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Résumé
Cette recherche est consacrée a 1’étude de la composition chimique, 1’activité

antibactérienne et 1’activité antioxydant des huiles essentielles du Pin d’Alep, obtenu de 15
localités de I’Est Algérien. Les huiles essentielles des parties aériennes du Pinus halepensis
ont été extraites par hydro-distillation, donnant une huile transparente avec un rendement
moyen de 0,64 % £ 0,37. Ces huiles ont été analysés chimiquement par Chromatographie en
phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC / MS). L’analyse a permis d’identifier 37
composes chimiques avec une moyenne de 94,64% + 4,87des huiles totale. La majorité des
composants étaient des composés hydrocarbonés, avec les composants majoritaires, le
caryophyllene-E (29.06% =+ 8.5), myrcene (19.14% * 6.67), a-pinene (16.86% =+ 3.35),
phenylethyl 3-methyl butanoate (5.67% + 2.47), -humulene (4.81% = 1.43), terpinolene
(3.94 %= 1.6) et sabinene (3.11% + 1.84). Les huiles essentielles du P. halepensis ont été
classés en plusieurs chémotypes, dont le chémotype a (Sabinene - A3-carene — terpinolene),
le chémotype a (myrcene, a-pinene- caryophyllene-E), et le chémotype a (caryophyllene-E,
a-humulene — myrcene). L’étude expérimentale a montré une activité antibactérienne
efficace contre les souches bactériennes ; Staphylococcus aureus ; Klebsiella pneumonia ;
Salmonella enteric spp arizonae ; Listeria innocua ; Proteus mirabilis and Bacillus cereus.
Ainsi que les huiles séléctionnées ont montrées une activité antioxydant efficace en utilisant
le test DPPH.

Mots clés : Pinus halepensis, Huile essentielle, CG-SM, chémotypes, activité

antimicrobienne, activité antioxydante.



Abstract
This research is devoted to the study of the chemical composition, the antibacterial

activity and the antioxidant activity of the essential oils of Aleppo Pine, obtained from 15
localities in eastern Algeria. The essential oils from the aerial parts of Pinus halepensis were
extracted by hydro-distillation, giving a transparent oil with an average yield of 0.64% + 0.37.
These oils were chemically analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS).
The analysis allowed the identification of 37 chemical compounds with an average of 94.64%
+ 4.87% of the total oils. The majority of the components were hydrocarbon compounds, with
the majority components, caryophyllene-E (29.06% + 8.5 ), myrcene (19.14% =+ 6.67), a-
pinene (16.86% + 3.35), phenylethyl 3-methyl butanoate (5.67% + 2.47), -humulene (4.81%
+ 1.43), terpinolene (3.94% + 1.6) and sabinene (3.11% + 1.84). The essential oils of P.
halepensis have been classified into several chemotypes, including the (Sabinene - A3-carene
— terpinolene) chemotype, the (myrcene, a-pinene-caryophyllene-E) chemotype, and the
(caryophyllene- E, o-humulene—-myrcene). The experimental study showed -effective
antibacterial activity against bacterial strains; Staphylococcus aureus; Klebsiella pneumonia;
Salmonella enteric spp arizonae; Listeria innocua; Proteus mirabilis and Bacillus cereus. As

well as the selected oils showed effective antioxidant activity using the DPPH test.

Key words: Pinus halepensis, Essential oil, CG-SM, chemotypes, antibacterial activity,

antioxidant activity.
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INTRODUCTION

Introduction

En Algérie, les ressources naturelles, y compris les plantes médicinales et aromatiques
possédant des molécules biologiquement actives jouent un role essentiel dans la médecine
traditionnelle (Sahi, 2016) Alors, I’utilisation des substances d’origine végétale telles que les huiles
essentielles offrent de nouvelles perspectives thérapeutiques.

Les huiles essentielles définies comme des composeés volatils, naturels et complexes sont
issues du métabolisme secondaire des plantes aromatiques. Les huiles essentielles, connues pour
leurs propriétés antiseptiques c'est-a-dire bactéricide, virucide et fongicide, sont utilisées depuis
I’antiquité et jusqu'a nos jours pour la conservation des aliments et comme des remédes
antimicrobiens, analgésiques, sédatifs, anti-inflammatoires, spasmolytiques et anesthésiques
locaux (Fernandez et al., 2014). Ainsi, les propriétés biologiques et thérapeutiques effectives des
huiles essentielles sont en fonction directe avec la plante sélectionnée qui doit
étre qualifiées de plante médicinale aromatique puissante. En raison des propriétés thérapeutiques
typiques de pin, les peuples Algériens ont utilisé depuis longtemps ses bourgeons, ses aiguilles,
son essence et sa résine en médecine traditionnelle comme expectorant, balsamique, antiseptique
et antirhumatismal (Schiller, 2014).

Le pin d’Alep (Pinus halepensis Mill.), de par sa couverture forestiére, sa plasticité
remarquable et son réle socio-économique, est considéeré comme une composante essentielle de la
forét méditerranéenne et représente un capital forestier de grande valeur pour la majorité des pays
du pourtour méditerranéen et plus particuliérement pour 1’ Algérie (Quézel, 1986 ; Correal- Modol
et Casals, 2012).

Les propriétés médicinales et aromatiques des composés chimiques (térébenthine, résine et
huiles essentielles, etc) du pin d’alep en font ’'une des plantes les plus populaires de toutes les
civilisations. Il a fait I’objet de plusieurs études phytochimiques dans le but d’identifier ses
principaux composants actifs (Hmamouchi et al., 2001; Macchioni et al., 2003; Dob et al., 2007,
Tumen et al., 2010; Abi-Ayad et al., 2011; Ustun et al., 2012, Djerrad et al., 2015, Fekih et al.,
2015, Sadou et al., 2015 ; Mohareb et al., 2017 ; loannou et al., 2014 ; El-Settawy et al., 2016 ;
Nam et al., 2016, Taraj et al., 2018). Ces études ont révélé que Pinus halipensis est riche en
plusieurs constituants hétérogénes tels que les lipides, les protéines, les sucres, les composés
phénoliques, et des flavonoides dont les teneurs varient selon les conditions géographiques et
climatiques (Cheikh-rouhou et al., 2006 ; Kadri et al., 2014).



INTRODUCTION

Une trés grande variété de terpénes a été identifiée dans les populations de pin d’alep a
travers le monde. Les composés présents en plus grandes quantités sont des mono ou des
sesquiterpénes et leurs concentrations varient d'une population a une autre. Le E caryophyllene,

l'a-pinéne, et le myrcéne sont les plus répandus.

Plusieurs études visant a évaluer le potentiel phytochimique de différentes espéces de pins
ont été rapportées dans la littérature. Ces travaux se penchent particulierement sur le potentiel
antioxydant, antibacterien, antifongique, anti inflammatoire. Il existe aussi quelques études sur le
potentiel anticancéreux d'extraits de pins et de composés provenant du genre Pinus. Ainsi,
I’existence d’une diversité génétique intra-population importante révélée par les marqueurs RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA).

En raison des propriétés therapeutiques typiques du pin, la population Algérien a utilisé
depuis longtemps les bourgeons , les aiguilles, 1’essence et la résine de cette espece, en médecine
traditionnelle, comme expectorant, balsamique, antiseptique et antirhumatismal.

Dans le cadre de la valorisation de nos ressources biologiques naturelles, le présent travail
est destiné a caractériser la composition chimique de 1’huile essentielle de Pinus halepensis Mill.,
et d’évaluer son activité antibactérienne vis-vis de huit souches bactériennes de gram (+) et (-),
et I’activité antioxydant par le test du DPPH.

Ce travail de these portant principalement sur la composition chimique et les activités

biologiques des huiles essentielles de Pinus halepensis de 1I’Est Algérien a deux objectifs majeurs :

Un objectif fondamental est d’accroitre notre connaissance des constitutions chimiques
des huiles essentielles des différentes populations échantillonnées et plus particulierement de
caractériser les chémotypes caractérisant les populations des différentes provenances de 1’Est
algérien.

L’étude de la variabilité géographique des huiles essentielles afin de déceler une
éventuelle spécificité regionale ou micro-régionale en vue d’une valorisation de 1’espéce.

Notre travail de recherche est subdivisé en trois chapitres :
¢+ Le premier chapitre « Généralités » englobe deux parties ;
e La premiére partie est consacrée aux huiles essentielles, aux techniques de leurs
extractions, leurs compositions chimiques, leurs propriétés physiques, ainsi que leurs

importances et leurs utilisations dans les activités biologiques.
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e Laseconde consiste la description botanique, la répartition géographique, 1’utilisation,
la composition chimique et les propriétés biologiques du Pin d’Alep (Pinus halepensis
Mill).
% Le deuxiéme chapitre regroupe la description de la zone d’étude, les méthodes et le matériel

utilisépour obtenir les résultats.

+%* Dans le troisiéme chapitre sont regroupées les résultats obtenus de cette étude ainsi que
leurs discussions. La rédaction de la these se termine par une conclusion générale

présentant des perspectives decette recherche.
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|. CARACTERISATION CHIMIQUE & ACTIVITES BIOLOGIQUES DES
HUILES ESSENTIELLES

1.1 Les huiles essentielles

Les huiles essentielles ou essences végétale constituent des mélanges de substances
aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches, les bois. Elles sont présentes
en petites quantités par rapport a la masse du végétal ; odorantes et trés volatiles, elles s’évaporent
rapidement dans I’air (Padrini et Lucheron, 1996). Parmi les huit cent mille espéces du monde
végetal, seulement dix pour cent sont capables de synthétiser une essence végeétale (Adlercreutz et
al., 2003).

L’huile essentielle est un produit obtenu a partir d’'une matiere premiere d’origine végétale,
apres séparation de la phase aqueuse par des procédés physiques: soit par entrainement a la vapeur
d’eau, soit par des procédés mécaniques, soit par distillation seche (Hanif et al., 2019). Issues de
plantes aromatiques, les huiles essentielles sont composées majoritairement de molécules

volatiles, qui sont principalement des terpenes (Garnero et al., 1996 ; Fernandez et al., 2014).
I.2  Propriétés physiques

Les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les différencie des huiles fixes. Tres rarement
colorées, ce sont « des liquides d’odeur et de saveur généralement fortes ». En plus, I’huile
essentielle peut étre visqueuse et peu miscible dans 1’eau, mais généralement solubles dans les
solvants organiques. Elles sont pateuse ou encore un mélange solide-liquide (Couic-Marinier et
Lobstein, 2013 a, b). La plupart des huiles essentielles ont une couleur jaune presque
imperceptible. Dans certains cas extrémes, les huiles essentielles vieillies et oxydées présentent un
risque toxique important (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012). Les huiles essentielles sont tres
réfringentes, hydrophobes lipophiles, et trés peu solubles ou pas du tout dans 1’eau. Elles se
retrouvent dans le protoplasme sous forme d’émulsion plus ou moins stable qui tend a se collecter
en gouttelettes de grosse taille. La densité relative des huiles essentielles est généralement
inférieure a celle de I'eau alors qu'il existe plusieurs exceptions (Dijilani et Dicko, 2012). Les huiles
essentielles sont en grande partie solubles dans les graisses, les alcools et la plupart des solvants
organiques (Hanif et al., 2019). En outre, elles ont la sensibilité d'étre oxydées pour former des
produits résineux par polymérisation (Li et al., 2014). Les huiles essentielles sont constituées de

molécules aromatiques de tres faible masse moléculaire (Degryse et al., 2008).



CHAPITRE I: GENERALITES

1.3 Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont composées de plusieurs molécules chimiques tres complexes,
présentant une diversité considérable (Couic-Marinier et Lobstein, 2013). Généralement, les
composants principaux déterminant les propriétés biologiques des huiles essentielles,
comprennent deux classes d'origine biosynthétique distincte. La classe principale est composé de
terpénes et l'autre de constituants aromatiques et aliphatiques. Tous caractérisés par un faible
poids moléculaire, ce sont les hydrocarbures monoterpéniques et sesquiterpéniques, les
monoterpenes et sesquiterpénes oxygénés, les esters, les aldéhydes, les cétones, les alcools, les
phénols et les oxydes et des produits de réarrangement. 1l sont également considérés comme des
composés terpéniques (Tongnuanchan et Benjaku, 2014 ; Sharifi-Rad et al., 2017) ainsi que
d'autres composés tels que les diterpenes, les constituants contenant du soufre de I'azote et les
lactones (Figure 1) (Zuzarte et Salgueiro, 2015), suivie par les phénylpropanoides (Schnaubelt,
2011).

R R2 OH o
N >
OH
Terpénes Alcools Phénols Phénols
méthyl-éthers
O O 0
R H R R R”™ "OH R TOR
Aldéhydes Cétones Acides Esters
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Figure 1. Structure générale des différentes familles chimiques des huiles essentielles.

1.3.1 Les terpénes et les terpénoides
Les terpénes constituent les principaux composants des huiles essentielles avec pres de
80 000 de composés différents identifiés (Christianson, 2017). Le mot terpéne vient de la
térébenthine, oléorésine issue notamment de plantes et qui contient certains hydrocarbures
initialement nommés « terpenes » (Breitmaier et al., 2006). Chimiquement, ce sont

principalement des hydrocarbures insaturés cycliques, a des degrés variables d'oxygénation
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(alcoolique, cétonique, etc.) dans les groupes substituants liés au squelette carboné basique
(Zuzarte et Salgueiro, 2015).

Cependant, les terpénoides sont des terpenes dérivées des composés ayant un ou plusieurs
groupes chimiques fonctionnels (alcool, aldéhyde, cétone, acide) (Lamarti et al., 1994).

Les principaux terpénes sont les monoterpénes(Cio), formés du couplage de deux unités
d'isoprene, les sesquiterpénes (Cis), les hémiterpénes (Cs), les diterpenes (Czo), les triterpénes
(Cs0), les tétraterpenes (Cao) et les polyterpénes (CsHg)n existent également dans 1’huile
essentielle. Les monoterpénes sont les molécules les plus représentatives dans les huiles, suivis

des sesquiterpénes (Rhind, 2012 ; Zuzarte et Salgueiro, 2015).

1.3.2 Les Composés aromatiques ou phénylpropanoides
Les composés aromatiques ou phénylpropanoides, sont dérivés du phénylpropane, et se
produisent moins fréquemment que les terpenes dans les huiles essentielles et eux aussi peuvent
contenir différentes fonctions (Dhifi et al., 2016). Le voies biosynthétique des terpénes et dérives
phénylpropaniques sont généralement différent dans les plantes (Bakkali et al., 2008), en plus,
elles donnent des caractéres organoleptiques des huiles essentielles différents (Kunle et al.,
2003).

1.3.3 Les Composés d’origine diverses
Les huiles essentielles peuvent aussi renfermer divers composés aliphatiques, généralement de
faible masse moléculaire entrainables lors de I’hydrodistillation comme des carbures, des acides
(Cs a Cyo), des alcools, des esters, des lactones et, plus rarement, des dérivés de l'azote et du
soufre (Baser et Demirci 2007 ; Bakkali et al., 2008 ; Dhifi et al., 2016).

1.4 Facteurs de variabilité des huiles essentielles

Selon Figueiredo et al. (2008) la présence ou 1’absence de certains constituants dans la plante
dépend de I'un ou de la combinaison de trois facteurs (le patrimoine génétique, 1’age et
I’environnement de la plante). L’influence des facteurs environnementaux, comme la température,
I’humidité (Boaro et al., 2019), I’altitude et la latitude (Sadeghi et al., 2014 ; Elkady et al., 2021),
la nature du sol (Oliveira et al., 2005) sur la composition chimique et le rendement des huiles
essentielles a été décrite. La composition des huiles essentielles est variable selon I’organe et
I’origine géographique ( Hendawy et al., 2018; Dodos et al., 2019). Certaines auteurs se sont
préoccupés d’autres facteurs qui influent sur le rendement et la composition chimique des huiles
essentielles tels que le cycle végétatif (Djerrad et al.,2017), I’age et ’organe végétal (Hajdari et
al., 2015), la période de récolte (Xie et al. , 2015), les conditions de conservations, les parasites,

les virus et les mauvaises herbes (Svoboda et Hampson, 1999 ; Smalifield, 2001).
6
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L’action des huiles essentielles est le résultat de I’effet combiné de leurs composés actifs et
inactifs. Alors que les composeés inactifs pourraient influencer la disponibilité biologique des
composés actifs et plusieurs composants actifs pourraient avoir un effet synergique (Svoboda et
Hampson, 1999).

Le rendement et la composition chimique des huiles essentielles varient également en
fonction de la méthode d’extraction (Pirbalouti et al., 2013 ; Kamiie et al., 2014 ; Elyemni et
al.,2019). Les changements les plus importants interviennent pendant I’hydrodistillation sous
I’influence des conditions opératoires, notamment du milieu (l'acidité, température) et de la durée
d’extraction (Bozovi¢ et al., 2018 ; Arora et al., 2016). D’autres facteurs tels que les traitements
auxquels on peut procéder avant ou pendant I’hydrodistillation (broyage, dilacération, dégradation
chimique ou enzymatique, pression, agitation) contribuent a la variation du rendement et de la
qualité de I’huile essentielle (Lagunez, 2006). La durée de séchage affecte aussi bien le rendement
que la composition des huiles essentielles (Yayi et al., 2004).

Les conditions principales requises pour une production rentable en huile essentielle sont : un bon
matériel végétal, la variété de la plante, le sol, I’équipement de distillation et le climat (Smallfield,

2001).

.5 Notion de chémotype ou chimiotype

Le chémotype, clé d’aromathérapie, est un groupe chimiquement défini au sein d’une
population morphologiquement indiscernables (Collin et al., 1993). Le concept de chémotype
permet de distinguer deux ou plusieurs huiles essentielles de composition chimique différente
produites a partir de plantes de la méme espece, définie par sa dénomination scientifique et non a
partir de sa dénomination commune. Le chémotype correspondant au composant majoritaire dont

’action est influencée et complétée par des molécules secondaires (Couic-Marinier et Lobstein,

2013a).

Les différences de types chimiques peuvent étre trés importantes et impliquent des
changements considérables au niveau des propriétés chimiques et biologiques de I’huile essentielle
et par conséquent de ses indications et contre-indications thérapeutiques. Des individus de la méme
espece botanique, ayant le méme génome et le méme phénotype, peuvent présenter des différences
significatives au niveau de leur composition chimique. Celle-ci est sous I’influence de nombreux
facteurs autres que la détermination génétique, comme la qualité du sol, le climat, 1’altitude,
I’hygrométrie, le moment de la cueillette, la situation géographique (Zhiri et Baudoux, 2005).

Une espéce morphologiquement homogéne peut donner des huiles essentielles de
compositions chimiques différentes. Ce phénomene a été mis en évidence pour le thym et le basilic

(Kasali et al., 2005). Le nombre des molécules chimiquement différentes qui constituent une huile
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essentielle est variable. La plupart sont poly-moléculaires, ¢’est a dire composées d’une grande
diversité¢ de composés (jusqu’a 500 molécules différentes dans 1’huile essentielle de rose). A coté
des composés majoritaires (entre 2 et 6 généralement), des composés minoritaires sont présents
(Pibiri, 2006).

La composition chimique de I’HE au sein d’une méme espéce, peut présenter des profils
chimiques ou chémotypes différents (Ou polymorphisme chimique). L’un des exemples le plus
démonstratif qu’on peut citer est celui du thym (Thymus vulgaris), cette espéece a six chémotypes
différents (Chizzola et al., 2008). Cette différence chimique est due a la nature du monoterpene
majoritaire qui peut étre soit le géraniol, le linalol, I’a-terpinéol, le 4-thuyanol, le carvacrol ou le
thymol (Thompson et al., 2003). Chacune de ces molécules a leurs propres propriétés qui peuvent
parfois étre antagonistes entre elles. Ceci implique I’importance de classifier les huiles essentielles
avec leurs chémotypes pour une utilisation plus sre et efficace (Bonnafous, 2013). Il est important
de noter que les huiles essentielles a chémotype different présentent non seulement des activités

différentes mais aussi des toxicités tres variables (Pibiri, 2005).

1.6 Bioynthese des huiles essentielles
Toutes les plantes sont capables de produire des essences, souvent a 1’état des traces. Les
plantes médicinales aromatiques sont celles qui en produisent en quantitéplus importante. Ces
plantes aromatiques se répartissent sur plusieurs familles botaniques, citons comme exemple les
Lamiaceae, les Astéraceae, les Apiaceae, les Cupressaceae, les Rutaceae, les Lauraceae, les
Myrtaceae (Baser et Buchbauer, 2009).

La biosynthése des essences est issue du métabolisme secondaire des plantes, a partir du
fructose provenant de la photosynthése. Cette biosynthése des molécules aromatiques volatiles
est réalisée en deux voies principales, utilisant comme intermédiaires soit 1’acide mévalonique,
soit I’acide shikimique respectivement pour les terpénoides et les phénylpropanoides (Singh et
al., 1990).

— La voie des terpenes : La voie de base de la biosynthése des terpénoides volatils est
traitée convenablement en trois phases: (1) formation des unités C5 de base, (2)
condensation de deux ou trois unités C5 pour former des prényl diphosphates en C10,
Cis ou C20, et (3) conversion des prényl diphosphates résultants aux produits finis
(Dudareva et al., 2004). Elle aboutit a la formation de produits terpénoides par
conjugaison de plusieurs unités de la molécule de base, I’IPP isopentényl pyrophosphate.
Les monoterpenes, diterpénes ou sesquiterpénes constitués subissent ensuite des

réactions d’oxydoréductions successives et acquierent ainsi différentes fonctions
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oxygénées de type alcool, phénol, aldéhyde, cétone, etc. (Habtemariam, 2019). Ces
réactions, réalisées par une grande famille d’enzymes connues sous le nom de terpéenes
synthases (TPS) (Rehman et al., 2016).

— Lavoie du phénylpropane : De cette deuxieme voie, sont issus des constituants de type
phénylpropanoides synthétisés a partir d’un métabolite du fructose, le PEP
phosphoénolpyruvate. En passant par 1’élaboration de molécules acides comme 1’acide
shikimique ou cinnamique, elle aboutit a différents composés oxydés : des phénols, des
acides, des coumarines, puis au final des lactones et des méthyléthers (Vogt, 2010).

