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Résumé

Les plantes medicinales constituent une source immense de molécules bioactives, dotées de
nombreuses activités. L’objectif de notre travail est de réaliser une étude phytochimique et
biologique des extraits aqueux,éthanolique,hydroalcooliques de 1’écorce de Pinus pinaster
(PPI), Cette espéce de plante algérienne est utiliseée en médecine traditionnelle.

Le criblabe phytochimique a montré que cette plante contient des flavonoides, des stérols et
terpenes, des tanins et des coumarines, des alcaloides.

Des travaux ont été effectués dans le but de mettre en évidence in vitro les propriétés
antibactériennes de ces extraits des écorces de pinus pinaster, les effets des extraits ont été
comparés a celle de I’ampicilline, péniciline, céphalexine comme un contrble positif. Par la
méthode de diffusion en milieu solide (puits), et la méthode de diffusion en milieu liquide
(CMI), I’extrait hydroéthanolique de PPI montré une activité antibactérienne plus élevé sur

E.fécalis que les éxtraits.

Summary

Medicinal plants are a huge source of bioactive molecules with many activities. The objective
of our work is to carry out a phytochemical and biological study of the aqueous, ethanolic,
hydroalcoholic extracts of the bark of Pinus pinaster (PPI), This species of Algerian plant is
used in traditional medicine.

Phytochemical screening has shown that this plant contains flavonoids, sterols and terpenes,
tannins and coumarins, alkaloids.

Work was carried out to demonstrate in vitro the antibacterial properties of these extracts of
pinus pinaster bark, the effects of extracts were compared to that of ampicillin, penicillin,
cephalexin as a positive control. By the solid medium diffusion method (wells), and the
diffusion method in liquid medium (MIC), the hydroethanolic extract of PP1 showed a higher
antibacterial activity on E. fecalis than the extracts.
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Introduction

Introduction

Bien avant que I'humanité ne découvre I'existence de les microbes, I'idée que certaines plantes
ont un potentiel de guérison, en effet, ils contenaient ce que nous caractériserions
actuellement comme principes antimicrobiens, était bien accepté (Rios et Recio, 2005).
Depuis ’antiquité, les plantes médicinales sont connues par ces propriétés antimicrobiennes
et ces avantages (athamena et al ., 2010), ces plantes considérées comme le fondement de la
médecine moderne pour le traitement et la prévention des maladies humaines. A ce jour, de
nombreux produits naturels ont été extrait a partir des écorces des plantes (Kumarasamy et
al. ,2002), grace a leurs composants fondamentaux qui possedent plusieurs activités
biologiques, nombreuses études intéressent a I'évaluation de ces activités (Sadou et al.,
2015).

La plupart des plantes médicinales les plus riches dans le monde et les plus utilisees soit
comme aliments naturels ou pour des buts thérapeutiques on les trouve dans le continent
africain. (Zeghad, 2009)

En médecine moderne, Malgré I’utilisation des antibiotiques a un grands succes pour le
traitement des maladies infectieuses, mais la progression de la résistance bactérienne et
I’absence réelles de découverte de nouveaux antibiotiques dans les années a venir, deviennent
un probléme thérapeutique qui conduit a étudier I’efficacité des plantes afin d’isoler les
principes actifs (Toty et al. , 2013), car la phytothérapie qui repose sur des remeédes naturels

est bien acceptée par lI'organisme(Zeghad, 2009).

En 2002, selon ’OMS, 80% de la population africaine se soigner par la médecine
traditionnelle qui implique 1’exploitation des principes actifs des plantes médicinales pour le

traitement des maladies courantes. (Basli et al. , 2012).

L'extrait d'écorce du Pinus pinaster a une longue histoire d'utilisation éthnomédicale, il a
été utilisé par les Indiens autochtones du Québec, L'explorateur frangais Jacques Cartier et
son équipage ont introduit le thé d’écorce de pin au cours de I'hiver pour prévenir la scorie
causée par I’insuffisance de vitamine C.

L'extrait d'ecorce du Pinus pinaster est disponible commercialement comme suppléments

alimentaires a base de plantes sous le nom de pycnogenol.




Introduction

L’objectif de notre travail est donc de préparer des extraits aqueux , ethanolique,
hydroéthanolique a partir de 1’écorce de pinus pinaster et detecter la richesse de cette plante
en principes actifs (polyphénols) et d’évaluer in vitro ’activité antibactérienne de notre
plante en déterminant la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’extrait actif a 1’égard
des germes bactérien testés.

Ainsi, ce manuscrit est divisé en quatre chapitres :

Le premier ,est un apercu bibliographique sur les plantes médicinales et les antibiotiques .

Le deuxiéme chapitre est consacré a 1’étude de plante médicinale (pinus pinaster), le nom
scientifique et la taxonomie,la description botanique, I’origine et la répartition géographique,
les propriétés thérapeutiques de cette plante.

Le troisieme chapitre consiste en matériels et méthodes qui ont été utilisés.

Le quatrieme chapitre consacré aux résultats et discussions relatifs a [Dactivité
antibactérienne de ces polyphenols.

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

des différents résultats obtenus et des perspectives a entreprendre a [’avenir




Chapitre | Généralités sur les plantes médicinales et les antibiotiques

I.1.Les plantes médicinales
I.1.1. Définition d’une plante médicinale

La pharmacopée francaise définie la plante médicinale comme une « drogue végétale »
grace a leurs propriétés médicamenteuses.

Une « drogue vegétale » est une plante ou une partie de plante, utilisées fraiches ou
seches. (kahlouche-riachi, 2014).

1.1.2. Intérét de I'étude des plantes medicinales

La plupart des especes veégétales contiennent des substances qui peuvent agir sur
I'organisme humain et animal et elles présentent des avantages dépourvus dans les
médicaments (Nelly, 2013); grace a technologies modernes aux connaissances
traditionnelles, 25% des médicaments modernes sont dérives de plantes médicinales (EI Hilah
etal ., 2015).

Chaque partie de la plante possede des propriétés thérapeutiques, donc on peut utiliser la

plante entiere ou seulement une partie (feuilles, fruits, fleurs, écorce...) (Nelly, 2013).

Principe actif :
C’est une molécule contenu dans une drogue végétale, présentant un intérét thérapeutique

curatif ou préventif pour 'Homme ou I'animal. (Chagne, 2004).

1.1.3. La phytothérapie
Définition

La phytothérapie (En grec, Phyton = végetal et Therapein = soigner) est I’art de soigner par
les plantes, permet a la fois de traiter le terrain du malade et les symptdmes de sa maladie

(Nelly, 2013). La phytothérapie est une discipline qui tend toujours a se renouveler, car la

recherche des nouveaux médicaments est continuelle (Sadou et al ., 2015).

