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Résumé

De nos jours, le retour a la nature est I’option choisie pour tout le monde a cause des
effets indésirables des produits chimiques, pour cela nous avons choisi deux sortes de plantes
a grand usages dans la médecine traditionnelle : Grenade (Punica granatum L.) et Germendrie
tomenteuse ( Teucrium polium L.) qui appartiennent respectivement aux familles de Lytraceae
et Lamiaceae .

L’objectif de ce travail est de réaliser une étude comparative entre ces deux plantes a
travers un criblage biochimique de I’extrait éthanolique des deux plantes, et le dosage des
polyphénols totaux des deux extraits (méthanolique et aqueux) selon la méthode de Folin
ciocalteau. Cette étude concerne également I’évaluation de deux activités biologiques

(anticoagulante et antibactérienne).

Les résultats obtenus ont montré I’existence de différentes familles de composés

chimiques du métabolisme secondaire chez les deux espéces étudiées.

Aprés macération méthanolique et aqueux, et évaporation des extraits de Punica
granatum L.et Teucrium polium L .Nous avons obtenu un rendement en extraits
méthanoliques sec estimé par 21,3 % et de 5,80 % respectivement, quant a 1’extrait aqueux,
il a donné un rendement estimé par 15 ,5% et de 4,90 % respectivement.

L’évaluation de I’activité anticoagulante des deux extraits (méthanoliques et aqueux) in
vitro a été effectué en utilisant le test de Quik (TQ) et test de TCK. Le temps de coagulation
obtenu du plasma naturel nous a montré que la grenade (Punica granatum L.) n’a aucun effet
anticoagulant, par contre les résultats des extraits de la germendrie tomenteuse (Teucrium
polium L.) ont été positifs.

L’¢tude de I’activité antibactérienne des extraits méthanoliques et aqueux a différentes
concentration a travers le processus de diffusion par le disque, montre que les résultats
obtenus donnent un effet négatif chez Teucrium polium L. sur tous les types de bactéries
étudiés (Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa, Bacillus Cereus ) , tandis que les extraits
des écorces de grenade (Punica granatum L .) ont montré un effet négatif avec les deux
sortes de bactéries (Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa) et un effet positif avec
(Bacillus Cereus), ou les écorces de grenade donnaient une zone d’inhibition avec un
diamétre de 11,5 mm avec ’extrait méthanolique et de 11mm avec ’extrait aqueux , ces
résultats sont faible par rapport aux résultats obtenus par les antibiotiques utilisés
(Trimethoprim-sulfamethoxazole SX et GentamicineCN 10),( 23mm , 30mm ) respectivement

Mots clé: Punica granatum L., Teucrium polium L., Polyphénols totaux, Activité
anticoagulante, Activité antibactérienne, Screening phytochimique.



Abstract

Today, returning to nature is an option for everyone due to the undisirable effects of
chemicals. That is why we have chosen two well-known types of medicinal plants commonly
used in traditional medecine . Pomegranate (Punica granatum L.) and mountain germander

(Teucrium polium L.) belong to the family of ( Lythraceae , Lamiaceae) respectively .

This study aims to make a comparaison between these two types of plants by
biochemical essay to identify different chemical groups exists in the ethanolic extract of the
two plants which showed the presence of different species ( types ) of chemical compouned
for secondary metabolism that exist at different levels in each plant followed by extraction of
total polyphenols for the methanolic and aqueous extracts depending on Folin cioclteau

method .

After the process of soaking in both methanol and water and the evaporation process for
each of Punica granatum L. and Teucrium polium L., we obtained 21,30% and 5, 80 % yieled
from methanol respectively whereas aqueous ewtracts fave an estimated yield of 15,5% and

4,90% respectively.

evaluate the anticoagulant activity of both methanolic and aqueous extracts in the
laboratory using TQ and TCK tests. It has shown the clotting time obtained from normal
plasma, that pomegraanate has no clotting activity while mountain germander its results were

positive.

studied the antibacterial activity for both methanol and aqueous extarcts at differents
concentrations by the disc diffusion process where the results indicated the presence of
negative activity in mountain germander on all types of bacteria studied ( Bc, Ps, E coli ) ; as
for the pomegranate peels , there was a negative activity with (Ps, E coli ) and positif activity
with (Bc). . where pomegranate peels has given an inhibition area with a diameter of 11,5mm
in the methanolic extract and 11mm in aqueous extracts. These results are very weak
comparing with results obtained according to the antibiotics (Trimethoprim-

sulfamethoxazole SXT25 , Gentamicine CN 10) (23mm ,30mm) respectively.

Keywords : Pomegranate , Mountain germander , Total polyphenols , Anticoagulant
activity , Antibacterial activity , Biochimicls essay.
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Liste des abréviations

Liste des abréviations
e % : Pourcentage .
e ABS : Absorbance.

e ACE : L'enzyme de conversion de I'angiotensine.

e C: Carbone.

e °C : Degré Celsius.

e Ca: calcium.
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Introduction générale

Depuis plusieurs années, 1’utilisation des plantes médicinales ou des préparations a base
des plantes connait un succes croissant. Ainsi, d’apres les estimations, 80% de la Population
mondiale dépend principalement de la médecine traditionnelle (Ghnimiw, 2015). Et prés de
25% des prescriptions sont & base de plantes (Kada, 2018), tandis qu’environ 60% de
prescriptions en Europe proviennent directement ou indirectement des plantes (Ghnimiw,
2015). Plus de 80% de la population mondiale utilisent les plantes médicinales pour traiter
plusieurs maladies. En effet, les substances naturelles d'origine végétale sont douées de
plusieurs activités biologiques comme l'activité antioxydant, anti-inflammatoire,

anticancéreuse, antimicrobienne... etc. (Kada, 2018).

Le recours aux pratiques traditionnelles a base de plantes médicinales est expliqué par
plusieurs raisons tels que le co(t élevé des produits pharmaceutiques, les habitudes
socioculturelles des populations, la nécessité de disposer d’options thérapeutiques pour les
agents pathogeénes résistants et 1’existence des maladies pour lesquelles il n’y a pas de

traitement efficace (Ghnimiw, 2015).

Dans le contexte de recherche des remédes naturels dotés de certains pouvoirs
préventifs et/ou curatifs présentant le moins d’effets indésirables possibles et dans le but de la
valorisation de la flore Algérienne, nous nous sommes intéressées a 1’étude de deux plantes
médicinales connues, mais méconnues pour ses vertus thérapeutiques. (Alhijna et Bourich,
2017).

L’objectif principal de ce travail est de présenter la description botanique, 1’utilisation
traditionnelle et les propriétés thérapeutiques de ces plantes et également s’insere dans le
cadre de recherche d’une syntheése théorique portant sur 1’évaluation de I’activité biologique
des cultivars sucrés de P. granatum L. et Teucrium polium L . Dans le monde et en Algérie.