De plus, l'aromatisation de I'acide shikimique donne des dérivés de l'acide

benzoique, présents dans plusieurs huiles essentielles (Sell, 2020).

1.7 Origine des huiles essentielles.

La synthese des huiles essentielles se fait au sein de différents tissus sécréteurs dans tous
les organes de la plante; dans les feuilles (la menthe poivrée), les fleurs (le bergamotier), mais
aussi dans les écorces (le cannelier de Ceylan), dans le bois (le santal), les rhizomes (le
gingembre), des fruits (la badiane), ou des racines (1’angélique), encore des graines comme chez
la muscade étant produites et stockées dans des structures sécrétoires qui different par la
morphologie, la structure, la fonction et la distribution (Figure 2). Ces structures spécialisées
minimisent le risque d’autotoxicité et peuvent se trouver a la surface des organes ou dans les
tissus de la plante, en tant que structure de sécrétion externe ou interne respectivement. Ces tissus
peuvent également produire des substances a composition chimique proche des huiles
essentielles, insoluble dans I’eau, et non volatiles comme les résines (Svoboda et al., 2000 ). Les
structures de sécrétion internes comprennent les cellules de sécrétion (souvent des idioblastes),
les cavites secrétoires et les canaux sécréteurs, tandis que les canaux externes comprennent les
trichomes glandulaires, les cellules épidermiques et les osmophores (Caissard et al., 2004 ; Yu et
al., 2018 ; Lee et al., 2016).

Cette huile essentielle doit étre rapportée au matériel botanique d'ou elle est issue dont la quantité
et la qualité different, pour cela il est nécessaire de spécifier le nom de la partie utilisée (Bruneton,
1999).
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Figure 2. Diversité des structures de sécrétion des huiles essentielles. (A) : poil sécréteur de
Mentha pulegium), (B) : trichome glandulaire de Mentha pulegium, (C) : trichome glandulaire de
Lippia scaberrima et (D) : structure de trichome glandulaire de Thymus vulgaris (Yu et al.,
2018).

1.8 ROle des huiles essentielles.
Les huiles essentielles semblent jouer un réle important dans 1’adaptation a I’environnement

(Sousa, 2012). Certains composés volatiles produits par les plantes et que 1’on retrouve dans les
essences vont moduler le comportement des microorganismes, champignons, insectes et
herbivores. Elles agissent contre plusieurs maladies parasitaires des plantes et méme les maladies
causées par les ravageurs phytophages, mais aussi elles jouent un réle important dans la
reproduction et la dispersion des végétaux puisqu’elles permettent d’attirer les insectes
pollinisateurs (Cseke et al., 2016). Ainsi, les essences pourraient étre des outils de défense contre
les prédateurs, de répulsion des insectes et herbivores ou encore de protection contre les
pathogénes. Elles seraient impliquées dans des processus allélopathiques et des interactions
trophiques (Bali et al., 2016), et aussi contre les herbivores en réduisant leur appétit pour la plante
(Wink, 2015).

1.9 Principales utilisations des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont utilisées dans les industries chimiques en tant que produits
naturels, soit pour la fabrication de nouvelles molécules (Brud, 2020). Ces isolats peuvent étre
utilisables pour la synthése de principes médicamenteux, des vitamines, de substances odorantes
etc. Actuellement les huiles essentielles trouvent leurs utilisations dans différents secteurs tels que
les industries pharmaceutiques et cosmétiques en raison de leurs propriétés thérapeutiques et
aromatiques (Dijilani et Dicko, 2012 ; Turek et Stintzing, 2013 ; Millet, 2013) et en industries
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agroalimentaires ou elles sont utilisées comme agents naturels de conservation grace a la présence
dans leurs compositions de produits ayant des propriétés antimicrobiennes et antioxydants (Marto
etal., 2016 ; Lourencoetal., 2019 ; Nazari etal.,2019 ; Ksouda et al., 2019). Les huiles essentielles
représentent un outil thérapeutique trés efficace (Robard, 2004 ; Millet, 2010 ; Djilani et Dicko,
2012) qui permet d’élargir le champ des traitements médicaux conventionnels. Les huiles
essentielles peuvent étre utilisées directement comme agents thérapeutiques (Raut et Karuppayil,

2014), mais aussi comme matiéres premiéres pour la synthése de principes actifs (Mondiale, 2013).

1.10 Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Plusieurs méthodes d’extraction innovantes sont mises au point (Reyes-Jurado et al., 2015 ;
Stratakos et Koidis, 2016 ; Zhang et al., 2018). La distillation est le procédé le plus anciennement
utilisé pour I’extraction des huiles essenticlles (Baser et Buchbauer, 2009). Seuls la distillation et
I’expression a froid permettent d’obtenir des huiles essentielles conformes a la pharmacopée
européenne. Le choix de la technique dépend de la localisation histologique de I’huile dans le
végetal et de son utilisation (Marouf et Tremblin, 2016). En effet, le mode technologique
d’exploitation du matériel végétal peut avoir une influence sur la composition chimique finale de
I’essence. Bien qu'il semble relativement simple d'isoler de telles huiles, la composition de ces
derniéres peut varier dans une large mesure en fonction de la méthode d'extraction utilisée
(Stratakos et Koidis, 2016 ; Conde-Hernandez et al., 2017).

1.10.1 L’hydrodistillation

L’hydrodistillation utilise un appareil de type Clevenger, ou le matériel végétal doit
immerger dans un bain d’eau, et I’ensemble est porté¢ a ébullition. Par conséquent, la solution
aqueuse contenant des composes volatils, diffuse ensuite a travers le tissu de I’organe végétal vers
la surface extérieure ou I’huile essentielle sera vaporisée avec 1’eau (vapeurs hétérogénes), et
ensuite le mélange est refroidie. L’eau et les huiles essentielles, une fois condensées, se séparent
en deux phases par différence de densité (Baser et Buchbauer, 2009). Ce procédé présente des
inconvénients dds principalement a I’action de la vapeur d’eau ou de 1’eau a 1’ébullition ; Certains
organes végétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne supportent pas les traitements
par entrainement a la vapeur d’eau et par hydrodistillation (Garnero, 1996).

Le contact prolongé de la maticre premiere avec I’eau au cours de 1’hydrodistillation,
provoque non seulement une hydrolyse partielle des esters et une altération chimique des
molécules terpénique (Zizovic et al., 2007) mais aussi des réarrangements, des isomérations, des

racémisations, des oxydations, une solubilité de certains composés ayant une certaine polarité, des
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notes de bralé. Ces réactions peuvent entrainer des changements dans la composition chimique de
I’huile essentielle (Gavahian et al., 2012).

1.10.2 Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

C’est la seule distillation préconisée par la Pharmacopée francaise, car elle minimise les
altérations hydrolytiques. Dans ce systéme d’extraction, le matériel végétal est placé dans
I’alambic sur une plaque perforée située a une certaine distance au-dessus du fond rempli d’eau.
Le végétal est en contact avec la vapeur d’eau saturée mais pas avec 1’eau bouillante. La vapeur
provoque la rupture d’un grand nombre de glandes qui libérent leurs composés aromatiques. En
traversant un tube réfrigérant, la vapeur d’eau saturée en composés volatils se condense en un
mélange hétérogene composé¢ d’HE et d’hydrolat (Marouf et Tremblin, 2016). Cette méthode
englobe deux procédures d’extraction ; I’extraction par hydrodistillation et I’extraction par hydro-

diffusion.

1.10.3 Extraction par solvants
La technique d’extraction par solvants est la plus pratique, et consiste a placer le matériel végétal
a traiter avec un solvant (I’hexane est le plus utilisé depuis longtemps), dans un extracteur
(Lagunez Rivera, 2006). Cette technique d’extraction peut étre réalisée par I’utilisation du
dioxyde de carbone comme un solvant excellent, sous une basse température et haut pression
(Costa et al., 2016). La technique peut étre basée sur I’enfleurage a froid (ou macération a
saturation), et elle consiste a mettre les fleurs (la partie fragile de la plante) en contact avec deux
couches épaisses de matiere (Soe’eib et al., 2017). En outre, la procédure d’extraction des huiles
essentielles peut étre réalisé par I’enfleurage a chaud (digestion ou macération) qui consiste a
immersion des fleurs dans une graisse animale clarifiée préalablement chauffé dans une chaudiere

en cuivre a 60°C (ou au bain-marie) pendant 12 & 24 heures (Roopashree et al., 2019).

1.10.4 Extraction par fluide supercritique

Les extraits obtenus par extraction par fluide supercritique (SFE) sont aussi compris dans
I’appellation « huile concréete ». La SFE sur une plante correspond a une extraction solide-liquide
en utilisant un fluide supercritique comme solvant d’extraction.
Un fluide supercritique est un fluide chauffé au-dela de sa température critique et comprimé au-
dessus de sa pression critique. Ce fluide peut alors avoir la densité d’un liquide et la viscosité d’un
gaz, ce qui se traduit par une bonne diffusibilité dans les solides et un bon pouvoir solvateur donc
une meilleure cinétique et efficacité d‘extraction (Da Silva et al., 2016 ; Khaw et al.,2017). Le
dioxyde de carbone (CO.) est le fluide supercritique le plus couramment utilisé méme si I’eau peut

aussi étre utilisée. Sous haute pression, le CO> se transforme en liquide qui est utilisé comme
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solvant pour extraire les molécules d’intérét de la matiere premiere. Apres I’extraction, aucun
résidu de solvant ne reste dans le produit final puisque le CO; liquide redevient un gaz et s’évapore
sous pression atmosphérique et température ambiante, I’huile concrete est alors obtenue. Cette
méthode d'extraction produit un rendement plus éleveé et une viscosité plus faible. De nombreuses
huiles essentielles qui ne peuvent pas étre extraites par distillation a la vapeur d'eau peuvent étre

obtenues avec l'extraction du dioxyde de carbone (Capuzzo et al., 2013).

.11 Techniques d’analyse de la composition chimique des huiles essentielles

Les techniques d’analyse des huiles essentielles ont pour but de déterminer la composition
d’un échantillon et de doser les éléments le constituant. L’étude de la composition chimique d’une
huile essentielle est généralement réalisée par chromatographie en phase gazeuse (CPG) et par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM). La résonance
magnétique nucléaire (RMN) consiste a purifier chacun des constituants avant de les identifier,
par comparaison de leurs données spectrales avec celles de référence, elle peut également étre
utilisée pour identifier les constituants des HE, dans le but d’apporter des informations
extrémement précieuses sur le squelette carboné de la molécule et ses fonctions chimiques (Tomi
et al., 2006).

1.11.1 Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie est une puissante technique de séparation qui trouve de nombreuses
applications dans tous les domaines de la science. Réalisee expérimentalement en 1952 par James
et Martin, la CPG s’est montré une méthode des plus appropriées a la séparation et a
I’identification des constituants des huiles essentielles, particulierement avec la programmation
de la température.

Elle permet a la fois I’analyse qualitative et quantitative (Paris et Godon, 1979). Elle permet
I’individualisation des constituants, leur quantification et le calcul de leurs indices de rétention
(Ir). Le principe est basé sur la séparation des différents solutés gazeux par migration
différentielle le long de la phase stationnaire. La phase mobile est un gaz (hélium, azote, argon
ou hydrogéne), appelé gaz vecteur. En CPG, I’échantillon est injecté et vaporisé au sommet de la
colonne. L’¢lution est assurée par un flux de gaz inerte qui sert de phase mobile. A la sortie de la
colonne se trouve un détecteur relié a un enregistreur ; lorsqu’un constituant de 1’échantillon le
traverse, un pic apparait sur I’enregistreur.

Aprés la séparation par chromatographie, les pics des echantillons doivent étre identifiés. Ils
sont définis par I’injection des étalons purs et par des données de rétention. Les indices de rétention
ont été introduits par Kovats (1K), ils constituent pour chaque substance une grandeur de rétention

assez reproductible. Ils sont calculés a partir d’'une gamme d’alcanes. L’identification consiste en
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la comparaison des indices de rétention a ceux des étalons purs injectés paralléelement. Cependant,
I’utilisation d’étalons et d’indices de rétention pour une analyse qualitative et quantitative des
¢chantillons étudiés limite 1’efficacité de la CPG (les temps de rétention, bien que spécifiques d’un
composé, ont tendance a varier d’une analyse a 1’autre) et impose son couplage avec d’autres
méthodes telles que la spectrométrie de masse. Cette derniere a la capacité d’identifier un tres

grand nombre de composés présents dans le mélange a analyser.

1.11.2 Spectrométrie de masse (SM)
Selon Skoog et al. (2017) la spectrométrie de masse est parmi toutes les techniques analytiques,
celle dont le domaine d'application est le plus étendu. En effet, elle peut fournir des informations
concernant la composition élémentaire d'un échantillon, la structure des molécules inorganiques,

organiques et biologiques ; la composition qualitative et quantitative des mélanges complexes, etc

1.11.3 Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GPC/SM)
La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) est un
outil puissant et approprié pour la détermination des composés volatils en raison de son efficacité

de séparation élevée et de sa détection sensible (Li et al., 2013).

Le but de combiner entre la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de masse CPG-
SM, aprés séparation chromatographique, est d’ajouter a la chromatographie une deuxi¢me
dimension analytique (De MAACK et SABLIER ; 1994). Le principe consiste a transférer les
composeés separés par chromatographie en phase gazeuse par la phase mobile (le gaz vecteur) dans
le spectrometre de masse au niveau duquel, ils vont étre fragmentés en ions de masse variables
dont la séparation sera en fonction de leur masse (Bruneton, 1999 ; Desjobert et al., 1997).
L’identification est ensuite réalisée par comparaison des indices de rétention (Ir) et des données
spectrales (spectres de masse) des constituants individualisés avec les caractéristiques de produits

de référence contenus dans des bibliotheques de spectres (Joulain et Konig, 1998.).

Le manque de reproductibilit¢ des temps de rétention d’un appareil a 1’autre ou d’une
colonne a I’autre est 1’'un des problémes de la CPG, méme si elles sont de nature identique. Alors,
un indice de rétention (IK) a été proposé par le chimiste suisse Ervin Kovats, en considérant que
la montée de température du four est linéaire sur la plage de température étudiée et que cet indice
est indépendant des conditions chromatographiques (Van Den Dool et Kratz, 1963). L’indice de

rétention est une grandeur caractéristique de chaque compose et du type de colonne.
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Tr[A] — Tr[Cn]
Tr[Cpi4] — Tr[Cn]
Tr(A):  Temps de rétention du composé inconnu A.

Indice de rétention IK = 100n + (100x

Tr(n): Temps de rétention d’I’hydrocarbure a n atomes de carbone.

Tr (Cni) : Temps de rétention d’I’hydrocarbure a n +1 atomes de carbones.

1.12 Activités biologiques des huiles essentielles

Les molécules biochimiques différentes des huiles essentielles leurs conférent des roles et
propriétés biologiques variés (Sharifi-Rad et al., 2017).De nombreuses études ont démontré que
I’activité biologique d’une huile essentielle est directement liée a sa composition chimique, aux
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et
cétoniques) et a leurs effets synergiques (Chouhan et al., 2017). Les composés chimiques de plus
grande efficacité sont les phénols (thymol, carvacrol et eugénol), les alcools (a-terpinéol,
terpinene-4-ol et linalol), les aldéhydes, les cétones et plus rarement les terpénes (Cosentino et al.,
1999 ; Dorman et Deans, 2000). Les alcools agissent généralement en dénaturant les protéines,
comme solvants ou comme agents de déshydratation (Dorman et Deans, 2000). Les aldéhydes
agissent par des réactions de transferts d’électrons réagissant avec des composés nitrés (protéines

et acides nucléique) vitaux pour la bactérie (Dorman et Deans, 2000).

1.12.1 Activité antimicrobienne des huiles essentielles
L’énorme diversit¢ des structures des composés naturels d'origine végétale permet
d’obtenir des agents antimicrobiens efficaces. Les activités biologiques des huiles essentielles
sont largement étudiées, certaines d'entre elles sont scientifiquement confirmées (Winska et al.,
2019). Elles représentent un modele idéal pour I'étude et I'utilisation dans la prévention et le
traitement des maladies humaines causées par les pathogénes les plus courants (Murbach et al.,
2014).

Les huiles essentielles ont, a des degrés divers, des propriétés antimicrobiennes tres
marquées (Winska et al., 2019). Leur spectre d’action est trés étendu, car elles agissent contre un
large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux antibiotiques.
Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a 1’autre et d’une souche bactérienne
a I’autre. Elles peuvent exercer une activité 1étale (Effet bactéricide ou bactéricidie), comme elles
peuvent entrainer une inhibition de la croissance étre bactéricides ou bactériostatiques (Effet

bactériostatique ou bactériostase) (Hoferl et al., 2009).
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Ce pouvoir s’exerce sur un nombre assez €levé de bactéries pathogénes, y compris des
souches habituellement résistantes. Cette propriété est en rapport direct avec leur richesse en
terpénes (Sharma et al., 2019). Spécifiqguement, les monoterpénoides affectent la multiplication et
le développement des micro-organismes en interférant avec leurs processus physiologiques et
biochimiques au cours de leurs developpements et multiplications (Pandey et al., 2017).
Actuellement, les mécanismes d'action les plus connus et les plus étudiés parmi les agents
antimicrobiens sont liés a une grande variété de cibles et de processus bactériens, tels que
I'inhibition de la synthese des protéines, I'inhibition des voies métaboliques, I'interférence avec la
synthése de la paroi cellulaire, I'inhibition de I'ADN et la synthese d'ARN et la lyse de la membrane
bactérienne (Alvarez-Martinez et al., 2021). Les mécanismes d'action des composés naturels sont
liés a la désintégration de la membrane cytoplasmique, a la déstabilisation de la force proton-
motrice (FPM), au flux d'électrons, au transport actif et a la coagulation du contenu cellulaire.
Tous les mécanismes d'action ne fonctionnent pas sur des cibles spécifiques et certains sites
peuvent étre affectés par d'autres mécanismes (Bassolé et al., 2012 ; Nazzaro et al., 2013 ;
Guimardes et al., 2019). Le mécanisme d'action antimicrobien semble avoir un lien avec un grand
nombre de constituants complexes notamment dans les HE, au lieu de meétabolites bioactifs
spéecifiques, ce qui peut entrainer des modes d'action différents et une identification difficile du
point de vue moléculaire (Burt, 2004).

En général, les actions antimicrobiennes des HE sont décrites en trois phases (Burt 2004 ;
Turina et al., 2006).

- Premierement, la propagation des HE dans la paroi cellulaire d'une bactérie grace aux
composants hydrophobes, améliore la perméabilité de la membrane, ce qui entraine une
perturbation et la perte ultérieure de composants cellulaire.

- La seconde correspond a une acidification a I'intérieur de la cellule qui bloque la production
d'énergie cellulaire (ATP) en raison de la perte d'ions, de I'effondrement des pompes a protons et
de la réduction du potentiel de la membrane (Figure 3). En effet, Les hydrocarbures cycliques
agissent sur les ATPases, des enzymes connues pour étre situées au niveau de la membrane
cytoplasmique et entourées de molécules lipidiques. De plus, les hydrocarbures lipidiques peuvent
fausser l'interaction lipide-protéine et I'interaction directe de composés lipophiles avec des parties
hydrophobes de la protéine est également possible.

- La derniere mais non le moindre est la destruction du matériel génétique qui entraine la
mort de la bactérie. De plus, certaines études ont montré que les HE pouvaient également coaguler
avec le cytoplasme et endommager les lipides, les protéines, les parois cellulaires et les
membranes, ce qui pourait entrainer une fuite de macromolécules et la lyse ultérieure. De plus,
Certaines huiles essentielles stimulent la croissance des pseudo-mycéliums, démontrant qu'ils
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peuvent agir sur les enzymes impliquées dans la synthese des composants structurels de la bactérie
(Yossaetal., 2013 ; Saad et al., 2013).

/—_\ eq Huile essentielle

Paroi cellulaire

Fuite de constituants
cytoplasmiques :
métabolites et ions
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Protéines

Membrane membranaires

cytoplasmique
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Figure 3. Sites d'une bactérie dans lesquels des composés naturels sont actifs (Burt, 2004).

Il est & noter que I’effet des HEs sur la croissance bactérienne dépendra du fait qu’il s’agisse
de bactéries Gram-positives ou Gram-négatives, puisque La couche lipopolysaccharide (LPS) des
bactéries Gram-négatives agit comme une barriere pour les macromolécules et les composés
hydrophobes tels que ceux présents dans les huiles essentielles (Pandey et al., 2017).

La diffusion sur gélose est 1’'une des méthodes les plus utilisées et se caractérise par une
grande simplicité et une rentabilité élevée. Dans cette technique, plusieurs réservoirs de 1’agent
antimicrobien (huile essentielle ou extrait) peuvent étre utilisés. La technique la plus courante
consiste a utiliser des disques en papier filtre (Chorianopoulos et al., 2007), ou des cylindres en
acier inoxydable répartis sur la surface du milieu gélosé. Des trous ou puits perforés dans le milieu
gélose peuvent également étre utilisés comme réservoirs de I'huile essentielle ou de I’extrait
(Baratta et al., 1998 ; Dorman et Deans, 2000 ; Abdollahzadeh et al., 2014). Dans tous les cas, la
quantité d'huile et le diamétre du réservoir sont des paramétres cruciaux. Le réservoir contenant
I'agent antimicrobien a évaluer, aprés avoir été en contact avec le milieu inoculé et la période
d'incubation requise, le diametre de la zone transparente autour du réservoir (zone d'inhibition) est
mesuré. Cette méthode a d'abord été congue pour évaluer les propriétés antibiotiques d'extraits

bruts. Alors que la méthode de diffusion en gélose peut étre considérée comme tres précise dans
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la détermination de l'activité antimicrobienne de I'huile essentielle, plusieurs aspects moins
favorables peuvent étre soulignés, tels que les caractéristiques volatiles des composants de I'huile
essentielle entraineront leur perte, simultanément avec le solvant pendant I'incubation, tandis que
les composés moins solubles peuvent ne pas diffuser de maniere appropriée a travers le milieu de
culture (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004 ; Balouiri et al., 2016). Les paramétres a prendre
en compte incluent le diametre du disque ou du cylindre / trou, la quantité d'huile et le solvant ou
I'émulsifiant utilisé. Ce dernier facteur semble différer de maniere significative entre les études et
plusieurs substances ont été utilisées notamment I'éthanol (Marino et al., 2001 ; Vagi et al., 2005
; Zarai et al., 2011), le Tween-20 (Macchia et al., 2022), le Tween-80 (Lahlou et al., 2003 ; Huang
et al., 2021), le méthanol (Djerrad et al., 2015 ; Belkacem et al., 2021) et le diméthylsulfoxyde
(DMSO) (Demirci et al., 2015 ; Miti¢, et al., 2021). Une importance particuliere doit étre accordée
a l'utilisation de concentrations slres de solvant ou d'émulsifiant afin de ne pas perturber la
croissance microbienne. Un autre aspect a prendre en compte est d'avoir un contrdle négatif (tel
que de I'eau stérile ou un solvant).