1.1.3.1.Différents types de la Phytothérapie :

» Aromathérapie : Ce mot vient du latin « aroma » signifiant odeur et du grec « therapeia»
signifiant traitement. 11 s’agit donc de soigner par les huiles essentielles (Pierron, 2014), sa
naissance était en 1928 par René Maurice Gattefossé qui, en travaillant sur les parfums.
(Benzeggouta, 2005).

)



Chapitre | Généralités sur les plantes médicinales et les antibiotiques

» Gemmothérapie : Se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de
végétaux tels que les bourgeons et les radicelles.

» Herboristerie : ¢’est la méthode la plus classique et la plus ancienne, elle utilise soit la
plante entiére, soit une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur
des méthodes simples a base d'eau : décoction, infusion, macération. Ces préparations
existent aussi sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante seche que le sujet

avale.

1.1.3.2.Modes de Préparation des Plantes pour la Phytothérapie :

Pour obtient des extraits en traitant la plante dans une solution vaporisable (éther, eau,
alcool,...) par divers procédeés d'extraction (macération, infusion,) puis en évaporant.

En phytothérapie, il y a plusieurs modes de préparation des plantes, selon I'usage que I'on
veut faire. Les modes de préparation les plus courants :

1) L'Infusion
Pour obtient une infusion, en plongeant une plante pendant une durée de 5 a 15 minutes
(selon la plante) dans de I'eau bouillante dans un récipient couvert. Avant d'étre utilisée

I'infusion doit étre filtrée.

2) La Décoction
En mettre la plante dans I'eau froide, puis la faire bouillir entre 2 & 15 minutes (les écorces

et les racines doivent bouillir plus longtemps que les feuilles et les tiges).

3) La Macération

On obtient une macération, en laissant une plante dans un solvant (eau, vin, alcool ou
huile) a froid a I'abri de I'air et de la lumiére pendant un temps assez long (de quelques heures
a plusieurs jours). Apres en filtre le mélange a travers un filtre papier, ou du coton hydrophile.
(Benghanou, 2012).
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1.2.Les Antibiotiques

1.2.1.Historique
Aprés la découverte du role pathogene des microbes, Pasteur est penché vers
I'immunologie et la préparation des vaccins. Bien que la recherche de nouveaux médicaments

antibactériens est poursuivie.

Vers 1909, Ehrlich introduit une notion thérapeutique aux médicaments «sélectivement

toxiques™ pour les microbes sans endommager les cellules animales ou humaines.

En 1928, Fleming découvrit que quelques boites cultures des Staphylocoques contaminées
par une petite tache verte, I'espace environnant contient une moisissure, et les bactéries
ensemenceées étaient inhibées. La moisissure, c'était Penicillium notatum qui secrétait un suc
capable de détruire différentes bactéries. Il testa alors le suc sur une goutte de sang, sur des
animaux de laboratoire, puis sur un homme volontaire, pour déduire enfin que le suc du
Penicillium qu'il nomma "Pénicilline", n'était pas nuisible a I'nomme, en plus de son action

destructive vis-a-vis des bactéries pathogenes (Benzeggouta, 2005).

1.2.2.Définition:

Le terme antibiotique crée par Waksman, Ce sont des substances chimiques élaborées par
des microorganismes; ces substances possédent le pouvoir d'inhiber la croissance ou le
développement d'autres microorganismes (bactéries), dans lesquelles elles pénétrent en
perturbant le métabolisme, mais sont dépourvus de toxicité pour les autres cellules humaines

ou animales.

L’activité d’antibiotique peut s’exercer par deux mécanismes principaux: les antibiotiques
qui stoppent la croissance des microbes, appelés bactériostatiques, et ceux qui les tuent sont
appelés bactéricide (Afif Chaouche, 2015)

Selon leur formule chimique, la maniére dont-ils agissent sur les microorganismes, les
antibiotiques sont groupés en dix familles: les bétalactamines, les aminosides, les phenicols,
les tétracyclines, les polypeptides, les macrolides, les antituberculeux, les antifongiques, les

antimitotiques et les antibiomimétiques (Benzeggouta, 2005).
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1.2.3.Mode d'action des antibiotiques et Résistance bactérienne:

A la différence des antiseptiques, les antibiotiques agissent sur des cibles bactériennes
précises, a des concentrations mille a dix mille fois plus faibles que les antiseptiques. Chaque
famille d'antibiotiques ayant un nombre de molécules trés variable et une structure de base

identique.

Le critere le plus utilisé pour classer les antibiotiques est la cible anatomique ou

moléculaire au niveau de la bactérie. On compte trois classes (Fig.1):

+ Antibiotiques agissant sur la synthése de la paroi bactérienne (les familles des B-

lactamines, aminoglycosides et certains antituberculeux);

+ Antibiotiques agissant sur la synthese des protéines par les bactéries, comme les
aminoglycosides, les tétracyclines, les phénicoles, les macrolides, les lincosamides et

les streptogramines ;

4+ Antibiotiques agissant sur la synthése de ’ADN ou de I'ARN bactérien ; cas des

sulfamides, des quinolones.

@ Inhibition de la synthése @ Inhibition de la synthése
de la paroi bactérnienne de la membrane cytoplasmique
/

A

(3) Inhibition de la

synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

Figure 1: Lieux d’action des antibiotiques dans la cellule bactérienne (Afif Chaouche,
2015).
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En revanche, les bactéries avaient trouvé les moyens pour résister et par conséquent,
éviter l'action des antibiotiques, et se développer en présence d'une concentration en
antibiotique plus élevée que celle habituellement active sur les souches de cette espece. Il faut
distinguer la résistance innée ou naturelle, de la résistance acquise apparaissant chez des
bactéries sensibles aux antibiotiques. Celle-ci, correspond a une adaptation des bactéries aux
antibiotiques, qui est due soit a des mutations, soit a la présence de nouveaux genes portés par

des plasmides ou des transposons (Afif Chaouche, 2015).

1.2.4. Toxicité des Antibiotiques :

En plus de son action sur les bactéries, un antibiotique peut exercer des effets néfastes sur les
cellules eucaryotes lorsque la dose administrée est trop élevéee ou le traitement est de longue
durée. Par ailleurs, certains antibiotiques peuvent augmenter les effets thérapeutiques et
toxiques de médicament en inhibant leur fixation, ou leur inactivation dans I'organisme.

Il faut noter que les troubles toxiques causés par les antibiotiques sont différents d'une famille
a l'autre, il peut y avoir une molécule tres toxique et l'autre dépourvue de toxicité ou peu
toxique. Cas de la streptomycine qui n'est pas toxique pour le néphron, alors que la

néomycine est la plus toxique pour cet organe.

