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Résumé

Dans I’¢re actuelle, les produits a base de plantes sont mesurés pour étre les symboles
de la sécurité par rapport aux produits synthétique qui sont considérés comme dangereux pour
la vie humaine et 1’environnement. Avec cela, et dans un cadre sanitaire une tentative a été
faite dans ce travail pour enquéter sur les activités antibactérienne et anticoagulante et
I’analyse phytochimique des fruits de deux espéces végétales : Terminalia chebulla L. et
Terminalia bellerica L.

Les fruits utilisés ont été broyés et transformés en poudre, et les composés potentiels (extraits
phénoligues) ont été extraits par le méthanol et 1’eau distillée.

Des analyses phytochimiques des extraits de Terminalia bellerica L et Terminalia
chebula L ont été effectuées et ont montré la richesse de métabolites secondaires comme les
glycosides, poly phénols tel que les flavonoides et les tannins les anthraquinones les quinones
libres.

Les extraits (aqueux et méthanolique) des fruits de Terminalia chebula L et
Terminalia bellerica L ont été étudié pour leur activités antibactériennes contre des souches
bactériennes de référence cliniquement importantes (Escherichia coli, Bacillus cereus,
Staphylococcus Aureus, Pseudomonas aeruginosa). Le pouvoir antibactérien a été évalué a
’aide de la méthode de diffusion des disques. Les résultats ont montré que nos extraits étaient
actifs contre les bactéries a Gram positif et & Gram négatif, Ces résultats indiquent que les
fruits secs de Terminalia chebula L. et Terminalia bellerica L. possédent un large spectre
potentiel d’activité antibactérienne mais il est plus remarquable dans I’extrait méthanoliques
chez les deux espéces que dans leur extrait aqueux. Cependant ce pouvoir antibactérien est
moins important que celui de I’antibiotique pris comme témoins et qu’une recherche du
composéactif majoritaire est nécessaire.

Enfin, I’effet anticoagulant des deux espéces étudiées a été évalué par temps prothrombine
in vitro en utilisant les tests du temps de céphaline-kaolin (TCK) et du temps de Quick (TQ),
aprés cinq minutes de réaction, les deux milieux d’essai ont été incoagulables ce qui prouve la
présence de I’activité anticoagulante chez les deux espéces également que chez les
médicaments anticoagulants (Lovenox) qui empéchent la formation ou I’extension des caillots
dans les vaisseaux sanguins.

Mots clés : Terminalia chebula L. Terminalia bellerica L., activité antibactérienne,

polyphénols, Activité anticoagulants, , analyses phytochimiques.
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Abstract

In the current era, plant-products are measured to be symbols of safety compared to
synthetic products that are considered dangerous to human life and the environment. With
this, and in a sanitary environment an attempt was made in this work to investigate the
activities antibacterial and anticoagulant and photochemical analysis of fruits of two plant

species: Terminalia chebula L. and Terminalia bellirica L.

The fruits used were ground and powdered and potential compounds (phenolic extracts)
were extracted by methanol and distilled water.

Phytochemical analyses of extracts of Terminalia bellirica L and Terminalia chebula L
were carried out and showed the richness of secondary metabolites such as glycosides, poly
phenols such as flavonoids and tannins anthraquinones free quinones.

The extracts (aqueous and methanol) of the fruits of Terminalia chebula L and
Terminalia bellirica L have been studied for their antibacterial activities against clinically
important reference bacterial strains (Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus
Aureus, Pseudomonas aeruginosa). The antibacterial power was evaluated using the Disc
Diffusion Method. The results showed that our extracts were active against gram-positive and
gram-negative bacteria, these results indicate that the dried fruits of Terminalia chebula L and
Terminalia bellirica L possess a broad spectrum of antibacterial activity but it is more
remarkable in the methanol extract in both species than in their aqueous extracts. However,
this antibacterial power is less important than that of the antibiotic taken as controls and that a
search for the majority active compound is necessary.

Finally, the anticoagulant effect of the two species studied was evaluated by prothrombin
time in vitro using the tests of cephalon-kaolin time (TCK) and Quick time (TQ), after five
minutes of reaction, the two-test media were incoagulable, which proves the presence of
anticoagulant activity in both species as well as in anticoagulant drugs (Lovenox) that prevent

the formation or extension of clots in the blood vessels.

Keywords: Terminalia chebula L, Terminalia bellirica L, anti-coagulant activity,

anti-bacterian activity, phytochemical analysis, polyphenols.
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TCK : Temps de céphaline kaolin
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'homme utilise les plantes trouvées dans la nature, comme
aliments, abris et matiéres principales pour le maintien de sa beauté et le soin de sa santé et
pour traiter et soigner des maladies (Sanago, 2006). Selon I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS, 2003), environ 65-80% de la population mondiale a recours au medecine traditionnelle
pour satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en raison de la pauvreté et du manque

d'acces a la médecine moderne (Mann et al,1997).

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches basées sur les
cultures in vivo et in vitro des tissus végétaux. lls sont présents dans toutes les parties des
végetaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et ils sont
impliqués dans de nombreux processus physiologiques et représentent une nouvelle source de

composés actifs (Teixeira Da Silva, 2004).

Ces dernieres années l'attention s'est portée sur les activités biologiques des plantes
médicinales en raison du réle qu'elles jouent dans la prévention des maladies chroniques telles
que les pathologies du cceur, les accidents vasculaires cérébraux, 1’ischémie, les maladies
infectieuses, le cancer, le diabéte, I'nypertension, et la maladie d’ Alzheimer en combattant les

stress cardiovasculaires, infectieux et oxydatif.

La maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait que de nombreuses
bactéries ont développé une résistance a la plupart des antibiotiques ce qui a constitué un
probléme de santé important a 1’échelle mondiale (Benbrinis, 2012). En paralléle les
accidents vasculaires survenu d’une coagulation incorrecte dans les organes vitaux tels que le

cerveau, le cceur et le foie, causera la mort.

Par conséquent, trouver des approches thérapeutiques sares et efficaces pour prévenir et
traiter ces maladies, en particulier avec I’utilisation de plantes médicinales, qui sont plus
s(res, moins chéres, et plus disponible, est un objectif important que nous cherchons a

atteindre.

L’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, antimicrobienne anticoagulante et
antioxydante demeure une tache tres intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une

utilisation rare ou moins fréquente ou non connue dans la médecine traditionnelle.

L’Algérie est 'un des pays méditerranéens qui constitue un véritable réservoir

phytogénétique et qui a une longue tradition médicale et un savoir-faire ancestral a base des
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plantes médicinales. Selon (Kaddem, 1990), L’¢étude de la médecine traditionnelles et du
traitement par les plantes est particulierement intéressante en Algérie pour la richesse

floristique, et la persistance de 1’'usage des plantes par une proportion de la population.

Terminalia est une plante endémique de La famille des Combretaceae est constituée de
17 genres regroupant environ 525 especes réparties principalement dans les régions tropicales
et subtropicales d’Afrique, de I’Europe centrale, de I’Amérique du Sud, de I’ Asie du Sud et de
I'Australie du Nord (Maurin et al, 2010).

Les investigations menées sur les Combretaceae ont rapporté plusieurs activités
biologiques a savoir antifongiques, antimicrobiennes, antivirales et antioxydantes. La famille
des Combretaceae est une source riche en tannins, flavonoides, et terpénoides (Mann et al,
2009).

Traditionnellement Terminalia est utilisée pour traiter une liste exhaustive de maladies
tels que les troubles abdominaux, le mal de dos, les infections bactériennes, la bilharziose, le
cancer, les toux, la conjonctivite, la constipation, la diarrhée, la dysenterie, les dysmenorrhées,
les maux d’oreilles, la fievre, les ulceres gastriques, les maladies vénériennes, les céphalées,

les maladies cardiaques, I’hypertension, les oedémes, la syphilis, les troubles de 1’estomac...
(Eloff et al, 2008).

Vu les bienfaits thérapeutiques de la plante terminalia et dans le but de I’introduire

parmi la flore Algérienne et profiter de ses propriétés chimiques on a lancé cette étude.

Dans ce cadre, on a travaillé in vitro sur deux especes de la plante terminalia (chebula et
bellirica), en réalisant un criblage phytochimique, en cherchant les composants actifs, en
calculant le dosage des polyphénols a partir de I’extrait méthanolique et aqueux et en évaluant
leur activité anticoagulante vis-a-vis de deux voies endogene et exogene, et D’activité

antibactérienne vis-a-vis de trois souches bactériennes.
Ce travail est subdivisé en deux parties :

La premiére partie contient une présentation bibliographique partagée en trois
chapitres :

e Le premier chapitre discute les plantes médicinales et le métabolisme secondaire.
e Deuxiéme chapitre présente des généralités sur les deux espéces étudiées.

e Troisiéme chapitre explique briévement les activités biologiques.
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La deuxiéme partie c’est la partie expérimentale ; Comporte deux chapitres :

e Le premier chapitre concerne le matériel et les différentes méthodes utilisées afin de

réaliser ce travail.

e Le deuxieme chapitre regroupe I’ensemble des résultats suivis par une discussion,

Enfin une conclusion générale et terminer le travail par procurer des perspectives.
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I.1. Généralités sur les plantes médicinales

L’utilisation des plantes, a des fins thérapeutiques, est rapportée dans les littératures

antigues arabes, chinoises, égyptiennes, hindous, grecques, romaines (Anonyme, 1974).

A D’¢ére préhistorique lorsque les hommes vivaient de la chasse et de la cucillette, la
nourriture était souvent synonyme de reméde. Les plantes étaient cueillies en fonction des
besoins. Ceux en énergie, hydrate de carbone et protéines, étaient quotidiens. D’autres étaient
occasionnels, antiseptiques hémostatiques pour une blessure, ou astringents contre la diarrhée
(Konemann, 1999).

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments,
elles sont considérées comme source de matiere premiere essentielle pour la découverte de

nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997).

Cette matiere végétale contient un grand nombre de molécules qui ont des intéréts
multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie ; Parmi
ces composes on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins,

les terpenes et les flavonoides (Bahorun et al, 1996)..
Définition des plantes médicinales

La définition d'une plante médicinale est trés simple. En fait il s'agit d'une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses
(Farnsworth et al.1986), Environ 35 000 especes de plantes sont employées par le monde a
des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré

I'influence croissante du systeme sanitaire moderne (Elgaj et al., 2007).

1.2. Métabolites secondaires

Les meétabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes (Lutge et al. 2002). Elles sont caractérisees
généralement par de faible concentration dans les tissus végétaux (généralement quelques
pourcents du carbone total, si on exclue la lignine de cette catégorie) (Newman et Cragg,
2012).
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Ces molécules jouent un rdle dans 1’adaptation des plantes a leur environnement et
représentent également une source importante de produits pharmaceutiques (Bourgaud et al,
2001). lls appartiennent a des groupes chimiques variés : alcaloides, terpénes et composés

phénoliques (Macheix et al, 2005).
1.2.1. Principes actifs des plantes médicinales :
1.2.1.1. Les composés phénoliques

Ils englobent les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique (C6-C1), suivis des dérivés
D’esters hydroxycinamiques (C6-C3) (Barboni, 2006) (Figure 01).