Le degré d'activité de I'huile essentielle (ou I’extrait) est révélé par la taille de la zone
d'inhibition qui est exprimée par le diametre de la zone d'inhibition mentionnée (en mm ou en cm)
et le diametre du disque est généralement inclus. En raison de la nature simple de ce test et de la
quantité réduite d’huile essentielle requise, I’utilisation de cette technique est généralement
recommandée pour 1’évaluation de nombreuses huiles essentielles (et/ou extraits), et elle met en
évidence celles qui présentent la plus haute activité permettant de les soumettre davantage a une
caractérisation en profondeur. Cette technique est également utilisée pour déterminer la
susceptibilité d'une gamme significative d'espéces microbiennes a une huile essentielle
particuliere. Cependant, cette technique convient moins a des fins de quantification, telles que la
détermination des valeurs de CMI et de CMB. Les techniques nécessitant une dispersion
homogene dans 1I’eau (méthode de la dilution ; en gélose ou en milieu liquide) sont généralement
appliquées afin de déterminer les valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la
concentration minimale bactéricide (CMB) par analyse de la courbe de croissance par comparaison
avec la culture cultivée en I'absence de I'huile essentielle (culture témoin). Les parametres CMI et
CMB sont largement utilisés dans I'évaluation de I'activité antimicrobienne des huiles essentielles,
mais des différences significatives ont été constatées quant a leur définition précise (Saad et al.,
2013; Balouiri et al., 2016).

1.12.2 Activité antioxydant des huiles essentielles
Les espéces réactives de I’oxygéne (ERO) comprennent les radicaux libres et les espéces

non-radicalaires. Les radicaux libres sont des molécules caractérisées par la possession d’un
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électron non apparié qui essaie constamment de trouver un homologue (le superoxyde, I’oxyde
nitrique et le radical hydroxyle (OH-) ; les oxydants non-radicalaires comme le peroxyde
d’hydrogéne (H202) forment ultérieurement des radicaux libres dans les tissus par diverses
réactions chimiques (Weidinger et Kozlov, 2015). Dans les organismes vivants, les ERO sont
géneérés dans plusieurs systemes cellulaires localisés surla membrane plasmique, dans le cytosol,
dans les peroxisomes et sur les membranes des mitochondries et du réticulum endoplasmique (Di
Meo et al., 2016). La plupart des ERO sont produites par les cellules pendant le métabolisme, ils
peuvent étre produites par des sources exogenes d’ERO comme la pollution, le soleil, le tabac,
certains polluants, les solvants organiques et les pesticides (Halliwell et Gutteridge, 2015). La
surproduction de radicaux libres conduit a un stress oxydatif, un processus délétére qui peut
causer des dommages aux structures cellulaires, y compris les lipides, les protéines et I’ADN ce
qui peut étre la cause de plusieurs maladies courantes et des maladies dégénératives telles que :
I’ Alzheimer, les arthrites, I’inflammation, le diabéte, la maladie de Parkinson, 1’athérosclérose et

le SIDA (Shaaban et al., 2012 ; Poprac et al.,2017).

L’activité antioxydant des huiles essenticlles peut étre déterminée par de nombreuses
techniques qui font intervenir en général la coloration ou la décoloration d’un réactif spécifique
en présence d’agent antioxydant (HE) (Oliveira, 2015). Compte tenu de la complexité des
processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode unique qui permettrait de refléter le profil
antioxydant d’un échantillon (Amorati et Foti, 2012).

L’activité antioxydant des huiles est également attribuée a certains alcools, éthers,
cétones et aldéhydes monoterpéniques et quelques monoterpenes : le linalool, le 1,8-cinéole, le
géraniol, le néral, le citronellal, I’isomenthone, le menthol,y-terpinéne et 1’a-terpinoléne, le
thymol, le p-cymene, , I'eucalyptol et le carvacrol (Zhang, 2005 ; Edris, 2007 ; Aydin et al.,2013).
Et il semble étre une tendance générale que les huiles essentielles qui contiennent des
hydrocarbures monoterpéniques, des monoterpenes et/ou des sesquiterpenes oxygénés ont des
propriétés antioxydants plus importantes (Nimes et al., 2015). Les huiles essentielles ayant une
importante capacité de piégeage des radicaux libres peuvent jouer un réle important dans la
prévention de certaines maladies, comme le dysfonctionnement du cerveau, le cancer, les maladies
cardiaques et le déclin du systeme immunitaire. Ces maladies peuvent en effet résulter des

dommages cellulaires causés par les radicaux libres (Ustun et al., 2012 ; Ali et al., 2015).

L’activit¢ antioxydante des huiles essentielles peut étre déterminée par nombreuses
techniques qui font intervenir en général la coloration ou la décoloration d’un réactif spécifique en
présence d’agent antioxydant (huile essentielle). Selon la bibliographie, les méthodes les plus

utilisées sont celles de la réduction du 2,2-diphényl- 1- picrylhydrazyle (DPPH), I'inhibition de la
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peroxydation de I'acide linoléique etblanchissement du B-caroténe dans l'acide linoléique (Xie et
al., 2015; Olszowy et Dawidowicz, 2016 ; Liu et al., 2022). La méthode de piégeage de radicaux
libres est considérée comme étant la premiére approche pour évaluer le potentiel antioxydant d'un
composé, d'un extrait ou d’une autre source biologique. C'est la méthode la plus simple, dans
laquelle le compose ou I'extrait est mélangé avec la solution de DPPH et I'absorbance est évaluée
aprés une peériode définie (Kulisic et al., 2004). Le DPPH se caractérise par un radical libre stable
(un électron non apparie sur un atome du pont d'azote). Du fait de cette délocalisation, les
molécules ayant un radical ne forment pas des dimeres, DPPHe reste dans sa forme monomere
relativement stable a température ordinaire, cette délocalisation donne lieu a une couleur violette
foncée, mesurable par spectrophotométrie en solution d'éthanol a environ 520 nm. La présence
d’une solution de DPPH avec une substance qui peut céder un atome d'hydrogene donne naissance
a une forme réduite de DPPH associé avec une perte de la couleur violette, la couleur de la solution
devient alors de plus en plus jaunatre, la mesure de 1’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant

la diminution de la coloration violette de la solution (Gulcin, 2020).
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Figure 4. Méecanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant.
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Généralités sur le pin d’Alep
1.1 Les Pinacées

La famille des Pinacées (Pinaceae), ou Abiétacées, est originaire des régions tempérées et
dominante des foréts boréales, cotieres et montagnardes de 1’hémisphére nord (Farjon, 1990;
Gernandt et al., 2005). Elle compte 220 a 250 especes réparties en 11 genres (Yang et al., 2010 ;
Ran et al., 2018). Les Pinacées sont représentées par les especes d’arbres les plus communément
plantées a cause de leur croissance rapide, de leur résistance aux conditions les plus xériques, de
leur aptitude a reconstituer les zones dégradées et a occuper les terrains nus (Zavala et Zea, 2004 ;
Simpson, 2019). En Algérie, cette famille est représentée par trois genres : Abies (Sapin), Cedrus
(Cedre) et Pinus (Pin) (Quézel et Santa, 1963).

Le genre Pinus regroupe plus de 100 espéces, trés répandues en Europe, en Afrique, en
Asie et en Amérique (Molotkov et Patlaj, 1991). Le genre est subdivisé en trois sous-genres
Pinus, Ducampopinus et Cembrapinus. L’espéce Pinus halepensis Mill. fait partie de la section
Halepensoides qui est divisée en trois groupes parmi lesquels le groupe halepensis qui se
caractérise par des feuilles a deux aiguilles et a cones caducs (Nahal, 1962; Kaundun et Lebreton,
2010; Khouja et al., 2021).

[1.2 Monographie du Pinus halepensis Mill.

Le pin d’Alep (Pinus halepensis) fut décrit pour la premiere fois par Duhamel, en 1755,
sous le nom de P. hierosolimitana. Plus tard, Philip Miller I'a décrit, en1768, sous le nom de
Pinus halepensis Mill. (Nahal, 1962). C’est I’espéce la plus répandu dans la plupart des pays du
pourtour méditerranéen (Chambel et al., 2013).

Le Pin d'Alep est un arbre toujours vert, de hauteur totale allant de 10 a 20 m selon le
régime des précipitations de la région (Kadik, 1987), le tronc est tortueux, irrégulier et branchu.
La longévité du Pin ne dépasse pas 150 ans (Seigue, 1985). Le feuillage est clair et léger, et les
aiguilles sont tres fines, réunies par deux, de 5 a 10 cm de long et de couleur vert-jaunatre (Nahal,
1962). L’écorce, d’abord lisse et grise argentée, devient crevassée, épaisse et d’un brun foncé a
I’age adulte. C’est un arbre monoique, il donne naissance tous les deux ans a des cones ovoides
longs de 8 a 12 cm, d’un rouge-brun luisant, a pédoncule tres épais. Les graines sont abondantes
environ 7 mm, mates, munies d'une aile 4 fois plus longue qu'elles, persistante qui permet leur

dissémination rapide (Serre, 1973).
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[1.3 Ecologie du pin d’Alep

Pinus halepensis se trouve a 1’état spontané autour du bassin méditerranéen (Camarero et
al., 2020). Il est tres répandu en Afrique du Nord surtout en Algérie et en Tunisie ou il constitue
les massifs les plus importants (Fkiri et al., 2020).

En Algérie, le pin d’Alep est abondant et couvre environ 35% des surfaces forestiéres de
I’ Algérie (Figure 5), soit environ 800.000 ha (Bentouati et al., 2006). 1l se trouve dans toutes les

étages avec une prédominance dans 1’étage semi-aride (Guit, 2015).
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Figure 5: Aire de répartition du P. halepensis en Algérie (Bentouati, 2006).

Sur le plan bioclimatique, le pin d’Alep se rencontre dans les différents étages. Toutefois,
c’est dans I’étage semi-aride qu’il trouve son plein épanouissement. Il est présent partout, d’Est
en Ouest, allant du niveau de la mer aux grands massifs montagneux du Tell littoral et de I’ Atlas
saharien (Figure 5). Sa plasticité et sa rusticit¢ lui ont conféré un tempérament d’essence
possédant un grand pouvoir d’expansion formant ainsi de vastes massifs forestiers (Bentouati,
2006).

La large distribution du pin d’Alep qui va du littoral au Sahara lui confére 1’aptitude de
végeéter dans des tranches pluviométriques qui varient de 200 mm dans 1’ Atlas Saharien jusqu’a
1500 mm au littoral, il présente un optimum de développement entre 350 et 700 mm de
précipitations annuelles (Quézel, 2000).

Du point de vue édaphique, le pin d’Alep est une espece indifférente a la nature du sol. Elle
préfere les substrats marneux et calcaro-marneux, ou les sols sont profonds permettant une bonne
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pénétration du systeme radiculaire (Schiller, 1982; Quézel, 2000). C’est une espéce qui craint
I’hydromorphie et ne peut prospérer dans les dépressions ou I’eau s’accumule, I’exposant ainsi a
I’asphyxie racinaire (Bentouati, 2006).

I1.4 Les huiles essentielles du Pin d’Alep

11.4.1 Rendement en huiles essentielles du Pinus halepensis
Plusieurs travaux ont étudié le rendement des huiles essentielles du pin d’Alep dans

différentes régions (Tableau 1). Une grande variabilité du taux de rendement en huile essentielle
a été observée. Cette variation dans le rendement peut étre attribuée non seulement a la partie de
la plante étudiée, mais également a I'emplacement geographique spécifique de cette espece et
I’altitude. Le taux le plus élevé est trouvé par Djerrad et al., (2015) en Algérie et Amri et al.,
(2013) en Tunisie, alors que les rendements les plus faibles sont obtenu par Bouzenna et al,
(2016), Tumen et al., 2010 en Turquie et une région de Corce —France (Nam et al.,2014).

Tableau 1 : Rendements en huiles essentielles du Pinus halepensis.

Origine Qrgane Altitude Rendement Références
vegetale (m) en %
Aiguilles 197 - 983 0,42 Fekih et al., 2015
- Cones 0,18
Algérie-Tlemcen Tiges 0.04
Racines 0,09
Algérie-Tlemcen 0,3 Abi-Ayad et al., 2011
Algérie- Djelfa, Batna Partie 950 -1500 0,50-0,89 Djerrad et al., 2015
et Tébessa aérienne
Algérie- sidi Ferradj 0,5 Dob et al., 2007
France-corse Aiguilles 0,12-0,93 Nam et al.,2014
Algérie- El kala et Souk | Aiguilles 0,81 Sadou et al., 2015
ahras 0,3
Turquie 0,20 Tumen et al., 2010
Lybie Aiguilles 125-851 0,4-0,6 Mohareb et al., 2017
Portugal Aiguilles 0,23 Rodrigues et al., 2017
Albanie 0,30 Taraj et al., 2018
Aiguilles 0,85 Amri et al.,2013
Tunisie Cones 0,80
Racines 0,60
Tunisie- Gafsa Aiguilles 522 0,18 Bouzenna et al. ,2016
Tunisie 0,78 Dziri et Hosni, 2012
Aiguilles 0,27ml/100g El-Settawy et al., 2016
Egypte cones 14ml1/100g
Maroc- Rebat Aiguilles 0,44 Hmamouchi et
al.,2001
Maroc Aiguilles 0,79 Lahlou, 2003
Aiguilles 0,33 Macchioni et al.,2003
Italy-Asciano (Pisa) Tiges 0,28
Cones 0,06
Greéce Aiguilles 139 0,44 Miti¢ et al., 2019
Tunisie Aiguilles 0,7 Khoudja et al.,2021
cones 0,4
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11.4.2 Composition chimique de I’huile essentielle de Pin d’Alep.

De nombreuses études ont été realisées sur la composition chimique d'extraits et d'huiles
essentielles de P. halepensis. Les terpénoides sont le groupe de métabolites secondaires les plus
abondants dans les huiles essentielles de P. halepensis (Fernandez et al., 2009 ; Chomel et al.,
2014 ; Kadri et al., 2014; Rodrigues et al., 2017; Benouadah et al., 2019; Minervini et al., 2020;
Santonja et al., 2019; Suarez-Vidal et al., 2019).

Les huiles et les extraits méthanoliques, éthanoliques et hexaniques du P. halepensis sont
riches en composés phénoliques (Meziti et al., 2019, Abdalla et al., 2014; Dhibi et al., 2012;
Suarez-Vidal et al., 2019). Les huiles et les extraits sont aussi riche en hydrocarbures, aldéhyde,
cétones, acetaldéhyde, cétones, alcools (Minervini et al., 2020); et en protéines (Abbou et al.,
2020 ; Al-Ismail et al., 2018).

La composition chimique de I’huile essentielle du Pin d’Alep est variable selon les organes
(cbne, aiguilles, tiges, rameaux et bourgeons) (Amri et al., 2013 ; Fekih et al., 2014). Cinquante-
huit composés ont été identifiés dans I'huile d'aiguilles avec (Z)-caryophylléne et B-pinéne
comme constituants principaux ; 57 dans I'huile de céne avec a-pinéne et (Z)-caryophylléne
comme composants principaux ; et seulement 27 dans I'huile de tige avec l'a-pinéne et le B-
myrcéne comme composants principaux (Amri et al., 2013).

La composition chimique de I’huile essentielle du Pin d’Alep est trés variable selon les
provenances, de nombreuses études ont été réalisées sur la composition chimique de I’huile
essentielle de P. halepensis dans le monde (Tableau 2). Des composés sont a 1’origine d’une
grande diversité des compositions chimiques. Néanmoins, dans la majorité des cas, les 3
constituants discriminants sont 1’a-pinéne, le myrcéne et le B-caryophylléne-E. Dans certains
¢chantillons, le composé principal est nettement majoritaire, tandis que d’autres échantillons sont
caractérisés par la présence de divers composés a des teneurs assez proches.

L’huile essentielles de P. halepensis est riche en composés volatiles tels que -
caryophyllene, myrcene et I’a-pinene (Bouyahya et al., 2019). Par ailleurs, une étude réalisée en
Corse a montré la présence d’a-pinene, myrcene,- caryophyllene, o-humulene, et le 2-
phenylethyl isovalerate comme composés majoritaires (Nam et al., 2016).

Des populations de Gréce sont dominés par le (E)-p-caryophylléne, accompagné de 1’a-
pinene et du cembrene (Roussis et al., 1995). Les populations du Maroc sont constituées
majoritairement d’a-pinéne, de myrcéne et du (E)-p-caryophyllene (Hmamouchi et al., 2001).

En Tunisie une étude a montré une composition chimique constituée principalement
de B-élemene, d’a-humuléne, d’a-pinéne et du B-pinene (10,2 %) (Dziri et Hosni, 2012). L’huile

essentielle des populations de la Turquie montre largement la présence du B-pinéne et de 1’a-
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pinéne (Ustun et al., 2012). L’analyse des huiles essentielles de P.halepensisde Grece a montré
que les sesquiterpenes et les diterpénes étaient les classes les plus representées, ou le (E)-
caryophyllene et le thunbergol sont les composés dominants (Miti¢ et al., 2019). loannou et al.,
(2014) ont montré que la composition des huiles de Gréce contiennent principalement le (E)-p-
caryophylléne, le myrcéne et le cembréne. L’analyse des huiles essentielles du P. halepensis
d’Egypte a donné I’a-pinene, B-pinene, a-terpineol et caryophyllene comme composants
majoritaires (El-Settawy et al., 2016).
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Tableau 2. Composition chimique des huiles essentielles de Pinus halepensis dans le monde.

sl o lsla o |2 (ool |S|e ol |alelelz | |2 s
o o o o | = = = = = 2 2 4 4 4 o o o u 2 2 i £
Auteur* A B C D E F G H I J K L M N o | P ‘ Q R
a-pinene 53 | 134 8 34| 181 | 85 23,3 23,3 12 184 | 47,1 | 13,6 7,3 3,7 9,8 22,2 12,7 10,3| 99 13,3 | 10,2 | 38,9
Sabinene 24 1,3 17| 04| 94 6,1 3,7 3,7 0,7 0,1 0 0 0 0 0,7 0,4 6,4 0 1,1 1,2 6,4 0
B-pinene 0,8 11 19 | 03 2 11 31 3,1 0 46,8| 2,8 19,9 7,9 11 0,8 1,6 1,7 0 10,7 51 116 | 2,3
Myrcene 4,9 6,6 | 151 52| 279| 125| 16,3 16,3 | 238 | 1.3 6,3 3,8 2 0,8 43 35 | 385 0 9,52 | 20,5 0 | 16,7
A-3-Carene 0,3 6,9 05| 11| 17 0,9 0 0 0 0,9 1,7 19 0,4 2,8 0,4 2,1 1,5 7,6 0,8 1 0,8 | 16,8
p-Cymen 0 0 0 0 11 114 0,7 0,7 0,7 0 0,4 0 0 0 0,2 0,3 0,2 0 1,2 0,3 0,8 0
Limonene 0,5 5 1 0 11 1 1,3 1,3 1 2,3 0,8 0 0 0 0,4 0,8 0,9 0 19 1,6 0,6 0
Terpinolene 2,5 3,1 1,9 1 0 0 10,1 10,1 1,3 0,3 0 1,4 1,8 1,9 11 2,8 7,3 0 0 0 0 0
a-Terpinolene 0 31 0 0 9,9 0 0 0 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 54 6,7 0 0
Terpinen-4-ol 0,1 0,7 02| 0,3 0 0 3,8 3,8 0 0 0 0,4 2,3 1,8 0,3 0,9 11 0 0,2 0,6 0,1 0
a-Terpineol 0 0,5 0 0,1 0,2 0 0,6 0,6 1,3 0,8 0,3 1 114 2 0,1 0,3 0,2 0 0,1 0,3 0 0
Geranylacetate 0 0,2 0 0 0,3 0,9 53 0 0 0 0 0 0 0 0,1 1,3 0,5 0] 0 0 0 0
B-Caryophyllene 119 191 19 | 32,7 16,4| 26,3] 142 142| 28,1 92| 11,2 8,45| 2485 27,23 49,7| 305| 16,2| 408 0 0 01| 63
a-Humullene 2 34 38| 59 29 0 3,2 3,2 2,751 1.8 2,7 0 0 0 8 5 2,7 0 5,2 2,6 1471 0
Germacrene-D 1,2 0,5 0 1 0,1 0 0 0 0,74] 88| 0,02 8,4 0,6 1,5 0,2 0,4 0,9 0 0 0 0,5 0
Methyl iso-eugenol 0 0 0 0 0 51 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Phenylethyl-isovalerate 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 7,6 8 2,7 5,7 3,3 0 0 0 0 0
Caryophyllene oxide 0 0 03| 08 01 0 1,2 1,2 6,8 0,4 75 1,3 14 1,9 3.1 1,6 0,7 1,8 0 0,4 0,9 0
a-Cadinol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 14 1,9 0 0 0 0 0 6,1 0 0
Cembrene 33 7,6 6,5 2,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3,9 0,6 2,5 0 0 0 0 0 0
Thumbergol 0 0 0 | 29,4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6,23 0 0 0 4 0 0 0 0
B-elmene 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 22,11 O
Longifolene 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 34 0 0 0

*: A-(Gallis et al., 2012); B-(Roussis et al., 1995) ; C-(loannou et al., 2014) ; D-(Miti¢ et al., 2019) ; E-(Macchioni et al., 2003); F-(Vidrich et al., 1988); G-(Hmamouchi et al., 2001); H-(Lahlou, 2003) ; I-

(Bouyahya et al., 2019); J-(Ustun et al., 2012); K-(Tumen et al., 2010); L-(Mohareb et al., 2017); M-(Nam et al., 2016) ; N-(El-Settawy et al., 2016); O-(Amri et al., 2013b); P-(Amri et al., 2014); Q-(Dziri et Hosni,
2012); R- (Rodrigues et al., 2017).
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Tableau 3. Composition chimique des huiles essentielles de Pinus halepensis en Algérie.