+ Toxicité Hépatique:
Le traitement par la tétracycline cause une dégénérescence graisseuse du parenchyme

hépatique, et les antituberculeux induire la lyse hépatocytaire (cytolyse).

+ Toxicité rénale:
Une nécrose du tube contourné proximal est observée lors de I'administration d'un aminoside

a posologie trop élevée.

+ Toxicité du systéme nerveux et des organes sensoriels:
Une neuropathie sensitivo-motrice périphérique représente I'un des effets indésirables sur le
systtme nerveux le plus souvent observe lors de I'utilisation d'antibiotique isoniazide.
(Benzeggouta,2005).
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Pinus pinaster

Les coniferes sont des végétaux ligneux les représentants actuels des gymnospermes. Ce
sont des arbres ou des arbustes, connus sous le nom de résineux. lls différent aux autres arbres
(angiospermes), ils portent des aiguilles et des canaux sécréteurs de la résine dans tous ces
organes. Ces espéces montrent des capacités d'adaptation incroyables a de nombreux

environnements.

Les pins (genre Pinus) appartiennent a la famille des Pinaceae. Sont des arbres caractérisés

par des aiguilles pointues, longues ou courtes, des graines ailées. (Chagne, 2004)

11.1.0Origine et repartition :

Le pin maritime (pinus pinaster) se répartit prés des coOtes atlantiques du sud-ouest
européen et méditerranéennes occidentale (Pauly et al ., 1973), en Espagne, en ltalie, Il est

plus rare en Afrique de Nord (région de Bone en Algérie et dans le Moyen Atlas au Maroc).

En France, le pin maritime de la c6te de Gascogne appelé « Pin de Landes » (Costa,
2005). C'est une espece bien adaptée aux climats maritimes trés tempérés, a température
douce et réguliere, nécessite une Iégére humidité, haute niveau de lumiére (héliophile)(Kadri
et al.,2015), supporte la chaleur mais, Il est sensible aux froids prolongés et les fortes gelées.
(Alissar, 2006).

Au Portugal, le pin maritime existe depuis préhistoire et trouvé dans toutes les foréts de
pins portugais, représente 31% des espece (figueiral ,1995).

En France, le pin maritime également appelé pin des landes, est implanté dans la région du
sud-ouest depuis I’antiquité. (S.Gendrault,2004)
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Les foréts de coniféres
Aires du pin d’alep

§°=% Aires du pin maritime
fnmd

Figure 2: Distribution de pinus pinaster en Europe et en Afrique du nord (Bettayeb, 2010 ;
LARBI, 2015)
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Tableau 1 : répartition de pinus pinaster dans le monde (Alaoui et al., 2011)

Pays Superficie (ha)
domaine Portugal 1300 000 ha
atlantique et
comprend les Espagne 1260 000 ha
peuplements
EN Europe France 1000 000 ha
domaine sk
s i Est de la France 1 45 000 ha
méditerranéen
au Maroc 14 000 ha
Saulefle ) 12 000 ha
Algérie
en Tunisie 2 000 ha

I11.2. Noms vernaculaires

Nom francais pin maritime
Nom anglais maritime pine
Nom arabe ol giall

Pinaster : ou "pin sauvage" dans I’Italie latine

Maritime: tres adapté a un climat doux et humide. (allissar, 2006)

11.3. Systématique

Selon William Aiton en 1789, le genre Pinus de la famille des Pinaceae, le plus grand
groupe des coniferes en nombre d’espéces (plus de 100 especes), le genre Pinus est placé dans
la sous classe Pinatae dans la subdivision Coniferophytina des Gymnospermes (Alya et al.,
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2011). La position systématique du pin maritime (Pinus pinaster Ait.) dans la classification

actuelle est la suivante (Meullemiestre, 2014).

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionata
Embranchement Pinophyta ou conifere
Sous-embranchement | Gymnosperme

Classe Pinopsida

Ordre Pinales

Famille Pinaceae
Sous-Famille Pinoideae

Genre Pinus

Espece Pinaster

Nom binominal :

Pinus pinaster
Aiton, 1789

Synonymes :

< Pinus maritima

<+ Pinus mesogeensis

11.4. Présentation et description botanique

++ Le pin maritime est une espece sempervirente (toujours
verte), a longévité moyenne (un siecle 40-50 ans).

% C’est une espece monoique (il posséde des fleurs males et
femelles sur le méme arbre (alissar, 2006)

% Taille:

Hauteurs 30m et plus Figure 3: Photographie de pin

Largeur 10m (Jean, Marie polese. 2006) maritime (celhay, 2013)

3




Chapitre 11 Monographie de la plante

% Graine:
Ovales, aplaties, sont longues de 5 a 10 mm, noires. (Chagne, 2004)
s Ecorce :

Grise puis brun-roux et lisse, mais devenant rapidement episse et fissurée. (Alissar, 2006)

s Aiguilles :

Vert —gris sont rigide, pointues et un peu piquantes, elles apparaissent par paires saillant

vers ’avant sur les rameaux.

< Cones:

Brun luisant, sont de forme allongée lorsqu'ils sont fermés, conique, portent de fines écailles
pointues

% Feuille :
Jusqu’a 20 cm de long, rigides, peu dense, irrégulier regroupés en fascicules de deux
aiguilles (Allen, 2004 )

% Fleurs:

Males en chatons ovoides allongés, jaunes, en masse compacte,

Femelles en petit chatons rougeatres, groupées par 2ou 3

+ Floraison:

Au début de I’été (avril/mai) (Jean, Marie polese, 2006 )

0,

% Croissance initiale : rapide

R/

% Sol : sableux, pauvre et acide (Alissar, 2006)
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Figure 4 : Photographie d’écorce de
pin maritime

Figure 5 : Photographie montre les aiguilles et les Cones de pin maritime de
pin maritime (Alaoui et al 2011)

11.5.Métabolites de la plante

11.5.1. Les métabolites secondaires

Chimiguement, la famille des Pinaceae, dont les pins font partie, est surtout caractérisée par

la présence de résines, de tanins, de terpénes, de lignans et de quelques stilbenes (LaFever et

al ., 1994).

E
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11.5.1.1.Les composés phénoliques ou Les polyphénols :

Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés dans le regne végeétal qui
sont regroupés en 8000 composes (Celhay, 2013), leur structure posséde au moins un cycle
aromatique a 6 carbones, portant un ou plusieurs groupements hydroxyles (OH) (T.
Hennebelle et al., 2004), présentent plusieurs effets biologiques, notamment antibactériens
par inactivation des enzymes hydrolytiques comme les protéases et les carbohydrolases,

antiviraux, anti-inflammatoires (Metrouh-Amir et al., 2015).