Ce document détaillera :

La premiére partie consiste en une revue bibliographique, qui est constitué de trois

chapitres :

e Le premier chapitre consiste en une présentation génerale sur les deux plantes

(Punica granatum L . et Teucrium polium L)

e Le deuxiéme chapitre, donne un apercu sur les plantes médicinales et ses

métabolites secondaires




Introduction générale

e Ensuitele troisieme chapitre qui englobe I’intérét considérable qui existe
actuellement sur les vertus médicinales et nutritionnelles de la grenade et de la

Germandrée tomenteuse

Dans la deuxiéme partie, nous avons envisagé la partie expérimentale qui comporte

deux chapitres :

e Le premier chapitre traite le matériel et les différentes méthodes utilisées pour la

réalisation de ce travail

e Le deuxieéme chapitre a regroupé¢ I’ensemble des résultats obtenus avec leur

discussion

Enfin, ont terminera notre travail par une conclusion générale sur les études réalisées et

perspectives
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I.1. Punica granatum L .
1.1.1. Introduction

Depuis ces derniéres années, une grande attention est accordée aux bienfaits de la
consommation réguliére des fruits et légumes sur la santé humaine. Cette valeur nutritive
réside dans la grande variété de molécules biologiquement actives (fibres, composes

phénoliques, vitamines etc. ...) (Tomas —Barberan and Gill, Spain 2008).

Le grenadier (Punica granatum L.) est I’un des fruits comestibles les plus anciens qui a
été utilisé intensivement dans la médecine populaire de nombreuses cultures (Li et al ., 2006).
Ainsi que ses graines, son écorce et ses fleurs sont utilisés depuis des milliers d’années pour
leurs propriétés médicinales et thérapeutiques dans plusieurs régions ou cet arbuste est

originaire (bassin méditerranéen, moyen orient, sud de I’ Asie) (Afaqg .F et al ., 2005) .

C’est pour ces raisons que la culture de grenadier connait un regain d’intérét dans
plusieurs pays en raison d’une demande assez forte de ces fruits sur le marché (Lansky and
Newman, 2007) .

1.1.2. Historique

La grenade est 1’un des plus anciens fruits comestibles, qui n’a pas trop évolué, depuis la
découverte de 1’agriculture il y a plus de 1000 ans (Seeram et al., 2006 ; Cam et al., 2009).
L’histoire de la grenade est liée au développement de I1’humanité d’une manicre
impressionnante. Elle a une place importante dans le Judaisme, le Christianisme, 1’islam, le
Bouddhisme et le Zoroastriens (Lansky et Newman, 2007). 11 est dit qu’elle avait 613 graines
qui représentent les 613 commandements de la Torah, méme si cela n’a pas été confirmé dans

les temps modernes (Hebert, 2006).

Aimée des caravaniers et navigateurs, sa pulpe gorgée d’eau et légerement acidulée
permet d’étancher la soif durant les longues traversées, elle est le symbole de la vie, fertilité,

longévité, immortalité et divinité (Amjad, 2005 ; Lansky et Newman, 2007).
1.1.3. Classification botanique

Le grenadier « Punica granatum L. » vient du latin « Malum granatum » qui signifie «
Fruit a petits grains » (Cyr, 2017). Il a éte décrit par Linné et introduit pour la premiére fois
dans sa classification en 1753, qui a été révisée en 2003, par un groupe de botanistes, «
Angiosperme Phylogénie Group » ou APG, donnant naissance a une nouvelle classification
phylogénétique (Wald, 2009) (tableau 01) (figure 01).
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Tableau 01 : Classification botanique du grenadier (WALD, 2009).

Ebranchements Angiospermes
Sous ébranchements Dicotylédonesvraies
Classe Rosidees
Ordre Myrtales
Famille Lythraceae
Genre Punica
Espéce Punica granatum L.

Figure 01 : Arbre du grenadier (llbert et al., 2016).

1.1.4. Nomenclature

Sur le marché, le Punica granatum L. est distribué et commercialisé sous différentes
appellations :

e Arabe: oWl (Al -romane)

e Francais : grenadier

e Nom scientifique : Punica granatum L.
e Nom commun : grenade

e Anglais : pomegranate
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e Allemand: Grenadierbaum, Granatapfelbaum, Granatbaum, Gemeine Granat,
Balluster

e [Espagnol : Granado coltivado, Mangrano
e Italien : Granato
e Chinois : Ngan Che Lieou, Shi Liu

I.1.5. Variétés de grenade

Il existe plus de 1000 variétés de Punica granatum L. En effet, la taille du fruit, la
couleur de I’écorce et des graines, la dureté des pépins, la teneur en jus, 1’acidité et
I’astringence ainsi que la période de maturation sont les critéres les plus utilisés pour les

distinguer (Stover et, Mercure , 2007) .
» Couleur de la peau : du rouge foncé au jaune pale rosé
» Couleur des arilles : du rouge tres foncé au rose transparent (peu commercialisé)
» GoUt des arilles : acide ou doux

A T’heure actuelle, aucune différence entre les variétés au niveau de la taille du fruit ou
de caractéristiqgues agronomiques n'a été mise en évidence. Selon leurs caractéristiques
sensorielles et leur teneur en sucre et acide, les grenades sont aussi classées en trois groupes
variétaux : sucrées, aigres-sucrées et aigres (Martinez et al., 2006) (tableau02) .

Les principales variétés dans le marché mondial sont : Wonderful, Mollarde Elche,
Acco, Hicaz et Shani. Les deux principales variétés produites en Algérie sont : Sefri et
Kabylie (Betioui, 2017).
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Tableau 02 : Principales variétés de grenade dans le monde et en Algérie (Betioui, 2017) .

Variétes de .
Photos Caractéristiques
grenade
Couleur : jaune a rose
Sefri Arilles : rose clair —
doux
Couleur : rose
Kabylie
Arrilles : violacé-doux
Couleur : rouge
Shani

Arilles : rouge fonce —

doux
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Couleur : rouge

Hicas Arilles : rouge clair —
Doux /acide
Couleur : rouge
Acco Arilles : rouge fonce —

doux

Couleur : Rose /jaune

Mollarde elche Arilles : rouge clair —

doux
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Couleur : rouge fonce

Wonderful Arilles : rouge —

doux/acide

1.1.6. Description morphologique :

Le grenadier est un arbre ou arbuste buissonnant ; La grenade (en allemand ‘pomme
avec des grains’) ; provient d’un arbre adulte a feuilles caduques ou d’un arbuste a feuilles
lancéolées. Ce dernier peut atteindre entre 5 et 10 metres de hauteur a rameaux nombreux et
vivre jusqu’a 200 ans. (Wald, 2009). Il est touffu, trés ramifié depuis la base du tronc et plus
ou moins épineux. Le tronc est tortueux, a écorce grisatre qui se ramifie en branches
irregulieres, légerement épineuses au sommet (BenYahkem et al., 2018). Il est cultivé,

depuis longtemps pour un but ornemental ainsi que pour ses fruits comestibles.