Localité g g 7 8 E
e 2| & |s| | §E ||| e|e| ¢ @ 2 = g
5| 5| 2 |2| 2|2 |2|2|2|2|3%2 £ 8 3 £
(%) (7 a n a) [ a) [a) [a) a) a) s} [ [ O
Auteurs** A B D E F G H
a-pinene 1,23 0,7 52 6,4 18 6,7 | 115 123] 111| 109| 137 8,5 7,6 172 214 22 | 122 0
Sabinene 1,23 0,1 0,8 0,7 3 7 15| 01 0 0 0 15 0 0,9 1,2 18 4,2 0
B-pinene 0,23 1 5 5,6 2 2 06| 05 0,9 0,2 0,6 1,7 1,9 0,6 3,1 1,6 19 0
Myrcene 3,07 0,3 0,2 0,5 3 87 | 241 221 21,7| 202| 216| 16,7| 171 | 105]| 12,7] 139]| 252 0
A3-carene 0,15 0,2 0 0,4 0 0,1 04| 09 0,8 0,8 2,6 19 2,7 0 13 13 1,6 0
p-cymen 0 0 0 0 3 03| 106] 114 112| 119| 105| 146| 13,7| 102]| 97 9,3 0,6 0,55
Limonene 0 0,1 0,1 0,1 0 0,8 05| 05 0 0,6 0,6 14 3,1 2,7 0,8 13 0,9 0
B-ocimene cis 0 0 0 0 0 0 0 0,7 0,9 0,5 0 2,5 2,7 1,4 0 1 0,4 0
B-ocimenetrans 0,21 0,1 13 1,2 0 2 0 0,9 2,3 0,4 0 3,6 4,2 1,7 0 15 14 0
y-terpinene 0 0 0,3 0,3 0 1 11| 0.2 0,8 0,2 0,5 0,6 0,4 15 0,9 13 14 0
Terpinolene 0 0,8 0,1 2,4 0 0 0 1 0 0,1 0 5,8 2,3 4,6 0 11 8,3 0
a-terpinolene 0,13 0 0 0 0 0,2 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
Linalool 0 0,1 0 0 2 0 0 0 0,9 0 0 0 0 1,2 13 0,8 0,4 0
Terpinen-4-ol 0 0,1 0 0,6 1 0 0 0,4 0,9 0,1 0,9 34 15 15 0 0 4,2 0,37
B-caryophyllene Z 40,31 198 25,8 25 0 0 259 258] 244 | 248| 244| 156| 16,7| 20,3| 225 214 0 0
B-caryophyllene E 0 0 0 0 3 7.1 0 0 0.7 0.7 0.1 0 0.5 1.8 1.2 14 | 10.9 0
Aromadendrene 7,1 7 0 5 0 0 04| 03 0,7 0,4 0,9 1,2 1,6 15 0 0,9 0 0
a-humullene 7,92 6,2 0,6 10,5 1 2,8 0,7 5 0,2 0,6 0,8 19 15 0,8 1,2 1,7 2,1 3.66
Germacrene D 0,49 0,1 2,2 0,8 0 0,2 0,3] 05 0,6 0,7 0,9 2,9 1,4 1,8 1,9 14 0,1 0
Phenylethyl 2-methyl-butyrate 0 0 0 0 10 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Phenylethyl-isovalerate 0 0 0 0 8 7,4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5,78
Caryophyllene oxide 0 0 0 0 0 0 124 125 114| 118] 105 0 0 0 0 0 0,8 48,15
Thumbergol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8,33
Totale 62,07 36,6 416 | 5955 54 473] 90| 951 888| 852| 895| B838| 784| 784| 78| 823]| 657 66,84

**: A-(Dob et al., 2005); B-(Dob et al., 2007); C-(Tazerouti et al., 1993); D-(Djerrad et al., 2015); E-(Djerrad et al., 2015); F-(Djerrad et al., 2015); G-(Fekih et al., 2014); H-(Abi-Ayad et al., 2011).

27




CHAPITRE I: GENERALITES

L’analyse des huiles essentielles de plusieurs régions d’ Algérie montre que 1’huile essentielle
du pin d’Alep dans la région de Djelfa, est dominée par I’a-pineéne (17,6 %), le 2-
méthylbutyrate de phényléthyle (10,3 %) et I’isovalérate de 2-phényléthyle (8,4 %) (Djerrad
etal., 2015). Dans la région de Tissemsilet, I’huile essentielle est dominée par le myrcene (8,6
%) suivi de I’isovalérate de 2-phényléthyle (7,4 %) et du (E)-B-caryophyllene (7,1 %)
(Tazerouti et al., 1993).

Dans les régions de Sidi Feradj, Djelfa et Saida, la composition chimique de 1’huile essentielle
des aiguilles est dominée par le (E)-B-caryophylléne, suivi de 1’a-humuléne, I’aromadendréne,
I’a-pinene et du B-pinéne (Dob et al., 2007). L’huile essentielle des aiguilles provenant de la
forét de Sidi Feradj (Nord de 1’ Algérie) présentent le (E)-B-caryophylléne comme composant
majoritaire (Dob et al., 2005). Les échantillons de la forét de Ghazaouet, contiennent
majoritairement de 1’oxyde de caryophylléne et du thumbergol (Abi-Ayad et al., 2011). Une
¢tude réalisée sur ’huile essentielle de 10 échantillons du P. halepensis de la région de
Tlemcen a montré que la composition chimique de I’huile de cette espéce contient deux
groupes : I’un riche en myrcéne, a-pinéne, terpinoléne et 1’isovalérate de 2-phényléthyle,
I’autre dominé par le myrcene, I’a-pinene, et le (E)-B-caryophyllene (Fekih et al., 2014).
Djerrad et al., (2015) ont montré que la composition chimique des huiles essentielles du P.
halepensis, de plusicurs régions d’Algérie, est constituée principalement d’a-pinéne, de

myrcene, p-cymeéne, (Z)- p-caryophylléne et d’oxyde de caryophylléne.

11.5 Propriétés biologiques des huiles du P. halepensis

Les espéces du genre Pinus possedent des propriétés thérapeutiques associées a leurs
compositions chimiques. En effet, plusieurs études ont révélé la présence de métabolites
secondaires douées d’activités biologiques (Basholli-Salihu et al., 2017; Miti¢ et al.,2018;
Rigane etal., 2019; El Omari et al., 2021). Les huiles essentielles et les extraits de différentes
parties végétales du pin d’Alep présentent des activités biologiques importantes ; activité
anticancéreuse (Petri et al., 2012 ; Kadri et al., 2014; Rigane et al., 2019; Dakhlaoui et al.,
2021) ; Avtivité anti-inflammatoire (Meziti et al., 2019; Kotroni et al., 2019), antitoxique
(Berroukche et al., 2014 ; Bouzenna et al., 2016 ; Sharma et al., 2020) ; insecticide (Miti¢
et al., 2019 ; Pavela et al., 2021), herbicide (phytotoxique) (Hamrouni et al., 2014),
cicatrisante (Slntar et al., 2012), activité larvicide (Miti¢ et al., 2019) et activite
anticholinesterase (Khouja et al., 2020), antifongique (Amri et al., 2013 ; Hamrouni et al.,
2015; Eryilmaz et al., 2016 ; Mohareb et al., 2017 ; Al-Bazaz et al., 2018 ; Mohamed et al.,
2020), antioxydante (Djerrad et al., 2015 ; Djerrad et al.,2017 ; Bouyahya et al., 2019 ;
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Meziti et al., 2019 ; Aidi Wannes et al., 2020 ; Khouja et al., 2020) et antibactérienne
(Ghanmi et al., 2007; Hmamouchi et al., 2001; Miti¢ et al., 2019; Raho, 2014; Fekih et al.,
2014; Mohareb et al., 2017 ; Ashmawy et al., 2020; Bouyahya et al., 2019 ; EI Omari et al.,
2021 ; Aloui et al., 2021 ; Aidi Wannes et al., 2021).

11.5.1 Activités antibactériennes de I’huile essentielle de Pinus halepensis

Les propriétés antibactériennes des huiles essentielles de P. halepensis ont été démontrées par
plusieurs travaux (Ghanmi et al., 2007; Hmamouchi et al., 2001; Miti¢ et al., 2019; Raho,
2014; Fekihetal., 2014; Mohareb et al., 2017 ; Ashmawy et al., 2020; Bouyahya et al., 2019a ;
Aloui et al., 2021 ). Dahham et al., (2015) ont étudié I’activité antibactérienne contre SiX
souches de référence en utilisant un test de diffusion et de micro-titration de 1’agar. Les
résultats ont révélé que I’huile essentielle de P. halepensis posséde des effets inhibiteurs
remarquable sur tous les microorganismes testés mais les souches les plus sensibles sont
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Proteus mirabilis, 1’effet antibactérien est

probablement attribué a la richesse de cette huile essentielle en 3-caryophyllene.

Ses propriétés antifongiques (Ghanmi et al., 2007 ; Amri et al., 2013 ; Hamrouni et al., 2015;
Eryilmaz et al., 2016 ; Mohareb et al., 2017 ; Al-Bazaz et al., 2018 ; Mohamed et al., 2020) ont
également été démontré. Les travaux de Hamrouni et al., (2015) réalisés sur I’huile essentielle
des aiguilles de Pinus halepensis montrent une activité antifongique contre 10 especes
fongiques Agricole : Fusarium avenaceum, Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum,
Fusarium. Subglutinans, Fusarium verticillioides, Fusarium nygamai, Rhizoctoniasp,
Microdochium nivale var nivale, Alternaria sp et Bipolaris sorokiniana.

Les travaux d’Abi—ayad et al., (2011), ont montré que les huiles essentielles de pinus halepensis
ont un effet fongicide contre 1’Aspergillus flavus, 1’Aspergillus Niger, le Fusarium oxysporum,
le Rhizopus stolonifer.

Ghanmi et al., (2007), ont montré le pouvoir antifongique de I’huile essentielle de gemme des
pins (essence de térébenthine) contre les micro-organismes connus pour leurs fréquences
élevées a contaminer les denrées alimentaires et pour leur pathogénicité : Penicillium
parasiticus et Aspergillus Niger. L’essence de térébenthine a montré son efficacité contre les

champignons, ceci est attribué a sa richesse en pinénes.
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11.5.2 Activités antioxydants de I’huile essentielle de Pinus halepensis

Les huiles essentielles et les extraits d’écorce, d’aiguilles ou de cones ont montré des activités
antioxydants (Djerrad et al., 2015 ; Djerrad et al., 2017 ; Bouyahya et al., 2019 ; Kotroni et
al., 2019; Meziti et al., 2019 ; Aidi Wannes et al., 2020). L’huile essenticlle de Pinus
halepensis montre son efficacité a neutraliser les radicaux libres via différents mécanismes in
vitro, en utilisent trois méthodes expérimentales : test de DPPH, ABTS et FRAP (Bouyahya
etal., 2019).

L’effet antioxydant de Pinus halepensis est confirmé sur le globule rouge des souris qui
représente un bon modele cellulaire pour 1’é¢tude de stress oxydant. En effet, 1’extrait
meéthanolique de Pinus halepensis inhibe la peroxydation lipidique, ainsi que 1’hémolyse
induite par I’agent oxydant AAPH, ces effets peuvent étre di a la teneur élevée de I’extrait en

composés phénoliques et flavonoides (Meziti et al., 2019).

Une étude menée par Djerrad et al., (2015) sur différentes populations de pin d’Alep de
différentes zones Algériennes (Djelfa, Batna, Tebessa) a révélé la bonne capacité
antiradicalaire des HEs. Le travail publié par Aidi Wannes et al., (2020) montre que I’HE de

pinus halepensis de deux régions tunisiennes posséde une bonne activité antioxydant.
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. Matériel végétal

1.1 La récolte des plantes

L’étude a été réalisée sur les parties aériennes de P. halepensis collectées en période de
floraison, en Novembre 2016. Cinq sites d'échantillonnage dans le Nord d’Algérie Boutaleb
(Sud de Sétif), Babor (Nord de Setif), la forét d'Ouled Yaakoub (Wilaya de Khenechela), la
forét de Seriana (Wilaya de Batna) et Jijel (Bir ghzala et Iraguene) (Figure 6).
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Figure 6. Zones d’échantillonnage des populations du Pinus halepensis

Au total, quinze populations ont été échantillonnées, les coordonnées géographiques des
stations étudiées sont mentionnées dans le tableau 4.
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Tableau 4. Localisation des stations d’échantillonnage du Pinus halepensis.

Stations Populations Altitude Coordonnées géographiques
(m) (latitude, longitude)

' Jijel Birghzala 947 36°36"' 48,75"N ; 5°30' 38,56"E

2 Iraguene 767 36°35'10,32"N ; 5°34'51,24"E

3 Nord de Sétif | Djouada 1568 36°30'18,90"N ; 5°29'50,70"E
4 (Babor) Daassa 861 36°29' 23,64"N ; 5°32'21,48"E
5 Beni Bezez 1133 36°19'69,03"N; 5°41'50,87"E
6 Sud de Sétif Ain laaneb 1433 35°44' 25,54"N ; 5°21'04,93"E

7 (Boutaleb) Bouriache 0982 35°43'09,89"N ; 5°13'45,34"E
8 Cheabet Thniat Khrouf 1296 35°42' 06,27"N ; 5°20'55,77"E
9 Chikda 1259 35°42'56,19"N; 5°25'05,09"E
10 Sidi amor 1054 35°42'16,14"N ; 5°22'03,08"E
11 Batna Seriana 1026 35°39'48,90"N ; 6°11'53,30"E
12 Khanechela Boussenane 1178 35°22'51,60"N ; 6°54'05,35"E
13| (Ouled Yakoub) =i 1160 35°23 53,19°'N; 6°57 02,17"E
14 Tafrent 1562 35°22'31,72"N ; 6°57' 30,84"E
15 Tizi yaala 1224 35°25'06,33"N; 6°83'23,72"E

L’identification botanique des échantillons a été réalisée par des botanistes du département
d’Ecologie, Faculté des Sciences de la nature et de la vie, Université de Sétif, selon les clés de
déterminations de la flore d'Algérie et des régions désertiques méridionales (Quézel et Santa,
1962-1963).

.2 Préparation des échantillons
Aprés récolte du matériel végétal, nous avons procédé au séchage a la température ambiante
(20-25°C) pendant environ un mois a I’air libre, ensuite, les échantillons ont été récupérés dans

des sacs propres et stockés a I’abri de la lumiére et d”humidité.

1. Meéthodes

II.1 Extraction et caractérisation des huiles essentielles

11.1.1 Hydrodistillation

L’extraction des huiles essentielles des parties aériennes du pin d’Alep a été réalisée par

hydrodistillation a ’aide d’un dispositif’ d'extraction de type Clevenger. L’extraction a été
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réalisée au laboratoire de valorisation des ressources biologiques naturelles (VRBN) de
I’Université de Sétif 1.

Une quantité de 300 g de masse végétale a été immergé dans un ballon en verre a demi rempli
d'eau (3 litres d’eau distillée), le mélange est porté a ébullition avec un chauffe-ballon pendant
3 heures. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a travers le réfrigérant ou aura lieu
la condensation. Les gouttelettes d’huile ainsi produite s'accumulent dans le tube rempli au
préalable d'eau distillée. En raison de la différence de densité’ 1'huile surnage a la surface
d’I’eau. Cette opération dure trois heures a partir du début d’ébullition. L’huile ainsi obtenue
est récupérée en présence de sulfate de sodium anhydre (Na>SOa) et séchée avec du sulfate de
sodium anhydre et conservée dans des flacons opaques bien scellés a température basse (4-

5°C). Le montage de I’hydro-distillation est représenté ci-dessous.

11.1.2 Calcul du Rendement en I’huile essentielle
Le rendement en huile essentielle est déterminé par le rapport entre la masse d’huile essentielle

extraite et la masse de la matiere végétale utilisée, selon la formule suivante :
Rendement % = [M/Mo] x 100

Ou:

M : masse d’HE en gramme ;

Mo : masse de la matiere végétale séche utilisée en gramme.

11.1.3 Analyse Chromatographique des huiles essentielles
L’analyse chromatographique des huiles essentielles est réalisée a 1'Ecole d’Ingénieur

SIGMA, Institut de Chimie, équipe Chimie Organique et Medicinale, Clermont-Ferrand
(France).

La chromatographie en phase gazeuse (Hewlett-Packard CPG/FID 7890) couplée a un appareil
de chromatographie en phase gazeuse (CPG/MS 7890/5975C) a été réalisé afin de séparer et
de quantifier les composés chimiques de I’huile essentielle de pin d’Alep. Le couplage a la
spectrométrie de masse nous a permis, de déterminer les composes en se basant sur la masse
des composants. Le mode opératoire de CPG-MS est effectué a 1’aide d’une colonne polaire
(DB5 MS : 40m 0.18mm 0.18um), soumis a un programme de four de 50°C pendant (5 min)
a 5°C/min jusqu’a 300°C, I’hélium comme gaz porteur (1,0 ml/min), et un injecteur en mode

split (1 :30) de température de 280°C avec un split de 1/100. Le spectrometre de masse a
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fonctionné avec une énergie d’ionisation (EI) a 70 eV, multiplicateur d'électrons de 2500 V et

une température de la source d'ions de 180°C.

11.1.4 Identification des composés chimique
L'identification des composants a eté basée sur la comparaison des temps de rétention et de

leurs spectres de masse avec ceux de la banque de spectres de masse de I'Institut National
Américaine des Normes et de la Technologie (Stein et al., 2002) et ceux décrits par Adams
(2007) ainsi que sur la comparaison de leurs indices de rétention avec ceux des composés

authentiques ou avec des valeurs de la littérature.

I1.2 Evaluation de I'activité antibactérienne des huiles essentielle
L'activité antimicrobienne des huiles essentielles de P. halepensis a été faite par un test de

diffusion sur disque comme décrit par Nicoletti et al., (2012), avec certaines modifications
suivant les directives de CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2018).

11.2.1 Espéces bactériennes testées
L’activité antibactérienne des huiles essentielles de P. halepensis a été évaluée par la méthode

de diffusion en milieu gélosé sur huit souches bactériennes testées qui appartiennent a
I’American Type Culture Collection ATCC, résistantes aux antibiotiques : E-coli
ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Klebsiella pneumonia ATCC 700603, Salmonella entericspp. arizonae CIP 81-3, Listeria
innocua clip 74915, Proteus mirabilis ATCC 35659, et Bacillus cereus ATCC 11778. Les
espéces bactériennes proviennent de 1’Institut Pasteur d'Alger et de M'Sila et du laboratoire de

microbiologie du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Sétif Abdenour Sadadana.

11.2.2 Stérilisation du matériel
L’eau distillée, les tubes a essai utilisés dans la préparation des suspensions bactériennes

(Inoculum) ainsi que dans la préparation des dilutions de nos échantillons, ont été stérilisé a

I’autoclave a 121°C pendant 15 min.

11.2.3 Milieu de culture
La culture des bactéries a nécessité 1’utilisation du milieu de culture Mueller Hinton agar (MH)

qui a pour provenance (Fluka) ainsi que le bouillon nutritif et la gélose nutritive qui

proviennent de I’institut Pasteur d’Alger.
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11.2.4 Préparation de I’inoculum et ensemencement
Les disques d’antibiotiques utilisés comme témoin positif pour toutes les bactéries sont

Gentamicine (10pg), Ampicilline (10pg), Eurythromycine (15pg), Amoxilline (25ug),
Meropenem (10pg), Oxacilline (1pg), Cephalozine (30pg).

Des disques stériles de six mm sont placés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée
avec une suspension de la bactérie, et ils sont ensuite imprégnés de concentrations croissantes
des huiles repris avec Dimethylsulfoxyde (DMSO) a raison de 10 pl par disque (1:1,1:2, 1
4 et 1:8vliv DMSO qui est utilise comme controle négatif). Ainsi, les huiles diffusent a partir
du disque au sein de la gélose et y déterminent une zone d’inhibition autour des disques
(inhibition de la croissance bactérienne) en fonction de la concentration.

Les bactéries ont eté cultivé dans des boites de Pétri, solidifiée et séchée sur la gélose Mueller
Hinton (MHA), en aérobiose 37°C pendant 24h. Par la suite deux colonies bactériennes bien
isolées et parfaitement identiques ont été prélevées a 1’aide d’une anse de platine, puis
émulsionnées dans un tube contenant 5 ml d’eau physiologique stérile a 0.9% de sel (NaCl),
puis agiter jusqu’a obtenir une suspension bactérienne homogene.

La densité est ajustee au standard McFarland 0,5 (soit 108 UFC/mI) pour cela la concentration
bactérienne des différentes solutions est évaluée par turbidité est exprimée par la mesure des

densités optiques de 0.08 a 0.10 a une longueur d’onde de 625 nm (Donay et al., 2007).