La désignation générale «composés phénoliques» concerne a la fois les mono, les di et les
polyphénols dont les molécules contiennent respectivement une, deux ou plusieurs fonctions

phénoliques

Les composés phénoliques sont des substances présentes dans tous les végétaux et dans
tous les organes de la plante, Regroupent en divers classes :

Les phénols simples, les acides phénoliques, les coumarines, les flavonoides, les stilbénes,
les tannins issus de la polymérisation des flavonoides, les lignines, les lignanes, qui avec les

isoflavones, sont nommeées phyto-cestrogénes. (Edeas, 2007).

Les polyphénols de divers aliments et herbes possédent nombreux avantages pour la santé
humaine et certains extraits de plantes riches en polyphénols ont été ajoutés aux suppléments
aliments grace a leur activité antibactérienne qui a été évaluée dans plusieurs études

pharmaceutiques (Taguri et al., 2006).

I1.5.1.1.1.Les flavonoides :

Les flavonoides, comprenant au moins 6000 molécules, répartissent en plusieurs classes
(flavonones, flavonols, flavononols,...)

Les flavonoides et autres végétaux phénoliques, tels que les acides phénoliques, les
stilbenes et les tanins sont importants dans les plantes pour le développement normal de la
croissance et la défense contre I'infection et les blessures. (Jerez et al., 2007).
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OH J
o)

Figure 6: Structure générale du noyau des
flavonoides

I1.5.1.1.2.Les tanins :
Sont des oligomeéres de deux a sept unités de fiavan-3-ol (Simard, 2007), qui différent

des autres composés phénoligues naturels par leur capacité a précipiter les protéines, répartis

en deux groupes selon leurs structures : les proanthocyanidines (tanins condensées), et des

tanins hydrolysables.
On peut les trouver dans les racines, bois, feuilles, écorces ou fruits, utilisés comme

agents antimicrobiens (Scalbert ,1991)

Figure 7: montre la Structure des tannins condensés (Kahlouche-
Riachi, 2014)
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I1.5.1.1.3.Les cumarines :

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le benzo-
2-pyrone, Elles sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de
capter les radicaux hydroxyles (Kahlouche-Riachi, 2014)

Figure 8: montre la Structure des
Coumarines (Safidine, 2015)

11.5.1.2. Les saponines

Le nom saponine dérive du mot latin «sapo», qui signifie savon, parce que ces composés
moussent une fois agités avec de 1’eau. Ils se composent d’aglycones non polaires liés a un ou
plusieurs sucres. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires explique
leur comportement moussant en solution aqueuse. Comme définition, une saponine est un

glycoside de stéroide ou de triterpéne.

11.5.1.3.Les terpenes
Les terpénes sont des dérivés de l'isopréne C5H8, forment une classe d'hydrocarbures,
produits par les coniferes. Ce sont des composants majeurs de la résine, possédent des

propriétés antifongiques et antibactériennes...
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Figure 9: Formule chimique
d’isopréne (Safidine, 2015)
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11.5.1.4.Les stérols

Les stérols sont des molécules lipidiques possédant une structure tétracyclique (4 cycles),
un groupement hydroxyle sur le troisieme carbone et une chaine aliphatique sur le 17iéme
carbone. Les stérols présents dans les plantes, les champignons et les algues.
Plusieurs études ont démontré que les phytostérols (stérol de plantes) et les phytostanols
réduisent I'absorption du cholestérol dans I'intestin gréle.
Ces differents types de stérols, sont des constituants de membranes cellulaires qui jouent un

role tres important dans la perméabilité de celles-ci et aussi dans la prolifération cellulaire

11.5.1.5.Les alcaloides

Les composes azotes se divisent en deux groupes: les acides aminés et les alcaloides.

Les alcaloides sont des substances organiques naturels hétérocycliques d'origine végétale,
avec un atome d’azote.

Bien gue beaucoup d'entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou l'aconitine), certains
sont employés dans la médecine pour leurs propriétés analgésiques (comme la morphine, la
codéine), dans le cadre de protocoles de sédation (anesthésie, atropine). La morphine a été le
premier alcaloide isolé dans l'opium (vers 1805). Puis on découvrit la strychnine (1818).
(Kahlouche-riachi, 2014)

Ils constituent un des groupes de métabolites secondaires contenant plus de 10000 a 12000
structures différentes (Stockigt et al., 2002).

11.5.1.6. Les stilbénes

Sont des composes a trés petite quantité dans notre alimentation. Le plus connu d’entre eux
est le resveratrol, qui a été largement étudié pour ses propriétés anticancéreuses.

4
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Figure 10. Structure des stilbénes
(safidine, 2015)
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11.5.1.7. Les résines et les baumes

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

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

Les résines peuvent se classer en deux catégories : les dérivés d’esters de colophane et des
polyméres issus de la chimie pétroliére. La colophane était extraite par les coniferes (pin),

utilisées dans les encres d'imprimerie sous forme dimérisée ou polymerisée.

Les baumes sont des substances naturelles résineuses odoriférantes riches en huiles
essentielles. Par exemple, baumes du Pérou, du Tolu, joue le role d’antiseptiques, cicatrisants

et d’expectorants (Meullemiestre, 2014).

I1.6.Utilisation thérapeutique:
11.6.1.Activité anti-oxydante et antifungique de pinus pinaster :

Les extraits d’écorces de pin maritime, contiennent de fortes teneurs en flavonoides et en
proanthocyanidines. Ces extraits, jouent un réle d’antioxydant,( celhay, 2013).
Des laboratoires pharmaceutiques ont été utilisé I’extrait d’écorce de pin comme produits
cosmétiques contenant des polyphénols aux propriétés antioxydants et anti-inflammatoire,
pour la lutte contre la production de radicaux libres néfastes a la santé et a la beauté de la
peau. (Edeas , 2007).

L'exposition des plantes aux facteurs de stress abiotiques et biotiques augmente la
production d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) provoquant le stress oxydative. Pour se
protéger contre les dommages oxydatifs, les plantes ont un systéme antioxydant qui contrdle

Production de ROS pendant le stress.

La maladie du chancre du pin est causée par Fusarium circinatum, un champignon
envahissant en Europe avec une grande virulence sur plusieurs Espéces de Pinus. Depuis
2003, Des grands efforts sont en cours pour contrbler la maladie et réduire ses effets
destructeurs, avec la sélection d'espéces résistantes, et les clones de P. pinaster. (vivas et al.,
2014).

11.6.2.Activité antidiabétique et anti-inflammatoires de pin maritime :
L’utilisation de sous-produits industriels tels que le bois s’inscrit dans une démarche de

développement durable et de valorisation et transformation des déchets en charbon actif.
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Maintenant, I'écorce de pin a été utilisée de nombreuses conditions, pour le scorbut causé par
la Carence en vitamine C, considérée comme utile pour la cicatrisation dans le cas des

affections cutanées.

