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 1'Afrique sub-saharienne (Messai, 2011). La flore algérienne dispose
d’une grande diversité a laquelle s’ajoute une tradition d’utilisation des plantes. La
recherche de nouvelles molécules doit €tre entreprise au sein de cette biodiversité

végétale en se servant de données ethno-pharmacologiques (Chaouche, 2014).

Cette approche permet de sélectionner des plantes potentiellement actives et
d’augmenter significativement le nombre de découvertes de nouveaux principes

actifs, qui pourraient aider a résoudre le probléme croissant de la résistance

microbienne (Chaouche, 2014).




Introduction

Dans ce contexte on propose d’étudier des plantes médicinales, notre choix
s’est porté sur la valorisation de deux plantes: Pinus pinea L et Pinus halepensis Mill
récoltées au nord d’ Algérie a la région de Béjaia.
L’objectif de notre travailles est donc de préparer un extrait aqueux a partir des
graines de Pinus pinea L.et Pinu halepensis Mill. et démontrer la richesse de ces
plantes en principes actifs (polyphénols) et d’évaluer in vitro 1’activité antibactérienne
et antifongique de notre plantes en déterminant la concentration minimale inhibitrice
(CMI) de I’extrait actif a ’égard des germes microbiens testés.
Ainsi, ce manuscrit est divisé en quatre chapitres :
La premiere, est consacrée a I’étude des plantes médicinale (Pinus pinea L. et Pinus
halepensis Mill.), le nom scientifique et la taxonomie, la description botanique, la
répartition géographique, les propriétés thérapeutiques de ces plantes.
Le deuxieme chapitre est un apercu bibliographique sur les polyphénols (biosynthese,
classification et propriétés).
Le troisieme chapitre consiste en matériels et méthodes qui ont été utilisés.
Le quatrieme chapitre est consacré aux résultats et discussion relatifs a 1’activité
antibactérienne et antifongique de ces polyphénols.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale qui portera sur une lecture
attentive des différents résultats obtenus et des perspectives a entreprendre a 1’avenir.
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Chapitre I Plantes médicinales

I.1. Généralités sur les plantes médicinales

Depuis des milliers d’années 1’étre humain utilise des plantes pour traiter divers
maladies, les chercheurs ont considérés qu’il existe environ 400 000 especes de plantes dans
le monde, dont environ le quart ou le tiers ont été utilisées par les sociétés a des fins

médicinales (Benayad, 2013).

La plus part des especes végétales qui poussent dans le monde possedent des
propriétés thérapeutiques, c’est parce qu’elles renferment des principes actifs qui agissent

directement sur 1’organisme (Iserin et al., 2007).

Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie possede
des propriétés médicamenteuses. Parmi ces plantes il ya des especes qui sont cultivées mais

dans la plupart des cas ce sont des especes sauvages (Mohammedi, 2013).

L.2. Pinus halepensis Mill.
I.2.1. Taxonomie

Le genre Pinus, appartenant a la famille des Pinacées (Abiétacées), est divisé en trois
sous-genres qui sont Pinus, Ducampopinus et Cembrapinus. Ces sous-genres sont divisés en
sections. L’espece Pinus halepensis Mill. fait partie de la section Halepensoides qui est

divisée en trois groupes parmi lesquels le groupe halepensis.

La systématique du pin d’Alep établie par Farjon (1996) se résume comme suit

par (Guit, 2015):

Regne : Plantae

Embranchement : Spermaphyta
Sous-embranchement : Gymnospermae
Classe : Pinopsida

Ordre : Abietales

Famille : Pinaceae (Abietaceae)
Sous-famille : Pinoideae

Genre : Pinus

Sous-genre : Eupinus

Espece : Pinus halepensis Mill.

-



Chapitre I Plantes médicinales

I.2.2. Nomenclature
Noms usuels : Pin d’Alep, pin de Jérusalem, pin blanc (France), Sanaouber halabi dans pays
arabes (Hedjal-Chebheb, 2014). Aleppo pine, Jerusalem pine (Angleterre).

Noms vernaculaires : Azoumbei, Tayada en Berbere (Guit, 2015).

1.2.3. Description botanique

Le Pin d’ Alep (Pinus halepensis Mill.) est une espece forestiere rustique, (Hamrouni et

al., 2011) qui survit 250 ans (Rathgeber, 2002).

La hauteur du pin d’Alep est tres variable de 6 a 20 metres. L’écorce des jeunes sujets
est lisse, de couleur grise argentée ; celle des arbres adultes est épaisse, de couleur noiratre a
rougeatre. L’arbre fleurit au printemps et fructifie en été (Hedjal-Chebheb, 2014) , des 1’age
de 10 a 12 ans, mais les graines qu’il produit ne sont aptes a germer que lorsqu’il a atteint

I’age de 18 a 20 ans (Rathgeber, 2002).

Les feuilles sont fines, de 6 a 10 cm de long avec une largeur de 1 mm, molles, d’un
vert clair, lisses et aigues, réunies par deux dans une méme gaine, en pinceaux a l'extrémité
des rameaux (Lazrec, 2015). Le cone est long de 8 al2 cm, large allant de 3,5 a 4,5 cm, La
maturité des cOnes estimée par le changement de couleur de vert a rouge violacée, et a

maturité deviennent brun rougeatre a jaunatre (Fekih, 2015).

Les graine sont de forme ovoide bombée a trois angles, couleur grise avec une taille de

0.6 cm (Kadri, 2014).

<
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Figure 1: L’arbre de pin d’ Alep.

2 e 1 i
=1 \". L 0

Figure 2 : Cone de pin d’ Alep. Figure 3 : Les graines de pin d’Alep.

1.2.4. Répartition géographique

Le pin d'Alep (Pinus halepensis Mill.) est un arbre circumméditerranéen que l'on
trouve a l'état spontané (Lazrec, 2015), dans les bandes discontinues le long du bassin
méditerranéen (Ayari et al., 2011). Ses foréts occupent 3,5 millions d’hectares (Rathgeber,
2002), ils’ étend sans continuité du bord oriental de la mer noire et des montagnes de

Mésopotamie a la péninsule Ibérique (Alaoui et al., 2011).

En Europe : On le rencontre principalement en Espagne au niveau de la région de
Valence et en Italie au niveau de Murcie, et il est assez peu répandu en France (Alaoui et al.,

2011).

Au Proche-Orient : Le pin d’Alep présent en Turquie vers le Nord-est d’Adana, en

Palestine et en Jordanie (Alaoui et al., 2011).
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En Afrique du Nord : Le pin d’Alep est plus développé puisqu’il apparait a peu pres
partout sur les massifs montagneux ou il couvre une superficie de 1 260 000 hectares (Alaoui
et al.,, 2011). En Algérie, il s'étends a environ 250 m au-dessus du niveau de la mer, et on le
trouve aux environ de 2000 m au Maroc et Tunisie (Ayari et al., 2011) ou il couvre 65 000

hectares ha (Alaoui et al., 2011), 300 000 ha (Nasri et al., 2004) respectivement (Figure 4).

Figure 4 : Aire de répartition du pin d'Alep dans le bassin méditerranéen (Lazrec, 2015).

En Algérie, le pin d'Alep est I’espece la plus abondante (Derbal et al., 2015), avec une
superficie s'étendant a 881.000ha (D erouche, 2015). Le pin d'Alep couvre 35% des surfaces
boisées de I'Algérie du Nord (Lazrec, 2015), il est présent dans tous les étages bioclimatiques,
depuis le littoral jusqu'a I’Atlas saharien, avec une prédominance dans l'étage semi aride

(Khadoumi et al., 2014) (Figure 5).

B Aures 100000 ha

B Tébessa 90000
ha
m Védéa 52000 ha

B Theniztel had
47000 ha
B Bibans 13007 ha

ELeareste 547993
ha

Figure 5 : Répartition de pin d’Alep en Algérie.
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1.2.5. Propriétés thérapeutiques

Le pin d’Alep est longtemps utilisé dans la médecine traditionnelle dans de nombreux
pays comme source thérapeutique indispensable. Il est connue pour étre un analgésique
rubéfiant, efficace dans les affections pulmonaires : la grippe, la sinusite, les rhumatismes.
Les sirops, les infusions, les tisanes, les jus de Pinus halepensis Mill. sont connus par leur
effet balsamique pour vaincre les affections catarrhales du systeme respiratoire (Fekih, 2015).
Il est aussi connu pour ses propriétés anti oxydantes (Dhibi et al., 2014), C’est un anti-
vieillissement, anti-inflammatoire, anticancéreux, antinéoplastique (Kadri et al., 2015), avec
des propriétés antibactériennes (Sadou et al., 2015). Les graines de pin d'Alep, mélangées a du

miel, sont utilisées comme aphrodisiaque et spermatogene (Talaa, 2009).

L.3. Pinus pinea L. (Pin parasol)

1.3.1. Taxonomie

Le pin pignon ou pin parasol (Pinus pinea L.) appartient a la famille des Pinaceae
(sous famille des Pinodae). Debazac (1977) divise le genre Pinus en deux sous-genres :
Strobus et Pinus. Le sous-genre Pinus est a son tour divisé en 6 sections dont la section Pinea

comprenant uniquement I’espece Pinus pinea L.

La position taxonomique du pin pignon d’apres Gaussen (1982) et Ozenda (1991) est

la suivante :

Embranchement : Spermatophytes
Sous embranchement : Gymnospermes
Classe : Coniféropsidae

Ordre : Coniférales

Famille : Pinaceae

Genre : Pinus

Espece : Pinea L (Adili, 2012)

1.3.2. Nomenclature

Pinus pinea Linné, pinier ou Pinae,(Charrier, 2004) en Francais, Pin parasol, Pin

pignon, nommé par les anglophones, Stone pine, ou Umbrella pine (Fady, 2005).