11.2.5 Dépdt de disque et lecture
Apres incubation, 1’activité antimicrobienne a ét¢ déterminée a I’aide d’une régle mesurant le

diametre de la zone d’inhibition (ou les diamétres des halos clairs tout autour des disques).
Tous les tests ont été réalisés en triple. Plus le diamétre de cette zone est grand, plus I’espéce
bactérienne est sensible a 1’huile essentielle (Fauchére et Avril, 2002). La sensibilité¢ des
bactéries aux huiles essentielles a été classée en cing groupes en fonction du diamétre des halo
d'inhibition selon 1’échelle de Ponce et al., (2003) en :

Espéce non sensible (-) lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est inférieur a 8mm. Espéce
Sensible (+) lorsque le diamétre de la zone d’inhibition compris entre 9 et 14mm). Espece trés
sensible (++) lorsque le diamétre de la zone d’inhibition compris entre 15 et 19 mm. Espéce
extrémement sensible (+++) lorsque le diametre de la zone d’inhibition est supérieur de 20mm

(Ponce et al., 2003).
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Figure 7. Technique de diffusion sur gelose par disques

I1.3 Evaluation de I’'activité antioxydant par DPPH
Nous avons opté pour la méthode qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement

stable qui absorbe dans le visible a la longueur d’onde de 512 a 520 nm.

Le test consiste a mettre le radical DPPHe (Couleur violette), en présence des molécules dites
antioxydantes afin de mesurer leur capacité a le réduire. Cette couleur disparait rapidement
lorsque le DPPH (2,2- diphenyl -1- picrylhydrazyl) est réduit en diphényle picryl hydrazine
par un compose a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration (Sanchez-
Moreno, 2002). L’intensité de la couleur est représentative de la capacité des composés de
I’huile essentielle a piéger ces radicaux libres indépendamment de toute activité enzymatique.
Ce test nous permet donc d’obtenir des informations sur le pouvoir anti radicalaire direct de
nos huiles essentielles.

La forme réduite (diphénylpicryl-hydrazene : de couleur jaune) n’absorbe plus a 515 nm, ce
qui se traduit par une diminution de I’absorbance (Parejo et al., 2002).

L’évaluation de I’activité antioxydante des échantillons des huiles essentielles de P. halepensis
a été effectuée par la methode du radical stable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), selon
le protocole décrit par (Olszowy et Dawidowicz, 2016).

Brievement, 100 pl de chacune des solutions méthanoliques des HE testées a différentes

concentrations sont mélangées avec 2,9 ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,004%).

37



CHAPITRE II: MATERIEL ETMETHODES

Aprés agitation par un vortex, le mélange a été laissé a 1’obscurité pendant 30 min a la
température de laboratoire et la densité optique a été mesurée avec un spectrophotometre
(SECOM-M - Prim'Light) a 517 nm. Le contrdle négatif contient uniqguement la solution de
DPPH et le controle positif est représenté par des solutions d’antioxydant de référence
I'hydroxytoluénebutylé (BHT) dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que
I’échantillon test. Tous les essais ont été effectués en triple.

L’inhibition des radicaux libres en pourcentages (1%) est calculée en utilisant la formule

suivante :

I % = [1- (Abstest/Abscontrole)] x 100
Abs test : absorbance de I’échantillon.
Abs contrdle : absorbance contrdle négatif.

La cinétique des réactions des HE et du BHT avec le DPPH a été inscrite a chagque concentration
examinée. Les concentrations en HE et en BHT, en fonction des pourcentages du DPPH inhibés,
ont été tracé a la fin des réactions afin’ d'obtenir’ I'index IC50. Ce paramétre est défini comme
la concentration d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du DPPH initiale de 50%.
Tous les tests ont été effectués en triplicata et les valeurs d’IC50 ont été reportées en tant que
moyenne + SD. Les IC50 sont calculées a partir des courbes représentant les pourcentages

d’inhibition en fonction des différentes concentrations des huiles essentielles.

I1.4 Analyse statistique des données

11.4.1 Analyse en composantes principales (ACP)

L'analyse en composantes principales (ACP) est une méthode statistique d'analyse des données
(initialement de statistique descriptive) qui consiste a rechercher les directions d’espace qui
représentent le mieux les corrélations entre les variables aléatoires. Donc le but est de
comprendre et de visualiser comment les effets de phénomeénes a priori isolés se combinent.

Lorsqu’on veut compresser un ensemble de -N variables aléatoires, les N premiers axes
d’I’ ACP est un meilleur choix, du point de vue de I’inertie expliquée. Si on décide de ne retenir
que les deux premiers axes de I’ACP, on pourra alors projeter notre nuage sur un plan, et le
visualiser. Méme si I’ACP est majoritairement utilisé¢ pour visualiser des données, il ne faut
pas oublier que c’est aussi un moyen de décorréler les données, les axes qui ne sont pas utilisé

c'est de I'information perdue, c'est une classification des donnés en amas (clusters) corrélés.
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11.4.2 Analyse UPGMA

L'UPGMA est le nom d'un algorithme destiné a la construction d'un arbre phylogénétique.
Cette méthode permet la transformation d'une matrice de distances (entre différents
organismes, populations, ou séquences de nucléotides) en un arbre enraciné. C'est la méthode
la plus simple de construction d'arbre. L’origine elle a été développée pour construire les
phonogrammes taxonomiques (arbres qui refletent les similitudes phénotypiques entre unités
taxonomiques), mais elle est employée aussi pour construire les arbres phylogénétiques si les
taux d'évolution sont approximativement constants parmi les différentes lignées. Les analyses

statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel STISTICA 10.

11.4.3 Analyse de la variance

L’évaluation des activités antibactérienne et antioxydant, ont été réalisés par une analyse de
variance ANOVA a trois criteres de classification afin de comparer les moyennes d’un groupe
témoin avec les autres groupes ou de la comparaison des pourcentages lorsqu’il y a plus de
deux valeurs a comparer. Les différences entre les moyennes sont considérées significatives

pour des valeurs p< 0,05.

11.4.4 Test de désirabilité

Dans cette étude, les variables des résultats obtenus ont été transformés aux valeurs de
désirabilité (test de désirabilité). L’opportunité est définie de telle sorte que Si une réponse
dépasse les limites acceptables, la valeur de désirabilité correspondante sera O et représente
une réponse completement indésirable. Si la réponse est sur la cible, la valeur de désirabilité

sera égale a 1 et représente la réponse la plus souhaitable.
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CHAPITRE IIT : RESULTATS ET DISCUSSION

I.  Rendement en huiles essentielles de Pinus halepensis

Les extractions par hydrodistillation des parties aériennes de P. halepensis ont été réalisées sur 15
populations algériennes. Ces extractions ont fourni des huiles essentielles ayant des colorations
variables allant du jaune clair au transparent mais toujours avec une tres forte et persistante odeur
caractéristique.

Les 15 populations étudiées ont présenté des rendements variables en huiles essentielles, allant
de 0,22 % a 1,34 %. Le plus haut rendement en huile essentielle 1,34% a été observé chez la
population d’Iraguene dans la station de Babor (Nord de Sétif) (altitude 861m) tandis que le
rendement le plus bas 0,20% est obtenu chez la population de Tafrent dans la station d’Ouled
Yakoub (Khenchela) (altitude 1562 m) (Figure 8). Les plus hauts rendements ont été obtenus
chez les populations de Daassa, Iraguene, Babor et Seriana a Batna, toutes ces stations sont

situées dans les régions a plus faible altitude.

Histogram(1) = 15*100"extreme(x; 1051.7924; 2(8.9742)
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Figure 8. Rendements en huiles essentielles de Pinus halepensis.

Les populations Bouriache, Cheabet theniat khrouf, Ain Laaneb, Sidi Amor et Chikda récoltées de
la méme localité (Boutaleb), présentaient une variabilité importante de rendements, s'étendant de
0,33 % a 0,91 %. En se basant sur le rendement des huiles essentielles, les quinze provenances
sont classées dans I'ordre suivant : Iraguene > Seriana > Daassa > Bir ghzala > Bouriache > Sidi
amor > Beni bezaz > Troud > Tizi yaala > Ain laaneb > Cheabet Thniat Khrouf > chikda > Djouada

>Tafrent.
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En comparant séparément les rendements des huiles essentielles obtenus au cours de notre étude
avec ceux rapportés dans la littérature, nous avons fait les constats suivants. Nos résultats sont
similaires et proches a celles rapportées chez les populations Algériennes : Dob et al., (2007) a
sidi Ferradj (0,5%), Abi-Ayad et al. (2011) a Tlemcen (0,3%), Fekih et al., (2015) a Tlemcen
(entre 0,09% et 0,42%), Djerrad et al., (2015) a Djelfa, Batna et Tébessa (0,5% et 0,89%), Sadou
etal., (2015) a El kala et Souk Ahras (0,3% et 0,81%). Le rendement de nos populations en huiles
essentielles est plus éleve que celui enregistrés par Amri et al., (2013) et Bouzenna et al, (2016)
en Tunisie, Tumen et al., 2010 en Turquie et une région de Corce —France (Nam et al.,2014) qui

représentent les taux de rendements les plus faibles.

En fonction de I’altitude, les rendements en huile essentielle sont trés variables, diminuent quand
I’altitude augmente. Nos résultats concordent avec ceux des populations des iles de Corse qui ont
montré des variations aussi €levées (Nam et al., 2014). Des conclusions semblables ont également
été faites sur des populations de Djelfa, Batna et Tébessa a des altitudes différentes (Djerrad et al.,
2015) ; Tlemcen (Fekih et al., 2015) et Lybie (Mohareb et al., 2017 ; Elkady et al., 2021).

Bien que les métabolites secondaires des plantes médicinales et aromatiques soient contr6lés de
maniére conventionnelle par leurs génotypes, leur biosynthése est également fortement influencée
par des facteurs environnementaux. Cela signifie que des facteurs environnementaux biotiques et
abiotiques affectent les paramétres de croissance, le rendement en huile essentielle et les
constituants de ces huiles (Verma et Shukla, 2015 ; Yang et al., 2018 ; Khare et al., 2020).

Le mode¢le de composition de I’huile essentielle, la concentration de composants individuels et le
rendement en HE dépendent de nombreux facteurs intrinséques et extrinséques. Les conditions
internes de la plante comprennent la génétique (espece, écotype et chémotype), la population
végétale, I’origine de la plante, le type de partie de la plante, son stade de développement ou la
période d’échantillonnage saisonnier, la voie physiologique et biochimique et la physiologie de la
plante entiére; I'état de développement des tissus synthétiques et des processus métaboliques est
particulierement significatif (Tonzibo et al., 2013 ; Abbad et al., 2013 ; Singh et al., 2021). Les
facteurs externes (climat et conditions de I'nabitat, date de semis et variations des engrais), les
conditions de culture (techniques agricoles) (température, humidité, rayonnement, vent, propriétés
du sol, lieu géographique, temps et méthodes de récolte) et techniques post-récolte (méthodes de
séchage et extraction, temps de distillation, méthodes de quantification et conditions d'analyse)
(atagai et al., 1995 ; Wang et al., 2008 ; Figueiredo et al., 2008 ; Barra, 2009 ; Moghaddam et
al., 2015 ; Wu et al., 2020 ; Moghaddam et Mehdizadeh, 2017 ).
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Les changements climatiques au cours des saisons (température, humidité, rayonnement UV-B,
CO2 atmosphérique, etc.) ont un impact significatif sur la synthése des terpénes (Mehalaine et
Chenchouni 2021). Chez les coniferes, les effets climatiques peuvent influencer directement
I'activité de plusieurs enzymes, telles que lisopentényl diphosphate isomérase et les
prényltransférases, catalysant la synthése de nombreux terpénes, ou indirectement par la régulation
négative ou la dégradation du métabolisme primaire et, par conséquent, l'insuffisance de
métabolites photosynthétiques impliqués dans la voie de biosynthése des terpénes (Kopaczyk et
al., 2020). Ainsi, le changement des voies biochimiques des plantes et des processus
physiologiques en fonction du temps de récolte pourrait réduire ou provoquer la synthése de
différents composés terpéniques ayant des consequences importantes sur la protection des plantes

contre les contraintes environnementales (Rahali et al., 2017 ; Shams et al., 2016).

La diminution du rendement en huiles essentielles avec I'augmentation de 1’altitude dans
les populations (Bouriache, Cheabet theniat khrouf, Ain Laaneb, Sidi Amor et Chikda)
s’expliquerait par I'utilisation des métabolites secondaires telles que les huiles essentielles par les
cellules végétales en réponse au stress hydrigque et oxydatif (Mohamadi et Rajaei ; 2016 ; Coban
et al., 2018 ; Turkmen et al., 2022). Le rendement dépend également du sol, de I’altitude, de
I’exposition et de I’age de la plante (Russo et al., 2013 ; Vekiari et al. 2002 ; Karousou et al., 2005
; Kouamé, 2012 ; Elkady et al., 2021).

Il.  Composition chimique des huiles essentielles du Pinus halepensis

Les huiles essentielles du P.halepensis ont été analysees par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS) (Figure 9). Les composées des huiles essentielles
identifiées ainsi que leurs abondances relatives sont présentées en fonction de temps de rétention.
L’analyse chimique a permis d’identifier 37 composés, dont le cumule correspond & une moyenne
de 99,40 + 0,5% de I’huile totale (Tableau 5). Au minimum 17 composés sont identifiés dans
I’HE extraite de la population Beni bezaz et au maximum 35 pour celle extraite de la population

Sidi amor.

Les composés majoritaires de ces huiles sont le B-caryophyllene-E (29.06 + 8.5%), mycéne
(19.14% * 6.67%), a-pinene (16.86 + 3.35%), phenyl ethyl 3-methyl butanoate (5.67 + 2.47%),
o-humulene (4.81 + 1.43%), terpinolene (3.94 + 1.60%), sabinene (3.11 + 1.84%), A3-carene (2.18

+ 1.85%), cembrene (2.15 + 1.93%) et le limonene (1.95 £ 2.11%). D’autres composés sont
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également présents mais & des teneurs relativement faibles B-ociméne (1,28%=0,63), B-pinene

(1,18%=0,35), Germacrene D (0,87%z=0,50), a-Muurolene (0,78%z=0,25), Linalool (0,73%z0.65).
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Figure 9. Chromatogrammes (FID et Masse) de I’huile essentielle de P. halepensis (population

d’Iraguene).
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Tableau 5. Composition chimique des huiles essentielles des populations de Pinus halepensis.

.g ©
Populations B S © = 2 |E E 5 S < o
P = 8 8| §| g | 8|2 |85/ 8|88 || g| |8 2] ¢
S S 2 = 7 = = S O - < ~ 2] = > et >
5 | S i S = 3 | &= £ = = 3 ) 'S = S | A
n &) m = &) m m O X < n (@) m [ = [ = 7
Rendements (%) Kl 1,24 0,26| 056| 1,34 1,12, 098| 091| 0,36| 040, O61| 0,33| 044| 0452/ 041| 0,22| 0,64| 0,37
Nb de composés | Indice 22 24 17 24 23 24 32 35 28 35 27 29 22 23 26 28 7
Total (%) Kovalt | 99,9 99,2| 993| 99,7| 99,4| 99,7| 98,8| 985| 98,2| 988| 98,7| 99,5| 99.8| 992| 985| 99,4| 05
a-thujene 924 | 0,38 0,42 0 0,12\ 0,19, 0,22 0,38 0,30 0,37, 0,31 0,23| 046 0,33| 0,28| 0,35| 0,29| 0,12
o-pinene 935 | 14,4| 16,30 9,67| 16,50 17,37| 20,60 13,95 15,14| 17,33| 15,39| 17,86 16,05 23,97 21,08 17,39| 16,86 3,35
Camphene 951 | 0,17 0,16 0 0,18} 0,38, 0,23 0,12 0,17| 0,18, 0,15, 0,16| 0,23| 0,26 0,22| 0,26| 0,19| 0,08
Sabinene 974 | 2,09 361| 121| 1,14| 2,27| 3,10 2,88| 152| 4,17| 2,70 1,7 415 3,32| 430| 854 3,11| 1,84
-pinene 979 | 1,06 1,18 0,60| 092| 094| 1,40| 091 089| 1,13| 1,16( 09| 137 185 151| 182| 1,18| 0,35
Myrcene 991 | 28,1| 20,60] 13,40 21,30 7,74| 20,11 14,58 16,80 13,9| 29,25 23,69| 14,50 28,23| 24,01| 10,90 19,14| 6,67
A3-carene 1009 | 1,00, 1,43| 060 2,01| 057| 260| 1,23| 090 4,28| 1,17| 1,14| 430| 266| 151| 7,33| 2,18| 1,85
o-terpinene 1017 | 0,17 0,33 0 0,09| 066| 045 0,27 09| 0,19, 0,25, 0,14| 0,23| 040 043| 045| 0,28 0,17
Cymene-ortho 1020 0 0 0 0 0 0 0 0 0,31 0 0,09| 0,25 0 0 0,67| 0,09| 0,19
Limonene 1030 | 0,38 0,54 0 0,22| 661, 090| 4,28| 1,44 478, 037| 084 3,23| 055 435| 0,71 195 2,11
-phellandrene 1032 | 0,45 0,69 0 0,34| 0,38 068 047| 035| 0,71| 046| 053| 065| 062 065| 0,74 051| 0,20
1,8-cineole 1033 0 0 0 0,22 0 0 0 0,03 0 0 0 0 0 0 0 0,02| 0,06
-Ocimene (E) 1045 | 1,30 1,36| 242| 105 227 146| 185 1,23| 095| 149| 058 1,60| 090| 0,77 0 1,28 | 0,63
y-terpinene 1058 | 0,34/ 0,62 0 0,18} 0,57| 056 049| 036| 037| 046| 029| 042 066 069| 0,71 045| 0,20
Terpinolene 1085 | 3,30 540| 151| 160| 2,64| 451| 459| 2,73| 4,18| 391| 232| 4,20| 5,16 598| 7,03| 3,94| 1,60
Linalool 1097 0 0 0 1,78 1,70| 1,12 1,05, 089| 0,63| 1,02| 0,24 1,35| 1,21 0 0 0,73| 0,65
Terpinen-4-ol 1185 0 0,80 0 0 0 0 0,71 046| 043| 0,76| 0,2 | 0,70 0 0 2,16 0,42| 0,58
a-terpineol 1199 0 0,40 0 0,34 0 0,01, 0,19, 0,36 0 0,26 0 0 0 0 0 0,10| 0,16
Geranylacetate 1377 0 0 0 0 0 0 0,86 0,20 0 0,23 0 0,40 0 0 1,30f 0,20| 0,39
o-funebrene-2-epi| 1383 | 0,72| 0,38 0 068, 094, 045 057 048| 056, 052 049 0,70f 046| 2,13 0 0,61| 0,49
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Tableau 5. (Suite)

Populations
B
£ ©
© < @ = 2 t é S § © @
S | g S 2 S 2 3 | | < 5 = 5 S N %5 S | o
%) Q m = [a) m oM O ¥ < %) (@) m = [ [ = )

B-caryophyllene (E) 1434| 32,1 27,90| 47,00 36,10 40,92| 31,20, 30,47 27,00| 25,64 21,70/ 31,19 31,60 20,32| 17,56 15,20, 29,06/ 8,50
B-farnesene (Z) 1453 0 0 0 0 0 0 0,24| 0,30 0 022, 0,1 0 0 0 0 0,06 0,11
a-humulene 1467, 5,15 4,82| 8,10| 6,10| 6,61| 5,08| 5,12| 4,59 4 354| 504| 504| 343| 290| 2,62| 481| 1,43
Germacrene D 1490, 1,10 1,40| 1,21 0,00| 1,32 0 1,38 0 0,81 1,21| 095| 090| 066| 092| 1,17 0,87| 0,50
Phenylethyl 3-methyl | 1496| 4,50 4,53| 7,85| 6,46| 4,10 4,00 4)58| 10,03| 8,74| 4,47| 724| 265| 297| 320| 9,71| 5,67 | 247
butanoate

o.-muurolene 1506| 0,79 0,49| 060| 060| 094| 030 104| 087| 084| 1,05| 088 1,32| 0,77 060| 056| 0,78| 0,26
A-amorphene 1525| 0,58 0 0,60| 0,50 0 0,07 048 066| 066| 059| 045| 011| 044 050| 1,49| 048] 0,37
Cadinal,4-diene trans| 1543, 0,48 0 0,91 0 0 0 052 0,29| 0,38 0,15| 0,22 0,40 0 0 0 0,22 | 0,27
Elemol 1555 1,30 0 0 0 0 0,02, 0,17| 0,08 0 0,08 0 0 0 0 0 0,11| 0,33
Caryophyllene oxide | 1595 0 0,63| 1,81 0 0 0 0,54 0,72 0,73| 049| 0,39 0,93 0 0 0,63| 0,46| 0,50
Guaiol 1605 O 0 0 0 0,02 0,01| 0,22 0,50 0 0,37 0 0 0 0,37 0 0,10| 0,17
Humuleneepoxide Il | 1622] 0 0 0 0 0 0 0 0,29 0 0,34 0 0 0 0 1,10| 0,12| 0,29
o-muurolol 1665 O 0 0 0,3 0 0 0 0,34 0 0,11 0 0 0 0 0 0,05| 0,11
o.-eudesmol 1667] O 0 0 0 0,04 0 0,16 1,25 0 0,14 0 0,63 0 0 0 0,15| 0,35
Cubitene 1937] O 1,29| 0,60 0 0,20 0 0,68 0,71| 0,14| 0,45 0 0,35 0 192| 0)54| 0,46| 0,55
o-cembrene (32) 1967, O 0 0 0 0 0 0 052| 0,13| 0,30 0 0 0 0 0,06 0,06| 0,15
Cembrene 2059, O 390 1,21 1 0 0,60, 384| 588| 161| 3,74/ 081| 0,73| 0,62 3,30| 5,02| 2,15| 1,93
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Tableau 6. Les classes chimiques de 1’huile essentielle de Pinus halepensis

©
Populations 5 =3 = =y S =2 5 % < p= g = § E E‘ T = n
N & 2 = o fos Q % X Z (7 © 2 = = =

Monoterpene,s 53,12| 52,64/ 29,41| 45,65 42,59 56,82 46 | 42,02| 52,85 57,07| 50,52| 51,64/ 68,91 65,78 56,9| 51,45/ 19,36
hydrocarbonés

Monoterpenes 0Xygeénés 0 1,2 0 2,34 1,7 | 1,43| 195| 1,74| 106| 2,04 | 044| 205| 121 0 2,16 | 127| 1,45
Sesqunerpen,es 40,92 35,66 58,42| 44,2| 50,73] 37,1| 40,56 34,94| 32,89 29,54| 39,32 40,07| 26,08/ 24,76| 21,65 37,14| 12,55
hydrocarbonés

Sesquiterpénes oxygénés 13| 063 181 03| 0,09| 003, 1,09| 331| 0,73| 1,63| 0,39 1,56 0 0,37 1,73 1 1,8
Diterpénes 0 519 1,81 1 0,2 06| 452| 711| 1,88| 4,49| 081| 1,08| 062| 522| 562| 2,67| 263
Ester 45| 453| 785| 6,46| 4,1 4 544 | 10,32| 8,74 4,7 7,24 | 3,05| 297 3,2 | 11,01 5,88| 2,88

47




CHAPITRE IIT : RESULTATS ET DISCUSSION

Les analyses ont montré la prédominance des composés monoterpeniques hydrocarbones
(51,45£19,36%) avec une teneur variant de 29,41% chez la population de Beni bezaz a 68,91%
chez la population de Troud. Cette fraction est dominée soit par le myrceéne (7,74-29,25%) soit
par I’a-pinene (9,67- 23,97%) (Figure 10). Les profils des monoterpénes hydrocarbonés
mettent en évidence I'importance du terpinolene dans les échantillons des huiles essentielles de
la plupart des populations (0,51-7,03 %) ou il a été détecté comme composant majoritaire suivis
par le sabinene (1,14-8,54 %), le A3-carene (0,54-7,33 %), le limonéne (0 6,61 %), le B-
ocimene (E) (0- 2,42 %), le B-pinene (0,6-1,85 %) qui sont les autres monoterpénes

hydrocarbonés les plus représentés (Tableau 6).