Hippocrate, le « Pére de la Médecine » mentionnait les effets Thérapeutiques de I’extrait

d’écorce de pin maritime sur le diabéte et les maladies inflammatoires. (paker et al. 1999)

Dans une étude réalisée sur des rats diabétiques montrer que le traitement par I’extrait de
I’écorce de pin (PBE) inhibe la formation de cataracte chez les diabétiques, le PBE considéré
aussi comme un remede et traitement antihyperglycémique , le PBE n'a aucun effet sur la
sécrétion d'insuline, mais il inhibe la synthése d’alpha-glucosidase (enzyme intestinal
impliquée dans la digestion des glucides) grace a procyanidines (flavonoides). (Alya et
al.,2011).

11.6.3.Les effets pharmaceutiques et nutraceutiques de I'extrait d*écorce de Pinus
pinaster

Le Pycnogenol® est un extrait d'écorce du pin maritime francais, Pinus pinaster Ait., Se
compose de plusieurs polyphénols hydrosolubles,tel que la catéchine, taxifoline et des acides
phénolcarbones, posséde une activité veinante et relaxante et la capacité d’améliorer la
microcirculation en augmentant la perméabilité capillaire.(jerez et al.,2007),et composé aussi
des bioflavonoides qui améliorent I'oxyde nitrique endothélial (NO) synthase et inhibe sa
dégradation (Nishioka et al.,2007).

Le Pycnogenol® utilisé comme un agent antimicrobien contre différents microorganismes
procaryotes pathogenes (gram+ et -) et eucaryotes tels que les levures et les champignons, et.
(Torras et al.,2005) comme reméde a base de plantes nutrition et comme complément
alimentaire dans de nombreuses maladies dégénératives, avait des effets cardio-vasculaires et
hypocholestérolémiants, accéléere les processus de cicatrisation, diminue la libération

d'histamine par les mastocytes et inhibe les actions pro-inflammatoires des cytokines

(Iravani et al., 2011).
le PYC est efficace dans le traitement de l'insuffisance veineuse chronique et des micro-
hémorragies rétiniennes et protége contre le stress oxydatif dans plusieurs systemes cellulaires

et empéche l'agrégation plaquettaire induite par le tabagisme et réduit la concentration de



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iravani%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22049273
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thromboxane (Rohdewald et al.2002) . Aussi, il assure une protection contre I'érythéme

provoqué par les rayons UV apres la prise orale de ce médicament (Saliou et al., 2001)

Figure 11: Le Pycnogenol

E
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La recherche de nouveaux agents antimicrobiens pour le traitement des infections
bactériennes était pour évaluer la capacité des extraits des plantes d'inhiber la croissance des

bactéries pathogénes.

Cette étude a été réalisée au laboratoire de Microbiologie alimentaire du département de
biologie de la faculté des Sciences Biologiques de 1’Université D’Akli Mohand Oulhadj a

Bouira.

Notre travail expérimental a porté sur I’identification des composants chimiques qui
peuvent étre responsables des propriétés antimicrobiennes de différents extraits
(hydroéthanolique, éthanolique, aqueux) de pinus pinaster, et d’évaluer I’activité
antibactérienne de ces extraits sur trois souches bactériennes dont le but de déterminer

I’extrait le plus efficace.

1.1. Matériel :
1.1.1. Matériel végétal
Les écorces de pin maritime (pinus pinaster) ont été récoltées dans la wilaya de Jijel, les

écorces de pin maritime sont séchées a l'aire libre dans le laboratoire pendant une semaine

La nature et ’origine des extraits utilisées sont indiquées dans le tableau 02

Tableau 02: Nature et origine du matériel biologique utilisé

Les extraits végétaux ont été préparés dans
le laboratoire de Microbiologie alimentaire

Extrait hydroéthanolique du département de biologie de la faculté
Extraits Extrait éthanolique des Sciences Biologiques de 1’Université
Extrait aqueux D’Akli Mohand Oulhadj a Bouira

Ces extraits ont été stockées a +4°C a

I’obscurité.

)
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1.1.2. Materiel microbiologique :
Pour évaluer I’activité antibactérienne des extraits de la plante étudiée, trois souches

bactériennes isolées cliniquement dans le laboratoire d’analyse médical de bouira.
Les souches bactériennes utilisées pour I’étude du pouvoir antibactérien de pinus pinaster,

sont : staphylococcus aureus, Escherichia coli et Enterococcus faecalis.

Tableau 3: Souches bactériennes testées (safidine, 2015)
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1.2. Méthodes :

1.2.1. Préparation des extraits
Les extraits utilisés au cours de notre étude sont préparés selon le mode d'extraction:

macération.
Les extraits préparés sont: extrait aqueux; extrait hydro-alcoolique (eaux éthanol), I'extrait

alcoolique.

I-2-1-1- préparation de I'extrait aqueux :
Cette extraction a été réalisee selon la méthode décrite par BOLOU et al. (2011) avec

quelques modifications :

0,

% 7g de poudre d’écorce de pin maritime, 70ml de I'eau distille

% macération a température ambiant pendant 72h, avec une agitation, pendant 24h;

%+ Apres extraction I'extrait est filtré;

% le filtrat récupéré est séché a sec. La poudre obtenue est le macéré aqueux ou extrait

total aqueux (ETA).

I-2-1-2- préparation de I'extrait alcoolique par macération dans I’éthanol 70%.

La préparation de cet extrait se fait selon la méthode décrite par BOLOU et al. (2011)

avec quelques modifications :

% 10g de poudre d’écorce pin maritime, sont agités dans 150 ml d’éthanol 70 % pendant

24h,

¢ Filtration sur papier filtre et séché a I’¢tuve a 40°C.

0,

¢ La poudre obtenue est I’extrait éthanolique 70 % (EE 70%).
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Figure 12: photographie de I’étuve a
ventilation

I-2-1-3- préparation de I'extrait hydro éthanolique :
La préparation de cet extrait se fait selon la méthode décrite par Biyiti et al. (2004) avec
quelques modifications :

®,

+«+ macération (48 heures) de 5g de matériel végétal pulvérisé dans 50ml de mélange
éthanol-eau V/V (40/10) sous une agitation pendant 24h.
«» Les filtrats obtenus sur papier filtre sont séchées a I'étuve (40°C).

«+ Les résidus obtenus sont conservés a 4°C avant la réalisation des tests antibactériens
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Macération par un mélange

éthanol /eau (70%/30%)
pendant 48h, agitation 24h.