<!
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1.3.3. Description botanique

Arbre a 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).

Le pin pignon peut atteindre 15-25m de haut, les cones sont de 8 a 15 cm de long sur
7 a 10 cm de large, globuleuses, bruns lustrés, et les graines sont grosses de 1.5 2 2 cm avec
une coque dure, les aiguilles elles sont entre 8 a 20 cm de haut, elles sont réunies par 2 ou 3,

souples, vrillées, avec bords denticulés (Kadri, 2014).

Il vit entre 200 a 250 ans, mais certains auteurs ont signalé des exemplaires de plus de
400 ans, les bourgeons sont cylindriques, pointus, avec des écailles réfléchies, d’un brun clair,
les arbres monoiques, forment des inflorescences cylindriques. L’époque de floraison est
comprise entre mai et juin (Adili, 2012), et la fructification au cours du troisieme automne

suivant la floraison (Charrier, 2004).

Figure 6 : L’arbre de Pinus pinea L. Figure 7 : Cones et graines de Pinus pinea L.

1.3.4. Répartition géographique du pin pignon

Le pin pignon (Pinus pinea L.) est une espece répandue sur le pourtour méditerranéen
(KHALDI et al., 2009), qui comprend la région méditerranéenne septentrionale, de la

péninsule Ibérique a 1'Anatolie jusqu'aux cotes méridionales de la mer Noire (Adili, 2012).

La superficie totale couverte par le pin pignon est environ 600 000 ha (75% en
Espagne, 9% au Portugal, 8% en Turquie, 7% en Italie, 3% en Tunisie, 0,5% au Maroc avec

des pourcentages inférieurs en Grece, Liban, Algérie et en France), (Adili, 2012).
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En Afrique du nord, le pin pignon n’existe pas actuellement a 1’état spontané.
Toutefois, étant donné sa diffusion dans la méditerranée occidentale et la présence en Berbéris
de toutes les autres especes euro-ibériques (Adili, 2012). L'aire de diffusion de Pinus pinea L.

est illustrée dans la (Figure 8).

Figure 8 : Air de répartition géographique du pin pignon dans le monde (Fady, 2005).

En Algérie le Pinus pinea L. est essentiellement artificiel ; il a été présenté dans le

début du 20°™ sigcle sans savoir les origines des graines (Kadri et al., 2015).

Les plantations de pin pignon ont été réalisées a Meurdja, a Bainem et a Meslong. Les
reboisements récents sont surtout localisés sur les dunes de Bon Achira, dans 1’Est et le Nord-

Est de Mostaganem, pres de Sidi Lakhdhar (Figure 9), (Adili, 2012).
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B Constantine 2278 ha
®m Bouira 456 lia

Mostaganem 407 ha
B Annaba 276 ha

m Meédeéa 89 hia

Figure 9 : Répartition des plantations de pin pignon par wilaya en Algérie.

1.3.5. Propriétés thérapeutiques et usage traditionnelle

Le genre Pinus est trés connu pour ses propriétés en médecine traditionnelle, il est
comme remede pour plusieurs maladies y compris un effet sur le la fatigue. Il est aussi connu
pour ses  propriétés  anti-inflammatoire,  anti-vieillissement,  antinéoplastiques,
antibactériennes, liées a leurs effets sur l'activité de cyclo-oxygénase, anticancéreux, et anti
oxydantes (Kadri et al., 2015), il est aussi utilisé pour traiter les infections respiratoires et
soulager la tuberculose et les infections urinaires (Charrier, 2004), les angines et les douleurs
d'estomac, il est considéré comme possédant une valeur nutritionnelle importante (Kadri et

al., 2015).

L'huile de pignon est connu pour €tre un puissant antiseptique pour les infections des
voies respiratoires, les infections urinaires, les calculs biliaires, efficace dans les infections

pulmonaires: la grippe, la sinusite, les rhumatismes (Fekih, 2015).
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I1. Généralité sur les polyphénols
I1.1. Définition

Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés dans le réegne végétal qui
sont regroupés en 8000 composés (Celhay, 2013) . IIs se caractérisent par la présence d’un ou
plusieurs noyaux benzéniques portant un ou plusieurs groupements hydroxyles (Zouid, 2011),
libre ou engagé dans une fonction ester, éther ou hétéroside (Krief, 2003) qui peuvent étre

méthylés, acylés ou glycosylés (Khater, 2011).
I1.2. Biosynthese des composés phénoliques

Les deux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) sont a l'origine de la
formation de la plupart des composés phénoliques chez les végétaux (Hmid, 2013). Ces
composés sont issus de deux grandes voies métaboliques : la voie de 1'acide shikimique et la

voie de I’acétate/malonate (Boubekri, 2014).
I1.2.1. La voie de I'acide shikimique

La voie de shikimate fournit un itinéraire alternatif aux composés aromatiques, en
particulier les acides aminés aromatiques qui sont : phénylalanine, tyrosine et tryptophane. Le

phosphoénolpyruvate avec 1’érythrose-4-phosphate, forment le shikimate (Dewick, 2009).

Les phénylpropanes, sont des métabolites du shikimate susceptibles de se cycliser et
d'aboutir a la formation des coumarines, de se dimériser comme dans le cas des lignanes, ou

de se polymériser formant alors des lignines.

Les flavonoides et les stilbénes résultent d'un allongement de la chaine latérale (Krief,

2003).
I1.2.2. La voie d’acétate / malonate

La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de I’acétyl CoA donnant le
malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques,
obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de 1’acéty

CoA (Boubekri, 2014).

:
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I1. 3. Structure et catégories des composés phénoliques

Toutes les classes de composés phénoliques comportent un grand nombre de structures
différentes en fonction du nombre d’atomes constitutifs et de la position des groupements

hydroxyles sur le squelette de base.

Ces composés présentent une grande diversité de structures, divisées en non
flavonoides et flavonoides (Muanda, 2010), qui présentent tous un point commun : la

présence d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones (Laouini, 2014).
I1.3.1. Les non flavonoides

Ce groupe comprend plusieurs composés parmi lesquels on distingue les acides

phénoliques, les stilbenes, les lignanes, les coumarines et le les xanthones (Muanda, 2010).
I1.3.1.1. Les acides phénoliques

Ce sont les dérivés hydroxylés de I’acide benzoique et de I’acide cinnamique (Koné,

2009).
a. Les acides benzoiques

Les acides benzoiques ont une structure de type C6-C1. Le plus important est I’acide

gallique (Zouid, 2011).
b. Les acides hydroxycinnamiques

Dérivent de I’acide cinnamique, et présentent un squelette carboné de type C6-C3. Les
acides hydroxycinnamiques existent généralement dans la plante sous forme de glucosides, ou
sous forme d’esters (Khater, 2011), dont les plus abondants sont 1’acide caféique et 1’acide

férulique (Laouini, 2014).
I1.3.1.2. Les stilbénes

Les stilbenes sont des composés phénoliques contenant deux noyaux aromatiques

reliés par une double liaison (C6-C2-C6) (Zouid, 2011).

0
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11.3.2. Les flavonoides

Les flavonoides, comprenant au moins 6000 molécules. Ce groupe de composés est en

effet défini par une structure générale en C15, de type C6-C3-C6 (Figure 10).

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes (flavonols, flavanones, flavanonols,

flavan-3-ols, chalcones, et les isoflavonoides) (Khater, 2011).

Figuer 10 : Squelette de base des flavonoides (Chebil, 2006).

I1.3.2.1.Les flavanones

Les flavanones sont caractérisées par 1’absence de double liaison en 2,3 et la présence

d’un centre chiral en position 2. Elles sont synthétisées a partir des chalcones (Morel, 2011).
I1.3.2.2. Les isoflavonoides

Les isoflavonoides different des autres flavonoides par la position du cycle B, qui dans
le cas des isoflavonoides est attaché en position 3 (en 2 pour les autres flavonoides), formant

un squelette de base 1,2-diphénylpropane (Morel, 2011).
11.3.2.3. Les tanins

Ils représentent un groupe hétérogene (Nkhili, 2009), a haut poids moléculaire. Les
tanins sont des molécules fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles
lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives. Ils peuvent étre

liés a la cellulose et aux nombreux éléments minéraux (Muanda, 2010).

<
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Tableau I : Principales classes des composés phénoliques (Halmi, 2015).

Squelette carbonée

classe

Structures de base

OH

C6 Phénol simple .ﬁr”“""‘*T"“'
Acide hydroxybenzoique <
C6-Cl1 o
Acides oH
C6-C3 hydroxyciannimiques @MO
comarines
./\v.‘
C6-C2-C6 Stilbénes O
(C6-C3)2 Lignanes D N
—
(C6-C3-C6) n Tanins condensés =70 G

"

(o =1
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Anthocyanes
{delphinidine, cyaniding)

Flavonols
(kaempférol, quercéting)

Proanthocyanidines ou tanins condensés
Flavanols Diméres |1 (Ce-C3-Ca),

{catéchine, épicatéchine) (procyanidines) dont les Oligoproanthocyanidines
(C6-C3-Cojn avee n=20

Flavonoides
C6-C3-Co

Flavanones
{narigénine, ériadyetiol)

Flavones
{apigenine, uteoling)

Lsoflavonaides
{génisteine, daidzemne)

Chalcones
{xanthohumol, phlorétine)

Polyphenols Acides benzoiques Co-C1 Tannins hydrolysables
{acide gallique, acide protocatéchique) (C6-C1),
Acides phénoliques Agides einnamigues Co-C3

Subérmes

el dérivés {acide coumarique, acide sinapique)

Coumannes C6-C3 J| Lignines
{acsculéting, ombelliférone) (C6-C3),

Stilbénes
C6-C2-Ca

Lignanes —{ {matairésinol, laricirésinol) ‘
(C6-C3),

Figure 11 : Les grandes familles de polyphénols (Celhay, 2013).