Il fleurit au printemps, et en été en rouge corail. Les fruits savoureux bruns-rouges ont
la forme d’une pomme qui serait dotée d’une couronne formée de sépales. Les grenades font
partie des baies dans la mesure ou leur chair n’est ni charnue, ni ligneuse. Leur peau durcie
renferme des compartiments remplis de graines anguleuses. Les fruits ont leur place en

cuisine. On peut les manger frais ou les boire sous forme de cidre. (figure02).

Figure 02 : Grenadier (Punica granatum L.)
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1.1.6.1. Feuilles

Les feuilles du grenadier sont opposees. Elles peuvent avoir une disposition alterne sur

les rejets en touffes sur les pousses courtes. Elles sont glabres sur les deux faces (figure 03)

Ces feuilles entieres, lancéolées, assez coriaces, et brillantes, présentent un limbe
elliptique allongé, de 3 & 8 cm de long. Leur sommet peut étre obtus ou allongé. Elles sont
munies d’un court pétiole, de 1 a 5 mm de long, qui est généralement rougeatre dessus (Gil

M, Tomas — Barberan F, et al. 2000)

Figure 03 : les feuilles du grenadier ( Gil M, Tomas — Barberan F, et al., 2000).
1.1.6.2. Fleurs

Aspect froissé et portées par un court pédoncule. Se trouvent soit, solitaire a I’aisselle
des feuilles ou réunies par groupe de deux ou trois au sommet des branches (Hollande et al,
.2009 et Ashton, 2006) (figure 04).

Sur le plan de la biologie florale , le grenadier est une espéce monoique qui développe,
sur le méme arbre , des fleurs hermaphrodites ,fertiles en forme de vase , et des fleurs males
stériles avec un style tres court et des ovaires atrophié , en forme de cloche ( Melgarjo et
Salazar , 2003)

A maturité, les fleurs sont d’un rouge éclatant, pourpre ou grenade selon les variétés,
mesurant 3 cm de diamétre et ayant 5 a 8 pétales, souvent davantage sur les plantes

cultivées

Leur nombre est généralement I’équivalent du nombre de sépale d’apres les auteurs

(Pande et al,.2006 ; Hmid , 2013 ; Teixeira da silva, 2013 . Hollande et al ,.2009).
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Figure 04 : Les fleurs du grenadier (Hollande et al, 2009 et Ashton, 2006).
1.1.6.3. Fruits

La grenade, fruit du grenadier, en forme de pomme, passant avec le temps du vert au
rouge-orange, doit étre considérée comme un cas limite de baie délimitée par la peau, un
péricarpe épais, a l'intérieur duquel sont contenus de nombreux arilles. Chacun est constitué
d’une graine (ou pépin) entourée de jus translucide contenu par une trés fine membrane. Les
arilles sont rencontrés dans des loges séparées par de minces membranes qui s'étendent a
I'intérieur du fruit, donnant au niveau du péricarpe et constituant ainsi une base pour
I’attachement des arilles (Dallas, 2010) (figure 05 ). Le fruit donne donc naissance a trois
parties bien distinctes : les graines (environ 3% du poids du fruit) qui contiennent eux-
mémes20% d'huile, le jus (environ 30% du poids du fruit) et la peau qui comprend également
les membranes intérieures, dont la composition phytochimiques est détaillée dans les

paragraphes suivants (Lansky et Newman., 2007).

Figure 05 : La grenade : (A) la baie, (B) les graines (Dallas, 2010).
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1.1.6.4. Ecorces des fruits

L’écorce de la grenade (Oumalicorium) est la partie dure du fruit. Elle est généralement
utilisée séchée, sous la forme de morceaux brunétres ou vert rougeatres a 1’extérieur, un peu
verruqueux, brillants, jaunatres sur la face intérieure concave, portant souvent I’empreinte des
graines qui y étaient appliquées. La saveur de I’écorce de grenade est amére et astringente
(Planchon, 1875) (figure 06).

Figure 06 : les écorces de la grenade (photo personnelle 2022) .
1.1.7. Composition biochimique :
1.1.7.1. Feuilles

Les Feuilles contiennent les mémes polyphénols que 1’écorce. Elles contiennent aussi des

glycosides de 1’apigénine, une flavone avec des propriétés progestiniques et anxiolytiques
1.1.7.2. Fleurs

La composition chimique des fleurs est identique a celle de 1’écorce, mais elle n’est pas
complétement élucidée. Des études sont en cours afin de déterminer leur effet thérapeutique
(Lansky et Newman, 2007).

1.1.7.3. Fruits

La partie comestible des fruits de grenade se compose 40% des arilles (jus) et 10% des
graines. Les arilles et les graines contiennent des sucres totaux. Principalement fructose et
glucose, et pectine, acides organiques tels que 1’acide ascorbique, I’acide étrique, et les
composées bioactifs tels que les composées phénoliques et les anthocyanines, du potassium,

du phosphore et des minéraux, ainsi que divers vitamines dont une forte teneur en vitamine

11
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C :20mg pour 100 g ( Joannet, 2009 ; Viuda Martos , Fernandez- lopez et Pérez —
Alvarez .2010) .

1.1.7.4. Ecorces des fruits

L’écorce du fruit contient environ 25 % d’ellagitanins (Fabre et Ermosilla, 2008) et des
flavonoides tels que Lutéoline, quercétine, et kaempferol Punicalagin et punicalin sont des
ellagitanins spécifiques a la grenade (Seeram et al,.2006). L’écorce contient aussi des

polysaccharides Complexes partiellement caractérisés (Jahfar et al., 2003).
1.1.7.5. Racines et écorce de ’arbre

Les extraits préparés a partir des racines et écorce de l'arbre ont de puissants effets
physiologiques. Leur composition chimique se distingue des autres parties de I’arbre par de

forte concentration en alcaloides (Lansky et Newman, 2007).
1.1.8. Culture

Le grenadier peut pousser sur n’importe quel type de sol du moment que celui-Ci
est bien drainé. Il supporte méme les sols calcaires et salins. Sa rusticité lui permet de tolérer
des températures basses jusqu’a -12 °C, et sa robustesse, de supporter les hautes températures

et la secheresse de 1’été. Ses fruits n’apparaitront cependant que durant la période ensoleillée.

Durant les deux premiéres années suivant sa plantation, le grenadier devra étre bien

arrose.