OH

Figure 1 : structure de noyau phénolique (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

1.2.1.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des molécules tres répondues dans le regne végétal. Ils participent
a Dapparition de différents pigments jaunes, orangés et rouges de différents organes de
végétaux. Les flavonoides sont caractérisés par la présence d’un noyau flavone, ils possédent
une structure générale en (C6-C3-C6) et sont composés de deux cycles benzoiques reliés par
un cycle pyrone (Rice et al, 1996 ; Hakkinen, 2000 (figure 2).

Les flavonoides se rencontrent également associés a des sucres, et se distinguent
généralement par six différentes sous-classes : anthocyanes, flavanols, flavanones, flavones,

flavonols et isoflavones (Ferreira, 2017).
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Figure 2 : Squelette de base des flavonoides (Girotti-Chanu,2006).
1.2.1.3 Coumarines

Les coumarines qui sont les dérivés de (C6-C3), appartiennent au groupe des composés
Connus par des benzo-a-pyrone (O’Kennedy et Thornes, 1997) et toutes sont Substituées en
7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a 1’état libre ou bien Combiné avec
des sucres. Plus d’un millier de coumarines naturelles ont été décrites. Elles Sont responsables

de I’odeur caractéristique du foin (Cowan, 1999) (figure2).
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Figure 3 : Structure chimique de coumarine (O’Kennedy et Thornes,1997).

1.2.1.4. Tanins

Toutes les plantes contiennent les tanins a un degré plus ou moins eleve ceux- ci donnent un
gout amer a 1’écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation pour les
insectes ou les bétails. Ce sont des composés polyphénoliques que l'on trouve dans
pratiquement tous les végétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.).
Caractérisées par leur astringence (sensation de dessechement en bouche). Par exemple, les
pépins de raisins sont trés chargés en tanins (Mann, 1962). Le tanin se retrouve aussi dans le
cidre, le calvados et le pommeau. Leur structure complexe est formée d’unités répétitives

monomériques qui varient par leurs centres asymétriques et par leur degré d’oxydation
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(Hemingway, 1992). lls ont la propriété de stopper les hémorragies, de lutter contre les
infections et de précipiter les protéines (fongiques ou virales) et les métaux lourds. Les plantes
riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples comme dans le cas des veines
variqueuses, pour drainer les secrétions excessives, comme dans la diarrhée et pour réparer les

tissus endommagés par un eczéma ou une brulure (Pousset, 1989 ; Nowitz et Bottet, 2000).
1.2.1.5. Terpénes

Les terpénes forment une classe d'hydrocarbures, produits par de nombreuses plantes,
en particulier les coniferes. Ce sont des composants majeurs de la résine et de I'essence de
térébenthine produite a partir de résine. Les terpenes sont des dérives de l'isoprene C5H8 (7)
et ont pour formule de base des multiples de celle-ci (C5H8) n. On peut considérer I'isopréne

comme I'un des éléments de construction préférés de la nature (figure 4).

Parmi les terpenes les plus importants on trouve : 1'a-pinéne, le B-pinéne, le 6-3- carene,
le limonéne, le caroténe... En revanche, les caroténoides qui contiennent des atomes
d'oxygenes, ne sont pas a proprement parler des terpénes, mais des terpénoides (luteine).
Deux de propriétés fondamentales de terpenes sont leurs caractéres odoriférants (géranium) et

leurs sensibilités a la lumiére.
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Figure 4 : Structure de la molécule d’isopréne (Mostafa, 2008).
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1.2.1.6. Saponines

Sont des meétabolites secondaires hétérosidiques. lls se divisent en saponosides a
géninetriterpenique et stéroidique. Le nom saponoside est derivée du mot latin sapo qui veut
dire savon, elles se caractérisent par propriétés moussantes émulsifiants en contact avec I’eau
(Bruneton, 1999). Les saponines stéroidiques ont une structure chimique similaire a celle de

nombreuses hormones humaines (cortisol et oestrogéne) et conferent aux plantes qui les
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contiennent une activité hormonale. Les triterpenoides présents dans les racines de primeveére
« Premulaveris » sont de puissants expectorants, mais peuvent aussi faciliter 1’absorption des

éléments nutritifs.

Fréguemment rencontrés chez les végétaux supérieurs en particulier chez les
Dicotylédones (racines, fruits, écorces, tiges, feuilles ou graines), mais sont synthétises

également par certains animaux marins tels que les concombres de mer ou les étoiles de mer.

Les saponosides sont des composés, pour la plupart, tres polaires et sont souvent
retrouvés sous forme de mélanges complexes dans la plante. Ils possédent en outre, un large
spectre de propriétés biologiques et pharmacologiques notamment des propriétés
immunomodulatrice, immunoadjuvante, cytotoxique, antitumorale et hypocholestérolémiante
(Lacaille-Dubois, 2000). Les saponines hémolysent les globules rouges, irritent les
muqueuses, causent un relachement intestinal et augmentent les secrétions mugueuses

bronchiales (Larousse, 2001).

1.2.1.7. Quinones

Ce sont des composés oxygénés qui correspondent a 1’oxydation de dérivés aromatiques
avec deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisées par un motif 1,4-dicéto
cylohexa2,5-diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-
3,5diénique (ortho-quinones). Elles sont ubiquitaires dans la nature, principalement dans le

regne végétal et sont fortement réactifs (benhammou,2012) (figure 5).
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0 Q 0]
o)
anthraquinone naphtoquinone benzoquinone

Figure 5 : Exemples des structures chimiques des quinones (harrar, 2012).

1.2.1.8. Alcaloides

Ce sont des substances d’origine biologique et le plus souvent végétale (il n’en n’existe
que des rares représentants dans le regne animal), Formant un groupe trés large, les alcaloides
possedent au moins un atome d’azote hétérocyclique qui les rend pharmaceutiquement tres
actifs. Les alcaloides renferment toujours du carbone, de 1’hydrogene et de 1’oxygene

(exceptionnellement quelques alcaloides contiennent du soufre).

Chez le végetal, les alcaloides existent sous la forme soluble, de sels (citrates, malates,
tartrates, méconates, isobutyrates, benzoates) ou sous celle d’une combinaison avec les tanins.
Leur nom se termine toujours par « ine ». Certains sont des médicaments connus qui ont des
vertus thérapeutiques avérés, ¢’est le cas d’un dérivé de la pervenche « Vincarosea » employé

pour traiter certains cancers (Nowitz et Bottet, 2000 ; Larousse, 2001).

De plus, ils ont une action physiologique remarquable sur le systéme nerveux central ou
sur le systéeme nerveux autonome sympathique et parasympathique dont ils agissent en petite
quantité.Les plantes les utilisent pour la plupart d’entre eux dans leur systéme de défense
contre les herbivores et les pathogénes car ces composés sont toxiques. On peut les classer

selon leur composition chimique et surtout leur structure moléculaire en plusieurs groupes :
Des phénylalanines.

e Des alcaloides quinoléiques.

e Des alcaloides iso quinoléiques.

e Des alcaloides pyridiques et pipéridiques.
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1.2.1.9. Les huiles essentielles

I s’agit de mélange de composés lipophiles, volatiles et souvent liquides, d’extraits de
la plante grace a des procédés physiques. Les huiles essentielles sont responsables de 1’odeur
caractéristique de la plante (Teuscheret al, 2005). Elles sont utilisées pour leurs parfums dans
les préparations cosmétologiques et aussi pour leurs propriétés antiseptiques et anti-

inflammatoires. D’autres sont utilisées comme édulcorants (Domart et Bourneuf, 1988).

10



Chapitre 11 ;
Generalités sur les especes

etudiées



Chapitre 11 Geéneralités sur les espéces etudiées

I1.1. Famille des Combretaceaes

La famille des Combretaceae est constituée de 17 genres regroupant environ 525
especes réparties principalement dans les régions tropicales et subtropicales d’Afrique, de
I’Europe centrale, de I’ Amérique du Sud, de 1’Asie du Sud et de 1'Australie du Nord (Maurin
et al,2010).

Elle est actuellement divisée en deux sous-familles : les Combretoideae et les
Strephonematoideae. Les Strephonematoideae comprennent un seul genre, Strephonema, avec
trois espéces d'arbres limitées a l'ouest de I'Afrique tropicale. La sous-famille des
Combretoideae est divisée en deux tribus, les Laguncularieae et les Combreteae. La tribu des
Combreteae comprend deux sous-tribus, les Terminaliinae et les Combretinae. Le genre
Terminalia, pantropical, est le plus grand genre de la sous-tribu des Terminaliinae avec 150

especes.
11.1.1. Genre Terminalia

Les arbres feuillus du genre Terminalia sont des grandes espéces a fleurs et fruitiéres
des régions tropicales. Le genre, trés répandu et cosmopolite tropical, compte plus de 100
especes. Les 100 a 200 espéces sont réparties presque dans le monde entier sous les tropigues.
L'espéce la plus prisée est le badamier, cultivé pour ses effets bénéfiques comme plante

médicinale.

Le nom générique (du latin terminalis) indique que les feuilles ont I'apparence de
feuilles accumulées aux extrémités des branches. Chaque feuille nait tout au bout des pousses
latérales en croissance. La plupart des especes ont une croissance alterne et en spirale, parfois
presque rarement disposées complétement opposées ou en verticilles, les feuilles simples sont

entieres. Les stipules sont absente (Eloff et al,2008).

Les arbres a feuilles terminales sont  surtout connus comme  source
de métabolites secondaires. Les feuilles de Catappa et I'écorce contiennent
des triterpénes (cycliques) et certains dérivés comme les flavonoides, les tanins et

autres molécules aromatiques.

Les arbres, parfois seulement des arbustes pour quelques especes, mesurent jusqu'a plus
de 20 metres de haut. Les espéces donnent principalement des fruits charnus, ressemblant a
des fruits anoyau, coriaces, a deux a cing bords ailés. Ils ne contiennent qu'une
seule graine endosperme, une  sorte d'amande. Les cotylédons contenant  de

I'nuile sont ondulés ou enroulés en spirale.
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Plusieurs espéces de Terminalia sont utilisées pour extraire des substances telles que les
triterpénes cycliques, les flavonoides et les tanins. Certaines de ces substances sont efficaces
contre les bactéries et les champignons; des agents anticancéreux sont également inclus.
Les feuilles de Bellirica sont trés appréciees en aquarium pour leurs effets bénéfiques

antibactériens, antibiotiques, antifongiques, antioxydants, astringents et anti inflammatoires.

Terminalia chebula L et Terminalia bellirica L ainsi que Terminalia citrina L ont été

principalement utilisés en médecine de I'antiquité jusqu'au début de la période moderne.

Distribution géographique de Terminalia : originaire ; Asie tropicale, plantée et naturalisée

dans toutes les régions tropicales (Stevens, P.F,2012).

11.1.2 Classification systématique de terminalia

Terminalia est un genre de plantes de la famille des Combretaceae. Il est principalement
composé de grands arbres, environ 100 espéces réparties dans les régions tropicales du

monde.

Classification systématique
Régne : Plantae

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Myrtales

Famille : Combretaceae
Divition : Magnoliophyta

Genre : Terminalia

11.1.3. Terminalia chebula L. :
11.1.3.1 Description botanique de Terminalia chebula

Arbre caducifolié atteignant 30 m de haut, avec un fat généralement court et cylindrique
atteignant jusqu’a 10 m de long et 80(-130) cm de diameétre; écorce marron foncé,
normalement fendillée longitudinalement avec des écailles ligneuses ; cime arrondie, avec des

rameaux étalés (figure 06).