{ {pmosylvine, resvératrol) ‘

I1.4. Localisation des composés phénoliques dans la plantes

On les trouve, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent €tre localisés dans

divers organes: racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruit (Nkhili, 2009).

. Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur réle dans la plante
et peut étre tres caractéristique, par exemple les anthocyanes et les flavonoides sont présents
dans I’épiderme.

. Au niveau cellulaire, ils sont répartis dans deux compartiments : les vacuoles et la

paroi.
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° Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine (Boubekri, 2014) et des

flavonoides (Morel, 2011).

I1.5. Roles physiologiques des polyphénols dans la plante

Une des fonctions majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes
notamment a celle des fleurs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la plante exerce un
effet attracteur sur les insectes pollinisateurs. On peut également noter que les flavonoides, en
repoussant certains insectes par leur golit désagréable, peuvent jouer un rdle dans la protection
des plantes (Madi, 2010). Les flavonoides montrent d’autres fonctions intéressantes dans le
controle de la croissance et du développement des plantes en interagissant d’une manicre
complexe avec les diverses hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux sont
synthétisés par la plante pour lutter contre des infections causées par des champignons ou des

bactéries (Laouini, 2014).

I1.6. Propriétés des polyphénoles
11.6.1. Propriétés biologiques

Les polyphénols sont des substances bioactives, qui jouent un role important dans la
réduction du risque des maladies chroniques et dégénératives (Younes, 2015), et parmi les

propriétés biologiques qui ont été attribuées aux polyphénols :
11.6.1.1. Propriétés anticancéreuse

Les polyphénols ont la capacit¢ d’interrompre ou d’inverser le processus de
cancérogenese, ils  peuvent déclencher aussi I'apoptose dans les cellules cancéreuses a
travers la modulation d'un certain nombre d'éléments principaux en signal cellulaire

(Boubekri, 2014).
11.6.1.2. Propriétés antimicrobiennes

Il est désormais possible de développer a base de certains polyphénols comme les
flavan-3-ols, les flavanols et les tanins, des conservateurs alimentaires et de nouvelles
thérapies dans de nombreuses maladies infectieuses en considérant la résistance microbienne

face a certains traitements antibiotiques (Halmi, 2015).
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11.6.1.3. Propriétés anticoagulantes

Les polyphénols inhibent I’agrégation plaquettaire, et réduisent la coagulation du sang
qui le rend plus fluide. Ils limitent 1'oxydation des lipides sanguins et contribuent a la lutte

contre les plaques d'athérome en prévenant ainsi 1’arthérosclérose et les risques de thrombose

(Muanda, 2010).

Les polyphénol peuvent exercer plusieurs autres effets biologiques comme 1’inhibition

ou la réduction de différents enzymes (Younes, 2015) et divers activités qui on résulte sont

décrites dans le (Tableau II).

Tableau II: Propriétés biologiques des quelques poly phénols dans 1’organisme.

Polyphénols Activité Auteur
Acides
phénoliques Antiulcéreuses (Koné, 2009)
Lignanes Antibactériennes (Richard, 2012)
Antifongiques
Antiallergique

Les flavonoides

Antioxydant, Anti inflammatoires
anticacéreuse, Anti-obésité,
Antiallergique, Anti-ulcere

Anti-prolifération, Antimutagenes

anti-atherosclerosis

(Mazué, 2011)
(Nkhili, 2009)

(Khan, 2010)

coumarines

Anticancérigenes, Analgésiques

(Koné, 2009)

s
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I1.6.2. Propriétés physico-chimiques

Les flavonoides polymeres et les non-flavonoides étant plus polaires sont plus solubles dans
I’eau (un solvant fortement polaire, constante diélectrique). (Bonnaillie et al., 2012), La
solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans la plante, qui varie

de composés simples a fortement polymérisés (Beddou, 2015).

Le phénol est hygroscopique et a une odeur acre et douceatre. Au contact de 1’air ou sous
I’influence de I’humidité le phénol s’oxyde 1égerement pour donner des traces de quinone. Il
est miscible dans 1’eau, et aussi tres soluble dans plusieurs solvants organiques tels que
I’acétone, 1’éthanol, I’oxyde de d’éthyle, (Balaska, 2015) les autre propriétés sont regroupé
dans le (tableau III).

Tableau III : Les propriétés physicochimiques de phénol.

Masse molaire (g/mol) 94,11

Densité liquide 1,049

Densité solide 1,071
pKaa25°C 9,92

Point d’ébullition (°C) 182

Point de fusion (°C) 41

Tension de vapeur a 25°C (mm Hg) 0,350
Inflammabilité Combustible
Limite d’explosivité 1,3%-8,6% Vol
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I. Matériel et méthodes

Cette étude expérimentale a été réalisée au laboratoire pédagogique de microbiologie
de la faculté des sciences de la nature et la vie et de I'univers de 1’université Mohamed el
Bachir el Ibrahimi de Bordj Bou Arreridj, pendant la période allant de 13 Mars a 25 Mai
2017.

Dans le but de rechercher de nouveaux composés antimicrobiens naturels d’intérét
thérapeutique, I’extrait phénolique de Pinus pinea L., Pinus halepensis Mill., a fait 1’objet

d’une étude détaillée, la démarche scientifique suivie est schématisée dans la (Figure 12).

Plantes (les graines de Pinus l
pinea L., Pinus halepensis i
Mill.) l

Extraction des polyphénols
par macération

Dosage des phénols totaux et
flavonoides

Etude de I’activité
antimicrobienne in vitro

Figure 12 : Démarche d’étude expérimentale.
LI.1. Situation géographique de la zone d’étude

C’est une région cotiere du Centre Est insérée entre les grands massifs du Djurdjura,
des Bibans et des Babors. La wilaya de Bejaia est située au Nord-Est de I’ Algérie. Elle est

limitée par la mer méditerranée au Nord, avec une facade maritime de plus de 100 Kms, la
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wilaya de Jijel a I'Est, les wilayas de Sétif et Bordj-Bou-Arreridj au Sud, et les wilayas de
Tizi Ouzou et Bouira a 1’Ouest (Benata, 2015).

La région est caractérisée par un étage bioclimatique humide a hiver doux, et des
précipitations moyennes annuelles de 782 mm. Les températures élevées s’adressent au mois
d’Aolt, et les plus basses en janvier avec une humidité relative de 1’air estimée a 80% (Rabah,
2014).

La superficie forestiere totalise 122.500 ha, 38% de la superficie totale de la wilaya

(Benata, 2015).

Wilaya de BEJAIA

superficle : 3 223,50 Km?
Populatien totale : +/- un million de personnes

Beni-Ksila

4 Mer MEDITERRANNEE

1 - Souk - Oufella
2-Tibane
3-Leflaye
4-Tinbdar

5 - Sidi - Aich
6-Sidi - Ayed

wilaya de Jijel

Wilaya de Bordj Bou Arreridj

Wilaya de Bouira

www.Bgayet.net

Reéalisation : NS

Figure 13 : Carte géographique de la zone d’étude.
1.2. Matériel
1.2.1. Matériel végétale

I.2.1.1. Choix des plantes

Les plantes médicinales étudiées (Pinus pinea L, Pinus halepensis Mill) ont été
choisies parmi les plantes utilisées dans la région Nord d’Algérie. Ce choix est justifié d’une
part par I’originalité de ces plantes ou il n’existe presque pas d’études portants sur les activités
biologiques des extraits de ces graines, et d’autre part, par leur utilisation dans la médecine

traditionnelle pour traiter plusieurs maladies qui s’est avéré tres efficace.

1.2.1.2. Echantillonnage des especes végétales

Les cones ont été récoltés dans différentes régions de Bejaia entre les mois de Février
et Avril et transportées au laboratoire. Pour récupérer les graines, les cones ont été introduits

dans I’eau chaude qui contribue a dissoudre la résine libérant ainsi les graines.
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Les graines ont été nettoyées pour éliminer les impuretés, séchées dans 1’étuve a 40 C°
pendant 48 heures ensuite broyées séparément et stockées soigneusement dans un endroit sec

en vue de leurs utilisations.
1.2.2. Matériel microbiologique

Pour évaluer I’activité antimicrobienne des extraits phénoliques des plantes étudiées,
sept souches microbiennes ont été testées dont 3 bactéries, 3 champignons, et une levure,
provenant essentiellement du laboratoire de recherche de microbiologie appliqué (LMA) de

I’université de Bejaia.
1.2.2.1. Souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées pour 1’étude du pouvoir antibactérien des Pinus
pinea L. et Pinus halepensis Mill. sont trois souches de référence, une parmi elle est a Gram+
(Staphylococcus aureus ATCC25923) et les autres sont a Gram- (Escherichia coli
ATCC25922, Salmonella entrica ssp. Arizonae CIP 81-3) (Tableau III).

Tableau IV: Description et pouvoir pathogene des souches bactériennes (Chaouche, 2014) ;
(Beddou, 2015) ; (Virlogeux-Payant et al., 2012); (Bouzidi, 2016).