Apres ces deux ans, ’arbuste sera suffisamment fort pour survivre avec des arrosages
abondants tous les quinze jours. Pour éviter le phénoméne connu sous le nom d’éclatement
des fruits, il faut a tout prix éviter les arrosages durant la derniére semaine du mois d’aoft.
L’eau de pluie suffira amplement au grenadier pendant ce laps de temps. En période hivernale
ou dans une région froide, il vaut mieux opter pour une culture en bac pour préserver la plante

des vents glacés de I’hiver.
1.1.9. Récolte

Les fruits du grenadier sont appelés grenades et se récoltent environ entre 135 et 160
jours apres la floraison. Ces dates varient en fonction des variétés du climat. Il est facile de
reconnaitre quelles grenades sont a récolter, car les fruits mdrs ont une peau bien rouge qui
commence a se fendre. Ses fruits sont tres appréciés pour la préparation de jus et de sirop qui

se conservent facilement pendant plusieurs mois dans une bouteille opaque et hermétique.
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1.1.10. Valeur nutritionnelle de grenade

La grenade fournit en moyenne 68 k calories (285 k joules) pour 100 g de partie
comestible. cette énergie est fournie surtout par les glucides constitués en proportions
sensiblement ¢égales du fructose et du glucose ( le saccharose n'est présent qu’ en trés faible
quantités ) , protéines , lipides , acides gras , essentiellement les triglycérides (88%) , diacyl-
glycérols (7%) et les phospholipides (3 %) , acide punique (65%) , acide linoléique(7%) par
contre les fibres sont constituées presque en totalité par les fibres insolubles formant le
tégument des grains alors que dans la pulpe débarrassée des grains et caractéristique juteuse

vient de son importante teneur en eau ( tableau 03 ).

Tableau 03 : valeur nutritive de la grenade (Usda, 2006 ; I’officinal, 2011).

Grenade (Valeur nutritive pour 100g)
Eau : 80,97 g fibre : 0,69 Calories : 68Kcal (285KJ)
Protéines : 0,959 lipides : 0,30g glucides : 17 ,1g

Sels minéraux et oligo — éléments

Potassium : 0,2509 Sodium : 0,005g Phosphore : 0,022g

Calcium : 0,011g Magneésium : 0,005g Fer : 0,001g
Vitamines

Vitamine C : 0,029 Vitamine B1 : 30ug Vitamine B2 :20ug

Vitamine B5 : 50ug Vitamine B6 :10ug Vitamine A : 30ug

1.1.11. Utilisation de grenade :

A de soit traditionnellement utilisée dans 1’alimentation courante, les différentes parties
de grenadier sont utilisées en médecine traditionnelle dans plusieurs pays dans le monde
depuis des centaines d’années. Grace aux recettes de grand-meéres, cet arbre représente un
candidat potentiel dans le cadre du développement de nouvelles stratégies préventives de
I’apparition des diverses pathologies. D’autres utilisations sont également présentes comme

les teintures naturelles, la décoration et en cosmétique (Sitzia, 2009) (figure 07).
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[

Usage
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Figure 07 : Usages traditionnels du grenadier (Sitzia,2009)

1.1.11.1. Utilisation alimentaire

La partie comestible de la grenade constitue environ 52% du poids du fruit (Abbasi et
al., 2008). Les grenades sont consommées de préférence fraiches ou en jus de grenadine
rafraichissant (Oukabli ,2004). La teneur en jus se situe autour de 35 a 50 ml/100 g de
graines. C’est un fruit riche en vitamine C et en éléments minéraux (Oukabli ,2004). Dans
certains pays, comme I'lran, le jus de grenade est une boisson trés populaire (Morton, 1987)

(figure 08).

Figure 08 : Différentes types de consommation de la grenade (Oukabli, 2004)
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1.1.11.2. Utilisation industrielle :
v' Tannage du cuir

Toutes les parties de I'arbre ont été utilisées comme sources de tannins lors du tannage
des peaux. L'écorce du tronc contient 10 a 25% de tanins et était autrefois tres utilisée dans la
production du cuir au Maroc. L'écorce des racines contient 28% de tanins, les feuilles 11%, et
I’écorce du fruit 26%. (Lloyd, 1897 ; Morton, 1987).

v" Teinture et colorant

L’¢écorce du fruit et les fleurs sont utilisées pour teindre le textile. L’écorce de la
grenade, a été utilisée en Inde comme une teinture depuis les temps les plus anciens (Lloyd,
1897 ; Morton, 1987). De I’encre a été produit a partir des feuilles en les macérant dans du
vinaigre (Morton, 1987).

1.1.11.3. Utilisation médicinale

Le grenadier, qui dit-on a fleuri dans le Jardin d'Eden, a été largement utilisé en
médecine traditionnelle dans de nombreuses cultures (Lansky et al., 2000). La grenade est
considérée comme un fruit complet dans le Coran. L’ancienne science médicinale indienne
Ayurveda identifiée comme une plante médicinale. (Kulkarni et al., 2004) .Dans le monde, la
plus célébre utilisation a été celle d'un vermifuge ou agent ténicide, tueur et expulseur des

vers intestinaux.

L’écorce de grenade, les racines et les feuilles ont été utilisées en décoction pour traiter
les diarrhées, les troubles digestifs et stopper les hémorragies. Les fleurs séchées sont utilisées
pour guérir les bronchites et les inflammations buccales (Stover et Mercure, 2007).
D’autres utilisations ont ét¢ mentionnées dans la littérature : empécher la fécondation et
avorter, traitement des morsures de serpent, du diabéte, de la lepre et des brulure (Lansky et
al., 2000).

I. 11.4. Autres utilisations

Avec un extrait de la racine du grenadier, des tons bleu foncé peuvent étre produits a
I’aide d’une teinture de fer. Depuis des siécles, la peau et le jus de la grenade servent a teindre
les tapis d’Orient. De plus, une encre noire peut étre obtenue en cuisant les fruits, comme jais.

En Inde, la peau de la grenade était utilisée pour teindre la laine dans des tons jaunes et noirs.

Les substances colorantes issues du grenadier sont utilisées de fagon traditionnelle, au

Maroc et aux cités-oasis de I’Asie centrale. Diverses méthodes de teinture permettent
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d’obtenir cette large palette de couleurs. En effet, a partir du grenadier ces teintures sont

obtenues (Cardon, 2014) :
v" Les noirs des tentes des nomades du M’zab, en Algérie,
v Le jaune d’or des tapis de laine des Ait Ighezrane du Moyen Atlas,
v" Les gris des soies des teinturiers de Yazd,
v" Les brun-noir d’un tapis « Kagizman » du Nord-est de I’ Anatolie,

v En lIran, et les noirs des soies des teinturiers de Boukkaraet de Samarkand, en

Ouzbékistan

La plupart des techniques emploient des quantités comprises entre moitié et poids égal
d’écorce par rapport au poids de fibres ou de tissus a teindre (Sitzia, 2009).

En Europe, I’industrie de I’'impression des tissus intégre, au XIXeme siecle, 1’écorce de
grenade et la racine de grenadier dans la vaste gamme des teintures naturelles avec la mode du
« gris de grenade » ou « gris argentin » a I’écorce de grenade et au sulfate ferreux, mais aussi
des teintes « bois » a la garance et a la racine de grenadier mordancées a I’alun et/ou au fer en

1846.