Oxygenated sesquiterpenes

Oxygenated monoterpens

Diterpenes

Ester

Sesquiterpene hydrocarbons

Monoterpene hydrocarbons

0 10 20 30 40 50 6(

Pourcentage

Figure 10. Classes chimiques de I’huile essentielle de P. halepensis.

Les sesquiterpénes hydrocarbonés représentent la deuxiéme classe de molécules la plus
abondante (21,65-58,42 %), dont le B-caryophyllene-(E) est le plus abondant, suivi par ’a-
humulene. Les esters sont présents avec une moyenne de 5,88 + 2,88 % formés essentiellement
par le phenylethyl 3-methyl butanoate et le geranylacetate. Alors que les diterpénes représentent
une moyenne de 2,67 = 2,63%, principalement par le cembrene et le cubitene. Les
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sesquiterpénes oxygéneés et les monoterpénes oxygénés sont treés minoritaires dans toutes les
huiles essentielles analysées, puisque aucune fraction des deux n’a été identifiée a un taux

important.

Il est a noter que quelques composeés sont minoritaires tels que le Cymene-ortho qui est détecté
dans les huiles essentielles des populations d’Ain laanab, de Boussenene et de Tafrent, et n’est
pas détecté dans les huiles essentielles des autres populations. En addition, I’humulene epoxide
I et I’a-muurolol sont détectés dans les huiles essentielles des populations de Cheabet Thniat
Khrouf et de Sidi Amor.

1.1 Analyse en composantes principales (ACP)

Les huiles essentielles des populations du P. halepensis présentent des variations qualitatives
et quantitatives. Pour chercher les relations entre les populations étudiées, nous avons considéré
chaque composé comme une variable quantitative a expliquer. Seuls les composants chimiques
ayant une teneur supérieure a 0,3% sont pris en compte dans 1’analyse en composantes

principales (Tableau 7).

Tableau 7. Composés de I’huile essentielle utilisés dans 1’analyse statistique.

Code Composés Code Composeés
V1 a-pinene V11 Linalool

V2 Sabinene V12 Terpinen-4-ol

V3 - pinene V13 a-funebrene-2-epi

V4 Myrcene V14 B-caryophyllene (E)
V5 A3-carene V15 a-humulene

V6 Limonene V16 Germacrene D

V7 B-phellandrene V17 Phenylethyl-3-methyl butanoate
V8 B-ocimene (E) V18 a-muurolene

V9 y-terpinene V19 A-amorphene

V10 Terpinolene V20 Caryophyllene oxide

11.2 Variabilité des composants chimiques
L’analyse statistique (Box whisker) montre que les composants majoritaires des huiles

essentielles des populations du P. halepensis présentent une importante variabilité
interaspécifique (Figure 11). Le p-caryophyllene-(E) avec une moyenne de 29,06 + 8,50%,
présente le plus de variation au sein des populations étudiées, suivi par le 19,14 + 6,67%,
et de 16,86+3,35 %.
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Box & Whisker plot
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Figure 11. Variation de la concentration des composés majoritaires chez P.halepensis.

Les valeurs propres représentant la variance des composants de 1’huile sur les axes sont élevées,
36,80% pour le premier axe, 19,28% pour I’axe deux et 11,89% pour 1’axe trois, donnant ainsi
une bonne contribution a la variance totale. L’ensemble de 1’information expliquée par les trois

premiers axes issus de I’ACP est de 67,96%.

11.3 Matrice des corrélations
L’examen de la matrice fait apparaitre des coefficients de corrélation moyennes, 47,94%

des variables sont significativement corrélées (Tableau 8).
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Tableau 8. Matrice de corrélation des composants des huiles essentielles des populations de Pinus halepensis

Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 Vil V12 V13 V14 V15 V16 V17 V18 V19 V20 V21 V22
Vi 1,00
V2 0,32 1,00
V3 0,77 0,76 1,00
\Zi 0,33 -0,26 0,22 1,00
V5 0,27 0,87 0,67 -0,31 1,00
V6 0,13 0,12 -0,06 -0,53 -0,01 1,00
\24 0,68 0,71 0,77 0,12 0,62 0,18 1,00
V8 -053 -0,58 -0,63 -0,28 -0,60 0,25 -0,63 1,00
V9 0,70 0,68 0,79 0,05 0,37 0,29 0,77 -0,39 1,00
V10 0,51 0,87 0,83 0,04 0,60 0,12 0,81 -0,51 0,87 1,00
Vil 021 -0,30 -0,06 -0,14 -0,07 0,29 -0,09 0,32 -0,02 -0,31 1,00
V12 -0,13 0,79 0,38 -0,33 0,71 -0,10 0,41 -0,44 0,38 059 -0,26 1,00
V13 0,40 -0,04 0,14 0,23 -0,26 0,54 0,20 -0,06 0,32 0,16 0,04 -041 1,00
Via -059 -069 -0,78 -0,35 -0,52 0,05 -0,74 0,77 -0,72 -0,81 024 -052 -0,22 1,00
V15 -061 -068 -0,79 -035 -0,52 -0,01 -0,78 0,77 -0,73 -0,80 0,21 -0,49 -0,26 0,99 1,00
V16 -0,33 0,26 -0,05 -0,16 -0,05 0,25 0,00 0,23 0,17 0,25 -0,41 0,32 -0,03 0,02 0,02 1,00
V17 -0,38 0,10 -0,28 -0,38 026 -020 -023 -031 -0,38 -0,21 -0,29 0,38 -0,49 0,00 0,03 -0,19 1,00
V18 -0,23 -0,12 -0,18 -0,09 -0,06 0,40 -0,08 0,24 -0,13 -0,19 0,36 0,08 0,08 0,05 0,00 0,30 -0,18 1,00
V19 -0,14 0,51 0,24 -0,08 0,53 -0,27 0,01 -0,58 -0,01 026 -041 060 -028 -046 -042 0,04 0,67 -0,10 1,00
V20 -0,71 0,00 -0,39 -0,43 0,08 -0,15 -041 033 -0,52 -0,20 -0,33 0,28 -0,51 0,33 0,37 0,28 0,45 0,17 0,21 1,00
V21 -0,03 0,25 0,09 -0,03 -0,12 0,20 0,12 -0,04 0,35 0,44  -0,47 0,18 051 -033 -0,28 029 -0,10 -0,17 0,02 0,16 1,00
V22 -0,16 0,37 0,10 -0,11 0,17 -0,08 0,14 -0,30 0,30 0,42 -0,29 065 -008 -054 -048 0,06 0,44  -0,05 0,48 0,25 0,60 1,00

Cor. > 0,377 significative, Cor > 0,534 Hautement significative
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11.4 Cercle des corrélations
La représentation du plan formé par les deux premiers axes principaux plan 1x2 (Figure 12)

montre que I’ensemble des composants de 1’huile essentielle contribue fortement a la formation

de ’axe 1.
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Figure 12. Cercle des corrélations, projection des variables sur le plan (1x2).

La partie positive de 1’axe 1 est expliquée par les variables : (V8) B-Ocimene (E), B-
caryophyllene (E) (V14) et o-humulene (V15), par contre la partie négative de 1’axe est
expliquée par les composés Sabinene (V2), B-pinene (V3), A3-carene (V5), B-phellandrene
(V7), y-terpinene (V9), Terpinolene (V10). L’a-pinene (V1), le Linalool (VI11) et 'a-
funebrene-2-epi (V13) expliquent la partie positive de 1’axe 2, alors que sa partie négative est
expliquée par le terpinen-4-ol (V12), phenylethyl 3-methyl butanoate (V17), A-amorphene
(V19), caryophyllene oxide (V20) et le cembrene (V22).

La représentation du plan formé par les deux premiers axes principaux plan 1x3 (Figure 13)
montre que les variables (V6) Limonene, (V16) Germacrene D, (V18) a-muurolene et (V21)
cubitene expliquent la partie positive de I’axe 3, alors que sa partie négative est expliquée par

le myrcene (V4).
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Figure 13. Cercle des corrélations, projection des variables sur le plan (1x3)

11.5 Etude des populations de Pinus halepensis

La représentation des individus (populations) sur le plan 1x2 (Figure 14) montre que la
population de Beni bezez, localisée sur la partie positive de 1’axe 1, est caractérisée par le -
ocimene-(E), B-caryophyllene-(E) et I’a-humulene. Dans la partie négative de ’axe 1, on
retrouve les populations de Sidi Amor, Tizi Yaala et Tafrent qui sont caractérisées par le

sabinene, B-pinene, A3-carene, B-phellandrene, y-terpinene et le Terpinolene.
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Figure 14. Projection des populations de Pinus halepensis, sur le plan (1x2).

Dans la partie négative de I’axe 2, se trouvent les populations de Chaabet Thniat khrouf et Ain
Laaneb, ces populations se caractérisent par le terpinen-4-ol, le phenylethyl 3-methyl butanoate,

le A-amorphene, le caryophyllene oxide et le cembrene.

La représentation des populations du P. halepensis sur le plan 1x3, issu de I’ACP (Figure 15),
montre que les populations de Djouada, Daassa, Bouriache et Boussenane sont situées dans la
partie positive de I'axe 3, ces populations sont caractérisées par le limonene, le germacrene-D,
I’a-muurolene et le cubitene. La partie négative de 1’axe 3, regroupent les populations de

Seriana, Iraguene, Bir ghzala, Chikida et Troud, qui sont caractérisées par le myrcene.

Pour caractériser les populations du P. halepensis, une projection spatiale tridimensionnelle des
populations, basée sur les trois principaux axes (Figure 16), montre que les groupes des
populations ne sont pas bien distinct. On remarque que les populations de Tafrent, Troud et

Beni bezez sont plus ou moins séparées du reste du groupe.

54



-1

Factor 3: 11,89%

-2

-3

-4

CHAPITRE IIT : RESULTATS ET DISCUSSION

Beni bezaz
A
Tafrent R _. _
4 P CheLbet ThiiaKhrouf
Ve Sariana ™~
7 A
( Cilda \
Troud  Birghzala #
\ o ir ghzpla ) /
N _
S~ _ _ _ —— " Iraguene
A
-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10

Factor 1: 36,79%

Figure 15. Projection des populations de Pinus halepensis sur le plan (1x3).
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Figure 16. Projection spatiale des populations de Pinus halepensis.
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Analyse UPGMA
Les huiles essentielles des populations algériennes de Pinus halepensis présentent une

importantevariation qualitative et quantitative. Afin d'estimer la relation existante entre les
populations basées sur la composition chimique de ces huiles essentielles, une classification
hiérarchigue UPGMA est réalisée (Figure 17).
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Figure 17. Classification hiérarchique des populations du Pinus halepensis.

L’UPGMA confirme les résultats isus de I'ACP et sépare les populations du P. halepensis en
deux principaux clusters. Le cluster I, représenté par la population de Tafrent qui est
caractérisée par une valeur élevée en sabinene, A3-carene et terpinoléne, cette combinaison
représente le chémotype a sabinene-A3-carene-terpinolene. Le cluster Il regroupe le reste des
populations qui s’isolent par la présence de taux élevé de caryophyllene-(E) est forme le cluster
II. L analyse de ce cluster révéle l'existence d'une grande diversit¢ chimique et peut étre
subdivisé en deux groupes. Le premier groupe est formé des huiles essentielles des populations
de Daassa et Beni Bezez, caractérisées par des teneurs élevées en a-humulene.

Le reste des populations forme le deuxieme groupe du cluster I1, qui est subdivisé en deux sous-
groupes. Le premier sous-groupe, caractérisé par la présence de taux élevés d’a-pinene, est
formé par les populations de Cheabet Thniyat Khrouf, Bouriache ; Boussenene ; Ain Laanab ;
Djouada ; Bir ghzala ; Iraguene ; Chikda et Seriana. Alors que le sous-groupe 2 est composé

par les populations de Sidi Amor ; Troud et Tizi Yaala, caractérisées par un taux élevée de
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myrcene. Sur la base de I'analyse UPGMA, au moins quatre chémotypes ont été identifiés dans

I’huile essentielle de P. halepensis (Tableau 9).

Tableau 9. Chémotypes identifiés dans I’huile essentielle de Pinus halepensis.

Chémotypes Populations
1- Sabinene - A3-carene — terpinolene Tafrent
2- B-caryophyllene-E - o -humulene Beni Bezez et Daassa

Cheabet Thniyat Khrouf ;

3- B-caryophyllene-E - a-pinene - a-humulene  Bouriache; Boussenene; Ain
Laanab; Djouada; Birghzala;

Iraguene; Chikda et Seriana
4- B-caryophyllene-E - a -pinene - myrcene  sjdi Amor; Troud et Tizi Yaala

L'analyse phytochimique des huiles essentielles du P. halepensis a montré une diversité
de métabolites secondaires appartenant a différentes classes (Dob et al., 2005; Asensio et al.,
2008; Figueiredo et al., 2008 ; Mohamed et al.,2020 ; Nam et al.,2016 Ashmawy et al., 2018 ;
Mohareb et al., 2017 ; Meziti et al., 2019 ; Gad et al., 2021).

Les terpénoides sont le groupe le plus abondant et le plus actif des métabolites
secondaires dans les huiles essentielles de P. halepensis (Tableau 2-3). Plusieurs études
montrent la grande diversité de compositions chimiques des huiles essentielles de pinus
halepensis dont les hydrocarbures monoterpéniques et les sesquiterpénes ont été signalés
comme les principaux constituants (Miti¢ et al., 2018).

L'huile essentielle de pinus halepensis a fait I'objet de plusieurs études dans le monde et
en Algeérie. La comparaison des résultats sur les huiles essentielles de différentes provenances
avec ceux de la littérature révele que notre composition chimique est proche de celles reportées
pour les huiles essentielles de P. halepensis du Maroc (Hmamouchi et al., 2001) et de I’Italie
(Vidrich et al., 1988). Les résultats montrent la dominance de 1'a-pinene (8.5-23.3%), le
sabinene (3.7-9.4%), le myrcene (12.5-27.9%) et le B-Caryophyllene (14,2-26,3%). Sur la
provenance de la Gréce, ces composés sont détectés avec des pourcentages de 13.4%, 1.3%,
6.6% et 19,1% respectivement (Roussis et al., 1995), alors que dans nos provenances, nos
résultats montrent la présence de B-Caryophyllene a 29,06% comme composé majoritaire, le
taux le plus faible a été enregistré dans les populations de Tafrent avec 15,20% alors que le taux
le plus élevé a été enregistré a Beni Bezez avec 47%. Ces résultats son trouveés par plusieurs

autres traveaux, Corse (Nam et al., 2015), Lybie (Mohareb et al., 2017), Maroc (Macchioni et
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al., 2003), alors que ce compose est abscent dans les populations de Tunisie (Amri etal., 2013,
2014 ; Dziri et Hosni, 2012).

Les principaux composés des huiles de nos populations de P. halepensis étaient
semblables a ceux étudiés du Maroc (Bouyahya et al., 2019) et de I’Egypte (El-Settawy et al.,
2016), car on a enregistré les composés majoritaires 3-caryophyllene (28,04%-40,8%), myrcene
(0-23,81%), a-pinéne (10,3-12,02%) avec des valeurs trés proches.

Les résultats montrent la présence d’oxide de caryophyllene comme composé
minoritaire dans certains de nos provenances (0,93 a Beni bezez, 1,81% a Boussenene), il a été
détecté comme composé majoritaire avec un taux de 48,2%, dans les huiles essentielles de la
provenances de Ghazaouet (Abi-Ayad et al., 2011) , mais, il n’est pas détecté dans le cas des
provenances de la Gréce, de I’[talie et du Maroc (Roussis et al., 1995 ; Hmamouchi et al., 2001).
En outre, le thumbergol est détecté dans les huiles essentielles des populations de Ghazaouet
avec un pourcentage de 8,3 % (Abi-Ayad et al., 2011 ), en Grece avec un pourcentage de 29,2%
(Mirtic etal., 2019), en Lybie avec un pourcentage de 6,23% (Mohareb et al.,2017) et en Egypte
avec un pourcentage de 4% (EI-Settawy et al., 2016). Cependant, ils n’est pas détectés dans nos
résultats et ceux des travaux antérieurs (Dob et al., 2007; Tumen et al., 2010 ; Abi-Ayad et al.,
2011 ; Bouyahya et al., 2019).

La composition chimique des échantillons (myrcéne majoritaire), Sidi amor (29,25%),
Troud (28,28%) et Tizi yaala (24,01%) ressemble a celle d’un échantillon d’Italie (27,9 %)
(Macchioni et al., 2003), de dix échantillons d’Algérie provenant de la région de Tlemcen
(jusqu’a 32 %) (Fekih et al., 2014), et des échantillons de Corse (38,5%) (Nam et al., 2014).
Les auteurs suggerent que cette différence est certainement liée a la variabilité des conditions
climatiques entre les altitudes. Une étude réalisée en Algérie a indiqué que les composants de
I’huile essentielle P. halepensis présentaient des variabilités selon I’altitude, a- pinene (12,9 %
- 22,3 %), myrcene (21,6 %-24,1 %), p-cyméne (11,9 %-14,6 %), B-caryophylléne (21,2 %-
27,4 %) et oxyde de caryophylléne (0 %-12,5 %) (Djerrad et al., 2015) ce qui concorde avec
nos résultats et les résultats de Fekih et al., (2014) a Telemcen et Mohareb et al., (2017) en
Lybie . Ces résultats sont confirmés par plusieurs auteurs sur d’autres espéces de coniféres
(Abbad et al., 2013 ; Hajdari et al., 2015 ; Amri et al., 2017 ; Dakhlaoui et al., 2021 ;
Romanenko et al., 2022).

Une variabilité de la composition chimique des huiles essentielles des parties aériennes en
fonction du lieu de récolte et de Daltitude est observée. Plusieur études ont prouvé que la
composition chimique de I'huile essentielle de pinus halepensis varie généralement en fonction

de la situation géographique, I’altitude, les conditions climatiques et moment de la collecte ; et
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cela peut egalement affecter son potentiel biologique (Fekih et al., 2014 ; Djerrad et al., 2015 ;
Hamrouni et al., 2016 ; Khouja et al., 2021).

D’une manic¢re générale nos échantillons d’huiles essentielles ont une composition
chimique plus riche en monoterpenes hydrocarbonés que les sesquiterpénes hydrocarbonés. Ces
différences, comme nous I’avons précisé, sont trés probablement liées aux facteurs
environnementaux des localités tels 1’ensoleillement ou plus particulierement la composition
du sol, comme le suggeére certains travaux reliant la teneur en sesquiterpenes hydrocarbonés des
huiles essentielles, & la minéralisation du sol sur lequel poussent les végétaux (Aissi et al.,
2016). Cette variabilité chimique mene a conclure que la variation géographique pourrait
influencer qualitativement et semiquantitativement la composition chimique des huile

essentielles des provenances.
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1. Activité antibactérienne des huiles essentielles du P. halepensis
L'activité antibactérienne des huiles essentielles de P. halepensis a été évaluée par la méthode
de diffusion en disque, les résultats sont exprimés par la mesure de la moyenne du diameétre des
halos d’inhibition (Tableau 10).

Les huiles essentielles des populations étudiées présentent une bonne activité inhibitrice contre
des microorganismes testés a I'exception d’E. coli et P. aeruginosa qui montrent des résistances
a I’encontre de toutes les huiles diluées et concentrées des populations étudiées.

Toutes les huiles essentielles inhibent la croissance de S. aureus, K. pneumonia, S. enteric, L.
innocua, B. cereus, et P. mirabilis, dont les bactéries S. aureus et K. pneumonia sont les plus
sensibles aux huiles essentielles de P. halepensis avec un diametre de la zone d'inhibition est
de 10 a 32 mm.

La majorité des huiles testées ont exercé un pouvoir antibacterien trés important et
méme plus supérieur que celui des antibiotiques sur K. pneumoniea particulierement les huiles
pures des populations de Tafrent avec un diamétre d’inhibition de (31,7£2), Tizi yalaa
(30,3+0,6), Troud (28,7+0,6) et Sidi Amor (30,7+1,2). Par contre une faible activité des huiles
de ces populations, a été observée contre K. pneumoniea a la dilution 1/4, cette bactérie a montré
une résistance contre les huiles des populations Daassa, Beni bezez, Seriana, Bir Ghzala et
Iraguene.