Groupe de genre Espéces Habitat préférentiel pouvoir pathogéne

Bacille Gram- E. coli - Matieres fécales -Infections urinaires

-Aliments contaminés -Gastroentérites

-Eaux usées

Bacille Gram- Salmonella -Aliments -Fievres typhoides
-Eaux contaminées ou paratyphoides
Cocci Gram+ Staphylococcus  -Nez, peau, air -Infection nosocomiale
aureus -Infections cutanées

-Aliment contaminées

<
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1.2.2.2. Souches fongiques

Dans I’étude du pouvoir antifongique des Pinus pinea L. et Pinus halepensis Mill., 4
souches de références ont été testées, trois entre elles ont été des champignons filamenteux
appartenant a la méme classe (Aspergillus niger 939N (ENS-Kouba), Aspergillus flavus NRRL
(ENS-Kouba), Aspergillus ochraceus) et le reste une levure (Candida albicans ATCC 1024)
(Tableau IV).

Tableau V : Description et pouvoir pathogene des souches fongiques (Beddou, 2015) ;
(Bourouda, 2010); (Metahni, 2012).

Groupe de genre Especes Habitat préférentiel Pouvoir pathogene
Moisissures Aspergillus flavus -Espece cosmopolite  -Producteur d’aflatoxines
Aspergillus ochraceus -Sol -L’ochratoxine

-Denrées alimentaires

Aspergillus niger
-Sol, plantes -Agent des otomycoses

Levure Candida albicans -Tube digestif - infections viscérales,

Candidose superficielles,
septicémies

1.3. Méthodes
1.3.1. Extraction des polyphénols

Les polyphénols contenus dans les deux plantes ont été récupérés par macération
(Bourouda, 2010). L’extraction a été réalisée selon la méthode décrite par (Ferreira et al.,

2006) avec modification.

20 g de poudre des graines de (Pinus halepensis Mill., Pinus pinea L.) ont été délipidés
par I’hexane et ensuite macérées dans 200 ml d'eau distillée, cette préparation a été mise sous

agitation pendant 24 heures et chauffée a 60° C pendant 15 min. La solution obtenue a été

N
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filtrée sur coton hydrophile et sur papier filtre Whatman N° 3, le filtrat a été ensuite

lyophilisé.

La poudre obtenue est le macérat aqueux ou extrait aqueux (E Aq), qui a été

caractérisé par une couleur brune foncée a orange et un aspect solide. Les étapes ont été

résumées dans la (Figure 14).

l 20 g de poudre

; 200ml d’eau distillée

I Agitation magnétique \

Ebullition 2 60 °C

pendant 15 min

Filtration

)

Lyophilisation

| Extrait sec \

Figure 14 : Protocole expérimentale de 1’extraction de I’extrait brute des plantes.
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1.3.2. Dosage des phénols totaux

La réaction est basée sur la réduction de I’acide phosphomolybdéne-phosphotungsténe
du réactif de Folin Cieucalteu par les phénols donnant un complexe de couleur bleue dont la

concentration peut €tre suivie par mesure de 1’absorbance (Djeridane et al., 2006).

100 ul d’extrait a été mélangé avec 500 ul de réactif de Folin —Cieucalteu dilué a 1/10
et 1ml d’eau distillé. Apres agitation et incubation pendant 1 minute a température ambiante,
1.5ml de carbonate de sodium (20%) a été ajouté et le mélange a été reincubé pendant 2h a

température ambiante et a I’obscurité. L’absorbance a été ensuite mesurée a 765 nm.

Les concentrations des phénols totaux ont été déterminées en mg équivalent d’acide
gallique par gramme d’extrait sec calculé en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée

dans les mémes conditions réactionnelles avec 1’acide gallique comme phénol standard.

Le taux de phénols totaux a été déterminé selon la formule suivante :

x(mg)xD

TP(mglg)= ,
Pessai

TP: représente la teneur en phénols totaux, X: représente la masse en phénols totaux
déterminés a partir de la courbe d’étalonnage, D: représente le facteur de dilution, P essai:

représente la masse en gramme de la prise d’essai
1.3.3. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode du chlorure d’aluminium AlCl3

suivant le protocole de (Maksimovic et al., 2005) élaboré par Mimica- Dukic (1992).

Les flavonoides forment des complexes chromogenes avec le chlorure d’aluminium
(AICl3) (133 mg de chlorure d'aluminium cristallin et 400 mg de l'acétate de sodium cristallin
ont été dissous dans 100 ml de solvant d'extraction), qui donne a la solution une coloration

jaunatre dont I’absorbance maximale est a 430nm.

2 ml d’extrait méthanolique ont été mélangés avec Iml de la solution de chlorure
d’aluminium. Apres incubation pendant 10 minutes a température ambiante, I’absorbance a
été mesurée a 430 nm. Les concentrations des flavonoides ont été déterminées en mg

équivalent de quercetine par gramme d’extrait sec calculées en se référant a une courbe
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d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions réactionnelles avec la quércetine comme

standard.

Le taux de flavonoides a été déterminé selon la formule suivante:

x(mg)x D

TF(mglg)= ;
Pessai

TF: représente la teneur en flavonoides, X: représente la masse de flavonoides déterminée a
partir de la courbe d’étalonnage, D: représente le facteur de dilution, P essai: représente la

masse en gramme de la prise d’essai.
L.4. Etude de P’activité antimicrobienne

L’étude de I’activité antimicrobienne des extraits aqueux a été testée in vitro par la

méthode de diffusion sur gélose (Athamena et al., 2010).

La sensibilit¢ des souches microbiennes, vis-a-vis de: 1’Amoxicilline (pour les
souches bactériennes), Nystatine (pour les souches fongiques) (30 pg/ disque), ont été
utilisées comme controle positif et de I’eau distillée stérile (10 ul/ disque) comme contrdle

négatif.

C’est une méthode basée sur une technique utilisée en bactériologie médicales appelée
antibiogramme, ou méthode de diffusion sur gélose, ou méthode des disques (Kheyar et al.,
2014). L’évaluation de I’activité antibactérienne rentre dans le diagnostic médicale, et les
testes ont été effectuées selon le protocole de (Chaouche, 2014); (Bouzidi, 2016), avec

modification.
L.4.1. Principe de la méthode (Aromatogramme)

Imprégnant des disques de papier filtre placés au sein d’une gélose coulée en boites de
Pétri uniformément ensemencée avec une suspension microbienne du germe a tester. Cette
méthode nous permet de mettre en évidence 1’effet antimicrobien de notre extrait sur les
souches étudiées. Ainsi les souches seront qualifiées de sensibles, trés sensibles, extrémement

sensibles ou résistantes (Bouzidi, 2016). La figure N° 15 représente le principe de la méthode.
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Boite de Pétri
Souches test

Milieu de culture gélosé (Agar)

Disque imbibé

Zone d’inhibition

Croissance microbienne

Figure 15 : Illustration de la méthode de I’aromatogramme sur boite de pétri (Fekih, 2015).

1.4.2. Préparation des extraits aqueux

0,25 g de la poudre végétale additionnés de 10 ml d’eau distillée, ont ét€ mis en
agitation par le vortex jusqu'a la dissolution totale de I’extrait des plantes (Pinus halepensis
Mill. et Pinus pinea L.) pour une concentration de 0,025 g/ml (25000 pg/ml), apres la

préparation des extraits, une gamme de dilution a été établie (Annexe 2).

1.4.3. Préparation de milieux de culture

Dans le but de I’évaluation de I’activité antibactérienne des composés phénolique,

nous avons utilis€ comme milieu de culture la gélose nutritive (GN) (Annexe 03)
1.4.4. Préparation des disques

Les disques de papier wattman de 6 mm de diametre ont été préparés, ensuite enrobés

dans du papier aluminium et stérilisés. Puis garder le jusqu’a I’ utilisation.
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L.5. Activité antibactériennes
L. 5.1. Préparation de I’inoculum

Quelques colonie de souches bactériennes bien isolées et évident ont été prélevées a
I’aide d’une pipette pasteur et déchargées la pipette dans 5 ml d’eau physiologique stérile. La

suspension bactérienne a été bien homogénéisée dans le vortex pendant quelques secondes.

L’inoculum doit étre standardisé pour obtenir des colonies justes confluentes et sa
turbidité ajusté a 0.5 Mc Farland, a été réalisée a I’aide d’un spectrophotometre réglé sur une
longueur d’onde de 625nm ce qui correspond a 1-2 x 108 UFC/ ml (D.O = 0.08 a 0.1).
L’inoculum peut étre ajusté soit en additionnant de la culture bactérienne s’il est faible ou

d’eau distillée s’il est trop fort.

La suspension d’inoculum a été diluée a 1 :10 dans I’eau distillée stérile pour avoir une

concentration de 107 germes/ml, (Chaouche, 2014).
1.5.2. Ensemencement

L’ensemencement se fait soit par écouvillonnage ou par inondation, en respectant les
mesures de sécurité nécessaires et prendre les précautions en vigure contre les

contaminations, pour éviter la contamination du manipulateur et de la paillasse.