12


https://www.aquaportail.com/definition-435-bacterie.html
https://www.aquaportail.com/definition-5013-champignon.html
https://www.aquaportail.com/definition-8585-catappa.html
https://www.aquaportail.com/definition-3667-aquarium.html
https://www.aquaportail.com/definition-9853-anti-inflammatoire.html

Chapitre 11 Geéneralités sur les espéces etudiées

Figure 6 : arbre de Terminalia chebula L (indiabiodiversity.org).

Feuilles alternes ou opposées, simples et entiéres ; stipules absentes ; pétiole de 1-3 cm
de long, pourvu de 2 glandes prés  de I’apex ; limbe ovale a elliptique-obovale, de 7-15 cm
x 4-10 cm, cunéiforme a légeérement cordé a la base, obtus a aigu a I’apex, finement coriace,

pubescent au-dessous, pennatinerve (figure 07).

Figure 7 : Terminalia chebula L plant diagram

Inflorescence : épi axillaire ou terminal, simple ou ramifié de 3—7 cm de long.

Fleurs bisexuées ou males, régulieres, 5-méres, petites, d’un blanc jaunatre, a odeur
déplaisante ; calice avec un tube glabre ; corolle absente ; étamines 10, exsertes; ovaire

infére, 1-loculaire, style simple.
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Fruit : drupe obovoide ou cylindrique-ellipsoide de 2,5-5 ¢cm de long, Iégerement 5-
angulaire, jaune a brun orangé a maturité, glabre, contenant 1 graine (Stevens, P. F,2012)
(figure 08).

Figure 8 : fruit de Terminalia chebula L (Cliché personnel)

Plantule a germination épigée, avec une longue racine primaire, plutdt mince,

hypocotyle court et épais, cotylédons glabres avec 3 nervures apparentes et 2 moins visibles.

11.1.3.2 Réparatition géographique de Terminalia chebula

Terminalia chebula est indigene depuis la région sub-himalayenne du Népal et du nord
de I’Inde jusqu’au Sri Lanka, au Myanmar, en Thailande, en Indochine et dans le sud de la
Chine. Il a été introduit en Afrique tropicale ou des individus sont parfois cultivés (comme en

Coéte d’Ivoire, en R.D. du Congo et en Tanzanie).
11.1.3.3 Classification de Terminalia chebula
Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Divition : magnoliophyta
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Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Combretaceae

Genre : terminalia

Espéce : Terminalia chebula

11.1.4. Terminalia bellirica :

11.1.4.1. Description botanique de Terminalia bellirica L

Terminalia Bellirica L est un grand arbre a feuilles caduques pouvant atteindre 50 m de
haut et un diametre de 3 m, avec une couronne arrondie. La base du tronc, souvent étayée, est

dépourvue de branches jusqu'a 20 metres jusqu'a 20 m (figure09).

Figure 9 : arbre de Terminalia bellirica L (indiabiodiversity.org).

e L'écorce est bleuatre ou grise cendré, couverte de nombreuses fissures longitudinales fines.
De nombreuses et fines fissures longitudinales, I'écorce interne est jaunatre.

o Feuilles grandes, glabres, alternes, largement elliptiques a obovales-elliptiques, 4-24 cm X
2-11 cm, base arrondie a cunéiforme, rufous-sericeous mais bient6t glabrescentes, avec 6-9
feuilles. Glabrescent, avec 6-9 paires de veines secondaires. Nervation secondaire et tertiaire

nervation secondaire et tertiaire proéminente sur les deux surfaces, regroupée vers les
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extrémités des ramifications. Petiole de 2,5-9 cm de long Jeunes feuilles rouge cuivre,
devenant rapidement vert perroquet, puis vert foncé (figure 10).

Figure 10 : Terminalia bellirica L plant diagram

e Fleurs solitaires, petites, 3-15 cm de long, blanc verdatre, simples, en épis axillaires
simples, axillaires ; tube du calice densément séreux ou tomenteux ; les fleurs apparaissent en

méme temps que les nouvelles feuilles et ont un fort parfum de miel.

e Fruit sub-globulaire a largement ellipsoide, 2-4 x 1,8-2,2 cm, densément velouté ou séreux,
jaune clair. Ou séreuse, jaune clair, obscurement a 5 angles et finement brune (Mann et
al.2009) (Figure 11).

Figure 11 : Fruit de Terminalia bellirica L (Cliché personnel).
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e Le nom générique "Terminalia” vient du mot latin "terminus" ou "terminalis" (fin),et fait

référence a I'habitude des feuilles d'étre entassées ou portées a I'extrémité des pousses.

11.1.4.2. Reparatition géographique de Terminalia bellirica L.

Terminalia bellirica ¢’est des plus anciennes herbes médicinales de I'Inde, du Pakistan, du

Népal, du Bangladesh et du Sri Lanka ainsi que de I'Asie du Sud-Est.
11.1.4.3. Classification de Terminalia bellirica

Regne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Divition : magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Combretaceae

Genre : terminalia

Espéce : Terminalia bellirica

11.1.5. Utilisation des Terminalia bellirica L et Terminalia chebula L

Le Terminalia bellerica L et le Terminalia chebula L sont tous deux utilisés pour traiter
I'nypercholestérolémie et les troubles digestifs, y compris la diarrhée, la constipation et

I'indigestion. lls ont également été utilisés pour I'infection par le VIH.

Le Terminalia bellirica L est utilisé pour protéger le foie et pour traiter les affections

respiratoires, notamment les infections des voies respiratoires, la toux et les maux de gorge.
Le Terminalia chebula L est utilisé pour la dysenterie.

Le Terminalia bellerica L et le Terminalia chebula L sont utilisés comme lotion pour

les yeux douloureux.

Le Terminalia chebula L est egalement utiliseé par voie topique comme bain de bouche

et gargarisme.
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Par voie intravaginale, le Terminalia chebula L est utilis¢ comme douche pour traiter les

infections vaginales.

Dans la médecine traditionnelle ayurvédique, le Terminalia bellerica L est utilisé
comme un "harmonisateur de santé" en combinaison avec le Terminalia chebula et I'Emblica
officinalis. Cette combinaison est également utilisee pour réduire le cholestérol et prévenir la
mort des tissus cardiaques.
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Chapitre 111 Geéneralités sur les espéces etudiées

Le chercheur doit aussi étudier 1’activité des plantes médicinales et de leur s’extraits et
donc, tenter de plus en plus de sélectionner les plantes en fonction de leur activité biologique,
ensuite se préoccuper de garantir a 1’utilisateur une source permanente et suffisante de

principes actifs, sans détruire les gites naturels productifs.

111.1. Généralités sur ’activité antibactérienne

Dés la naissance, I'nomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces
microorganismes de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut schématiquement en
distinguer 3groupes : les barriéres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou

innés) et I'immunité acquise (Kaufmann, 1997).
I11.1.1. Les principales substances antimicrobiennes :
111.1.1.1. Composés phénoliques

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité
vis-a-vis des microorganismes. Les polyphénols sont doués d’activité antibactériennes
importantes et diverses, probablement di a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre
des groupes hydroxyles sur les groupes phénoliques sont supposes étre reliés a leur relative
toxicité envers les microorganismes, avec l’évidence que le taux d’hydroxylation est
directement proportionnel a la toxicité (Cowan, 1999). Il a été aussi rapporté que plus les
composés phénoliques sont oxydés plus ils sont inhibiteurs des microorganismes (Scalbert,
1991). Les flavane-3-ols, les flavonols et les tanins ont regu plus d’attention due a leur large

spectre et forte activité antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols (Daglia, 2011).

Ces composés jouent un role inhibiteur, ils n’agissent pas sur la paroi bactérienne mais
plutot sur un mécanisme interne. Ces composés sont supposés agir sur ’ADN, I’ARN et la
synthese protéique (Ulanowska et al,2008) Ils possédent une capacité de supprimer un
nombre de facteurs de virulence microbienne telle que 1’inhibition de la formation de
biofilms, la réduction de 1’adhésion aux ligands de I’héte et la neutralisation des toxines
bactériennes ainsi qu’a leur capacité d’établir une synergie avec certains antibiotiques
(Daglia, 2011).
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111.1.1.2. Antibiotiques

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des micro-organismes,
mais on inclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les produits
entierement synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement
sur 1’usage des antibiotiques qui inhibe selectivement certaines voies métaboliques des
bactéries, sans exercer habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Cette

propriété les distingue des antiseptiques (Bergogne-Berezin et Dellamonica, 1995).
111.1.2. Méthodes utilisées pour évaluer I’activité antibactérienne

Lorsque 1’on parle d’activité antimicrobienne, on distingue deux sortes d’effets : une

activité Iétale ou bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique.
Différents protocoles peuvent ainsi étre classés :

- Selon le milieu dans lequel se fait la diffusion de 1’échantillon, soit liquide, solide ou

gazeux,

- Selon la nature du contact de 1’échantillon avec le germe : diffusion sur disque, solution

alcoolique ou dispersion dans un émulsionnant (Pibiri ,2005).
111.1.2.1. Aromatogramme

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antibactérienne en milieu
solide dans un boite de pétri, avec création d’un gradient de concentration apres un certain
temps de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’effet du produit antibactérien
sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diameétre

d’inhibition (Hellal ,2011).

Placés dans une étuve a 37,5 °C, dans des conditions optimales de culture, les germes
pathogénes se développent rapidement sur le milieu nutritif. Sur ces colonies microbiennes,
plusieurs séries (6 a 8 par boite) de petits disques de papier buvard imprégné de différents
échantillons a tester sont ensuite disposées. Aprées un temps de latence a 37,5 °C, le diamétre
du halo d’inhibition entourant les disques st alors mesuré. Chaque halo, une zone claire,
montre la destruction des germes pathogénes et donne une indication précise de I’activité

antibactérienne de 1’échantillon (figurel2).

L’aromatogramme représente cependant un point de repere essentiel puisque sa
technique est identique a celle utilisée pour mesurer 1’activité bactéricide des antibiotiques

(figurel2).
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Figure 12 : Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri

(Zaika,1988)

111.1.2.2. Micro atmospheres

Dérivé de la méthode précédente le protocole des micros atmospheres est
techniquement proche de celle des aromatogrammes. La différence réside principalement dans

la position du disque imprégne.

Dans cette technique, le disque impregne est dépose au centre du couvercle de la boite
de Petri¢ renversée pendant la durée de I’expérience. Celui-ci n’est donc plus en contact avec

le milieu gélose (Pibiri ,2005)
111.1.2.3. Méthode de diffusion en puits

Méthode proposée par Cooper Et Woodman, reprise par Shroeder et Messing. Elle
assure une diffusion radiale de 1’échantillon a partir d’un puits en donnant une zone
d’inhibition claire facilement mesurable. La méthode consiste a découper un trou circulaire
dans la gélose et y verser une solution de 1’échantillon de concentration connue. L’échantillon
diffuse radialement en donnant une zone d’inhibition circulaire a la surface de la gélose

préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne.
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111.1.2.4. Méthode de dilution

Les échantillons a tester peuvent également étre directement mélangées en
concentration connue au milieu de culture, qu’il soit solide ou liquide (exige la dispersion
homogéne par un émulsifiant). Le milieu est ensuite inoculé a un taux déterminé de
microorganismes, apres incubation, on note la présence ou 1’absence de culture. La lecture
peut étre visuelle ou a I’aide d’un spectrophotométre, le degré d’inhibition est en rapport avec
la turbidité du milieu (Robert-Demuet, 1995).