Lasouche S. aurens est trés sensible a I’huile pure des populations de Tizi Yaala, Troud,
Sidi Amor, Boussenene et chikda avec des diamétres d’inhibitions moyens. Par ailleurs les
huiles de P. halepensis s’avérent moins actives contre P. mirabilis ou les diamétres des zones
d’inhibition varient entre 7,2 et 20 mm. Une modeste activité est remarquée contre B. cerus ou
le diametre le plus élevé est enregistré pour I’huile de Chikda avec une moyenne de 17,67+1,7
mm. L’effet inhibiteur exercé contre L. innocua et S. enteric a été nettement moins important.

Les diamétres des halos formés varient entre 7 et 13,7 mm.
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Tableau 10. Activité antimicrobienne des huiles essentielles des populations de P.halepensis.

o g N
o j [%2)
Populations | Dilution 5 -Ié £ L % A S
— S D = 5 o S ©
= = = P L c c =
3 & P~ S S £ 3 =S
L o (%) Y (7%} _ m o
1 0 0 0 0 0 740 0 0
b 12 0 0 0 0 0 9.740.6 0 0
aassa 1/ 0 0 0 0 0 820 820 0
18 0 0 0 0 0 740 820 0
1 0 0 0 0 0 840 6,810, 0
Beni b 12 0 0 0 0 0 810 75%0,5 0
ent bezaz 1/ 0 0 0 0 0 0 8,3%0,6 0
18 0 0 0 0 0 0 9=0 0
1 0 0 0 31,742 |13.7+12 0 0 10,3461
172 0 0 1542 | 17,33%0,6 | 140 0 0 200
Tafrent 1/ 0 0 123106 | 14+l 0 0 0 18+1
18 0 0 13329 | 1020 0 0 0 9.740.6
1 0 0 2551 | 30,3%0.6 0 85405 0 10,2203
Tizi vaal 172 0 0 20,2+13 | 17,8408 0 |10,5%0,5 0 77405
1Z1 yaala 1/ 0 0 128108 | 720 0 77412 | 83406 0
18 0 0 10,3115 0 0 0 820 0
1 0 0 25,3+4.2 | 28,7%06 0 87406 | 100 0
Troud 12 0 0 1241 | 14,3%12 0 7+1 9=0 9.740,6
rou 1/ 0 0 11315 | 9,306 0 73512 0 0
18 0 0 10,3206 | 6,306 0 0 0 0
1 0 0 30:0 | 30,7%12 0 73406 | 10,3106 | 80
. 12 0 0 20,3125 | 140 0 9.740,6 | 7.840.8 | 7.2+l
Sidi amor 1/4 0 0 13+1,73 | 8306 0 8+0 0 0
178 0 0 1121,73 | 7,3%0,6 0 740 0 0
1 0 0 20,0£0.5 0 0 0 820 0
. 12 0 0 10,3£0,6 0 0 0 80 0
Seriana 174 0 0 8,3+0.6 0 0 0 80 0
178 0 0 0 0 0 0 820 0
1 0 0 1842 0 740 9+0 | 11,3%06 | 83%0.6
. 12 0 0 13+17 | 133+15 | 73206 | 9.7:06 | 10,5805 | 8%0
Ain laaneb 1/a 0 0 10306 | 9+l 73%1,2 | 9,7:0.6 | 12,8%03 0
18 0 0 80 9.740.6 | 77406 | 100 | 11,7%#12 0
1 0 0 20,7+1.2 | 97306 | 7.60,6 | 11#17 | 123%15 | 8%l
12 0 0 162 | 8,3%0,6 8x0 |10,7%0,6 | 12,3%0,6 | 7,3%0.6
Boussenane 14 0 0 12,7125 | 7,706 | 7.6:06 | 91 15,7%1,2 0
178 0 0 11,7406 | 70 740 | 93%12 | 123%23 0
1 0 0 17436 | 11.8+03 | 66212 | 10:1,7 | 133+13 | 7.7%0.6
. 12 0 0 101 | 10,3%0,6 | 820 80 820 8,3%0,6
Bouriache 1/ 0 0 9,706 | 82+03 8x0 | 8721 | 123+l 0
178 0 0 7,7+0,6 0 0 8,70,6 | 1310,8 0
1 0 0 8,740,6 0 0 80 0 8,310,6
CheabetThni 1/2 0 0 15+0 13417 0 8+0 0 8+0
atKhrouf 1/ 0 0 0 12,7421 0 0 0 0
18 0 0 8x0 | 11,7%23 0 0 0 0
1 0 0 14312 0 0 1241 | 95%05 0
Bir ghzala 1/2 0 0 12+1,7 0 0 12+1,7 | 8,17+0,3 0
1/4 0 0 147425 0 0 0 7,33+0.,6 0
1/8 0 0 10,3+2,3 0 0 0 740 7,740,6
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Tableau 10. Suite

] (4}
[72] + .2 + ,<£
[z o c (&) o] + =
s = c 2 S ‘= S a 5
= T, Q k=) [ S o 8 ~ IS
g Dilution o S = = IS e @ =
S . et =1 D D = o =
o L @ @© c . = s €
s : 7] — » _i o o
a N%
1 0 0 11,7406 0 0 103+15 | 10,3%06 0
Diouada 172 0 0 10,3406 | 7,67%1,2 0 8+0 9,3:0,6 0
J 1/4 0 0 88103 | 740 0 8,7+2,1 80 0
178 0 0 0 720 0 8,3%15 80 80
1 0 0 0 0 0 9t0 | 14,3306 0
IradUene 172 0 0 0 0 0 87+06 | 100 0
g 174 0 0 0 0 0 8,706 | 817%0,3 0
178 0 0 0 0 0 10:0 | 867%06 0
1 0 0 2040 0 0 1241 | 176717 0
: 172 0 0 87412 | 70 0 12417 0 0
Chikda 1/4 0 0 11,3415 | 8%l 0 0 11,6720,9 0
178 0 0 80 80 0 0 9+14 0
Gentamicin 2310 | 193t06 | 257%0,6 | 203%0,6 | 7,3t0,6 | 18,3%0,6 0 18,3%0,6
(5]
=1 Eurythromycine 10,7406 | 14,7406 | 35+1 | 21,7:06 | 11,3:0,6 | 30,7:0,6 | 19,7+0,6 | 27,3%0,6
3 Amoxillin 20+1 1241 0 14,3+0,6 0 20,7+0,6 | 22,7406 | 30,3%06
= Meropenem 35t1 | 27,7306 | 303t0,6 | 20,7£0,6 | 26+0 | 32,3t0,6 | 14,3%06 | 32,7406
< Oxacillin 0 0 0 17,7406 0 19,3+0,6 0 10,340,6

Analyse de la variance (ANOVA)
L'analyse statistigue ANOVA a trois voies montre que les populations, les doses et les souches

bactériennes, ainsi que leurs interactions, sont trés fortement significatifs (P<0,001)

(Tableaull).

Tableau 11. Principaux facteurs et interactions des huiles essentielles de P. halepensis.

Source | df | F P
Facteurs
Populations 14 | 143,70 ,0000 ***
Dilutions 8 | 47297,68 ,0000 ***
Bacteries 7 | 12069,2 ,0000 ***
Interactions

Populations * Dilutions 112 | 43,37 ,0000 ***
Populations* Bactéries 98 67,57 ,0000 ***
Dilutions * Bactéries 56 | 3372,36 ,0000 ***
Populations * Dilutions * Bactéries | 784 | 25,83 ,0000 ***

Note *#* Tres hautement significatif (P < 0,001)

L'huile essentielle non diluée a montré I'effet le plus puissant par rapport aux huiles diluées, et

les huiles les plus efficaces contre les bactéries testées étaient celles de P. halepensis des
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populations de Boussenen et Ain Laaneb (groupe a). Par contre, I'huile des populations de
Daassa et Beni Bezaz a montré la plus faible activité antibactérienne (groupe i) (Tableaul?2).

Tableau 12. Effet des d'huile sur les bactéries testées.

Rang | Populations Mg};ﬁg?sitzi?;es n Groupes signifiants
1 Boussenan 13,25 216 a
2 Ain Laaneb 13,13 216 a
3 Tafrent 12,92 216 b
4 Sidi Amor 12,81 216 b
5 Bouriache 12,71 216 bc
6 Tizi Yaala 12,59 216 c
7 Troud 12,30 216 d
8 Djouada 11,88 216 e
9 Chikda 11,88 216 e
10 Bir Ghzal 11,65 216 f
11 Cheabet T, K 11,47 216 g
12 | Iraguene 11,13 216 h
13 Seriana 11,04 216 h
14 Daassa 10,73 216 i
15 Beni Bezaz 10,69 216 i
LSD =0,174

Les antibiotiques utilisés ont un effet antibactérien plus prononceé sur les souches testées que
les huiles essentielles de Pinus halepensis avec des diamétres d’inhibition entre 9,46 et 27,5
mm (Tableau 13). Le meilleur pouvoir inhibiteur de I’huile essentielle de Pinus halepensis
est observé a I’huile concentré. Alors que les effets des dilutions (1/4 et 1/8) sont non
significatifs.

Tableau 13. Effet des dilutions d'huile et des antibiotiques sur les bactéries testées.

Moyennes
. . Zones . .
Rang Dilutions Linhibitio n Groupes signifiants S*
n
1 Meropeneme 27,5 360 |a +++
2 Erythromycine 21,13 360 b +++
3 Amoxicilline 16,36 360 c ++
4 Gentamicine 16,04 360 d ++
5 Oxacilline 9,46 360 e +
6 1 5,86 360 f -
7 1/2 5,05 360 g -
8 1/4 3,65 360 h -
9 1/8 3,04 360 i -
LSD = 0,135
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La bactérie la plus sensible est L. innocua avec une zone d'inhibition moyenne de 17,26 mm,
alors que la bactérie S. enterica est la plus résistante a I’huile avec une zone d'inhibition de 5,06
mm (Tableau 14).

Tableau 14. Efficacité des huiles essentielles contre les bactéries testées.

Moyennes
Rang Souches bactériennes zone n Groupes signifiants | S*
d’inhibition
1 Listeria innocua 17,26 40 | a ++
2 Staphylococcusaurens 16,98 40 b ++
3 Klebsiellapneumoniea 14,738 40 c +
4 Proteus mirabilis 14,60 40 d +
5 Escherichia coli 9,85 40 e +
6 Bacillus cereus 9,42 40 f +
7 Pseudomonas aeruginosa 8,19 40 g -
8 Salmonella enterica 5,06 40 hi-
LSD =0,127

111.2 Test de desirabilité
Le profil de désirabilité des huiles essentielles de P. halepensis par rapport aux bactéries testées

avait une valeur de prédiction de 0,38287 (Figure 18). L’antibiotique oxacilline présente une
valeur inférieure a celle de la prédiction. Le test de désirabilité a montré que les especes
bactériennes testées ont des valeurs inférieures a celle de la prédiction.Les concentrations
d'huile utilisées dans cette étude montrent une faible activité contre les bactéries testées, avec

une valeur prédictive de 0,3984.
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Profiles for Predicted Valuesand Desirability
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Figure 18. Profil des valeurs prédites et de la désirabilité pour les huiles de Pinus halepensis.

Plusieurs études ont évalué le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles du Pin d’Alep qui
ont révélé une importante activité (Hmamouchi et al.,2001 ; Abi Ayed et al.,2011 ; Ghanemi et
al.,2013; Ghalem, 2014 ; Mohareb et al.,2016 ; Bouyahya et al.,2019). Toutes les souches
bactériennes testées dans cette étude ont montré un certain degré de sensibilité aux huiles
essentielles a I’exception de Pseudomonas aeruginosan et Escherichia coli qui on montrés une
résistance. Les huiles des populations étudiées ont montré que les huiles du pin sont inefficaces
contre les souches S. aurens, B. cerus, P. aeruginosa, E. coli. Les mémes résultats sont obtenus
par Abi Ayad etal., (2011) et Miti¢ et al.,( 2019), qui ont observé une sensibilité plus importante
chez S. aureus que chez E. coli et P. aeruginosa vis a- vis des HEs de P. helepensis.

Les études antérieures raportent la grande sensibilité de S. aureus a I’huile essentielle de P.
halepensis. On peut supposer que le composé majeur de I’huile de P. halepensis testée, le (E)
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—caryophylléene (29.06% de la teneur totale en huile) est responsable de 1’efficacité
antimicrobienne contre cette souche. La Haute activité de ce composé contre S. aureus a déja
été confirmée dans les études de Dahham et al., (2015) et Miti¢ et al., (2019).

La différence des diameétres d’inhibition pourrait étre due principalement a la composition
chimique des huiles essentielles et I’activité antibactérienne de ces derniéres pourrait
principalement étre due aux composés majoritaires. Elles agissent en empéchant la
multiplication des bacteéries, leur sporulation et la synthése de leurs toxines (Bassolé et Juliani ;
2012 ; Swamy et al., 2016). Les huiles essentielles sont composées de plusieurs composants et
leur activité antimicrobienne ne peut étre confirmée sur la base de I'action d'un seul composé
(Bajpai et al., 2012).

Les bactéries Gram™ se sont montrées plus sensibles aux huiles testées que les bactéries Gram
négatif. Ceci peut étre di aux différences des caractéristiques entre les parois des deux types de
bactéries, en effet les bactéries Gram négatives possédent une résistance intrinseque aux agents
antimicrobiens du a la nature de leurs membranes externes (Yap et al., 2014 ; Aelenei et al.,
2016). Ces membranes sont composees de lipopolysaccharides formant une barriére
imperméable aux composés hydrophobes (Zgurskaya et al., 2015). Généralement les travaux
portant sur la recherche d’activité antibactérienne chez les plantes révelent une plus forte
sensibilité des bactéries a Gram* que des bactéries a Gram™ (Murbach et al., 2014).

Une activité antibactérienne est enregistrée sur les souches P. aeruginosa et K. pneumoneae,
les mémes observations ont été émises sur les souches S. aurens, B. cerus, L. monocytagenes,
K. pneumoneae, P. aeruginosa, E. coli, P. mirabilis et S. typhimurium par Fekih et al. (2014).
Dans I’ensemble, le mécanisme d’action antibactérien est favorisé par une série de réactions
biochimiques dans la cellule bactérienne, qui dépendent du type et des caractéristiques des
constituants chimiques présents dans 1’huile essentielle (Nazzaro et al., 2013). Plusieurs auteurs
attribuent principalement le fort pouvoir antimicrobien des terpenes aux composés terpéniques
oxygénés (Van et al., 2006). En effet, plusieurs études ont montré que les composés terpéniques
hydrocarbonés possedent relativement une plus faible capacité antimicrobienne (Kalemba et
Kunicka, 2003 ; _Nazzaro et al., 2013 ; Chouhan et al., 2017). La composition chimique de
I’huile essentielle de P. halepensis, utilisée dans ce travail, est dominée par la présence de
monoterpenes hydrocarbonés. Les relations, corrélant 1’activité antibactérienne des huiles
essentielles a leurs principaux constituants, sont applicables a 1’huile de P. halepensis car les
composés hydrocarbonés sont généralement peu, voire pas, actifs (Guimardes et al., 2019). Ces
propriétés agissent en s’attaquant a la membrane plasmique, ce qui provoque une augmentation

de la perméabilité et la perte de constituants cellulaires (Denyer et Hugo, 1991; Sikkema et al.,
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1994). Jordan et al., (2013) mentionnent qu'une forte proportion d'a-pinene augmente
I'efficacité des huiles essentielles du romarin contre Staphylococcus aureus, ce qui concorde
avec nos résultats et les résultats de Semerdjieva et al., (2019).

Les alcools terpéniques sont particulierement actifs contre les cellules microbiennes car
solubles dans les milieux aqueux et ils provoquent d’importants dégats sur les parois cellulaires
des microorganismes (Bassolé et Juliani, 2012). Ce qui confirme nos résultats pour la station
de Tafrent qui posséde le taux le plus élevé en Terpinen-4-ol.

L’huile de la population de Bir ghzala, posséde le taux le plus élevé d’a-terpinene, elle a un
pouvoir important pour inhiber les souches E.coli, P.aeruginosa, K.pneumonie, S. enteric, B.
cerus et P. mirabilis. Ce pouvoir inhibateur est di a la richesse en a-terpinene (Dorman et
Deans, 2000 ; De Morais et al., 2018 ; Bezerra et al., 2019).

Les différences d’efficacité et du pouvoir antibactérien observées pourraient étre dues
principalement a la composition chimique des huiles essentielles, qui varient d’une part en
fonction de la plante, et d’autre part en fonction de la région géographique, de la saison, du
stade, de I’organe et de la méthode d’extraction (Winska et al., 2019 ; Limam et al., 2020).
L'activité antibactérienne de 1’huile essentielle du Pin d’Alep peut €tre attribuée au phénoméne
de synergie entre tous les constituants volatiles ; les interactions synergiques entres les
différents composés peuvent étre a l'origine d’une activité beaucoup plus prononcée que celle
prévisible pour les composés majoritaires, Ceci est confirmé par plusieurs études (Al-Bayati,
2008; Randrianarivelo et al., 2009; Hmamouchi et al., 2001 ; Aidi Wannes et al., 2021).

Les composés majeurs, les composants secondaires interagissent entre eux pour donner un effet
sur les activités antimicrobiennes des huiles essentielles (Zeng et al., 2012; Ashmawy et
al,2020). Certaines études ont conclue que les composants mineurs jouent un réle sur lI'activité
et peuvent avoir un effet ou une influence sur I’huile essentielle (Li et al., 2019; Miladinovi¢ et
al., 2021). Plusieurs travaux ont rapporté que les bactéries Gram (+) sont plus susceptibles aux
huiles essentielles que les bactéries Gram (-) (Xianfei et al., 2007; Sandri et al., 2007; Zarai et
al., 2011; Al-Bayati, 2008 ; Raut et Karuppayil, 2014).

Le mécanisme d’action antibactérien est favoris€ par une série de réactions
biochimiques dans la cellule bactérienne, qui dépendent du type et des caractéristiques des
constituants chimiques présents dans 1’huile essentielle (Nazzaro et al.,2013),

Bien que les mécanismes associés aux activités antimicrobiennes des huiles essentielles ne
soient pas entierement compris (Murbach et al., 2014 ; Swamy et al., 2016) ; le nombre d’études
a ce sujet a augmenté au cours de ces derniéres décennies (Karapandzova et al., 2012 ; Sarac

etal., 2014 ; Bouyahya et al., 2019 ; Oyewole et al., 2021). Il semblerait que le mode d’action
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de la majorité des composés suscités est de rendre, de part leurs propriétes lipophiles, la
membrane cytoplasmique bactérienne et fongique perméable. C’est le cas du thymol, myrcene,
limonéne et B-phellandréne, par exemple (Cowan, 1999 ; Filipowicz et al., 2003; Elaissi et al.,
2012 ; De Araujo et al., 2020). Ces derniers peuvent en outre, désactiver les enzymes
essentielles et perturber la fonctionnalité du matériel génétique, la production d’énergie et la
synthese des composants structuraux (Mutlu-Ingok, 2020 ; Hou et al., 2022). Le p-cyméne
semble également agir sur la membrane cellulaire mais avec un autre mécanisme ; il s’accumule
en grandes quantités et provoque 1’expansion des phospholipides membranaires en augmentant
les espaces par lesquels des fuites d’ions pourraient avoir lieu (Marchese et al., 2017). Les
pinénes peuvent quant a eux, détruire 1’intégrité cellulaire en inhibant la respiration et les
processus de transport ionique. En outre, ils peuvent augmenter la perméabilité des
mitochondries isolées chez les levures (Tariq et al., 2019). Par ailleurs, le thymol peut agir
contre les champignons en altérant la morphologie des hyphes et en formant des agrégats, ce
qui entraine une réduction des diameétres des hyphes et la lyse de la paroi car il interagit avec la

membrane fongique (Kowalczyk et al., 2020).

IV. Activite antioxydant des huiles essentielles de P. halepensis

Il n’existe aucune méthode unique qui est capable d‘évaluer pleinement la capacité antioxydant
totale ou de donner une prédiction complete de 1‘efficacité antioxydant des différents composés,
puisque les antioxydants peuvent agir par différents mécanismes. L’activité antioxydant des
huiles essentielles des 15 populations de P. halepensis a été évaluée en utilisant le pouvoir
réducteur et leur capacité antiradicalaire vis-a-vis du DPPH. Le BHT a été utilisé comme
antioxydant de référence pour I’estimation du pouvoir antioxydant des huiles essentielles des

populations étudiées.
IV.1 Variabilité de I’activité antioxydant des huiles essentielles

Les valeurs des pourcentages d'inhibitions du radical DPPH pour les différentes concentrations
des huiles obtenus (Tableau 15), ont permis de tracer les courbes de variation du pourcentage
d’inhibition en fonction des concentrations du BHT et des huiles essentielles des différentes

populations (Figure 19).

Le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la concentration

soit pour le BHT ou pour les huiles testées (Figure 24). Pour une concentration de 1 mg/ml, le
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BHT a révélé un pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH de 92,08%, tandis que pour
les concentrations des huiles essentielles de Boussenene (15 mg/ml), Beni bezez (15,16 mg/ml)
et Chikda (13,83 mg/ml) les pourcentages d’inhibition obtenus sont de 93,217+0,097,

94,532+0,562 et 93,168+0,414, respectivement.

Tableau 15. Pourcentages d’inhibition des huiles essentielles du Pinus halepensis.