Séchage a
I’étuve (40°C)

—

Extrait hydro éthanolique

Figure 13: Extraction des substances végetales
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Calcul du rendement
Le pourcentage de rendement pour chaque extrait a été calculé par la formule suivante:
R(%) = M /MO0 x 100
(%) : Rendement exprimé en %.
M: Masse en gramme de I'extrait sec résultant

MO : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

I-2-2-Evaluation de I’activité antibactérienne :
L’inhibition de la croissance bactérienne in vitro a été étudiée par la méthode de diffusion

en milieu solide (Basli et al.,2012)
Selon Biyiti et al., (2004), un extrait est considéré comme actif s’il produit une zone
d’inhibition supérieure ou égale a 10 mm, lorsque la zone d'inhibition est supérieure & 5 mm,
la plupart des extraits végetaux exercent une activité antibactérienne contre E. coli, S. aureus
(Jouda et al., 2016).

Une zone d’inhibition supérieure a 14 mm correspond a une activité antibactérienne tres
significative (Ramzi et al.,2010).

La sensibilité des souches bactérienne ,vis-vis des antibiotiques ont été utilisées comme

controle positif et de I’eau distillée stérile et I’éthanol comme controle négatif.

Les antibiotiques couramment utilisés pour tester les organismes Gram-positifs et négatifs
sont : pénicilline, streptomycine, ampicilline,... (Bauer et al., 1966)

1.2.2.1.Préparation des extraits aqueux :

lg de la poudre végétale additionnés de 10ml d’eau distillée, ont ét¢ mis en agitation par
le vortex jusqu’a la dissolution totale des extraits de la plante (pinus pinaster) pour une
concentration de 0.1g/ml (100mg/ml), aprés la préparation des extraits, une gamme de

dilution a été établie.

1.2.2.2.Préparation de milieux de culture :
La sensibilité des souches aux extraits de plantes a été réalisée par la technique de

diffusion en milieu gélosé, nous avons utilisé Mueller Hinton comme milieu de culture.
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1.2.2.3.Préparation de I’inoculum :

Les différentes souches bactériennes sont repiquées par la méthode des stries sur géelose
nutritif, puis incubées a I’étuve a 37°C pendant 24 heures. A partir de ces cultures jeunes, des
colonies pures sont isolées pour préparer I’inoculum bactérien. Chaque colonie est mise en
suspension dans 9 ml eau physiologie. La turbidité de la suspension est mesurée a 1’aide d’un
spectrophotomeétre et ajustée a 0,5 Mc Farland (soit 108ufc/ml) et ramené a 107 ufc/ml dans
du bouillon Mueller-Hinton, puis ensemencee a la surface par écouvillonnage en effectuant

des stries serrées. (Bolou et al. (2011).

1.2.2.4.Technique de diffusion en puits :

Les méthodes de diffusion utilisées pour étudier I’activité antibactérienne des substances
naturelles des extraits de plantes. Ces tests sont basés sur l'utilisation des disques ou des trous
contenant les solutions de substances a examiner (Rauaha et al.2000).

Aprés I’ensemencement de 1’inoculum, des puits de 6 mm de diametre sont réalisés.

Les puits sont ensuite remplis par 20 pl de I’extrait (100mg/ml) a tester. Apres 30 min de
diffusion a la température du laboratoire, les boites de Pétri ont été incubées a 37 °C pendant
18 & 24h. A la fin de la période d'incubation l'activité antibactérienne a été évaluée en
mesurant les zones d'inhibition autour des puits, les diamétres des zones d’inhibition formés

autour des puits ont été mesurés en millimetre. (Barchan et al.,2016).

1.2.2.5. L’antibiogramme :

L’intérét de ce test est d’étudier et de comparer I’effet d’inhibition des polyphénols sur
les souches utilisées. Il s’agit de trois antibiotiques «pénicilline » et la
« céphaloxine», Ampécilline. il a été mis en culture par la méme méthode de diffusion sur

gélose.

1.2.3.Détermination de la CMI par la méthode de diffusion sur gélose :
Les extraits ayant montré une activité antibactérienne positive, sont sélectionnés pour
déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) par la méthode de diffusion sur

gélose.

La CMI de fagon générale est la plus faible concentration d’antimicrobien capable
d’inhiber toute croissance visible aprés un temps d’incubation de 18 a 24 heures (Basli et al.,

2012). Des dilutions successives ont été préparées (1/2, 1/4,1/8, 1/16 et 1/32).
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I1.1. Extraction :

La préparation des extraits a partir de 1’écorce de Pinus pinaster (PPI) été effectuée en
trois méthodes, Extraction par un mélange hydroalcoolique éthanol/eau (7/3 V/V), extraction
par 1’éthanol et une extraction aqueux ; pour obtenir initialement I’extrait brut contenant les

polyphénols totaux.

I1.1.1.Rendement des extraits :
L’éthanol et leurs mélanges avec l'eau sont les plus largement utilisés pour I’extraction
des polyphénols a partir de plantes en raison de leur rendement élevé et leur avantage de

moduler la polarité du solvant.

Il existe un équilibre entre la polarité et le rendement d'extraction polyphénolique : le
solvant moins polaire, rendant le rendement d'extraction faible, alors que I'éthanol, qui était

legérement plus polaire, était le meilleur solvant d'extraction (Franco et al.,2008).

Dans notre travail, le meilleur rendement d’extraction enregistré par la macération hydro-
éthanolique, qui soit une moyenne de 26.8%, suivi par 1’éthanol 19.1% ; tandis que le
rendement le plus faible a été obtenu avec de 1’eau 15.2%. Ces résultats indiquent que la
plante contient plus de substances polaires que les autres; donc, la différence dans les taux

d'extraction des extraits est liée aux polarités de divers composés présents chez P. maritime.

La solubilité des composés phénoliques est influencée par la nature du solvant utilisé et leur
polarité (Naczk et Shahidi, 2004), Hayouni et al(2007) ont constaté que le taux d'extraction, la
teneur totale en polyphénols et I’activité antibactérienne dépendent considérablement de la

méthode d'extraction et de la nature du solvant.

11.2. Les principaux constituants de la plante :

Les flavonoides sont des polyphénols d'origine végeétale possedent des propriétés
antioxydant permet le piégeage direct des radicaux libres (Tourino et al.2005), anti-
inflammatoires, hépatoprotectrice, antithrombotique, antivirale, (Edeas et al 2007),
antimicrobiens (Sousa et al., 2009), antiprolifératif, (Tourino et al.2005), antibactérienne

contre différents types de bactéries : staphylococcus aureus, escherichia coli.
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L’action pharmacologique des flavonoides pourraient présenter un intérét dans le
traitement des allergies car ils sont susceptibles de diminuer la libération d’histamine des

basophiles et des mastocytes. (Kahlouche-riachi, 2014)

Un chercheur travaillait sur bioflavonoides trouver que les bioflavonoides pourraient étre
utilises dans le traitement du scorbut. Plus tard, il a déterminé que I'extrait d'écorce de pin

était riche en bioflavonoides, y compris les acides organiques (Alya et al.2011).