I11.2. Activité anticoagulante :

111.2.1. Définition

La coagulation est I’aboutissement d’une cassade de réaction protéolytiques entrainant
I’activité en chaine de facteurs plasmatiques de la coagulation, circulant sous forme de
précurseurs inactifs (zymogenes) (Ajjan, et Grant.2006). C’est un phénomene par lequel le
sang fluide et circulant se transforme en une masse insoluble et immobile (caillot). IL est lié a
la transformation de fibrinogéne en fibrine. Cette transformation a lieu aprés une série de
réactions enzymatiques faisant intervenir de nombreux facteurs tant plasmatiques que

plaquettaires (Ekoumou, 2003).
111.2.2. Facteurs de coagulation :

Les facteurs de la coagulation ont été découverts et décrits comme une activité
biologique présente chez I’homme normale et absente au cours de maladies hémorragiques
héréditaires (cambus ,2002) (Tablau01).
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Tableau 1 : Facteurs de la coagulation

N*" de Nom de facteurs Role Lieu gle
factures synthése
I Fibrinogéne Substrat Foie
I Prothrombine Zymogene Foie
Sous-
] ) Endothélium
I Facteur tissulaire Cofacteur
Cellule
sanguines
A% Proéaccélérine Cofacteur Foie
VIl Proconvertine Zymogene Foie
Facteur
VIII Anti hémophilique Cofacteure Foie
A
Facteur
IX Anti hémophilique Zymogene Foie
B
X Facteur STUART Zymogene Foie
Facteur . .
XI Zymogene Foie
de Rosenthal
Facteur . .
XII Zymogene Foie
de Hageman

111.2.3. Voies de la coagulation
Cascade d’activation des facteurs de coagulation

Cette étape complexe de formation du caillot sanguin prend trois a six minutes. De
maniere schématique, elle est classiquement divisée en deux voies : la voie endogene et la
voie exogeéne qui activent toutes les deux la voie commune finale du facteur X, de la

thrombine et de la fibrine.
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111.2.3.1. Voie endogéne

Sollicite les facteurs de coagulation qui sont dissous dans le sang. La voie endogene est
la voie la moins importante. En cas de déficit (facteur XII ou PK ou KHPM), il n’y aura pas

de syndrome hémorragique grave.
111.2.3.2. Voie exogéne

La voie la plus importante dans I’initiation de la coagulation et son role principal est de
générer trés rapidement une grande quantité de thrombine. Le facteur tissulaire (FT ou facteur
I1) provenant du tissu endommagé et le facteur VII activé vont activer le facteur X en facteur
Xa.

111.2.3.3. Voie commune

La cascade se poursuit. Grace au facteur X activé, la prothrombine (facteur 1l) sera
activée en thrombine qui polarisera le fibrinogéne (facteur 1) en filaments de fibrine insoluble

et activera le facteur X111 qui & son tour stabilisera le caillot sanguin (figure 13).

e -

Cellules —> S e
endothéliales 1

lésées Cass Xla* +—— XIla <+— K -— PK

R — Bls P 1

‘ e —— e VIII
X Ca+s

Prothrombine (II) Complexe
‘ Ca+ | Phospholipides prothrombinase

membranaires

Thrombine (11a) XIIa ~

[—

Fibrinogéne(I)
*activé par la thrombine

Figure 13 : cascade de la coagulation dans la voie endogéne et la voie exogéne.

111.2.4. Inhibiteurs de coagulation

Face aux facteurs de la coagulation, des systémes inhibiteurs existent dans le plasma :

I’anti-thrombine, la protéine C, la protéine S, le TFPI (Tissue Factor Pathan Inhibitor). Ce
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systeme physiologique tres complexe de la régulation de la coagulation est mis en oeuvre afin
de limiter I’extension locale du caillot et d’éviter la diffusion a distance de la
fibrinoformation. La coagulation est donc nécessaire, grace aux facteurs de la coagulation,
mais pas trop, grace aux inhibiteurs de la coagulation ! Donc cet équilibre entre facteurs de
coagulation et inhibiteurs de la coagulation contribuent & un équilibre hémostatique

physiologique (figure 14).

Etapes i lation Inhibiteurs
Initiation FT/Vila o] TP
i /\ X
Amplification /f/
e 2

Vilia | SYstéme de

Xa "] la protéine C

\LVa -

il
Activité de la thrombine lla =<=—————————=—| Antithrombine |
Fibrinogéene = Fibrine

Figure 14 : Activation et inhibition de la coagulation
111.2.5. Anticoagulants

Les anticoagulants représentent le traitement principal de la maladie veineuse thrombo-
embolique. De nombreux anticoagulants agissants a différents niveaux de la cascade de la
coagulation sont utilisés et ils sont regroupés en trois classe, deux classes des anticoagulants
classiques (les héparines et les anti vitamines K) et les classe des nouveaux anticoagulante
(Batty et Smith,2010).

111.2.5.1. Les héparines

Il existe deux types des héparines utilisables et administrées par voie intraveineuse ou
sous cutanée. Les héparines non fractionnées (HNF), d’origine porcine, exer¢ant leur action
anticoagulante par leur activité anti-Xa et anti-lla, les héparines de bas poids moléculaire
(HBPM), obtenues par dépolymérisation chimique ou enzymatique des HNF, plus homogenes
en masse moléculaire, constituées essentiellement de chaines courtes, ce qui leur confére une

activité anti-Xa prédominante.
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L’HNF et les HBPM forment un complexe avec 1’anticoagulant physiologique
I’antithrombine III potentialisant son effet sur I’inactivation de divers facteurs de coagulation
(Batty et Smith.2010).

111.2.5.2. Les anti-vitamines k

La vitamine K est un élément nécessaire dans la synthése au niveau du foie de 4 facteurs
de la coagulation, la prothrombine, la proconvertine VII, le facteur Stuart X , et le facteur anti

hémophilique B (le facteur IX).

Les indications des anti-vitamines K (AVK) sont extrémement nombreuses car ils sont
utilisés dans la prévention des thromboses et des embolies, notamment les thromboses

veineuses et les embolies pulmonaires (Vidal,2009).
111.2.5.3. Les nouveaux anticoagulants oraux (NACO)

Forts des résultats encourageants des essais cliniques, qui montraient une efficacité
similaire, voire supérieure dans certaines indications par rapport aux médicaments de
référence (antivitamines K ou AVK, héparines), trois NACO sont arrivés en force sur le

marché :
e Le rivaroxaban (Xarelto®), un inhibiteur direct du facteur Xa de la coagulation.
e L'apixaban (Eliquis®), un autre inhibiteur direct du facteur Xa de la coagulation.
e Le dabigatran (Pradaxa®), un inhibiteur direct de la thrombine (ou facteur lla).
Remarque :

La prise de médicaments anticoagulants oraux est le plus souvent nécessaire afin
d’éviter les embolies cérébrales ou systémiques. Ces anticoagulants oraux sont de nature
diverse : les antivitamines K (AVK)etles anticoagulants d’action directe, aussi

appelés "nouveaux anticoagulants oraux” (NACO).
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1.1 Matériel

e Matériel végétal

Le materiel végétal utilisé dans ce travail est constitué de fruits de deux espéces
appartenant a la famille des Combretaceae : Terminalia Bellirica L. et Terminalia Chebula L.
(figure 15) et (figure 16). Ces fruits ont été achetés chez un herboriste a Ain oulmen wilaya de
Setif.

Figure 15 : Terminalia Bellirica (cliché Figure 16 : Terminalia Chebula (cliché

personnel). personnel).

1.2 Méthodes

Préparation du matériel végétal :

Les fruits de Terminalia Bellirica L et Terminalia Chebula L ont été broyés a l'aide d'un
broyeur électrique jusqu'a obtention d'une poudre. Cette derniére est récupérée aprés tamisage
et conservée dans des flacons en verre et stocké a 1’abri de la lumiére jusqu’a utilisation
(figure 17) et (figure 18).
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Figure 17 : Terminalia chebula (poudre Figure 18 : Terminalia bellirica (poudre)

(cliché personnel). (cliché personnel).

I.3. Screening phytochimique :

Le screening phytochimique met en évidence la présence des familles de molécules
actives, c’est une étude qualitative utilisée pour connaitre la composition chimique globale
des extraits. Elle est basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation, des
observations sous lampe UV peuvent étre aussi utiles en (+ et -) selon la teneur (Békro et al.,
2007).

La macération est la méthode d'extraction solide/liquide la plus simple. Elle consiste a
laisser la poudre du matériel végétal en contact prolongé avec un solvant pour extraire les
principes actifs avec ou sans agitation, a température ambiante (a 1’avantage de préserver les
substances thermosensibles) ou a température élevée pour une durée déterminée (Llaneza et
al.,2009).

1.3.1. Préparation de I'extrait éthanolique

50g de la matiére végétale a été mise a macérer dans 250ml de I'éthanol (80%) sous
agitation mécanique a une température ambiante pendant deux a trois jours. Apres le mélange
obtenu sera filtré a I'aide d'un papier filtre de type whatman. le filtrat obtenu est conservé dans
des flacons en verre fermés hermétiquement et stockés a labri de la lumiere jusqua 1’
utilisation (Figure 19).
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4) agitation mécanique 5) filtration 6) stockage

Figure 19 : étapes de la macération éthanolique.
1.3.2. Tests préliminaires réalisés :

Afin de réaliser I’étude phytochimique des deux extraits des espéces ordonnées on a
procédé a des protocoles in vitro en utilisant des réactifs chimiques identifiants mentionnés

comme suit :
«+ Test des polyphénols

La caractérisation des poly phénols est basée sur une réaction au chlorure ferrique
(FeCL3).

2 ml d’extrait une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a2% est ajoutée.
L’apparition d une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncee fut le signe de la
présence des polyphénols (békroet al ,2007).

¢+ Test des saponosides

29 de la poudre de notre plante a été macéré avec 80 ml d'eau distillée pendant quelques
minutes, suivi d’une filtration et agitation. L'apparition d'une mousse persistante dans le

milieu prouve la présence des saponosides (Kalla, 2012).
¢ Test des flavonoides

Pour la détection des flavonoides On ajoute a 5 ml d’extrait a tester, quelques gouttes de

HCI et quelques coupeaux de magnésium. L apparition d’une coloration rose, rouge ou jaune
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prouve la présence des flavonoides (Trease et Evans, 1987).
¢+ Test des coumarines

La recherche des coumarines nécessite 10g de la poudre qui a été macéré dans 20ml
d'éthanol pendant quelque minute. Apres macération et filtration, on ajoute au 5ml de filtrat
,5ml de KOH (10%), et 5ml d'HCI (10%). La précipitation rouge brune révele la présence des
coumarines (Trease et Evans, 1987).

¢+ Test des glucosides

Pour détecter ces molécules, un mélange constitué de 1ml de I’extrait brut avec 2 ml
d’eau distillée et 20 gouttes de liqueur de Fehling a été chauffé a 70°C dans un bain marie, un

test positif est révélé par la formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987).
% Test des alcaloides

Le test est réalisé par des réactions de précipitation avec le réactif de Wagner. 20 ml de
I’extrait a été ajouté a 5 ml d'acide chlorhydrique HCI (10%), puis chauffer dans un bain
Marie, ou un volume de solution d'hydroxyde d'ammonium (10%) a été ajouté dans un milieu
de pH = 9, une extraction avec de I'é¢ther di éthylique est réalisée suivi d’une concentration

avec un dispositif « évaporateur rotatif ».