Les milieux de cultures ont été coulés aseptiquement dans des boites de Pétri de 90
mm de diametre a raison de 20 ml par boite. L’épaisseur du milieu doit étre de 4 mm car une
couche plus fine augmente la taille de la zone d’inhibition ce qui donne un faux résultat. On
laisse refroidir et solidifier sous la Hotte, (Bellahouel, 2012). Quant aux flacons, ils ont été

fondus au bain-marie avant l'usage et repartis dans les boites de pétri (GN).
1.5.2.1. Ensemencement par écouvillonnage

Un écouvillon a été trempé dans la suspension bactérienne, puis 1’essorer en pressant
fermement (en le tournant), afin de le décharger au maximum. L’écouvillon a été frotté sur la
totalité de la surface gélosée, de haut en bas en stries serrées. L’ opération a été répétée deux

fois en tournant la boite 60C° a chaque fois.
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Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon une dernicre fois sur toute la surface
gélosée. L’€écouvillon a été rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de pétri

avec la méme souche (Bellahouel, 2012).
1.5.2.2. Ensemencement par méthode de stries

0,20 ml de la suspension bactérienne a été ensemencée a 1’aide de la boucle de la
pipette pasteur, et frotter sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas en stries serrées.
L’opération a été répétée deux fois en tournant la boite 60° a chaque fois, pour faire une

meilleure distribution des bactéries sur la gélose.

Laisser les boites de pétri 30 minutes sur la palliasse a température ambiante pour

faire sécher I’exces de la suspension (Chaouche, 2014).
1.5.2.3. Ensemencement par la méthode de Rateau

Des boites de pétrie stériles préalablement coulées, ont été ensemencées par étalage
Iml de la suspension (bactérienne ou fongique) a l'aide d'un rateau stérile, I'ensemencement

s'effectue de telle sorte a assurer une distribution homogene des bactéries (Bellahouel, 2012).
1.5.3. Dépot des disques

A Tlaide d'une pince stérile au bec Bunsen, les disques de papier filtre imprégnés
d’extraits a tester a des concentrations de 700 pg/ml, 900 ug8ml, 900 pg/ml, 1000 pg/ml, et
1100 pg/ml, 1300 pg/ml, 1500 pg/ml, 1700 pg/ml respectivement, ont été déposés
délicatement a la surface de la gélose inoculée au préalable. Les boites de pétri ont été laissées
un quart d’heure a température ambiante, pour que le contenu des disques diffuse dans le
milieu. Puis fermées avec du ruban adhésif ou paraffine. Des témoins positifs (+) ont été
réalisés dans les mémes conditions, sans extraits aqueux, avec un antibiotique appropriés
(I’Amoxiciline pour les souches bactériennes), et (la Nystatine pour les souches fongiques)
sous forme de disques préts a 1’emploi pour comparer les résultats et d’autres négatifs (-)

contenants des disques imprégnés de I’eau distillée.

Apres I'incubation de 24 heures a 37 C°, les colonies se développent a la surface de la

gélose laissant des zones vierges autour des disques appelées zones d’inhibition. Plus le
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diametre de la zone d’inhibition est grand plus la souche est sensible a la substance

testée, plus il est petit plus la bactérie est résistante.
L.5.4. Lecture des aromatogramme

La lecture des aromatogrammes a €été faite a I’aide d’une régle millimétrée apres 24 h,

elle est réalisée au verso de boite de Pétri, sans 1’ouvrir.

L’extrait n’est consideré actif que si le diametre d’inhibition autour du disque est

supérieur a 6 mm.

La sensibilité des souches testées par les extraits a été classée selon les diametres des halos
d’inhibition :

e diametre < 8mm: non sensible ou résistante (-).

e diametre compris entre 9 a 14 mm: sensible (+).

e diametre compris entre 15 a 19 mm: tres sensible (++).

e diametre > 20 mm: extrémement sensible (+++), (Bouzidi, 2016).

L.6. Activité antifongique

Selon le méme protocole des opérations similaires ont été réalisées a celles effectuées
dans I’activité antibactérienne en utilisant le Potato Dextrose Agar (PDA) comme milieu de

culture.
L.6.1. Préparation de la suspension de champignons

Des implants mycéliens sont prélevés a partir des pré-cultures agées, puis sont mis dans des
tubes a essai contenant chacun 10 ml d’eau distillée stérile.

Apres agitation au Vortex, I’inoculum a été standardisé pour obtenir des colonies
justes confluentes (la suspension de spores & 10’spores/ml) et la lecture & une longueur d’onde
A =530. On n’estime qu’une absorbance comprise entre (D.O= 0.09 a 0.17 nm), (Bellahouel,

2012).

1.6.2. Ensemencement
4 mm de milieu PDA (Annexe 03) ont été coulé dans des boites de Pétri sous la Hotte et dans

des conditions stériles, une fois la gélose est solidifiée, et a I’aide d’une pipette pasteur des
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gouttes (100ul) de différentes suspensions fongiques ont été déposées a partir des suspensions
contenant 107 spores/ml et I’ensemencement a été fait par 1’étalement de cette suspension et
distribuées sous forme d’un tapis homogene puis incubées a 25°C pendant 72 heures,
(Bellahouel, 2012).

1.6.3. Lecture des aromatogramme

La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diametres des halos
d’inhibition au tour des disques apres leurs dépdts (le méme protocole cité précédemment).

Les observations et mesures ont été effectuées avec une regle graduée.

L.7. Activité sur des levures
1.7.1 Préparation de I’inoculum

Apres 72 h d’incubation a 28°C , 4 a5 colonies bien isolées sont prélevés avec une
anse et émulsionnées dans un tube contenant 5 ml d’eau physiologique stérile, a partir de cette
suspension mere, des dilutions ont été préparées dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau
physiologique stérile.

Puis I’inoculum a été standardisée et ajusté a 0.5 Mc Farland, ce qui correspond a 1-5
x 10® UFC/ml pour la levure C. albicans (D.O = 0.12 4 0.15 / A = 530 nm) (NCCLS, 2001)

puis incubé pendant 48 heures a 30°C.
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I1.1 Dosage des polyphénols totaux et flavonoide

Le taux des phénols totaux et de flavonoides dans I’extrait des graines du genre Pinus
varie d’une espece a ’autre (Figure 16). Les taux les plus élevés en composés phénoliques
totaux ont été détectés dans les graines de Pinus pinea L (7,99 mg/g). Par contre, les graines
de Pinus halepensis Mill. contiennent le taux le plus faible (3,71 mg/g). Le taux de
flavonoides le plus élevé est délecté aussi dans les graines de Pinus pinea L (2,17mg/g), par

rapport aux taux de Pinus halepensis Mill en flavonoides (0,8 mg/g) (Figure 16).

12

H Phénols totaux

M Flavonoides

Concentrations (ing/g)

Pimus pinea L. Pimis
halepeisis
Ml
Espéces

Figure 16 : Teneur en phénols totaux et flavonoides de Pinus halepensis Mill et Pinus pinea
L.

Par comparaison aux résultats donnés par I’équipe (Nasri et al., 2004) qui a montré
que les graines de Pinus halepensis Mill. et Pinus pinea L. cultivées en Tunisie représentent
0,26 et 0,23 mg/g de poudre respectivement, on en déduit que pour les mémes especes

respectives, les extraits de graines cultivées au Nord d’ Algérie sont beaucoup plus riches en
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composés phénoliques avec des teneurs de 3,71 mg/g et 7.99 mg/g de poudre si on tient
compte des conditions climatiques qui se ressemblent entre les deux pays. Les résultats de
(Haddada et al., 2007; Zarrouk et al., 2008) confirment I’influence de la variété sur la

composition quantitative en composés phénoliques dans 1’huile d’olive.

Si on compare, le taux de flavonoides mesuré avec ceux des phénols totaux, on en
déduit que les graines des deux especes sont constituées majoritairement d’acides
phénoliques. Le rapport taux de flavonoides/taux de polyphénols des graines de deux especes,
montre que la fraction de flavonoide la plus élevée est celle de P. halepensis Mill., par rapport
a P. pinea L. On peut considérer, d’apres la moyenne de la consommation des flavonoides par

I’€tre humain que les deux graines étudiées sont une bonne source en flavonoides.

I1.2. Activité antimicrobienne

Dans le but d’estimer le potentiel antimicrobien de nos extraits (Pinus halepensis
Mill. ; Pinus pinea L.). Le choix s’est porté sur plusieurs souches cibles, car chacune d’elles
possede des structures cellulaires et un métabolisme particulier.

D’apres les expériences effectuées par 1’aromatogramme qui permet de mesurer la
capacité d’un extrait a inhiber la croissance microbienne in vitro, nous avons jugé important
de compléter notre étude en déterminant la concentration minimale inhibitrice (CMI) par la

méthode de diffusion sur milieu gélosé.

I1.2.1. Effet d’extrait phénolique de Pinus pinea L. et Pinus halepensis Mill. sur la
croissance des souches microbiennes (fongiques et bactériennes)
Les résultats des tests antimicrobiens sont regroupés dans les tableaux, et illustrés par

les figures.
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Tableau VI: Diametres d’halos

microbiennes vis-a-vis d’extraits phénoliques de Pinus pinea L. a (700, 800, 900,

1000 pg/ml).

d’inhibition en mm de la croissance des souches

Les souches

Témoins (mm)

Les concentrations
(ng/ml)

L’eau

Nystatine Amoxicilline

Zone d’inhibition (mm)

700

800 900

1000

Salmonella
enterica ssp.
arizonae CIP
81-3

Y 24 (S)

00 (R)

00 (R) | 00 (R)

00(R)

Staphylococcus
aureus ATCC
25923

N 34 (S)

00 (R)

00 (R) | 00 (R)

00(R)

E- coli
ATCC25922

AN 33 (S)

00(R)

00(R) | OO(R)

00(R)

Candida
albicans

29 (S) o

07 (R)

09(S) | 10(S)

10 (S)

Aspergillus
niger

939N (ENS-
Kouba)

09 (S)

00 (R)

00 (R) | OO(R)

00(R)

Aspergillus
flavus

NRRL (ENS-
Kouba)

17 (S)

00(R)

00(R) | OO(R)

00(R)

Aspergillus
Ochraceus
A731C (ENS-
Kouba)

30 (S)

AN

00(R)

00(R) | O0(R)

00(R)

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

D’apres le tableau ci-dessus il ya une grande résistance des moisissures et de bactéries
testées vis-a vis d’extrait phénolique de Pinus pinea L. allant de 0,7mg/ ml a 1mg/ ml.
Par ailleurs, une trés faible activité a été observée vis-a-vis de la souche Candida

albicans (7, 9, 10, 10 mm) comparativement au témoin (Nystatine 29 mm) et au contréle

négatif (00 mm) (Figure 17), avec une CMI de 800 pg/ ml, en revanche nos résultats sont
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significativement supérieur a ceux trouvés par (Mansour, 2014) pour ’extrait de Lawsonia
inermis L, Juglans regia L et Pistacia lentiscus L ou les diametres d’inhibition de 18.67,
16.67 et 17.33 mm respectivement ont été trouvés apres leur test sur la croissance de Candida
albicans a mais a une concentration de 35 mg/ml.