Par ailleurs, dans la préparation de 1’encre, 1’écorce de la grenade est quelquefois

utilisée, pour remplacer la noix de galle (Cardon, 2014).

Une autre utilisation est constatée ; les extraits du grenadier sont utilisés en cosmétique
essentiellement pour leurs propriétés antioxydants. Les graines du fruit favorisent la
croissance des cheveux. On trouve donc dans le marché plusieurs produits cosmétiques a base

de ces extraits (crémes, soins capillaires, huiles corporelles...) (Roye, 2013) .
1.1.12. Evolution thérapeutique récente du Punica granatum L.

Toutes les parties du grenadier (feuilles, fleurs, fruit, tiges, racines et tronc) semblent
avoir des propriétés thérapeutiques. Cet arbre a été utilisé depuis des siecles pour ses vertus
thérapeutiques. En effet, des recherches actuelles indiquent que les principaux constituants
thérapeutiques du grenadier sont les ellagitannins (incluant les punicalagins), 1’acide punique,
les flavonoides, les anthocyanidines, les anthocyanines, les flavonols ostrogéniques et les
flavones (Sitzia, 2009).
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Le grenadier a servi, depuis des siécles, de remede et/ou pour la prévention de plusieurs
pathologies comme le diabéte, le cancer, les maladies cardiovasculaires, le dysfonctionnement

érectile et les radiations ultraviolettes (Sitzia, 2009).

Les recherches modernes ne font que répéter ce que dit la théorie de signature selon
laquelle « tout ce que la nature crée, elle le forme a I’image de la vertu qu’elle entend y
attacher ». En effet, la graine de grenade ressemble & un globule rouge. Or, ce fruit est utilisé
pour la prévention et le traitement des maladies cardiovasculaire, 1’athérosclérose,

I’hypertension, I’insuffisance cardiaque et les maladies du systéme digestif (Sitzia, 2009).

Différents mécanismes peuvent étre a 1’origine de ces activités thérapeutiques. La
plupart des recherches scientifiques ont été concentrées sur les propriétés antioxydant,

anticarcinogénique, anti-inflammatoire et antidiabétique du grenadier (Sitzia , 2009).
» Maladie cardiovasculaire

L'athérosclérose est la cause majeure de mortalité dans le monde occidental. Sa
pathogénicité est due a plusieurs interactions complexes entre les cellules des parois
artérielles, les cellules sanguines et les lipoprotéines du plasma. Elle est le résultat de
multiples facteurs de risques interactifs, y compris I'nypertension, I'activation des plaquettes
sanguines, augmentation des concentrations de cholestérol LDL, et des modifications
oxydatives des LDL. La consommation de grenade affecte ces facteurs et agit sur la maladie
(Fuhrman et Aviram, 2006).

v’ Effet hypotenseur

La grenade est trés connue pour 1’abaissement de la tension artérielle (Ranade et al.,
2009). Certains antioxydants comme la vitamine C, vitamine E, B-caroténe et le coenzyme Q
Possedent des propriétés hypotenseur. Comme le jus de grenade possede de trés fortes
propriétés antioxydants, une étude a examiné 1’effet de la consommation quotidienne de 50ml
de jus de grenade chez des patients souffrant d’hypertension. Au bout de deux semaines, la
pression systolique avait baissé de 5 % et I’activité sérique de 1’angiotensin-converting
enzyme (ACE) était réduite de 36 %. Une réduction de ’activité sérique de I’ACE semble

atténuer 1’athérosclérose (Seraam et al., 2006).
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» Effet anticancéreux

L’objectif des recherches sur le cancer est le développement de nouveaux agents chimio

préventifs inhibiteur du développement des tumeurs et sans toxicité systemique.
» Cancer de la prostate

Le cancer de la prostate est I’un des cancers les plus répandus chez les hommes. Une
étude in vivo sur une lignée de cellules du cancer de prostate PC-3 hautement agressive, a
démontré que des extraits a cétoniques du fruit de grenade inhibent la prolifération cellulaire

et induit I’apoptose.

L’administration par voie orale d’un extrait de grenade a des souris auxquelles des
cellules cancéreuses de la prostate avaient été implantées, a induit une inhibition significative
de la croissance de la tumeur. De plus, le taux sérique de la PSA (antigene spécifique de la
prostate) était reduit (Malik et al., 2005 ; Syed et al., 2007).

> Cancer du sein

Le cancer du sein est I’'un des cancers les plus courants qui menace la femme
ménopausée. L’cestrogéne le plus puissant de 1’organisme, le 17-béta-oestradiol, joue un role
important dans la genése et le développement de cancers hormonaux dépendants a leur
premier stade. Les composants poly phénoliques de la grenade inhibent la prolifération de
cellules d’une lignée cancéreuse du sein et la 17-béta-hydroxystéroide déshydrogénase de
type I, enzyme qui convertit I’cestrogene, 1’cestrone, en son métabolite le plus actif, le 17-

bétaoestradiol.

Une forte expression de cette enzyme peut étre un indicateur de mauvais pronostic chez

des femmes ayant des tumeurs du sein avec des récepteurs cestrogénes positifs (Kim et al.,
2002).

» Cancer du poumon

Le cancer du poumon reste 1’'un des cancers les plus mortels en dépit des avancées
scientifiques et medicales dans la radiothérapie et la chimiothérapie de ces dernieres années.
Des extraits du fruit de grenade ont diminué la viabilité des cellules cancéreuses humaines du
poumon sans affecter les cellules bronchiales saines et diminue la progression de la tumeur
(Syed et al., 2007).
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> Cancer du colon

Les composés phytochimiques de la grenade ont démontré un effet inhibiteur de
prolifération de cellules cancéreuses du colon et I’apoptose a travers la modulation de facteurs

de transcriptions cellulaires et protéiques.

Le jus de grenade inhibe la prolifération des cellules cancéreuses humaines de la lignée
HT-29, et il est plus efficace que 1’éllagitanine purifi¢ de la grenade. Cela est diie a 1’effet

synergique des constituants du jus de grenade (Seeram et al., 2005).
» Cancer de la peau

L’exposition excessive aux ultraviolets (UV-B) a des effets néfastes sur la santé telle
que D’érythéme, I’hyperplasia, 1’hyperpigmentation, I’immunosuppression, le photo

vieillissement, et le cancer de la peau.

Des extraits de grenade ont un effet photochimiopréventif et protecteur des
kératinocytes, cellules épidermales humaines, contre les radiations UV-B et UV-A ; ainsi que
des effets chimio préventifs et curatifs des lésions cutanées chez le rat (Syed et al., 2007).

» Effet protecteur neurologique

L’Alzheimer est la cause la plus courante de démence. Elle touche plus de 10% des
adultes de plus de 65 ans. Des études suggeérent que 1’alimentation affecte le développement

de cette maladie.