Le résidu est repris dans 5 ml de HCI (2%), est traité par quelques gouttes de réactif de

Wagner afin d’obtenir un précipité brun indiquant la présence des alcaloides (Memelink et al,
2001).

« Test des tanins

1 ml de l'extrait a été ajouté a 2 ml d'eau distillée et 2-3 gouttes de la solution de
chlorure ferrique FeCI3 1 % permet de détecter la présence ou non de tanins. L'apparition
d'une couleur verte ou bleu-vert indique la présence de tanins. La couleur vire au bleu noir en
présence de tanins galliques et au brun verdatre en présence de tanins catéchiques (Trease et
al, 1987).

¢+ Test des anthraquinones

Ajouter 10ml de I’extrait abml de NH4OH al0%aprés agitation. L’apparition d'un

anneau rouge indique la présence des anthraquinones (Oloyede, 2005).
¢+ Test des anthocyanes

Ajouter 15 ml d’acide sulfurique (H2SO4) a Sml de I’extrait dans un tube (milieu
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acide). Apres agitation, ajouter au mélange 5ml NH40OH a 10% (milieu basique). Une
coloration rouge en milieu acide et bleue violacée en milieu basique témoigne la présence des

anthocyanes (Oloyede, 2005).
% Test quinones libres

1g de matériel végétal finement broyé est placé dans un tube avec 15 & 30ml d’éther de
pétrole, aprés agitation et un repos de 24h, I’extrait est filtré et concentré au rota vapeur. On
ajoute quelques gouttes de NaOH 1 /10, la couleur jaune vire, rouge ou violet prouve la

présence des quinones libres.
¢+ Test des stéroides

Dans un bécher, on introduit 5 ml d’anhydride acétique a 5 ml de I’extrait, qui sont
reprit dans un tube a essai dans lequel sont ajoutés 0,5 ml de H2SO4 concentré. L’apparition

d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique une réaction positive

(Harborne, 1998).

I.4. Extraction et dosage des polyphénols totaux :

1.4.1 Extraction des polyphénols totaux

Extraction des polyphénols totaux Nous avons procédé a I’extraction des polyphénols
totaux en utilisant la méthode de macération par solvant décrite par Chan et al. (2009) avec de

Iégeres modifications.
1.4.1.1. Préparation de I'extrait méthanolique

10g du matériel végétal broyé est macéré dans une solution méthanol/eau (70 : 30, v/v)
sous agitation mécanique pendant 2 a 3 jours a une température ambiante. Apres macération
et filtration le filtrat obtenu est soumis a une évaporation par rota-vapeur jusqu'a I'obtention
d'un extrait brut qui est conservé dans des boites de pétrie en verre fermées hermeétiquement et
stockées a l'abri de la lumiére jusqu'a I'utilisation.
1.4.1.2 Préparations de I'extrait aqueux :

10g du matériel végétal broyé est macéré dans 100ml d’eau distillée sous agitation
mécanique pendant 5h a une température ambiante. Apres maceération et filtration le filtrat
obtenu est évaporeé dans une étuve a une température 40°C pour éliminer 1’cau. L’extrait brut

est conservé dans des boites de pétrie en verre fermés hermétiquement et stocké a I'abri de la

lumiére jusqu'a I’utilisation (Figure20).

31



Chapitre | Materiels et méthodes

4) agitation mécanique o 3) mélanges

5) Filtration

6°) évaporation par rotavapeur

77) mélange aprés évaporation 8) stockage 7) mélange aprés évaporation

Figure 20 : Etapes de la macération méthanolique et aqueuse
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1.4.1.3 Rendement de I'extrait brut

Le rendement de I’extrait brut est défini comme étant le rapport entre la masse de
I’extrait sec obtenue et la masse du matériel végétal traité (Harborne, 1998). Ce rendement

est calculé via 1’équation :

R% = (Me / Mv) x 100

R (%) : Rendement en %.

Me : Masse de I’extrait aprés évaporation du solvant (g).

Mv : Masse de la maticre végétale utilisée pour 1’extraction(g)

1.4.2. Dosage des polypheénols totaux par colorimétrie (méthode de Folin Ciocalteu)

Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotométrie, selon la
méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu Ce dosage est basé sur la

quantification de la concentration totale de groupements hydroxyles présents dans 1’extrait.
% Principe

Les composés phénoliques réagissent avec le réactif de Folin-Ciocalteu, ce dernier est
compos¢ d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo012040) qui se réduit, lors de 1’oxydation des polyphénols, en
oxyde bleu de tungsténe (W8023) et de molybdéne (M08023) qui absorbe fortement a une
longueur d'onde de 760 nm (Ribéreau, 1968). La coloration produite, dont I'absorption
maximum 760 nm est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits
vegetaux (Boizot et Charpentier, 2006). Le phénol standard utilisé dans cette méthode est

I'acide gallique.
Protocole de dosage :

Le test de dosage des polyphénols totaux a été réalisé au sein des laboratoires
pédagogiques de I’université de Abdelhafid BOUSSOUF, Mila.

Une quantité de 200 ul de I'extrait a différentes concentrations est melangé a 1 ml de
réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois) (1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu et 9 ml d’eau

distillée). Apres une incubation de 4minutes, on ajoute 800 pl de carbonates de sodium

(NaCOg3) (7,5%), le mélange est encore incubé pendant 2h a une température ambiante a l'abri
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de la lumicre.la lecture est effectuée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre (UV) a

760 nm(figure 21) (Figure22).

Figure 21 : matériel prépare pour le dosage des polyphénols totaux(cliché personnel)

[ 200 pl d’extrait végétal ]

=

{ 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) }

dilué 10 fois

Aprés 4minutes
800ul de carbonate de sodium (7,5%)

S

{ Incubation pendant 2 heures a une J

température ambiante et a I’obscurité

2

[ Lecture a 765nm ]

Figure 22 : Protocole de dosage des polyphénols totaux. (Li et al.2007)
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La courbe d’étalonnage linéaire (y= ax) est effectuée par I’acide gallique ; A partir d'une
solution mére aqueuse préparée de l'acide gallique de concentration massique 0.75¢/1, des
solutions filles sont ainsi préparées a différentes concentrations. Les résultats sont exprimés

en mg équivalent acide gallique par 1g du poids sec de la plante en poudre.

Le traitement et 1’interprétation de la teneur des polyphénols ont été traités par le tableur

EXCEL20109.

L.5. Activité anti coagulante

L’activité anticoagulante des extraits de la plante étudiée et de leurs principaux
constituants a été réalisée au sein du laboratoire d’analyses médicales : Dr. Mirouh.H a

Ferdjioua.

Cette activité a été évaluée in vitro vis-a-vis des deux voies de la coagulation (la voie
endogene et la voie exogéne) sur un pool des plasmas normaux déplaquettés et a I’aide des
deux tests chronométrique globaux, le test de temps de céphalin-kaolin (TCK) et le test de
temps de Quick (TQ).

1.5.1. Préparation du pool plasmatique

Le pool plasmatique déplaquetté est un mélange de plasma déplaquetté del10 volontaires

seins adultes non traités, dont les TQ et TCK sont normaux.

Le sang de chaque volontaire est prélevé par ponction veineuse dans un tube en
plastique sur une solution anticoagulante de citrate de sodium a 3,2% et a raison de 1 volume
pour 9 volumes du sang. Le sang est ensuite centrifugé pendant 10 minutes a 3000 rpm pour
obtenir un plasma pauvre en plaquettes. Le mélange de ces plasmas (plasma standard) est

conservé a basse température (-10C°) jusqu’a son utilisation (figure23).
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:

Figure 23 : Etapes de préparation d’un pool de plasma (cliché personnel).

1.5.2. Activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogene
Principe

L’évaluation de ’activité anticoagulante des extraits vis-a-vis la voie endogene de la
coagulation a été réalisée en utilisant le temps de céphaline-kaolin ou le temps de
thromboplastine partielle activé, un test qui permet d’explorer I’activité des facteurs II, V,
VI, IX, X, Xl et XII de la voie endogene et la voie commune de la coagulation (Rizzo et al,
2008).

Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37 C° d’un plasma pauvre en
plaquettes (PPP) et citrate mis en présence de phospholipides (la céphaline) substitut du
facteur 3 plaquettaire (F3P) d’un activateur du systéme contact (Prékalikriéne, Kininogéne de
haut poids moléculaire et le facteur XII) qui est généralement le Kaolin et de calcium comme

un facteur déclenchant (Caquet, 2004).
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Mode opératoire

L’activité des extraits et de certains de leurs composés est établie sur 100 pl de ce
plasma qui est mélangé avec différents volumes de ces solutions (10, 20, 30 pl) préparées a
une concentration donnée. Apres 15 min. d’incubation a 37°C, 100 ul de céphaline-kaolin est

additionné au mélange qui est ré-incubé durant exactement 3 min sous agitation a 37°C.

Le temps de coagulation est alors déterminé a 1’aide d’un coagulométre par ajout de 100

ul de chlorure de calcium (0,025M) préchauffé (Wang et al, 2010). (Figure25)

Figure 24 : matériel préparé pour 1’évaluation de TCK(cliché personnel).
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Plasma

Analysé Témoin

Incubation & 37 C°

15mi 2min

100 pl de plasma + (10, 100 pl de plasma
20,30 pl) d’extrait

100 pl céphaline-kaolin

Réincubé 3 min

100 pl de chlorure de  préchauffé

TCK déterminé

Figure 25 : Etapes de la voie endogene (Wang et al, 2010).
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1.5.3. Activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogéne (TQ)
Principe

L’activité anticoagulante des échantillons et de leurs constituants vis-a-vis la voie
exogeéne de la coagulation a été déterminée en utilisant un test de coagulation appelé le temps
de Quick ou le taux de prothrombine (TP) est le test qui explore les facteurs 1, V, VIl et X de

la voie extrinséque et la voie commune de la coagulation (Rizzoet al, 2008).

La technique originale a été décrite par Quick en 1935. Ce test consiste a mesurer le
temps de coagulation a 37C° d’un plasma pauvre en plaquettes en présence d’un mélange de
facteurs tissulaires et des phospholipides (la thromboplastine) et de calcium. Les facteurs de la
voie exogeéne donc sont activés et le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot est

mesuré (Athukorala et al, 2007).
Mode opératoire

L’effet des extraits sur la voie exogene de la coagulation a été évalué selon le protocole
décrit par Wang et ses collaborateurs (2010), Les facteurs de la voie exogene sont donc

activés et le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot est mesuré.