_ Dilutions 12 1/4 18 1/16 1/32
Stations
Tafrent 91,697+0,650 90,598+0,370  60,867+8,887 21,032+1,786  9,737+0,903
Tizi yaala 89,034+0,054 85,989+0,108  37,807+0,194 18,235+0,108  8,605+0,108
Boussenene 93,217+0,097 88,695+0,244  55,103+0,056 24,063+2,891  8,882+0,753
Troud 92,460+0,297 74,822+48,790  10,712+3,475 0,032+2,627 -4,693+1,457
Beni bezez 94,532+0,562 94,595+0,323  47,033+2,695 30,444+2,803  18,826+3,595
Djouada 92,892+0,106 92,096+0,401  85,570+2,722 46,048+3,946  20,496+1,436
Iraguene 84,528+0,567 76,980+4,383  27,462+2,449 10,345+1,407  3,262+0,484
Daassa 87,476+1,934 59,288+4,149  41,715+9,279 18,026+0,148  4,531+0,498
Bir ghzala 57,379+1,622 37,508+1,293  24,984+1,804 16,214+2,336  10,615+0,244
Bouriache 89,77345,781 75,37243,840  70,227+0,716 61,359+0,841  28,123+3,074
Cheabt Thniat
Khrouf 91,583+0,492 79,607+0,416  68,330+1,048 61,976+1,372  35,995+1,592
Ain Laaneb 69,722+4,398 64,083+0,382  48,861+5,771 33,41740,382  20,472+0,867
Sidi Amor 93,072+0,478 69,400+7,186  38,614+4,094 16,216+1,696  11,55620,740
Chikda 93,168+0,414 89,246+2,468  59,835+2,678 20,374+0,652  7,629+1,277
Seriana 90,074+0,842 87,653+2,541  54,626+10,860  19,975+2,574  12,592+1,060
BHT 92,079+1,741 91,0890 86,798+0,571 7491742061  49,174+1,512

Ces pourcentages correspondent a une inhibition totale du DPPH reflétée par la décoloration
compléte du DPPH du violet au jaune pale. On remarque que le pourcentage d’inhibition du
radical libre pour I’huile essentielle est inferieur a celui du BHT pour toutes les concentrations

utilisées.

69



CHAPITRE IIT : RESULTATS ET DISCUSSION

y =6760,9x + 13,641

y =5,2488x + 21,918

y = 6,3972x + 13,651

BHT R? = 0,9425 Tafrent R?=0,7148 Tizi Yaala .
120 R? = 0,8026
90 120
80
100
c 70 et — — 100
2 60 / S 80 X o A e
2 50 = 5 / g /
£ 2 2 S
el —
30 / x® 40 £ 40
& [=
20 = 4/ B
74
2
10 & 0 7 20
0 T T T T T ) 0 : : : 0 : : ‘
000 0,00 000 001 001 001 0,01 0 10 15 20 5 10 15
Concentration (mg/ml) Concentration (mg/ml) Concentration (mg/ml)
- Troud = 80963x- 8,7284 . = 5,4434x + 25,109
Bousseneng™ >,7684x + 20,463 2_ y=5, ,
R? = 0,769 120 R? = 0,8809 o Beni Bezez R? = 0,786
120
100 -~ 10 / 100 / .
X0 “ 2 %0 % 80
S / g 60 g /
260 / S / 2 60
) = )
b o -
E » 4/ -E N / -g 40 /
20 ~ 20 /
/ 20
0 T T T ) 0 l “d T T ]
0 5 10 15 20 20 5 10 15 0 ; ; ‘
Concentration (mg/ml) 5 10 15 20
Concentration (mg/ml) Concentrations (mg/ml)

70




CHAPITRE IIT : RESULTATS ET DISCUSSION

=5,514x + 5,2604 . _
Iraguene ¥ R = 0.8389 Djouada  v=43119x+42,925 Daassa Y =>3/7687x+13,608
120 =% R2=0,547 R?=0,9239
120 : 120
100 100 = 100
R 80 — —* R g0 ) R 80 =
5 / g / 8 —
(=]
£ 60 2 60 2 60
£ 40 € a0 / € 40
20 20 4 20
0 T T T ) 0 T T T ) 0 T T |
5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15
Concentration (mg/ml) Concentration (mg/ml) Concentration (mg/ml)
Bir ghzala  y=3,237x+10,525 X Yy =2,9782x +45,929 y =3,1757x + 49,039
R? = 0,9825 Bouriache R*=0,6615 Cheabat Thniyat Khrouf = Rz-q 7535
120 - 120 - . ,
120
100 100 100 -
=] ]
X 80 - ﬁ 80 - i 80 -
: 5 5
(=}
S 60 - S 60 - S 60 -
2 S S
£ 40 - '§ 40 - -E 40
20 -+ 20 - 20
0 ‘ ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘ 0 : : : ‘
5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Concentration (mg/ml)

Concentration (mg/ml)

Concentrations (mg/ml)

71




y =2,8678x + 28,797

CHAPITRE IIT : RESULTATS ET DISCUSSION

y =6,3506x + 20,016

Ain Laanab R?=0,7808 Chikda Y=63506x+20,016 Seriana R?=0,7361
120 R2=0,7361
120
120
100 100 100 —
° — o\° ad
X 80 N 20 wn 80
2 e "] c
o v H] o
2 60 2 60 S 60
2 2 2
€ 20 £ 40 < 40
20 20 20
0 T : , 0 ! ! ! 0 T T 1
5 10 15 20 > 10 15 5 10 15
Concentrations (mg/ml) Concentrations (mg/ml) Concentrations (mg/ml)
Sidi Amor y = 5,482x + 11,444
R?=0,9326
120
100
xX
@ 80
c
o
S 60
2
£ 40
£
20
0 T T T 1
5 10 15 20

Concentrations (mg/ml)

Figure 19. Pourcentages d’inhibition du DPPH par les huiles essenticlles et le BHT.
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L’IC50 est inversement li¢ a la capacité antioxydante d’une HE,car il exprime la quantité
d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration duradical libre de 50%,plus la valeur
d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydant est grande. L’activité antioxydant des huiles
essentielles de P.halepensis évaluée par DPPH est exprimée en IC50 (Tableau 18).

Tableau 16. Valeurs d’ICso des huiles essentielles de P. halepensis.

Satations ICs0 (Mmg/ml)
Seriana 4,71+ 0,13
Djouada 4,41+ 0,19
Beni bezez 1,67+ 0,56
Ireguene 8,11+ 0,03
Daassa 6,651 0,22
Bir Ghzala 12,2+ 0,24
Bouriache 1,28+0,55
CheabtThniatKhrouf 0,30+ 0,22
Ain Laaneb 7,39+ 0,17
Sidi Amor 7,25+ 0,24
Chikda 4,72+ 0,13
Boussenene 5,12+0,1
Troud 7,25+ 0,24
Tizi-yaala 5,68+ 0,01
Tafrent 5,345%0,30
BHT 0,355+0,0034

Les tests révelent queles huiles présentent des capacités de neutralisation des radicaux libres
qui varient selon les provenances du Pin d’Alep (Figure 20). L’activité la plus élevée est
obtenue avec I’huile de la provenance de Cheabet Thniat Khrouf avec une 1C50 de (0,30+ 0,22)
mg/mL, suivi par celle de la provenance Bouriache avec une IC50 de 1,28+0,55 mg/mL, Tandis
que, I’activité la plus basse a été obtenue avec 1’huile de la provenance de Bir Ghzala avec une
IC50 de 12,2+ 0,24 mg/mL. Le controle positif BHT est le plusfort antioxydant avec une valeur
IC50 de 0,335 mg/mL.
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Figure 20 : Activité antiradicalaire des huiles essentielles de P. halepensis

Les HEs de nos populations montrent des différences significatives dans leurs capacités de
piégeage du radical libre. L’huile de la population Chabat Thniat khrouf est plus active que le
BHT et peut réduire le radical libre stable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) violet
endiphenyl-picrylhydrazine jaune avec un 1C50 de 0,30 = 0,22mg/ml. Les HEs des populations
Bir Ghzala et Iraguene étaient les moins actives, en comparaison avec I’activité antioxydant de
la substance de référence (BHT), la majorité des HEs de Pinus halepensisétaient moins
efficaces.Le BHT présente un IC50 trés inférieur de 0,355 + 0,0034 mg/ml.
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Analyse statistique ANOVA de P’activité anti-oxydant

Les résultats montrent des différences tres hautement significatives entre les populations et les
dilutions testés (Tableau 17).

Tableau 17. Principaux facteurs et interactions des huiles essentielles de P. halepensis de

I’activité antioxydant.

Source ldf | F | P
Facteurs

Populations 15 | 29,491 ,0000 ***

Dilutions 8 | 181,648 ,0000 ***

LSD 0,05 = 9,310

En comparant lacapacité antioxydante de nos huiles avec celle du BHT a réduire le DPPH, on
constate que les résultats sont faibles, ilexiste une différence significative entre les populations
et le BHT (p < 0.0001).

Le calcule du pourcentage d’inhibtion de I’activité antioxydant des huiles essentielles étudiées
en fontion de leurs dilutions révele une décroissance de la couleur violette au cours du temps

dans les différentes concentrations testées a des degres variables (Tableau 20).

Tableau 18. Effet des différentes concentrations des huiles et du BHT sur le pourcentage

d’activité antioxydant.

Rang Dilutions qul;;ﬁ?gitggis . | Groupes signifiants
1 BHT1 92,079 15 a
Le 2 BHT2 91,089 15 | a
3 1/2 87,373 15 | a
4 BHT3 86,798 15 a
5 1/4 77,728 15 b
6 BHT4 74,917 15 b
7 BHT5 49,174 15 c
8 1/8 48,783 15 c
9 1/16 26,517 15 d
10 1/32 13,108 15 e

pourcentage d'inhibition du radical libre augmente avec la concentration des huiles et du BHT.
Le plus grand pourcentage de réduction du DPPH a été détecté pour la dilution 1/2 (v/v d’huile
et de méthanol).Les dilutions (1/16 et 1/32) montrent des pouvoirs antioxydant moindre avec
des pourcentages de réductions de 26,517 et 3,108 respectivement.L’huile essentielle de Pinus
halepensisde la région de Beni Bezez présente le plus grand pourcentage d’inhibition du

radicale DPPH, tandis que le I’huile de la population de Ain Laaneb est la moins active.
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Test de désirabilité

Le profil de désirabilité des huiles essentielles de P. halepensis donne une valeur de prédiction
de 0,704 (Figure 21). Toutes les huiles essentielles des populations de Pinus halepensis ont des
valeurs inférieures a la valeur de prédiction, dilution %2 a une activité anti-oxydante importante
avec des valeurs supérieures a la valeur prédite, alors que le BHT utilisée comme témoin positif

a une valeur égale a la valeur de prédiction.

Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figure 21. Profil de désirabilité de I’activité antioxydant des huiles essentielles de Pinus

halepensis.

L'effet antioxydant des huiles de P. halepensis a été évalué in vitro par le test DPPH. La
capacité antioxydante des différentes huilesa été déterminé a partir de 1’CI50. Plusieurs études

visant a évaluer le potentiel biologique de différentes espéces de pins ont été rapporté par la
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littérature. Ces travaux se penchent particulierement sur le potentiel antioxydant (Djerrad et al.,
2015 ; Ustun et al.,2012).

Nos résultats montrent que toutes les huiles essentielles testées sont capables de réduire le
radical DPPH. Ces résultats sont en accord avec ceux précédemment rapportés par Ustun et al.,
(2012) sur les huiles essentielles des espéces du genre Pinus. Djerrad et al. (2017), ont montré
que I'huile essentielle de P.halepensisd’ Algérie posséde des activités antioxydants importantes.
Le potentiel antioxydant des huiles essentielles de genre Pinus de la Chine ont montré des
activités antioxydantes acceptables (Xie et al., 2015). Au Maroc, Bouyahya et al., (2019), ont
évalué l'activité antioxydante des huiles essentielles de P. halepensis et trouvent une activité
antioxydante remarquable. Les mémes constations ont été trouvées par Aidi Wannes et al.,
(2020) en étudiant I’activité antioxydent des huiles du Pin de la Tunisie. L’huile essentielle et
I’extrait méthanolique des jeunes cones ont également démontré une activité anitiradicalaire
imporatnte (Meziti et al., 2019).

Les aiguilles juvéniles du Pin d’alep ont montré l'activité antioxydante la plus élevée, les
inflorescences possédaient une activité chélatrice importante (267,43 mg eq EDTA/g HE)
(Khouja et al., 2020). Ces études suggerent que la variation de 1’activité antioxydante entre les
échantillons des huiles essentielles du Pin d'Alep s'expliquent principalement par les différences
qualitatives et quantitatives dans leurs profils chimiques (Amri et al., 2013; Fekih et al., 2014 ;
Ustun et al., 2012). Il est établi dans de nombreux travaux que I’activité d’une huile essentielle
est en rapport avec les composés majoritaires et les possibles effets synergiques entre les
constituants (Oussou et al., 2009 ; Oussou et al., 2010; Saint, 2003 ; Kalemba et Kunicka,
2003). En général, les huiles essentielles riches en composés oxygénees présentent une activité
anti radicalaire plus marquée que celles a terpenes hydrocarbonés (Benov, 1994). En effet, les
huiles essentielles d’A. millefolium et A. absinthium ont présenté une plus grande activité
antioxydante grace a leurs richesses en monoterpénes oxygénés (Vidic et al., 2016). Dans
I'ensemble, cette variabilité suggestive des activités antioxydantes parmi les huiles essentielles
de P. halepensis récoltées a différentes régions ont conduit a conclure que nous devrions
sélectionner les huiles essentielles a étudier avec soin en fonction de I’altitude, afin d'avoir la
plus grande efficacité de I'huile essentielle en termes d'activités biologiques a des fins de santé
humaine.

On peut déduire que 1’activité antioxydante des huiles essentielles des plantes étudiées serait
probablement liée aux composants majoritaires et les possibles effets synergiques entre les
constituants (Lahlou , 2004 ; Bouzouita et al., 2008 ; Oussou et al., 2010, Dawidowicz et

Olszowy, 2014 ; Khodaei et al.,2021) et méme aussi les composés minoritaires qui peuvent
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interagir d’une fagon synergique ou antagoniste pour créer un systéme efficace vis-a-vis des

radicaux libres (Islam et al., 2018 ; Ouknin et al., 2019).
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Conclusion

Ce travail de thése s’inscrit dans le cadre des travaux de notre laboratoire de Valorisation
des Ressources Biologiques Naturelles (Université Ferhat Abbas Sétif 1). Cette recherche porte
sur I’étude phytochimique et les activités biologiques du pinus halepensis de I’Est Algérien.
Les résultats de caractérisation chimique des huiles essentielles montrent une grande variabilité
des rendements en huile essentielle avec des pourcentages allant de 0,22 a 1,34 %. Cette
variabilité en rendement peut étre due a plusieurs facteurs, dont l'origine géographique, la
période de récolte ainsi le temps de sechage.

La composition chimique des huiles essentielles extraites des parties ariennes de P.
halepensis provenant de quinze provenances I’Est Algérien a fait 1’objet d’une étude détaillée
par une analyse chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG/FID et CPG/MS).

L’analyse des quinze populations nous a montré que 1’huile de P. halepensis a permis
I’identification de trente-sept composés représentant un pourcentage de (99,40 + 0,5%) de
I’huile totale. Les huiles sont avérées riches en monoterpénes hydrocarbones (51,45+19,36%)
suivi par les sesquiterpénes hydrocarbonés (37,14+ 12,55%). Les composés majoritaires de ces
huiles sont le B-caryophyllene-E (29.06 + 8.5%), mycene (19.14% + 6.67%), a-pinene (16.86
+ 3.35%). Cependant les esters sont présents a un taux de (5,88 +2,88%), les diterpenes
représentent une moyenne de 2,67 + 2,63%. Les sesquiterpénes oxygénés et les monoterpénes
oxygénés sont tres minoritaires dans toutes les huiles essentielles analysées avec des moyennes
de (1£1,8%) et (1,27+1,45%) respectivement.

Il ressort de cette étude que les localités sont caractérisees par des compositions
chimiques différentes, dont quatre chémotypes ont été identifiés : chémotype a Sabinene - A3-
carene - terpinolene caractérise la provenance de Tafrent, chémotype a -caryophyllene-E - o
—humulene caractérise les populations de Beni Bezez et Daassa, chémotype a B-caryophyllene-
E - a-pinene - a-humulene caractérise les populations de Chabet Thniyat Khrouf ; Bouriache;
Boussenene; Ain Laanab; Djouada; Bir ghzala; Iraguene; Chikda et Seriana et chémotype a -
caryophyllene-E - a -pinene — myrcene caractérise les provenances de Sidi Amor; Troud et Tizi
Yaala. La variabilité chimique est étroitement liée a la différence géographique des provenances
étudiées et les conditions climatiques. Ceci pourrait signifier que les facteurs climatiques sont
considérés comme les facteurs les plus responsables de I'existence des différents chémotypes

dans différentes zones géographiques.
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Les tests antibactériens des HEs effectués, par la méthode de diffusion en disque et la
dilution, sur les souches bactériennes suivantes : Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Klebsiella pneumonia (ATCC 700603), Salmonella entericspp. arizonae (CIP 81-3), Listeria
innocua (clip 74915), Proteus mirabilis (ATCC 35659), et Bacillus cereus (ATCC 11778) ont
donné une bonne activité antimicrobienne, sauf pour E. coli (ATCC 25922) et Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) qui se sont avérés résistantes. Les huiles essentielles ont également
montré que les fractions riches en composés oxygénés possédent une meilleure activité
antibactérienne.

D’autre part, I’activité antioxydant des huiles est, également, testée avec la méthode de
réduction relative du radical (DPPH). Le test montre un pouvoir antioxydant modéré des huiles

essentielles.

Perspectives

Il serait intéressant de développer ces recherches d’un point de vue opérationnel par
approfondissement de la connaissance sur la composition et les propriétés biologiques de I’huile
de Pinus halepensis, et ceci va se baser sur :

Evaluer I’influence d’autres méthodes d’extraction sur le rendement et la phytochimie
de I’huile essentielle.

Etendre cette étude a bon nombre d’huiles essentielles sur des bactéries multi-
résistantes, notamment les staphylocoques résistants a la méticilline.

Elargir I’éventail des tests antioxydants et antimicrobiens a d’autres tests plus avanceés.

Identifier les molécules bioactives spécifiques pour chaque activité biologique de
I’huile.
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Résumé :

Ce travail a été consacré a 1’étude de la composition chimique, ’activité antibactérienne et I’activité antioxydant des huiles
essentielles de Pin d’Alep (Pinus halepensis) obtenu de 15 localités de I’Est Algérien. Les huiles essentielles des parties aériennes
de Pinus halepensis ont été extraites par hydro-distillation, montrant une huile transparente avec un rendement de 0.64 %=z 0.37.
En plus, ces huiles ont été analysés chimiquement par Chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC / MS) et
qui a permis d’identifier 37 composés avec une moyenne 94,64% + 4,87 des huiles. La majorité des composants étaient de groupe
des composés hydrocarbonés, notons aussi que 1’analyse statistique a montré 1’existence de chémotypes abondants dans les huiles ;
caryophyllene-E (29.06% =+ 8.5), myrcene (19.14% =+ 6.67), a-pinene (16.86% + 3.35), phenylethyl 3-methyl butanoate (5.67% +
2.47), -humulene (4.81% + 1.43), terpinolene (3.94 %z 1.6) et sabinene (3.11% + 1.84). Par ailleurs, les échantillons des huiles
essentielles ont été classés en 5 groupes en utilisant I’analyse de ’'UPGMA. Le premier groupe contient I’ensemble des huiles
essentielles de Tafrent (Provenance de Ouled yaakoub de Khanechela, Est Algérie) qui se caractérise par le chémotype a : Sabinene
- A3-carene - terpinolene. Cependant, le deuxiéme groupe subdivise en deux autres groupes ; le premier
chemotypecontientmyrcene, a-pinene et caryophyllene-E, et le deuxieme contient le caryophyllene-E, a-humulene et myrcene.
L’étude expérimentale de I’activité biologique des huiles essentielles a montré une activité antibactérienne efficace contre les
souches bactériennes ; Staphylococcus aureus; Klebsiella pneumonia; Salmonella enteric spp arizonae; Listeria innocua; Proteus
mirabilis and Bacillus cereus, sauf pour E. coli et Pseudomonas aeruginosa qui n’ont pas influencé par ces huiles. Aussi, le test
DPPH a montré que les huiles sélectionnées ont une activité antioxydant efficace.

Mots clés : Pinus halepensis, Huile essentielle, CG-SM, chémotypes, activité, antimicrobienne, activité antioxydant.

Abstract:

This work was devoted to evaluate the chemical composition and the antibacterial and antioxidant activities of essential oils of
Aleppo pines (Pinus halepensis) from 15 localities of Eastern Algeria. The essential oils of the aerial parts of Pinus halepensis were
extracted by hydro-distillation method, showing a viscous oil with a yield of 0.64 + 0.37%. In addition, these oils were chemically
analysed by GC-MS method which led to identify 37 compounds at a mean oil 0f99.4 + 0.5. The major compounds were hydrocarbon
compounds, as well as the statistical analysis showed the existence of other abundant chemotypes in the oils, including
caryophyllene-E (29.06 + 8.5%), myrcene (19.14 + 6.67%), a-pinene (16.86 * 3.35%), phenyl ethyl 3-methyl butanoate (5.67 £
2.47%), -humulene (4.81 + 1.43%), terpinolene (3.94 + 1.6%) and sabinene (3.11 + 1.84%).Further, the essential oil samples were
clustered into five groups by UPGMA analysis. The first group includes the Tafrent (Mila city, East Algeria) essential oil population.
It is characterized by the phenyl ethyl-3-methyl butanoate — Sabinene — A3-carene chemotype, since the second group was
subdivided into two clusters; cluster including myrcene — a-pinene — caryophyllene-E, and cluster including caryophyllene-E — a-
humulene — myrcene. The experimental study of the biological activity of essential oils showed an efficient antibacterial activity
against the strains: Staphylococcus aureus; Klebsiella pneumonia; Salmonella enteric spparizonae; Listeria innocua; Proteus
mirabilis and Bacillus cereus, excluding E. coli and Pseudomonas aeruginosa which have not affected by these oils. Also, the DPPH
test revealed an efficient antioxidant activity of the selected oils.

Key words: Pinus halepensis, Essential oil, CG-SM, chemotypes, antibacterial activity, antioxidant activity