La résistance de nos souches microbiennes peut étre attribuée a ’incapacité de 1’agent
antimicrobien de diffuser uniformément dans 1'agar. Le témoin présent des résultats négatifs,
ceci implique que I’activité antifongique est probablement due uniquement aux substances
renfermées dans 1’extrait phénolique de Pinus pinea L. le choix de solvant, ainsi que les
conditions d’extraction qui affectent les activités biologiques médiées par ces métabolites
(Halmi, 2015).

La perte d’activité fongique serait due aux interactions des tanins avec la paroi
fongique. Certains tanins sont connus pour se lier aux protéines ; ils pourraient donc
probablement induire une modification de perméabilité membranaire et permettre alors
I’entrée dans la cellule fongique, d’autres composé€s qui possederaient une activité

cytotoxique et donc antifongique (Mansour, 2014).

Figure 17: Effet des extraits phénoliques des graines de Pinus pinea L. sur la croissance

de : A : Candida albicas; B : Témoins positif (Nystatine), négatif (L’eau distillée).
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Tableau VII: Diametres d’halos d’inhibition en mm sur la croissance des souches

microbiennes vis-a-vis d’extraits phénoliques de Pinus pinea L. a (1100, 1300, 1500,1700
pg/ml).

Témoins (mm) Les concentrations (ug/ml)

Zone d’inhibition (mm)

Les souches | ..., Nystatine Amoxicilline

1100 | 1300 | 1500 | 1700

Salmonella

enterica ssp.
arizonae CIP R AN 24 (S) 00 (R) | 00 (R) | 00 (R) | OO(R)
81-3

Staphylococcu \
s aureus R 34.(S) 00 (R) | 00 (R) | 00 (R) | OO(R)

ATCC 25923

E- coli
ATCC25922 R AN 33(S) 00 (R) | 00 (R) | 00 (R) | OO(R)

Candida
albicans R 29 (S) . 09(S) | 09(S) | 10(S) | 11 (S)

Aspergillus
niger
939N (ENS- R 9(S) AN 04R |06 (R) | 11(S) | 14(S)
Kouba)
Aspergillus
flavus
NRRL (ENS- R 17.(S) AN 00 (R) | 01 (R) | 04 (R) | 09 (S)
Kouba)
Aspergillus
Ochraceus
A73I1C(ENS- | R 30 (S) AN
Kouba)

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

00(R) |03 (R) | 09(S) | 14 (S)

La variation de la sensibilité microbienne vis-a-vis de 1'extrait aqueux de Pinus pinea
L. est confirmée par I’existence de différences dans les diametres d’inhibition aux diverses

concentrations d’extrait comme I’indique le tableau ci-dessus.

#
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L’effet antifongique est plus au moins important selon la nature de la souche. Nos
résultats montrent une inefficacité de Pinus pinea L. sur toutes les souches bactériennes
testées (E. coli, S. aureus, Salmonella sp), mais 1'absence des zones d'inhibitions ne signifie pas
nécessairement 1’inactivité de 1’échantillon testé, parfois certains produit, diffusent plus lentement
dans le milieu de culture (Bensizerara et al., 2013).

Chez les especes fongiques, les diametres des zones d’inhibition étaient compris entre
(9 mm-14 mm) allant de (1100 pg/m a 1700 pg/ml) par rapport au témoin (Nystatine) et le
controle négatif (Figure 18).

Aspergillus flavus a manifesté une activité antifongique de 09 mm a 1700 pg/ ml avec
une CMI de 1700 pg/ ml, qui s’avéré inferieur par rapport aux autres souches fongiques
testés. Aspergillus niger et Aspergillus ochraceus montrent une zone d’inhibition la plus élevé
(14 mm) a 1700 pg/ ml avec des CMI 1500 pug/ml pour chacun. En comparant avec les
résultats trouvés par de (Bellahouel, 2012), un effet inhibiteur plus faible a été souligné sur la
croissance de la souche Candida albicans (9mm).

Selon (Athamena et al., 2010), aucune inhibition de la croissance n’est observée avec les
extraits (EBr, EAcOEt et En-BuOH) des graines de cumin vis-a-vis d’Aspergilus niger et

Candida albicans.

Les composés phénoliques de nos plantes étudiées ont été trouvés avec une forte activité
antifongique, cela se justifie par des mécanismes dont lesquels ces composés réagissent. En
effet, ils peuvent interférer avec les biomembranes en provoquant un dysfonctionnement ou
une destruction cellulaire. C’est un mécanisme par lequel la croissance mycélienne peut étre
réduite ou totalement inhibée. Les flavane-3-ols, les flavonols et les tannins sont connus pour
avoir la capacité de supprimer un nombre de facteurs de virulence microbienne, et 1’inhibition

des enzymes par adhésion aux protéines (Daglia, 2012; Mohammedi, 2013).
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Figure 18: Effet de I’extrait phénolique des graines de Pinus pinea L. sur la
croissance de : A : Aspergillus flavus; B: Témoin de Aspergillus flavus; C: Aspergillus
ochraceus ; D : Témoin de Aspergillus ochraceus ; E : Aspergillus niger ; F: Témoin de Aspergillus

niger.
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Résultats et discussion

Tableau VIII: Diametres d’halos d’inhibition en mm de la croissance des souches

microbiennes vis -a vis d’extrait phénolique de Pinus halepensis Mill. a (700, 800, 900,

1000 pg/ml).

Les souches

Témoins (mm)

Les concentrations

(ug/ml)

L’eau

Nystatine

Amoxicilline

Zone d’inhibition (mm)

700

800 900

1000

Salmonella
enterica ssp.
arizonae CIP
81-3

AN

24 (S)

04 (R)

05 (R) | 06 (R)

09 (S)

Staphylococc
us aureus
ATCC 25923

34 (S)

05 (R)

06 (R) | 08 (R)

09 (S)

E- coli
ATC(C25922

33(S)

05 (R)

05 (R) | 09 (S)

12 (S)

Candida
albicans

29 (S)

08(S)

09(S) | 10(S)

10 (S)

Aspergillus
niger

939N (ENS-
Kouba)

09 (S)

00 (R)

02 (R) | 04 (R)

07 (R)

Aspergillus
flavus

NRRL (ENS-
Kouba)

17 (S)

01 (R)

03 (R) | 04 (R)

05 (R)

Aspergillus
Ochraceus
A731C
(ENS-Kouba)

30 (S)

AN

00 (R)

00(R) | 00 (R)

00 (R)

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

D’apres les résultats obtenus,

inhibitrice contre les souches bactériennes testées (E. coli, S. aureus, Salmonelle) a (700, 800,

Pinus helepensis Mill. semble jouir d’une activité

900, 1000 pg/ml), avec des diametres de croissance de (9 mm al2 mm) (Figure 19), par

rapport aux contrdles (Salmonella (24 mm) ; S. aureus (34 mm) ; E. coli (33 mm)).
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Les niveaux de sensibilit¢é des bactéries vis-a-vis de Pinus halepensis Mill. est
relativement proche. Avec une faible activité marquée des souches bactériennes telle que,
Salmonella sp et S.aureus avec un diametre d’inhibition de (8 mm a 9 mm) et une CMI de
1000 pg/ ml pour chacune. Cependant E. coli présente une sensibilité plus élevé (12 mm)
avec CMI de 900 pg/ ml, par rapport au S. aureus.

Des résultats analogues ont été obtenus par Ghanmi et al. (2017) sur I’huile essentielle
de Pinus halepensis Mill. a montré qu’elle présente une bonne activité inhibitrice contre E.
coli (1/500 V/V) par rapport au Staphylococcus aureus (1/250 V/V) (Ghanmi et al., 2007).

Nos résultats sont comparable a ceux trouvés par (Bellahouel, 2012), pour 1’extrait de
Tirmania pinoyi, qui montre une activité inhibitrice sur S. aureus (16 mm) et Salmonelle
(11,6 mm), par contre nous avons signalé une sensibilité d’ E. coli .

Selon (Fekih et al., 2014), I'huile essentielle de Pinus halepensis Mill. était inefficace
contre S.aureus, E. coli et salmonella sp.

Les champignons filamenteux testés: Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus
ochraceus, se sont révélées résistants a 1’extrait aqueux de Pinus halpelnsis Mill. avec des
diametres d’inhibition de (I mm a 7 mm). Cela peut étre expliqué soit par 1’absence des
molécules fortement antimicrobiennes, soit par la faible capacité des composés antimicrobiens
présents dans I’extrait, a diffuser de maniere efficace dans I’agar. (Beddou, 2015) par contre
Candida albicans s’est avéré sensible a I’activité antifongique de Pinus halepensis Mill. avec
des zones d’inhibitions de (08, 09, 10, 10 mm) a des concentration allant de 700 pug/ ml a
1000 pg/ml.