100 pl de plasma pauvre en plaquettes préchauffé durant 2 min a 37C° est mélangé avec
différents volumes des extraits et de certains de leurs composés (10, 20, 30 pl), préparées a
une concentration donnée. Aprés 15 min. d’incubation a 37°C, 200 pl de thromboplastine
calcique (préchauffée au moins 15 minutes a 37°C) est additionné au mélange et le temps de

la coagulation est alors enregistré a I’aide d’un coagulométre (Wang et al, 2010) (Figure 27).
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Plasma

Analysé Témoin

Incubation & 37C°

15mi 2min

100pl de plasma + (10,
20,30ul) d’extrait 100yl de plasma

200 pl thromboplastine préincubé a 37°
(15 minutes)

TP(TQ) déterminé

Figure 27 : Etapes de la voie endogéne (Wang et al, 2010)..
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1.6. Activité antibactérienne

Dans notre travail, I'étude de I'activité antibactérienne de d’extrait des deux especes in
vitro vis a vis des différentes souches bactériennes Escherichia coli, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, a été réalisée par la méthode de

I’aromatogramme.
1.6.1. Matériel du test de ’activité antibactérienne :
1.6.1.1. Souches bactériennes

Les souches bactériennes sur lesquelles nous avons testé l'activité des 1’extrait (Tableau
2), sont des lots de 'ATCC (American Type Culture Collection), ontété choisies pour leur
haute pathogénicité et leur multi résistance. Ce sont des espéces Gram négatif /ou Gram
positif, pathogénes et responsables d’infections graves chez 1’homme et dontla plupart sont
résistantes aux antibiotiques. Elles sont activées a 37 °C pendant 24 heures par repiquage sur
milieu gélosé Muller-Hinton (MH). Ces souches bactériennes appartiennent a lacollection du
laboratoire de microbiologie de I’hopital CHU de Constantine.

Tableau 2 : souches bactériennes :

Genre et espéece N° ATCC Gram Famille
sataphylococuse aureus 25923 + Staphylococcacées
Bacillus cereus 11778 + Bacillus
Pseudomonad saeruginosa 27853 - Pseudomonadacees
Escherichia.coli 25922 - Enterobacteriacées

1.6.1.2. Milieux de culture

Les milieux de culture servent de support pour la croissance de micro-organismes
Muller-Hinton (MH) : 38g de poudre a 1000 ml d'eau distille.

1.6.1.3. Préparation des extraits

100mg d’extrait & 1ml solution méthanol/eau (7 : 3, v/v).
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Méthode de diffusion par disque (I'aromatogramme)

Cette méthode permet d’évaluer I’activité antibactérienne d’extrait. Elle consiste a
déposer un disque stérilis¢, imbibé d’extrait étudié, sur un tapis bactérien au début c sa
croissance et de mesurer la zone ou les bactéries n’ont pas pu se développer. Le diameétre
d’inhibition, qui traduit I’activité antibactérienne de I’extrait, est ainsi déterminé (Hayes et
Markovic, 2002).

1.6.1.4. Préparation de I'inoculum

L'inoculum a été préparé a partir de culture des souches bactériennes dans le bouillon
nutritif aprés incubation pendant 24 heures a 37°C dans 1’étuve, quelques millilitres de cette
culture sont ajoutés dans 5 a 10 ml d'eau physiologique stérile, et agité au vortex pendant
quelques secondes. L’opacité de la suspension doit étre équivalente a 0.5 Mc Ferland, pour
cela la concentration bactérienne des différentes solutions ou inoculum 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. L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit le milieu de culture
s’il est trop faible, ou bien de 1’eau physiologique stérilisée s’il est trop fort. Il est a signaler
d’une part, que la suspension ajustée devra contenir 108 UFC /ml (units forming colony /ml)
et d’autre part, que I’inoculum ainsi préparé ne doit pas étre utilisé au-dela de 15 minutes,
faute de quoi, la concentration et donc I’opacité risque d’augmenter a cause de la croissance

bactérienne.
1.6.1.5. Ensemencement

Cet inoculum sert a ensemencer des géloses de Mueller Hinton coulées dans des boitesa
Pétri. L’ensemencement est effectué par écouvillonnage, a partir de 1’inoculum
fraichement préparé. Il consiste a tremper un écouvillon de coton stérilisé dans la suspension
puis le frotter, apreés 1’avoir essoré a I’intérieur du tube, a trois reprises sur la totalité de la
surface gelosée de facon a former des stries serrées, en tournant la boite a environ 60° apres
chaque application pour obtenir une distribution égale de 1’inoculum. Pour chaque souche
testée, 10 boites de petri, sont écouvillonnées par le méme écouvillon a la condition

d’étre recharger pour chacune d’elles.
1.6.1.6. Préparation des disques d'aromatogramme

Les disques sont fabriqués a partir de papier Wattman n°3 avec un diamétre de 6 mm.
Ensuite ils sont mis dans un tube a essai (ou plus si nécessaire), et stérilisés a l'autoclave. Les

disques sont déposés délicatement sur la surface de la gélose MH inoculée a 1’aide
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d’une pince stérilisée au bec bunsen. Puis a 1’aide de micropipette, un disque est imprégné
par les extrait bruts des deux espéces de Terminalia, un autre disque est imprégné par les
extrait diluée dans du DMSO (dimethylsulfoxide) a 1/2, (v/v), et un dernier disque témoin
imprégné par DMSO (témoins positifs appropriés préts a I’emploi ont été utilisés pour la
comparaison avec les résultats des extraits testes). Le test est répété deux fois pour avoir des
résultats fiables. Finalement, les boites de pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C

dans 1’étuve.
1.6.1.7. Lecture

La lecture des résultats se fait par la mesure de la zone d'inhibition (a I'aide d'une régle a
I'extérieure de la boite) qui est représentée par une auréole formée autour de disque ou aucune

croissance n'est observée (Najjaa et al., 2007) (Tableau 03).

Tableau 3 : Evaluation de I’effet antibactérien selon le diamétre d’inhibition.

Observation Signe Diameter d’inhibition
Non sensible ) >8 mm
Sensible (+) 8 a 14mm
Tres sensible (++) 15a20mm
Extrémement sensible (+++) <20mm
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Chapitre 11

11.1. Résultats

11.1.1. Screening phytochimique

Les tests de caractérisation phytochimique, réalises sur les différents extraits contenant

des substances naturelles, ont donné les résultats présentés dans le tableau et les figures ci-

dessous.

Résultats et discussion

Tableau 4 : résultats de screening phytochimique

T Terminalia bellirica | Terminalia chebula
Résultats
Polyphénols ++ ++
Saponosides - -
Flavonoides ++ ++
Coumarines + +
Glycosides +++ 4+
Alcaloides + +
Tanins + +
Anthra-quinones ++ ++
Anthocyanes - -
Quinones libres + +

Stéroides

(+++) Test fortement positive, (++) test positive moyenne, (+) test positive, (-) test négatif
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Selon les résultats du screening phytochimique effectue dans les extraits de (TB, TN) :

On remarque que TB et TN présente une teneur relativement élevée en polyphénols est

confirmée par I’apparition d’une couleur bleu noiratre (figure 28).

Figure 28 : Test des polyphénols (cliché personnel)

TB et TN ne continent pas des saponosides ; ces résultats sont confirmés par I’absence

d’une mousse aprés agitation des tubes a essai(figure29).

Figure 29 : Test des saponosides (cliché personnel)
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Pour le test des flavonoides 1’apparition de la couleur jaune dans les extraits de TB et
TN confirme leur richesse en flavonoides (figure 30)

Figure 30 : Test des flavonoides (cliché personnel).

La présence des coumarines dans les extraits de TB et TN est confirmée par I’apparition

d’une précipitation rouge brune(figure31).

Figure 31 : Test des coumarines (cliché personnel).
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Les glycosides sont présents avec une intensité importante dans les extraits de TB et
TN, cela est confirmée par I’apparition d’une précipitation rouge brique sous forme de

granulés(figure32).

Figure 32 : Test glycosides (cliché personnel).

La présence d’un précipité blanc apres avoir traité les deux extraits avec le réactif de

Wagner confirme que nos espéces contiennent des alcaloides(figure33).

Figure 33 : Test alcaloides (cliché personnel).



Chapitre 11 Resultats et discussion

Aprés le traitement des extraits par FeCL3, I’apparition d’une intensité de couleur bleu
vert dans I’extrait TC et de couleur bleu noir dans I’extrait TB prouve la présence des

tanins(figure34).

Figure 34 : Test des tanins (cliché personnel).

Les Anthra-quinones sont présents avec une teneur relativement élevée dans les deux

extraits, I’apparition d’un anneau rouge confirme leur présence (figure35).

e |

Figure 35 : Test des anthra-quinons (cliché personnel).
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L’absence d’une couleur bleu violacé dans les deux extraits démontre que nos especes

ne contiennent pas des anthocyanes(figure36).

Figure 36 : Test des anthocyanes (cliché personnel).

Pour le test des quinones libres ’apparition de la couleur jaune dans les extraits de TB
et TC confirme leur richesse en quinones libre(figure37).

Figure 37 : Test des quinones libre (cliché personnel).
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Les stéroides secs sont absents dans les extraits secs les résultats sont confirmés par
L’absence d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert. (Figure38)

Figure 38 : Test des stéroides (cliché personnel).

11.2. Interpreétation des Résultats

L’analyse colorimétrique a révélé une forte teneur en composés phénoliques (tel que les
poly phénols et les flavonoides) ; en composés aromatiques (tel que les anthra-quinone et les
quinones libres) et les alcaloides ; une teneur plus importante en glycosides ; par conséquent,
les teneurs en coumarine et en tanin sont faibles dans les fruits de ces deux espéces avec une
petite différence dans la teneur des flavonoides qui est un peu moins chez Terminalia bellirica

gue Terminalia chebula.
Quant aux saponosides, les anthocyanes, et les stéroides on a marqué une absence totale.

Ces résultats sont similaires avec les résultats de (Poonkothai et al, 2014) chez

Terminalia bellirica et (R.rathinamoorthy et al, 2014) chez Terminalia chebula.
11.2.1. Rendement en extrait brut

On a mesuré par la méthode de macération des extraits bruts des fruits de Terminalia
bellirica L et Terminalia chebula L, qui ont été préparé dans des solvants tres polaires le
premier méthanolique (Méthanol 70 — Eau30) et le deuxiéme aqueux (eau distillée). Le
rendement de ces extraits a été déterminé par rapport au matériel végetal. Les résultats

obtenus sont représentés dans la (figure39)
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Rendement %

90.00% -
80.00% -
70.00% -
60.00% -
50.00% -

40.00% - B méthamolique
30.00% A H aqueux

20.00% -
10.00% -
0.00%

terminalia Terminalia
bellirica chebula
B méthamolique 80.30% 78.40%

W agqueux 70.50% 64.90%

Figure 39 : Rendement % en extraits bruts

Interprétation des Résultats

Au vu des résultats rapportés dans la (figure39), on a marqué un écart entre le
rendement des extraits méthanolique de TB et TC. Ces Rendements sont estimés de 80.3% et
78.4% respectivement. Alors que le Rendement des extraits aqueux de TB et TC s’est revélé
relativement moins faibles que ceux des extraits méthanolique, ils sont estimés de 78.4% et

64.9% respectivement.

Ce pourcentage se differe d'une plante a l'autre, ainsi que plusieurs études ont montré
que des facteurs de sol, y compris les substances nutritives et le niveau de l'acidité, la diversité

du genre peuvent affectés le rendement (Nahak et sahu, 2011).
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11.2.2. Dosage des polyphénols totaux

La détermination de la teneur en phénols totaux dans les deux extraits méthanolique et
aqueux des deux especes étudiées est estimee par la méthode de Folin-Ciocalteu. Les résultats
obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de la matieére végétale
séche (mg GAE/g), en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage

tracée de 1’acide gallique.