Une étude menée sur des souris transgéniques, alimentées par du jus de grenade, a
démontré des effets bénéfiques sur les comportements et les signes neurologiques liés a la
maladie d'Alzheimer. La consommation de jus de grenade pendant la gestation de la souris
permet de protéger le cerveau du feetus des lésions potentielles causées par un manque

d'oxygéne a la naissance (Hartman et al., 2006).
» Effet antimicrobien

Les épidémies d’influenza causent de nombreux décés et hospitalisations chaque année.
Cette situation devient alarmante avec 1’émergence de souches résistantes aux médicaments
anti-influenza. Il y’a un besoin urgent de trouver de nouvelles molécules pour le traitement de
cette maladie. (Haidari et al.,(2009). ont mené une étude dans ce sens en utilisant des extraits
polyphénoliques de grenade. lls ont démontré que ces extraits ont une action anti influenza et
que le punicalagin (tannin hydrolysable spécifique de la grenade) a un effet virucide et
inhibiteur de la réplication de I’ARN viral (Haidari et al., 2009). Ont démontré que le jus de
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grenade contient un inhibiteur de ’entrée du virus VIH-1 en bloquant la fixation du virus au
CDA4. Ces resultats suggérent la possibilité de développement d’un anti-VIH pas trop colteux

et disponible
> Effet antivieillissement

Un nombre croissant de preuves indiquent que les dommages causés aux
macromolécules dus au métabolisme de I'oxygeéne et au stress oxydatif augmentent
progressivement avec le vieillissement. Les protéines sont les macromolécules les plus
affectées par le stress oxydatif en induisant 1’inactivation des enzymes et I’induction de leur
protéolyse. Les modifications les plus connues sont la formation de dérivés carbonylique sur
les résidus de lysine, d’arginine, de proline, d’histidine, de cystéine et de thréonine. Il est
constaté que la consommation journaliére du jus de grenade diminue significativement le
contenu sérique en compose carbonyles chez des sujets agés alors que la consommation du jus
de pomme n’affecte pas la teneur sérique en carbonyles. Cela démontre I’effet protecteur du

jus de grenade contre le vieillissement (Guo et al., 2008).
» Effet anti inflammatoire

L’extrait de I’écorce de grenade possede aussi des propriétés anti-inflammatoire et anti

ulcerogénique (Ghnimiw,2015).
» Effet antioxydante

L’extrait aqueux de 1’écorce de grenade est caractérisé par un pouvoir antioxydant.
Dans le jus de grenade, les principaux polyphénols antioxydants sont les ellagitannins et les
anthocyanines. Les ellagitannins comptent pour 92% de D’activité antioxydant du jus de
grenade et sont concentrés dans 1’écorce, les membranes et les moelles du fruit (Seeram et

al., 2006).
» Effet Antiseptique

Une autre étude publiée par (Al-Saeed et al.,2015). a révélé I’efficacité de I’extrait
éthanoique de 1’écorce de grenade dans le traitement des plaies infectées par des champignons
chez les lapins, prouvant la propriété antiseptique de I’écorce de grenade. Egalement, 1’extrait
iso flavonoides de 1’écorce de grenade peut avoir un effet significatif sur ’amélioration des

parametres reproductifs chez les males des lapins.
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1.1.13. Toxicité de la grenade

La partie comestible de la grenade n’est pas toxique, par contre cancérogéne (Morton,
1987). Afin de mieux comprendre I’effet de la consommation de grenade ou des extraits de
grenade sur I’organisme et leur role dans le traitement de certaines maladies, il est nécessaire
de connaitre les substances bioactives et leurs propriétés. Nous allons nous intéresser aux
composés phénoliques, leur classification et a certaines de leurs propriétés. Nous allons

intéresser aux composé phénolique, leur classification et a certaines de leur propriéte.
1.2. Teucrium polium L.

1.2.1. Introduction

Teucrium polium L. plus connu sous le nom de germandrée dorée est une espéece
d’arbuste méditerranéenne appartenant de la famille de lamiaceae, cette plante médicinale est
utilisée depuis plus de deux mille ans en médecine traditionnelle. Plusieurs études sur les
extraits alcooliques de germandrie dorée ont révélé des propriétés antimicrobiennes,

hypoglycémique, anti nociceptives et antioxydants (Fiorentino et al ., 2011).

La famille des Lamiacées (Lamiaceae) ou Labiées (Labiatae) est une importante famille
de plantes dicotylédones, qui comprend environ 4000 espéces et prés de 210 genres (Naghibi
F., Mosaddegh M, et al ., 2005). Cette famille comporte de nombreuses plantes exploitées
pour les essences ou cultivées pour I’ornementation et la plupart de ces especes sont aussi
bien utilisées dans la médecine traditionnelle que dans la médecine moderne (JUDD W.S. et
al ., 2002) .

La famille des lamiacées contient une tres large gamme de composés comme les
terpénoides, les iridoides, les composés phénoliques, et les flavonoides. Les huiles,
essentielles et plus précisément les courtes chaines des terpénoides sont responsables de

I’odeur et la saveur caractéristique des plantes (Naghibi F., Mosaddegh M, et al .,2005) .
1.2.2. Historique

Le nom scientifique du genre, Teucrium, provient du grec: Teucros , nom d’un
prince troyen qui aurait découvert les propriété medicinales de la plante . Le nom francais
Germendrée est une alteration du latin médiéval calamendria, croisement probable de
alamentum, sorte de menthe, avec camedria, latinisation du grec chamaedrys signifiant

littéralement (chene a terre) (en référence a la germendré petit — chene ) (couplan , 2012) .
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1.2.3. Classification botanique
Selon Quezel et santa la plante T. polium est classee comme suit

Tableau 04 : Classification botanique du Teucrium polium L. (Wald, 2009)

Ebranchements Angiospermes
Sous ébranchements Angiospérmes
Classe Dicotylédones
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Teucrium
Espece Teucrium polium L.

1.2.4. Nomenclature (Bonnier, 1990)
e Francais : Germandrée tomenteuse .
e Anglais : mountain germander .
e Arabe: Chendgoura, Jaada khayata, Katabet ledjrah. )l daba
e Tamazight : Tayrart .
e [talien : Camedrio polio, Canitola, Polio .
e Espagnol : Poleo montano, Timo mascle, Tomillo terrero, Zamarilla .
e Nom latin : Teucrium polium L, synonymes : Teucrium tomentosum, Teucrium .
e gnaphalodes, Teucrium chamaedrys et Teucrium capitatum .
1.2.5. Description morphologique

L’aspect de la plante est tres variable, généralement sous forme de touffe dense. C’est
un arbrisseau vivace plus ou moins feutré a poils blancs, ligneux avec une odeur poivrée au
frottement, et ayant comme caractéristiques morphologiques (Quezel et Santa, 1962, Ozenda
1983, Thoppil et al.,2001) .
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De nombreuses tiges de 10 & 30 cm portant des petites feuilles opposées sessiles,
linaires, cunéiformes, entiéres a la base et avec des dents arrondies, vertes au-dessus et

blanchatres au-dessous, tournant fortement sur les marges ( figure 09).

v Des fleurs formant des inflorescences compactes globuleuses ou ovoides serrés. Le
calice brievement tomenteux, vert grisatre a des dents courtes triangulaires, la partie

supérieure obtuse
v Une corolle blanche a lévre supérieure tronquée et a lobes supérieurs pubescents.

v' Des étamines tordues en spirale apres l'anthére, insérées sur le tube de la corolle
Inflorescences en capituliformes jusqu'a 1 cm, denses au sommet des tiges, avec de

petites bractées florales mais ressemblant a des feuilles.

v" Le fruit est constitué de 4 parties brunes et orné en réseau a sa surface.