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir antimicrobiennes n’est pas le méme,
sachant que les mémes concentrations d’extraits a été appliquée pour les septe souches
microbiennes. On constate que I'inhibition de la croissance varie en fonction de I’espece
microbienne, la concentration et la nature du produit testé et aussi du milieu de culture utilisé.
Le témoin (I’eau distillée) n’a exerce aucune activité inhibitrice, les colonies se développent
normalement en présence de I’eau, donc c’est un bon diluant pour notre extrait.

Les polyphénols, tels que les tannins et les flavonoides comme 1’épigallocatéchine, la
catéchine, la myricétine, la quercétine (Shan et al., 2007), et lutéoline (Askun et al., 2009),
sont des substances antibactériennes importantes. Les flavonoides en raison de leur richesse
en groupes phénoliques sont capables de se fixer sur certaines protéines et enzymes modifiant

ainsi les équilibres enzymatiques (Djahra et al., 2015).
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Figure 19 : Effet de I’extrait phénolique des graines de Pinus halepensis
Mill sur la croissance de : A : Salmonella sp; B : Témoins de Salmonella sp; C : S.

aureus ; D : Témoin de S. aureus ; E : Candida albicans; F : Témoin de Candida albicans.




Chapitre 11 Résultats et discussion

Tableau IX: Halos d’inhibition en mm de la croissance des souches microbiennes vis -a vis
d’extrait phénolique de Pinus halepensis Mill. a (1100, 1300, 1500, 1700 pg/ml).

Témoins (mm) Les concentrations (ug/ml)

Zone d’inhibition (mm)

Les souches

Eau Nystatine Amoxicilline | 1100 | 1300 | 1500 | 1700

Salmonella
enterica ssp.

arizonae CIP R AN
81-3

24.(S) 16 (S) | 17(S) | 18 (S) | 19 (S)

Staphylococcu \
s aureus ATCC R 34(S) 16 (S) | 18 (S) | 19(S) | 20 (S)
25923

E- coli \

ATCC25922 R

33(S) 14(S) | 14(S) | 16 (S) | 16 (S)

Candida
albicans R 29 (S) N 07 (R) | 08 (R) | 10(S) | 12(S)

Aspergillus

niger

939N (ENS- R 9(S) N 03 (R) | 03 (R) | 04 (R) | 07 (R)
Kouba)
Aspergillus
flavus
NRRL (ENS- R 17(S) N 01 (R) | 03 (R) | 05 (R) | 06 (R)
Kouba)
Aspergillus
Ochraceus
A731C (ENS- R 30(S) AN
Kouba)

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

00 (R) | 00 (R) | 00 (R) | 00 (R)

L’analyse des données expérimentales montre une activité antibactérienne notable de
notre extrait a (1100, 1300, 1500, 1700ug/ml). Comparativement aux témoins (Amoxiciline)

et au contrdle, (Figure 25).
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Le résultat des testes d’activités antimicrobiennes montre que Staphylococcus aureus
est tres sensible a I’extrait aqueux de Pinus halepensis Mill. avec une zone d’inhibition de 20
mm. Par rapport au E. coli et Salmonella sp avec des zones d’inhibition de 16 mm et 19 mm
respectivement a 1700 pg/ ml, Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par (Sadou et
al., 2015), qui ont observé une sensibilité plus importante chez S. aureus que chez E. coli vis-
a- vis des huiles essentielles de Pinus halepensis Mill, en revanche les résultats décrits par
(Sihem, 2015) montrent que tous les extraits de d’Opuntia ficus indica se sont avérés inactifs
contre E. coli avec des faible zone d’inhibition observées chez S. aureus (entre 9,03 + 0,045 et
11,18 £ 0,104mm).a Img/ ml ; 2,5 mg/ ml ; 5 mg/ ml.

Tandis que nos souches fongiques ont montré une résistance a I’extrait aqueux de
Pinus halepensis Mill. a I’exception de Candida albicans qui s’est avéré sensible a 7 mm, 8

mm, 10 mm, 12 mm a des concentrations allant de 1100 pg/ml a 1700ug/ml (Figure 20).

L’hypersensibilité de la souche S. aureus peut étre probablement due a la sensibilité
des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux externes, tels que la température,
le pH, et les extraits naturels due a 1'absence de la membrane externe (Balentine et al., 2006).

Cette sensibilité plus marquées des Gram positif par rapport aux Gram négatif a été
déja observée dans plusieurs études antérieures ((L. Tchombé N., 2015); (Sadou et al., 2015) ;
(Georgantelis et al., 2007)), Ceci peut s’expliquer par la complexité de la paroi cellulaire des

bactéries Gram négatif qui possedent une couche additionnelle par rapport au Gram positif.

La membrane externe, des bactéries Gram négatifs se compose des phospholipides,
des protéines et des lipopolysaccharides, cette membrane est imperméable a la plupart des
molécules, se qui peut jouer un role de barriére vis-a-vis des agents chimiques. Néanmoins, la
présence des porines dans cette couche permettra la diffusion libre des molécules avec une

masse moléculaire en-dessous de 600 Da (Georgantelis et al., 2007).

Les composés phénoliques ont été trouvés actifs vis-a-vis de nos souches
microbiennes testées. Nos résultats ont montré que le Pinus pinea L. posseéde des propriétés
antifongiques et Pinus halepensis Mill. a la des propriétés antibactériennes, ces résultats
confirment plusieurs investigations réalisées sur le pouvoir antimicrobienne des composés

phénoliques, ce qui justifie l'utilisation de ces plantes en médecine traditionnelle.
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Figure 20 : Effet de I’extrait phénolique des graines de Pinus halepensis Mill
sur la croissance de : A : Salmonella sp; B : Témoins de Salmonella sp; C : S. aureus ;

D : Témoin de S. aureus ; E : E. coli ; F : Témoin de E. coli.
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Conclusion

La flore Algérienne est I’une des plus riches au monde et possede de nombreuses
plantes utilisées en médecine traditionnelle. Parmi elles, deux plantes ont fait 1’objet de notre

étude. Il s’agit de Pinus halepensis Mill. et Pinus pinea L.

Les résultats obtenus nous ont permis de mettre en évidence la richesse de Pinus pinea
L. en polyphénols, et les flavonoides par rapport au Pinus halepensis Mill. de 1’ordre 7,99
mg/g ; 2,17 mg/g respectivement.

L’évaluation qualitative de 1’effet antimicrobien montre que 1’extrait phénolique de
Pinus halepensis Mill. est active sur toutes les souches bactériennes testées avec des zones
d’inhibition de diameétres variables. Néanmoins, 1’effet inhibiteur observé sur Escherichia coli
serait d’'un grand intérét car cette espece est naturellement résistante a de nombreux
antibiotiques et extraits de plantes. L’activité de notre extrait sur Staphylococcus aureus,

Salmonella sp serait aussi trés intéressante.

L’extrait phénolique de Pinus pinea L. montre une activité antifongique contre toutes

les souches fongiques qui ont été testés.

Ces résultats restent préliminaires, il serait intéressant de faire des études

complémentaires pour comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires de ces effets.

Ces études doivent étre aussi orientées vers la séparation et la purification des
composés actifs de ces deux plantes et 1I’évaluation de leurs effets sur les signalisations

impliqués dans le processus antimicrobien.
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Annexe 1 :
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage des phénols totaux
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Figure 2: Courbe d’étalonnage des flavonoids




Annexe 2 :

Préparation des différentes concentrations d’extraits aqueux

Préparer quatre concentrations d’extraits aqueux (EAq) de facon croissant,

comme suit :
lére

Cl.Vi=C2.V2

25000pg/ml. V1 = 100pg/ml. 2ml

concentration: 100ug/ml dans 2 ml

V1 =200pg/ml / 25000pg/ml = 0,008ml= 8p1.

Donc pour avoir la concentration de 100pg /ml dans 2ml a partir de la solution

de 25000pg/ml, on prend 8ul de cette derniere a laquelle on ajoute 1992ul d’eau

distillée.

Tableau : les déférentes délutions de la solution mere.

Concentration
C2 (ug/ml) 100 | 200 | 300 | 400 | 700 | 800 | 900 | 1000 | 1100 | 1300 | 1500 | 1700
Volume V1
() 8 |16 |24 |32 |56 |64 |72 |80 88 104 | 120 | 136




Annexe 3 :

Les milieux de culture :

Gélose nutritif (GN)

Dissoudre 20 g de gélose nutritif dans 11 d’eau distillée, faire bouillir avec
agitation jusqu’a dissolution complete. La solution obtenue est ensuite stérilisée a

121C° dans I’autoclave pendant 15 minutes, avec un PH 7+ 0,2.

Mueller Hinton (MH)

Le milieu Mueller Hinton a été utilisé Sous forme déshydraté.

Ces milieux préts a I'emploi ont été conservés a 4°C dans des flacons bien fermés.
Potato Dextrose Agar (PDA)

Les pommes de terre ont été pelées, lavées et coupées en tranches minces a
raison de 200 g et ensuite cuites dans 400 ml d’eau distillée, pendant 15 a 20 mn et
homogénéisé a 1’aide d’un agitateur magnétique. 10 g de glucose et 8 g d’Agar, ont
été ajoutés au filtrat puis le volume a été porté a un litre par I'eau distillée.
L’ensemble a été porté a ébullition pour permettre la dissolution des cristaux apres

autoclave (pendant 15 minutes a121°C) avec un pH de 5+ 0,2.