La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique est représentée dans la figure40.

1.6

1.4 y =1,491x + 0,0166
R2=0,9934

=
N

[EnN

Absorbance (765nm)

I
~

0.2

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Concentration de | acide gallique (mg /ml)

Figure 40 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Les polyphénols sont les composés essentiels de toutes les plantes en raison de leurs
fonctions importantes et de leurs multiples propriétés. La teneur en polyphénols totaux.
(Figure 41).
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Teneur en polyphénols totaux
0.6
0.5
04
0.3
H moyenne
0.2 M ecartype

0.1
0

terminalia TB(A) terminalia TC(A)

bellirica chebula
moyenne 0.554 0.471 0.53 0.443
ecartype 0.00351 0.004 0.002 0.005

Figure 41 : Teneur en polyphénols totaux de TB et TC.
Interprétation des résultats

Les résultats de la teneur en polyphénols totaux présentés dans la (Figure
41) précédente nous permettent d’obtenir une valeur moyenne de 0.554 et de 0.471 dans la
dilution 1/4 de I’extrait méthanolique et aqueux respectivement chez ’espéce Terminalia
bellirica, ce qui exprime une teneur en polyphénols totaux égale a ( 2.26 +0.00351 mg
EAQ/g) et (1.88 £0.004 mg EAQ/q) ,

Pour Terminalia chebula nous avons obtenus une valeur moyenne de 0.53 et de 0.443

dans la dilution 1 /4 de I’extrait méthanolique et aqueux successivement, ce qui exprime une

teneur en polyphénols totaux égale a (2.12 £0.002 mg EAQ/q), (1.77 £0.005 mg EAQ/Q).
Discussion des résultats

Les résultats de dosage obtenus chez les deux espéces de Terminalia sont si proches
prouvent que leurs fruits sont trés riches en polyphénol, pour Terminalia bellirica L le dosage
était (2.22 mg EAQ/g) dans I’extrait méthanolique et d’une quantité un peu moins dans
I’extrait aqueux (1.882.22 mg EAQ/g) qui est proche a ceux de (Poonkothai et al, 2014).
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Le dosage de Terminalia chebula est estimé de (2.12 mg EAQ/g) dans I’extrait
méthanolique et d’une quantité un peu moins dans I’extrait aqueux (1.77 mg EAQ/g) qui est
proche a ceux de (Phadke et Kulkarni, 1989).

La teneur en polyphénols totaux n'est pas stable et différe d'une espeéce a I’autre, cette
différence entre les résultats est due a plusieurs raisons tel que I’influence de plusieurs
parametres comme le temps et la méthode d'extraction, les dimensions des particules des
échantillons, la susceptibilité des polyphénols a I'oxydation, cette derniére qui doit étre prise
en considération (Telli et al, 2010). Les facteurs climatiques et environnementaux (Ebrahimi
et al, 2008) et la période de la récolte et de la conservation pourront également influencer la
teneur en polyphénols (Miliauskas et al, 2004).

Ainsi, la méthode d’extraction et de quantification et aussi la sélectivité du réactif ou
solvant (réactif de Folin-Ciocalteu a une grande influence sur la teneur en polyphénols)

utilisés peuvent également influencer la teneur en polyphénols totaux (Lee et a, 2003).

A la lumiére de ces résultats, on conclut que les polyphénols sont les composés
phytochimiques les plus importants dans ces deux espéces étudiées, leur présence est d’une
quantité¢ élevée, et qu’ils sont probablement les responsables des différentes fonctions

physiologiques.
11.2.3. Activité anticoagulante

Le pouvoir anticoagulant des extraits méthanolique et aqueux de Terminalia bellirica L
et Terminalia chebula L a été évalué in vitro vis-a-vis de la voie endogéne et la voie exogéne
de la coagulation a I’aide de deux tests chronométriques, le TCK et le TQ respectivement. Les
résultats obtenus montrent que les deux extraits des deux espéeces étudiées ont un effet
incoagulable avec les deux voies de la coagulation, qui est similaire a celui du témoin positif
enoxaparin sodium (0.8ml) (Lovenox), c-a-d qu’aprés cinq minutes, y’a eu de coagulation,
donc ces extraits (méthanolique et aqueux) montrent un effet anticoagulant trés important

(incoagulable). Ce qui convient avec les résultats obtenus par (Aalikhani et al, 2016).
11.2.4. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits des deux espéces de terminalia (bellirica et
chebula) a été estimée en termes de diamétre de zone d'inhibition autour des disques
contenant les extraits a tester vis-a-vis de quatre souches bactériennes étudiées (Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa). La

détermination de la zone d’inhibition permet une estimation du caractére de sensibilité ou de
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résistance de la souche bactérienne aux extraits aqueux et méthanolique.
11.2.4.1. Résultats de ’activité antibactérienne des antibiotiques et de DMSO

Les diametres des zones d'inhibition des souches utilisées sous l'action des deux
antibiotiques testés et de DMSO. (Tableaux 05)

a- Résultats de ’activité antibactérienne des antibiotiques

Tableau 5 : Diamétres des zones d’inhibitions des deux antibiotiques (témoin positif)

Antibiotique
Gentamicine (CN10) Cotrimoxazol (Sxt25)
Bactérie
Escherichia coli 16 mm 23 mm
Pseudomonas aeruginosa 30 mm 13 mm
Bacillus cereus 23 mm 30 mm

() : Absence de zone d'inhibition

Les résultats obtenus (tableau 05) développent qu'il y a des variabilités dans la réponse
des souches étudiées (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa Bacillus cereus).

Bacillus cereus est une bactérie a Gram (+), elle est trés sensible a 1’antibiotique SXT25
(diamétre de zone d’inhibition de 30 mm), alors qu’elle a montré une sensibilité vis-a-vis la

Gentamicine (diametre de zone d’inhibition de 23 mm).

La bactérie E. coli (Gram -) est sensible a CN10 avec un diamétre de zone d’inhibition

de 16 mm, alors qu’elle est sensible a SXT25 avec un diametre de 23 mm.

Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram (+), elle est sensible aux deux
antibiotiques : CN10 (avec un diamétre de zone d’inhibition de 15 mm) et SXT25 (diamétre

de zone d’inhibition de 20 mm).

Pseudomanas aeruginosa (Gram -) est extrémement sensible vis-a-vis la CN10 avec un
diametre de zone d’inhibition de 30 mm, alors qu’elle a montré une sensibilité a 1’antibiotique

SXT25 d’un diametre de zone d’inhibition de 13 mm.

La sensibilité de la souche Bacillus cereus a montré un meilleur résultat par rapport aux

autres bactéries étudiées avec un diametre de zone d’inhibition de 30mm pour SXT25, et
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23mm pour CN10. Suivi par Pseudomonas (30mm) pour CN10, et 13 mm pourSXT25,
ensuite on a Staphylococcus aureus (20mm) pourSXT25, et (15mm) pour CN10, enfin E. coli

avec un diametre de zone d’inhibition de 23mm pour SXT25, et16 mm pour CN10.
b- Résultats de I’activité antibactérienne des Témoins négatifs DMSO

D’aprés les résultats obtenus il ressort que le DMSO n’a donné aucun effet inhibiteur a

I’encontre des trois souches testées (tableau 06).

Tableau 6 : Résultats de I’activité antibactérienne des Témoins négatifs.

Bactérie
Escherichia | Pseudomonas Staphylococcus
Bacillus cereus
coli aeruginosa Aureus
Négatif

DMSO - - - -

(-): Absence de zone d'inhibition
11.2.4.2. Résultats de ’activité antibactérienne des extraits bruts

Les diamétres des zones d'inhibition des souches utilisées sous l'action des extraits de

TB et TC sont représentés dans les tableaux suivent :
c- Résultats de ’activité antibactérienne des extraits bruts de TB

Les diamétres des zones d'inhibition des souches utilisées sous l'action des extraits de

TB et TC sont représentés dans le tableau 07.

Tableau 7 : Diamétres des zones d'inhibition en (mm) des extraits bruts de TB

Bacteries | Staphylococcus | Escherichia. | Bacillus seudomanas
Diametr Aureus coli cereus aeruginosa
(mm)
TB (aqueux) 10.23+1.61 14.01+3.64 | 14.23+2.15 15.24+0.94
TB (méthanol) 16.26+3.46 16.87+0.89 | 15.37+3.14 15.48+0.70

TB (aqueux)= I’extrait aqueux de Terminalia bellirica

TB (méthanol)= I’extrait méthanolique de Terminalia bellirica
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Interprétation des résultats

A travers les résultats obtenus (tableau 08) et la si dessous (figure44) nous soulignons
une variabilité dans la réponse des souches étudiées (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,) vis-a-vis les extraits bruts (métanolique et

aqueux) de TB.

On remarque que les résultats de 1’extrait méthanolique de TB sont plus éleves que

ceux de I’extrait aqueux.

La sensibilité de la souche Escherichia. coli aux deux extraits testés a montré un
meilleur résultat par rapport aux autres bactéries étudiées avec un diametre de zone
d’inhibition de 16.87mm pour TB (méthanol), et 14.0lmm pour TB (aqueux), suivi par
Staphylococcus aureus (16.26mm) pour TB (méthanol), et 10.23 mm pour TB (aqueux) ,
Ensuite on a Pseudomanas aeruginosa (15.48mm) pour TB (méthanol), et (15.24mm) pour
TB (aqueux) ,enfin Bacillus cereus avec un diamétre de zone d’inhibition de15.37 mm pour
TB (méthanol), et14.23 mm pour TB (aqueux) (Figure42 ).

Figure 42 : Diametres des zones d'inhibition en (mm) des extraits bruts des especes étudiées
(Photo personnelle ; 2022).

a- Résultats de Pactivité antibactérienne des extraits bruts de TC

Les diameétres des zones d'inhibition des souches utilisées sous I'action des extraits de

TC méthanolique et TC aqueux sont représentés dans le tableau 08.
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Tableau 8 : Diamétres des zones d'inhibition en (mm) des extraits bruts de TC

Bactéries | Staphylococcus | Escherichia. | Bacillus Pseudomanas
Diametr Aureus coli Cereus aeruginosa
(mm)
TC (aqueux) 10.31£3.10 12.03+2.36 | 12.86+0.83 12.62+1.47
TC (méthanol) 13.26+2.45 14.86+2.89 | 13.93+0.17 14.53+1.34

TC (aqueux)= I’extrait aqueux de Terminalia chebula
TC (méthanol)= I’extrait méthanolique de Terminalia chebula
Interprétation des résultats

D’aprés les résultats obtenus (tableau 09) et la (figure 43) nous soulignons une
variabilité dans la sensibilité des souches étudiées (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,) vis-a-vis les extraits bruts (méthanolique et

aqueux) de TC.

On remarque que les résultats de I’extrait méthanolique de TC sont plus élevés que ceux

de I’extrait aqueux.

La sensibilite de la souche Escherichia. Coli aux deux extraits testés a montré un
meilleur résultat par rapport aux autres bactéries étudiées avec un diametre de zone
d’inhibition de 14.86mm pour TC (méthanol), et 12.03mm pour TC (aqueux), Suivi par
Pseudomanas aeruginosa (14.53mm) pour TC (méthanol), et 12.62 mm pour TC (aqueux),
Ensuite on a Bacillus cereus un diamétre de (13.93mm) pour TC (méthanol), et de (12.86mm)

pour TC(aqueux) ,enfin Staphylococcus aureus avec un diametre de zone d’inhibition de

13.26 mm pour TC (méthanol), et de 10.31 mm pour TC (aqueux).
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Figure 43 : Diamétres des zones d'inhibition en (mm) 1’extraits brute des especes étudiées

(cliché personnel).