Figure 09 : Aspect morphologique de Teucrium polium L.

1.2.6. Habitat et répartition géographique

Le genre Teucrium comprend plus de 300 especes généralement aromatiques poussant a
I’état spontané¢ dans diverses régions du globe. Il est largement présent dans le bassin
méditerranéen et plus particuliéerement en Algérie ou sont recensées respectivement 21
especes. Teucrium polium L. est une plante a fleurs, trés abondante dans le bassin

méditerranéen (1I’Europe, nord de I’ Afrique et nord-ouest d’Asie). (Andary, 1988) .

T. polium.se développe habituellement dans les régions appartenant aux bioclimats
arides et semi-arides ; il aime le soleil et un sol bien drainé. Il pousse sur coteaux, les sables et

dans les lieux arides. (Esmaeil, 2010).
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1.2.7. Composition chimique de la plante

Les extraits de la partie aérienne de Teucrium polium L. sont riche en polyphénols,
flavonoides, iridoides et stérols (Djabou et al., 2012, Movahedi et al., 2014). Les huiles
essentielles contiennent principalement des monoterpénes, des diterpenes, des sesquiterpénes

hydrocarbures et sesquiterpénes oxygénés (Kabouche et al., 2007, Krache et al., 2017).

Des études preliminaires réalisées sur les feuilles et les fleurs de Teucrium polium L. ont
Révélé la présence de composes polyphénoliques tels que les flavonoides et les tanins, ainsi
que d’autres composés, des saponines, des stéroides. Le carvacrol et le caryophyllene sont les
éléments les plus abondants des huiles essentielles dans Teucrium polium L. (Malki et Yahia,
2014) (figurel0) .

benzo-7-pvron Flavonoide Chalcones

Figure 10 : Structure générale des composés polyphénoliques.
1.2.8. Culture :
1.2.8.1. Plantation

Les Teucriums, se plantent en plein soleil, dans des sols sablonneux et/ou bien drainés.
Choisissez un endroit ou le pH du sol est compris entre 7.0 et 7.9, donc neutre a légérement

alcalin. Evitez les sols acides, I'ombre et les zones trop riches en matiéres organiues.

Evitez de les planter trop prés de grandes plantes qui pourraient les étouffer. Arrosez le
premier été pour aider la plante a bien installer son systéme racinaire. Ils ne nécessiteront plus

d'arrosage par la suite.
1.2.9. Propriétés d’utilisation traditionnelles et médicales

Tres tdt au cours de I'évolution, les hommes, pour se soigner, utilisérent les ressources
présentes dans leur environnement naturel. Les plantes tinrent une place trés importante qui

ne s'est jamais démentie (A. Fettah ,2019) . Les especes de Teucrium polium L. ont eté
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employées en tant qu'herbes médicinales pendant plus de 2000 années comme diurétique,
isotropique et chronotropique, tonique, antipyrétique, cholagogue et anorexiques (K.
Khleifat.,, J. Shakhanbeh., k. Tarawneh ,2001) .Le feuillage de Teucrium polium L.
Iégerement poivré, était couramment utilisé pour relever les salades ou parfumer les fromages
de chévres. Une infusion des feuilles et des fleurs était ainsi consommée comme boisson
régénératrice. Enmédecine traditionnelle, Tpo est employée comme analgésique,
antispasmodique ethypolipidémique. Cette plante peut avoir quelques intéréts d’ordre
cliniques : cas de désordre stomacaux et gastrointestinaux tels que la colite. Ces résultats le
soutiennent également pour son emploi folklorique pour soulager ces douleurs (A.
Abdollahi., Karimpour, H., Monsef- Esfehani.,2003).

Plusieurs recherches ont démontré certains effets pharmacologiques attachés a
I’utilisation de Germandrée tomenteuse, parmi lesquelles: anti-inflammatoire, anti-
ulcerogéne, anti-nociceptive, antispasmodique, antidiabétique, diurétique, hypolipidémique,

antagoniste du calcium et cytotoxique (Abdollahi et al., 2003).
1.2.10. Données pharmacologiques

Plusieurs recherches ont démontré certaines activités pharmacologiques liées a
’utilisation de la Germandrée Récemment, quelques rapports dans la littérature dévoilent des
effets antioxydants des extraits bruts de Tpo Par conséquent, d'autres investigations sont
nécessaires maintenant pour élucider le mécanisme d’action pharmacologique et identifier les
composants bioactifs responsables de telles actions afin d'expliquer leur efficacité
thérapeutique (I. Krache ,2015).

v Antifongique

L’extrait de Teucrium polium L. a été employé dans le traitement des abcés fongiques
(H. Boutaleb ,2014).

v Antipyrétique, Antimicrobien

L’extrait éthanolique de Teucrium polium L. présente un effet antipyrétique contre la
levure et la pyrexie de carragénine. Le mécanisme du I’hyperthermie de carragénine a été lice
a un dégagement des prostaglandines au site de I'injection par l'irritant en inhibant la synthése
de prostaglandines au niveau périphérique. Cette hypothese est renforcée par le fait que cet
extrait peut empécher la formation d'cedéme. Cependant, I’extrait de Teucrium. Polium L .a

montré une remarquable activité antibactérienne contre les bactéries Gram positive et Gram
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négative. D'autre part, il présente des degrés élevés de résistance a nombreux agents
antimicrobiens (Boutaleb .H , 2014) .

v' Antidiabétique

L'extrait aqueux de Teucrium polium L. a montré un effet hypoglycémiant chez les rats.
La propriéte insulinotropique de cet extrait a été encore évaluée, in vitro, en utilisant des Tlots
pancréatiques de rat. Les données ont indiqué 1’extrait brut aqueux est capable de réduire le
taux du glucose sérique principalement en augmentant la sécrétion d'insuline par le pancréas
par comparaison aux flots témoins. Cependant, les composés responsables de [D’activité

hypoglycémique ne sont pas encore élucidés (Boutaleb .H , 2014) .
v" Propriétés cicatrisantes