Tout le matériel et milieux de culture a étre utilisé a été stérilisées dans 1’auto clave a

120°C pendant 15min pour éliminer tous risque de contamination.



Annexe 4 :

Les souches

Caracteres
culturaux

Morphologie microscopique

Photos sous le microscope

A. ochraceus

Ce champignon
pousse
rapidement (2-3
jours) sur les
milieux de

culture classiques
a une température
de 25 a4 30°C.

Les colonies d’A.
ochraceus sont
poudreuses ou
granuleuses,
blanches au
début, puis jaunes

ou ocre-jaunes a
chamois. Le
revers de colonies
est incolore au
jaune pale

Les tétes conidiennes sont
bisériées, d’abord
globuleuses puis

se séparent en 2 ou 3
colonnes divergentes, bien
individualisées, de couleur
jaune, ocre-jaune

vésicules sont globuleuses,
hyalines, 30-50 um en
diametre. Les phialides (7-
10 x 2-3,5 pm)

sont portées par des
métules, de dimensions
variables. Les conidies sont
sub-globuleuses a

globuleuses. Elles mesurent
2,5-3 (3,5) um de diametre,
sont finement échinulées ou
lisses.

Les sclérotes, souvent
présents, de couleur lavande
a pourpre, sont globuleux,
ovales ou cylindriques, et
atteignent 1mm




Aspergillus. niger

Ce champignon
pousse rapidement
(2-3 jours) sur les
milieux de

culture classiques
(géloses au malt et
Sabouraud). La
température
optimale de
croissance

varie généralement
entre 25 et 30°C,
mais A. nigerpeut se
développer jusqu’a
42°C.

Les colonies d’A.
nigersont
granuleuses,
blanches au début,
puis jaunes et, a
maturité, elles

deviennent noires.
Le revers des
colonies est incolore
ou jaune pale. Sur le
milieu Czapek, A.

nigerforme des
colonies a mycélium
blanc ou jaune, et
revers souvent
incolore

Les tétes
conidiennes,
bisériées, radiées,
sont disposées en

plusieurs colonnes
brunatres ou noires.
Les conidiophores
sont longs atteignant
1,5-3 mm,

lisses, hyalins ou
brunatres dans leur
moitié supérieure.
Les vésicules sont
globuleuses et

enticrement fertiles.
Les phialides (7-10 x
3-3,5 um) sont
portées par des
métules brunatres,

de dimensions
variables. Les
conidies sont
habituellement
globuleuses, parfois
légerement aplaties.
Elles mesurent 3,5-5
um de diametre, sont
brunes, échinulées a
trés verruqueuses.

Les sclérotes parfois
différenciés, sont
creme a chamois
foncé au début, puis
virent au

chamois vinacé




Aspergillus. flavus

Le champignon se
développe

rapidement sur les
milieux classiques

(géloses au malt et
Sabouraud) a 22-
25°C. La
température
optimale de
croissance est 37°C.

Sur le milieu de
culture A. flavus
forme des colonies
duveteuses a
poudreuses, d’abord

blanches, puis jaune,
puis vert-jaune. Le
revers peut tre
incolore, rosatre ou
brun-rouge foncé

pour les souches
productrices de
sclérotes

Les tétes
conidiennes,
unisériées ou
bisériées, d’abord
radiées,puis reparties
en plusieurs
colonnes de spores
mal individualisées,
jaunatres au début,
puis vert-jaune
foncé. Les
conidiophores
hyalins, verruqueux,
atteignent 1 a 2,5
mm de long. Les
vésicules sont sub-
globuleuses, et
mesurent 45 pum de
diametre. Les
phialides sont
insérées directement
sur la vésicule
(unisériées) ou
portées par des
métules. Les
conidies sont
globuleuses a sub-
globuleuses, de 3-6
um de diametre, de
couleur verte pale,
verruqueuses. Les
sclérotes, fréquents
dans les isolats
récents, sont
globuleux a sub-
globuleux, d’abord
blanc puis virant au
brun-rouge foncé et
au noir




Souches

Systématique

Description et pathogénicité

Candida albicans

Domain :Fungi

Emb :Askomycota

Class :Saccharomycetales
Famille:Saccharomycetaceae
Genre: Candida

Espéce: Candida albicans

Candida albicans est un
champignon unicellulaire
mesurant de 4 2 6 um de
long, qui se reproduise par
bourgeonnement. C’est
I’espece la plus virulente.
Elle est commensale des
muqueuses oro-pharyngée,
gastro-intestinale, génito-
urinaires et peut
occasionnellement coloniser

la peau

Stapylococcuc aureus

Domanie : Dacteria
Division : Firmicutes
Ordre : bacillales

Famille: Stapylococcaceae
Genre: Stapylococcus

Espéce : Staphylococcus

Des coques Gram positif
arrondis d’environ lum de
diameétre, immobile,
dépourvus de spores et de
capsules : ils apparaissent le
plus souvent en amas dit
« grappes de  raisin ».1ls
peuvent  également  Etre

isolés, par paires ou en tres

aureus
courte chaine.
D : Bacteria Bacille de 1-6um de long sur
Salmonella sp ) 0,3 a 1lum, mobiles par
E : Bacteria

C : Gamma proteobacteria

ciliature peritriche. Elle ne

présente pas de capsule.




Salmonella sp

O: Enterobacteriales
F: Enterobacteriaceae

G: Salmonella enterica /

Salmonella bongori

Caractérisée par la
fermentation de glucose avec

production de gaz (sauf
S.typhi), ce sont des bactéries
enteropathogénes invasives
elle provoque la destruction
de la bordure en brosse des

cellules intestinales.

E.coli

D : Bacteria

E : Bacteria

C : Gamma proteobacteria
F: Enterobacteriaceae

G: Escherichia

E: E.coli

E. coli également appelé
colibacille et abrégée en E.
coli, une bactérie intestinale
(Gram négatif) des
Mammiferes, trés commune
chez I’étre humain. En effet,
elle compose environ 80%
de notre flore intestinale
aérobie. Découverte en 1885
par Theodor Escherich, dans
des selles de chevres, c’est
un coliforme fécal
généralement commensal.
Cependant, certaines souches
d’E. coli peuvent étre
pathogenes, entrainant alors
des gastro-entérites,
infestions urinaires,

méningites.
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Résumé

Le travail que nous avons réalisé a été consacré a 1‘étude de la teneur en phénols totaux et flavonoides 1‘activité
antimicrobienne des extraits phénoliques de deux plantes médicinales tres répandue dans le Nord Algérien : pin d’Alep (Pin
halepensis Mill.), pin pignon (Pinus pinea L.).

Les teneurs en polyphénols ont été déterminées par des techniques spectrophotométriques. En outre, la détermination de
Iactivité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé. Les résultats de la teneur en
composés phénolique déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu est de (7,99 mg/g); (3.71 mg/g) pour les extraits de
Pinus pinea L et Pinus halepensis Mill, respectivement. Les flavonoides ont été évalués en utilisant la méthode AICl3, leur teneur
est de 2,17 mg/get 0,80 mg/g dans les extraits de Pinus pineaL et Pinus halepensis Mill, respectivement. L’activité
antimicrobienne a été déterminée sur Sept souches microbiennes, I’extrait aqueux de Pinus halepenssis Mill. S’est montré active
contre les trois bactéries testées, a savoir: Escherichia coli avec une valeur CMI de (900ug/ml), Staphylococcus aureus avec une
CMI de (1000pg/ml), et salmonella avec une CMI de (1000pg/ml). Candida albicans avec une CMI de (800ug/ml), quant au
Pinus pinea L. inefficace pour contre les bactéries, elle s’est montrée tres active contre Aspergillus niger avec une CMI de
(1500ug/ml), et Aspergillus flavus avec une CMI de (1700ug/ml), Aspergillus ochraceus avec une de CMI (1500ug/ml).

Mots clés: Polyphénols, Flavonoides, Pinus halepensis Mill, Pinus pinea L., pouvoir antibactérien, Pouvoir antifongique.

Summary

The work we carried out was devoted to studying the total phenol and flavonoid content of the antimicrobial activity of
the phenolic extracts of two medicinal plants very widespread in the north of Algeria: Alep pine (Pinus halepensis Mill.), goupille
pignon (Pinus pinea L.).

The polyphenol contents were determined by spectrophotometric techniques. Furthermore, the determination of the
antimicrobial activity was carried out by the diffusion method of the disks in agar medium. The results of the phenolic compound
content determined using the Folin-Ciocalteu reagent is the (7,99 mg/g); (3.71 mg/g), For the extracts of Pinus pinea L. and Pinus
halepensis Mill., respectively. Flavonoids were evaluated using the AICI3 method, their content was 2.17 mg / g and 0.80 mg / g
in the extracts of Pinus pinea L. and Pinus halepensis Mill, respectively. Antimicrobial activity was determined on seven
microbial strains, the aqueous extract of Pinus halepensis Mill. Was found to be active against the three bacteria tested:
Escherichia coli with a MIC of (900 pg / ml), Staphylococcus aureus with a MIC of (1000 pg / ml), and Salmonella with a MIC of
(1000 pg / ml). Candida albicans with a MIC of (800ug / ml), with respect to Pinus pinea L. Ineffective against bacteria, it has
been very active Aspergillus niger with a MIC of (1500pg / ml), and Aspergillus flavus with MIC (1700pg / ml), Aspergillus
ochraceus with MIC (1500pg / ml).

Key words: Polyphenols, Flavonoids, Pinus halepensis Mill., Pinus pinea L., antibacterial power, Antifungal power.
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