11.2.4.3. Résultats de I’activité antibactérienne des extraits dilués des deux espéces
étudiées

Les diameétres des zones d'inhibition des souches utilisées sous l'action des extraits
diluées de TB et TC sont représentés dans les tableaux suivants :

1- Résultats de ’activité antibactérienne des extraits dilués de TB

Tableau 10: Diameétres des zones d'inhibition en (mm) des extraits dilués de TB

Bactéries | Staphylococcus | Escherichia. Bacillus Pseudomanas
Diamétre aureus coli Cereus Aeruginosa
(mm)
TB (aqueux) 17.40+2.3 18.30+5.16 17.61+2.14 18.90+1.79
TB (méthanol) | 18.87+2.34 21.26+2.86 20.22+1.6 21.36+0.5

TB (agueux)= I’extrait aqueux de Terminalia bellirica

TB (méthanol)= I’extrait méthanolique de Terminalia bellirica
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Interprétation des resultats

D’aprés les résultats obtenus (tableau 10) nous soulignons une variabilité dans la
sensibilité  des souches étudiées (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa,) vis-a-vis les extraits dilués ¥ (méthanolique et aqueux) de TB.

On remarque que les résultats de 1’extrait méthanolique de TC sont plus élevés que

ceux de I’extrait aqueux.

La sensibilité de la souche Pseudomanas aeruginosa aux deux extraits testés a montré
un meilleur résultat par rapport aux autres bactéries étudiées avec un diametre de zone
d’inhibition de 21.36mm pour TB (méthanol), et 18.90mm pour TB (aqueux), suivi par
Escherichia. Coli (21.26mm) pour TB (méthanol), et de 18.30 mm pour TB (agueux),
Ensuite on a Bacillus cereus (20.22mm) pour TB (méthanol), et (17.61mm) pour TB
(aqueux), et en derniere position Staphylococcus aureus avec un diametre de zone

d’inhibition de18.87mm pour TB (méthanol), et de 17.40 mm pour TB (aqueux).
2- Reésultats de ’activité antibactérienne des extraits dilués de TC

Tableau 9 : Diametres des zones d'inhibition en (mm) des extraits dilués de TC

Bacteries
Staphylo Escherichia. Bacillus Pseudomanas
cocus

Diametres coli cereus Aeruginosa

aureus
(mm)

TC (aqueux) 14.68+1.11 17.41+0.14 | 16.75+2.53 18.37+1.95

TC (méthanol) | 17.73+0.17 19.98+0.94 | 18.74+1.35 22.92+1.09

TC (agueux)= I’extrait aqueux de Terminalia chebula L.

TC (methanol)= I’extrait méthanolique de Terminalia chebula L.
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Interprétation des resultats

Les résultats obtenus (tableau 09) expriment une variabilité dans la réponse des souches
étudiées (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa,) vis-a-vis les extraits dilués Y2 (méthanolique et aqueux) de TC.

On remarque que ces résultats sont plus élevés dans ’extrait méthanolique de TC que dans

I’extrait aqueux.

La sensibilité de la souche Pseudomanas aeruginosa aux deux extraits testés a montré
un meilleur résultat par rapport aux autres bactéries étudiées avec un diametre de zone
d’inhibition de 22.92mm pour TC (méthanol), et 18.37mm pour TC (aqueux), suivi par
Escherichia. Coli (19.98mm) pour TC (méthanol), et 17.41 mm pour TC (aqueux) , Ensuite
on a Bacillus cereus (18.74mm) pour TC(méthanol), et (16.75mm) pour TC(aqueux) ,enfin
Staphylococcus aureus avec un diamétre de zone d’inhibition del7.73mm pour
TC(méthanol), et de 14.68 mm pour TC(aqueux).

Discussion

D'aprés ces études on a signalé que les bactéries a Gram- et a Gram+ sont plus sensibles
aux extraits méthanolique qu’aux extraits aqueux mais la sensibilité des bactéries a Gram+ est

inférieur a celle de Gram-.

L’activité antibactérienne élevée des extraits méthanolique peut étre expliquée par la
nature des composants actifs présents (alcaloides, flavonoides, huiles essentielles, tarpénoides,
tanins, etc.) et qui peut étre améliorée en présence de méthanol, ou par la forte capacitée
d’extraction du méthanol qui peut avoir donné un plus grand nombre de constituants actifs
responsables de 1’activité antibactérienne (Ghosh et coll., 2008) Nos résultats sont en accord

avec ces conclusions.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que I’extrait brut des deux espéces
testées donne un pouvoir antibactérien a I’encontre des quatre souches étudiées avec une
intensité plus faible et cela revient a la réduction de I’absorbance de 1’extrait brut (onctueux)

par le disque (papier wattman 4).

Il ressort également que les dilutions des deux especes montrent une action contre les
souches étudiées, ce qui explique la présence d’un pouvoir antibactérien contre les bactéries a
Gram- et Gram+ dans les extraits de Terminalia bellirica et Terminalia chebula et d’une

réponse si proche chez les deux especes. Ceci a été soutenu par une étude antérieure sur un
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extrait ~méthanolique et aqueux contre les bactéries (R.rathinamoorthy et
al,2014 ;Poonkothai et al , 2014). Et que les bactéries P. aeruginosa et E. coli sont les plus
sensibles contre les deux extraits (Gupta et al. 2002) et a signalé qu’un acte de méthanol de

fruits de T.bellerica ont montré des zones d’inhibition les plus élevées contre P.aeruginosa et

E.coli.
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Conclusion et perspectives :

A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales. La phytothérapie est I’art de se soigner par les plantes.
Actuellement, de nombreux médicaments tirent leurs origines des plantes médicinales. Cette
forme de médecine ne s’oppose pas aux autres thérapies, elle augmente 1’efficacité d’un

traitement ou atténue ses effets secondaires (Larousse, 2001).

La recherche des molécules bioactives dans les extraits de plantes va mener a leur

utilisation comme alternative des molécules de synthese.

Dans le cadre de ce travail, on a entamé a une étude comparative des activités
biologiques de deux espéces de la plante Terminalia (Chebula et Bellirica) issues de I’ASIE
(INDE), dans ce cadre, Le présent travail a pour objectif de 1°‘étude phytochimique (screening
phytochimique) et 1‘évaluation de I‘activité antibactérienne ainsi que 1’activité anticoagulante

des especes de ce genre.

Les résultats des analyses qualitatives phytochimiques des extraits ont révelé la
présence de nombreuses familles chimiques représentées par les flavonoides, les coumarines,
les glucosides, les Anthraquinones, les quinones libres et a fait ressortir une existence de

composés phénoliques et de tanins comme constituants majeurs.

Les résultats de rendement en résidus sec des fruits montrent que le rendement de
I’extrait méthanolique est plus élevé que celui de I’extrait aqueux, donc le rendement est

variable selon le solvant et les procédures d’extraction.

L’évaluation quantitative des polyphénols totaux (dosage de polyphénols totaux) par la
méthode de Folin-Ciocalteu a révélé la présence d’importantes quantités de polyphénols dans
les extraits de fruits des deux plantes étudiees. Ce qui nous a permis de conclure que Chebula
et Bellirica du genre Terminalia sont une source importante de polyphénols.

L’évaluation de I’effet antibactérien montre que les quatre bactéries utilisées sont
sensibles aux antibiotiques utilisés. Nos extraits étaient actifs contre les isolats bactériens
testés cela indique un large spectre d’activité. Cette observation est trés importante en raison
de la possibilité de développer des substances thérapeutiques qui seront actives contre les

organismes multirésistants.

Nous avons enregistré également un effet incoagulable in vitro. Nos extraits exercent

une activité anticoagulante tres importante vis-a-vis des deux voies de coagulation qui est
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similaire a celui du témoin positif enoxaparin sodium (0.8ml) (Lovenox), donc ces extraits
(méthanolique et aqueux) montrent un effet anticoagulant trés important Pour cela il est

conseillé d’utiliser la plante dans les traitements des maladies veineuses thromboemboliques.

Néanmoins, il y a certains problémes apparemment associés a 1’utilisation non contrdlée
de produits "naturels" et de médicaments a base de plantes traditionnelles. Il doit étre
mentionné ici que les effets secondaires les plus graves proviennent de la surutilisation ou de

I’abus de ces médicaments.

Il est a signaler toujours que cette étude est nouvellement réalisée, elle peut étre
considérée comme étant la premiére de son genre, nos extraits phénoliques sont riches en
composés actifs et une exploitation de ces propriétés thérapeutique s’impose sur une

recherche approfondie de ces principes actifs, a cet effet, il est souhaité de :
» Compléter I’étude in vitro pour 1’évaluation de I’activité anti diabétique et anti oxydant.

» L’étude in vivo pour I’évaluation de I’activité anti inflammatoire cytotoxicité et

déterminé la dose toxique.

> Evaluer l‘activité antibactérienne des extraits phénoliques des fruits des espéces

étudiées vis-a-vis d’autres souches est également évaluer I’activité antifongique.

» Cependant des études mécanistes et cliniques sont encore nécessaires pour combler les
lacunes existantes dans nos connaissances afin de comprendre 1’action thérapeutique de
cette plante médicinale et de ces deux espéces (Terminalia bellirica et Terminalia

chebula).
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Annexe 01: Matériel du laboratoire

1- Appareillages

Spectrophotométre Plaque chauffante ‘ Vortex
agitatrice

4]

Bain marie Balance de précision Etuve
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Rota vapeur

Agitateur mécanique

Plaque chauffante

2- Local de travail

Annexe 02:

1- Verreries

Laboratoire de
l'université de Mila

Pipettes, Micro pipette, Boites de pétries en verre et en plastique, Tubes a visse, Flacons (250
ml), Erlenmeyer, Bécher, Spatule, Pipettes  pasteure,

,Spectrophotomeétre, Les bandelettes,

papier aluminium, parafilme.

2- Les produits chimiques

Entonnoir, Balance, Agitateur

réactives Papier filtre, Fioles, barreau magnétique,

Méthanol ; Ethanol ; Ether de pétrole ; Acide gallique ; Folin Ciocalteu ; lodure de potassium
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; Iode ; Acide chlorhydrique (HCL) ; Hydroxyde d’ammonium ; Ether di- éthylique ; Alcool
chlorhydrique ; Copeaux de magnésium ; Chlorure ferrique (FeClI3) ; liqueur de Fehling ;
KOH ; NAOH ; NH40H ; H2SO4 ; NH40H ; Anhydride acétique ; Chloroforme ; Carbonate

de sodium ; Chlorure de calcium.
1. Réactifs utilisés :
Réactif de Wagner

lodure de potassium —»  2g

lode » 1.,27¢

Eau distillée » 100 mi

e Reéactif de Mayer

Chlorure de mercure » 1,360
lodure de potassium 59
Eau distillée 100 ml

e HCL (10%)

10 ml (HCL) —— 90 ml d’cau distille

. KOH (10%)

10 g —— 100 ml d’eau distille