Les bioflavonoides extrait de pin, ont un effet sur la formation des radicaux libres dans
les lignées cellulaires de macrophages murins, telles que P’activité de piégeage contre les

especes reactives de I'oxygéne (Pinelo et al.2004).

I'écorce de pin (pinus pinaster) composé principalement du résorcinol anneaux (Taguri et
al 2006), et des oligomeéres de procyanidine (Tourino et al.2005) qui sont des oligoméres et
polymeres de catéchine, d'épicatéchine et leurs esters d'acide gallique liés par des liaisons c4-
c6 ou c4-c8) (procyanidines de type b), qu’ont été extraits avec de 1'éthanol, et des
prodelphinidines (jerez et al. 2009).

Les proanthocyanidines sont connues sous le nom de proanthocyanidines oligomeéres ou
de tanins condenseés, constitués d'oligomeres de deux a sept unités de flavan-3-ols (Romani et
al, 2006), comprennent les procyanidines, les prodelphinidines et les propelargonidines.
(Iravani et al 2011). Ces derniers ont divers activités physiologiques telles qu'antioxydant,
antiprolifératifs, anti-inflammatoires (tourino et al.2005), antimicrobien, antiallergique, anti-
hypertenseurs et inhibiteurs de certains enzymes et récepteurs physiologiques. (jerez et
al.2009).

Les procyanidines sont des biopolymeéres de la catéchine et des sous-unités épicatéchines,
qui sont des constituants importants de la nutrition humaine (Rohdewald et al.2002),
impliqués dans la régulation de certaines fonctions cellulaires telle que la regulation de cycle
cellulaire et I’induction de I’apoptose (jerez et al.2007).

La rp-hplc (liquide a haute performance en phase inverse chromatographie) est la

méthode la plus utilisée pour I'analyse des procyanidines (jerez et al.2009)
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Figure 14: Flavan-3-ols: épicatéchine (A) et catéchine (B) (Iravani
etal 2011).

Une analyse des empreintes digitales pour I'écorce extrait de Pinus pinaster par la méthode
de HPLC permet d'identifier quatre composantes de 1’extrait: acide cafféique, catéchine, acide

ferulique et taxifoline. (Alya et al.2011).

I1.3.Pactivité antibactérienne :

Il est connu que le traitement des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage
des antibiotiques. Mais, la consommation & grande échelle de ces « médicaments » a entrainé
la sélection de souches multirésistantes d’ou 1’importance d’orienter les recherches vers de
nouveaux substituts, surtout les végétaux qui ont toujours constitué une source d’inspiration

dans les recherches médicales (Ali-Shtayeh et al. 1998).

La présente étude a révélé la présence importante de composés phénoliques dans les extraits
de p. maritime. La présence de ces métabolites révéle son activité contre les bactéries
pathogenes (Muanda et al., 2010). Notre étude est en accord avec des études antérieures qui
indiquent l'activité antibactérienne de la plante contre les organismes Gram positif et Gram
négatif (Kahlouche-riachi, 2014).

I1.3.1. Activité antibactérienne des extraits d’écorce de pinus pinaster:

L’objectif de ce travail est de déterminer parmi les extraits préparés ceux qui avaient la
plus grande activité inhibitrice des bactéries a gram-positif (staphylococcus aureus et
Enterococcus faecalis), des bactéries a gram-négatif (Escherichia coli).
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Tableau 04 : Effet inhibiteur des extraits végétaux sur la culture de Staphylococuss aureus,

Escherichia coli et Enterococcus faecalis.

Résultats et discussion

extraits vegetaux Diamétre d’inhibition (mm)
iltjarz?sllococuss Escherichia coli ;r;glfi)goccus
Extrait aqueux 14 12 14
extrait hydroéthanolique | 16 15 17
extrait éthanolique 15 13 16
L’eau 0 0 0
L’¢éthanol 0 0 0

Tableau 05 : Effet inhibiteur des Antibiotiques sur la culture de Staphylococuss aureus,

Escherichia coli et Enterococcus faecalis

Antibiotiques

Diamétre d’inhibition (mm)

Staphylococuss aureus Escherichia coli Enterococcus faecalis
Peénicilline 30 30 8
Cephalexin 0 8 0
Ampéciline 0 0 0

D’aprés ces résultats, on peut dire que, les souches, Staphylococuss aureus, Escherichia
coli ont été sensibles pour la pénicilline et pour la souche Enterococcus faecalis, été peu
sensible pour cette antibiotique ; par contre, pour la cephalexine, Escherichia coli été peu
sensible, et les deux autres souches Staphylococuss aureus et Enterococcus faecalis ont été

résistant(Figurel6).
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Figure 15: Activité antibactérienne des extraits végétaux par rapport aux antibiotiques

A la concentration de 100mg/ml les extraits végétaux (aqueux, hydroéthanolique et
éthanolique) de PP, ont un effet significatif sur la souche Staphylococuss aureus et
Escherichia coli et similaire a la pénicilline, par contre, ’ampéciline n’exerce aucun effet
contre les trois souches, donc les souches bactérienne résiste a ce antibiotique; pour la
céphalexine, la souche Escherichia coli est peu sensible, mais les deux autres souches

(Staphylococuss aureus et Enterococcus faecalis)ont été résistant a ce antibiotique

La différence d’activité entre ces extraits pourrait s’expliquer par la nature des molécules
contenues dans chacun extrait. En effet, il existe des différences de capacité de solubilisation
et d’extraction des solvants, a I’égard des phytomolécules. Au cours de I’extraction liquide-
liquide, les phytomolécules sont reparties entres les solvants en fonction de leur polarité et

leur solubilité.

Les résultats ont révélé que L'extrait aqueux d'éthanol a montré les plus grands effets
inhibiteurs contre les trois souches avec une zone diamétre d'inhibition de 16 mm sur S.
aureus, suivi d’E.faecalis et E.coli avec des zones d'inhibition de 15 et 17 mm,

respectivement. Cependant, I'extrait éthanolige a eu une zone diamétre d'inhibition de 15 mm

]



Chapitre 11 Résultats et discussion

sur S. aureus, suivi d’E.faecalis et E.coli avec des zones d'inhibition de 13 et 16 mm,

respectivement.

Ces plus grandes zones d'inhibition pourraient étre dues aux fortes teneurs en composes

phenoligues et en flavonoides obtenus dans ces extraits.

Les activités antibactériennes les plus faibles observées dans les extraits aqueux pourraient
limiter les faibles niveaux de polyphénols et de flavonoides de ces extraits. Les zones
d'inhibition augmentent avec les teneurs en composés polyphéenoliques. Les flavonoides, les
composés phénoliques, les tanins et les alcaloides sont les agents antimicrobiens et les
constituants bioactifs les plus importants de la plante (Rodriguez VVaquero et al., 2007). L'effet
antibactérien des composeés phénoliques pourrait étre lié a l'interaction avec les enzymes,
I'adsorption sur les membranes cellulaires, le substrat et la privation d'ions métalliques
(Scalbert, 1991). Hayek et lbrahim (2012) ont signalé que la barriere de perméabilité de la
structure de la membrane bactérienne pouvait étre perturbée par les composés phénoliques de
I'extrait. Kahlouche-riachi, 2014, dans leur travail sur pinus pinaster, a signalé que la souche
S. aureus et E.coli sont sensibles a I’extrait hydroéthanolique, ce qui est conforme a nos

résultats.
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Figure 16:a/ Effet antibactérien des extraits végétaux sur Staphylococuss aureus (S),
Escherichia coli (E.co) et Enterococcus faecalis, b/controle négatif (1 : Extrait aqueux,
2 : Extrait hydroéthanolique, 3 : Extrait éthanolique)
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Pénicilline

Figure 17: Effet des Antibiotiques: pénicilline et céphaloxine, sur la culture de

Staphylococus aureus, Escherichia coli et Enterococcus faecalis

11.3.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

Les extraits ayant une CMI inférieure a 500 pg/ml sont considérés actifs, I’activité
antibactérienne est modérée a des concentrations de CMI comprises entre 500 et 1000 pg/ml,
et faible au-dela de 1000 pg/ml. (Molina-Salinas, 2007 ;Rios et Recio, 2005 ;Toyang, 2012)
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11.3.3.1.Activité antibactérienne des extraits sur Staphylococuss aureus :

Tableau 06: Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits

végétaux sur la culture de Staphylococuss aureus

extraits vegétaux Diameétre d’inhibition (mm)
CMI
D1 D2 D3 D4 D5 Moyenne
Y | (ug/mi)
Extrait aqueux 11 8 6 4 - 7.25 600
extrait hydroéthanolique | 14 12 7 6 4 8.6 300
extrait éthanolique 13 9 5 4 - 7.75 600
D 1, 2, 3,4 et 5 : diameétres d’inhibition mesurés
Staphylococuss aureus
9 .
:
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hydroéthanolique

extraits végétaux dilués

Figure 18 : Effet inhibiteur des extraits végétaux dilués sur la culture de Staphylococuss

aureus

En présence des extraits (aqueux, hydroéthanolique, éthanolique) diluées de PPI,

Staphylococuss aureus a développé des diamétres d’inhibition de 7.25 mnm, 8.6mm et 7.75

mm respectivement (Figurel8).
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Figure 19: Effet antibactérien des extraits végétaux dilués (1/2, 1/4, 1/8, 1/16 et 1/32) sur

Staphylococuss aureus (S),

11.3.3.2.Activité antibactérienne des extraits sur Escherichia coli :

Tableau 07: Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits

végetaux sur la culture d’Escherichia coli.

Diamétre d’inhibition (mm)

extraits végétaux
D1 (mm) | D2 (mm) | D3 (mm) | D4 (mm) | Moyenne CMI
(ng/ml)
Extrait aqueux 10 7 5 2 6 600
extrait hydroéthanolique 12 9 5 3 7.25 600
extrait éthanolique 10 8 4 2 6 600
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Figure 20: Effet inhibiteur des extraits vegétaux dilués sur Escherichia coli

En présence des extraits (aqueux, hydroéthanolique, éthanolique) diluées de PPI, Escherichia
coli a développé des diamétres d’inhibition de 6mm, 7.25 mm, 6mm respectivement

(Figure20).

Les diameétres des zones d’inhibition produits par EHE (extrait hydroéthanolique) sont
supérieurs a ceux obtenus avec les extraits aqueux et éthanolique (Tableau 6 et 7). Ces
résultats analogues ont été obtuns par (Kahlouche-riachi, 2014) qui ont montré que 1’extrait
hydroalcoolique de pp inhibe la croissance in vitro de diverses souches bactériennes. L’extrait
hydroalcoolique est alors plus actif et concentrerait mieux les principes actifs antibactériens

contenus dans la plante que les autres extraits.
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Figure 21: Effet antibactérien des extraits végétaux dilués (1/2, 1/4, 1/8, 1/16 et 1/32) sur
escherichia coli (E).

Les extraits végétaux étudiés étaient principalement exposée contre les bactéries gram-
positives et gram-négatives, ils ont été montrés un effet significatif contre les trois types de

bactéries.

L’activité antibactérienne la plus élevée été montré par I’extrait hydroéthanolique. Par
contre les deux autres extraits ont été moins efficaces, ce qui indique que I’éthanol en

combinaison avec I’eau permet une meilleure extraction des polyphénols totaux.
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L’addition de I’eau aux solvants organiques augmente la solubilité des polyphénols. Cette
augmentation est peut étre due a I'affaiblissement des liaisons d’hydrogene et I'augmentation

de la basicité dans les solutions aqueuses.

En ce qui concerne le solvant d’extraction, 1’éthanol le meilleurs extracteur des flavonoides
quel que soit le mode d’extraction.

L’¢éthanol et I’eau sont préférables pour I’extraction des polyphénols, car ils sont non
polluants et non toxiques par rapport a d’autres solvants comme le méthanol (mahmoudi et
al.2013)

L’éthanol aqueux permet d'extraire des teneurs plus élevées en composés phénoliques que le
méthanol absolu et I'éthanol absolu (Sultana et al. 2007). La faible teneur en composés
phénoliques dans I'extrait aqueux pinus pinaster pourrait étre due a la présence d'impuretés
(acides organiques, glucides, protéines solubles) qui peuvent interférer dans la détermination
des composés phénoliques, Chirinos et al. (2007) ont montré que I'utilisation de I'eau pure

comme solvant d'extraction conduit a un extrait avec un pourcentage élevé d'impuretés.

@



CONCLUSION

La flore algérienne est I’une des plus riches au monde et posséde de nombreuses plantes
utilisées en médicine traditionnelle, parmi elles, une plante a fait I’objet de notre étude. Il

s’agit de pinus pinaster.

Dans ce travail, nous avons utilisé une plante medicinale, « pinus pinaster » et son

influence sur S. aureus, E. faecalis, E. coli, puis déterminait le CMI des extraits végétal.

A partir des résultats des extraits, nous avons fait ressortir que 1’extrait hydroéthanolique de
pinus pinaster montre un effet important contre les souches de Staphylococuss aureus,
Escherichia coli et Enterococcus faecalis.
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