L’application topique de 10% (p/p) de pommade T. polium a révélé une amélioration de
la cicatrisation des plaies aprés 14 jours d'expérience. La plante étudiée a une grande marge
de Sécurité pour l'utilisation répétée et favorise de maniére significative la cicatrisation des
plaies en accélérant la réépithélisation.

v" Propriétés antioxydantes

Plusieurs travaux de recherches ont montré que Teucrium polium L. a des activités

antioxydantes in vivo et in vitro.
1.2.11. Toxicité de la plante

Les effets toxiques causés par la Germandrée varient selon la dose et la durée
d’utilisation (Bachtarzi et al., 2016; Dag et al., 2014). Une utilisation prolongée (qui dépasse
les 90 jours) engendre des effets hépatotoxiques et néphrotoxiques (Akttirk Esen et al., 2019;
Rafieian Kopaei et Baradaran, 2013). L’étude de toxicité aigiie (16 g/Kg de plante pendant
14 jours) Et subaigiie (500 et 1000 g/Kg pendant 28 jours) sur des souris et des rats a révélé

gue la plante était non toxique (Meguellati et al., 2019).
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I1.1. Les plantes médicinales :
11.1.1. Historique des plantes médicinales

Les plantes médicinales ont longtemps été employées comme reméde pour le traitement
de nombreuses maladies humaines parce qu’elles contiennent des molécules de valeur
thérapeutique. Au fait, les plantes ont toujours été une source majeure de médicaments grace a
leur richesse en métabolites secondaires (Fouché et al., 2000). Cependant, ’homme n’a
découvert les vertus bénéfiques des plantes que par une approche progressive, facilitée par
I’organisation des rapports sociaux, en particulier a partir du néolithique (8000 ans avant J.C).
L’observation liée a I’expérience et la transmission des informations acquises au fil du temps
font que certains hommes deviennent capables de poser un diagnostic, de retrouver la plante

qui soigne et finalement de guérir le malade (Fouché et al., 2000).

Dans les civilisations chinoises, indiennes (Médecine ayurvédique) ou aztéques, il
existe des preuves trés anciennes de 1’usage des plantes médicinales ; la premiere livre
médicale, le Shen Nung Ben Caojing "Traité des plantes médicinales de I’empereur Shen
Nung", fut rédigé vers 2900-4000 avant J.C. Les populations babyloniennes et sumériennes
utilisaient également les plantes pour se soigner, environ 600 tablettes d’argiles mentionnent
1000 plantes pour leurs vertus thérapeutiques et plus de 800 remedes sont décrits par les
Egyptiens (Fouché et al., 2000). Le traitement de la peau a commencé 3000 avant J.C, quand
les Egyptiens ont transcrit sous forme hiéroglyphique le soin de la peau sur des peintures du

mur du temple.

De nos jours, le recours intensif a la médecine traditionnelle comme forme alternative et
de développement de nouvelles molécules thérapeutiques est justifié par les effets secondaires
négatifs causés par les drogues modernes, ainsi que 1’apparition de germes résistants ou multi
résistants expliquant la desaffection de plus en plus croissante du public et méme de certains
membres du corps médical envers ces drogues (Nostro et al., 2000). La pharmacie utilise
encore une forte proportion de médicaments d’origine végétale et la recherche trouve chez les
plantes des molécules actives nouvelles ou des matiéres premieres pour la hémi synthése de

composés actif (Teixeira da Silva ,2004).
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11.1.2. Définition d’une plante médicinale

La plante organisme vivant, marque son identité par des spécificités morphologiques, a
I’origine de la classification botanique, mais aussi biochimiques liées a des voies de

biosynthéses inédites, représentant 1’intérét de 1’usage des plantes médicinales (Bruneton,

1993).

Dans le code de la santé publique, il n'existe pas de définition légale d'une plante
médicinale au sens juridique, mais en France « une plante » est dite médicinale lorsqu'elle est
inscrite a la pharmacopée et que son usage est exclusivement médicinal. C’est-a-dire qu’elles
sont présentées pour leurs propriétés préventives ou curatives a I'égard des maladies humaines
ou animales (Moreau, 2003). Leur action provient de leurs composés chimiques (métabolites

primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés présents.

Une plante médicinale est un vegétal dont un des organes, par exemple la feuille ou
I'écorce, possede des vertus curatives lorsqu’il est utilisé a un certain dosage et d’'une maniére
précise. Une plante médicinale est définie par la pharmacopée européenne comme une «
drogue végeétale dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses ». Une «
drogue végétale » est une plante ou une partie de plante, utilisée, soit le plus souvent sous la
forme desséchée, soit a 1’état frais. L’expression drogue végétale ou, plus couramment,
drogue, désigne donc une matiére premiére naturelle servant a la fabrication des médicaments.

La plante médicinale porte sur deux origines (Bezanger, Beauquesne et al., 1986).
11.2. Métabolites secondaires :

La plante est le siege d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthese de
divers principes actifs. Ce processus métabolique est li€ mémes aux conditions de vie de la
plante, ou elle doit faire face aux multiples agressions environnementales dans lesquelles elle
vit : prédateurs, microorganismes pathogenes,... etc. On congoit donc que la plante puisse
développer un métabolisme particulier qui lui permet de synthétiser des diverses substances
pour se défendre. Ces derniéres prennent la nomenclature de métabolites secondaires
(Kansole, 2009).

Le terme métabolite secondaire est utiliseé pour décrire une large gamme des composes
chimiques dans les plantes, qui ne sont pas impliqués dans les processus biochimiques de la
croissance et de la reproduction des plantes. D’ailleurs, ils ont un réle important dans les
interactions de la plante avec son environnement tel que la protection contre les pathogenes,

herbivores, la concurrence entre les plantes et le stress abiotique comme la dessiccation et les
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radiations UV. Les métabolites secondaires végétaux dépassent actuellement 100 000
substances identifiées et appartiennent a trois classes chimiques principales : les alcaloides,

les terpénoides et les composes phénoliques.
11.2.1. Classification des métabolites secondaires :
11.2.1.1. Terpénoides

Sont des constituants habituels des cellules végétales (Adouane, 2016), forment une
classe d'hydrocarbures, produits par de nombreuses plantes et en particulier les coniferes. Ce
sont des composants majeurs de la résine et de I'essence detérébenthine produite a partir de
résine (Kahlouche, 2014).

Chez les végétaux, les terpénoides sont produits par tous les tissus végétatifs dont les
racines et par les diverses piéces florales (Dudareva et al., 2004). Ce sont des substances du
métabolisme secondaire qui dérivent des isoprénoides, dont certains interviennent dans la
photosynthése, ainsi que plusieurs hormones végétales qui ont une structure terpénique. La
synthése des terpénes est généralement associée a la présence de structure histologiques
spécialisées, localisées en certains points d’autres tissues, et le plus souvent situées sur ou a

proximité de la surface de la plante (Hopkins, 2003).

Les composés terpéniques posseédent des propriétés pharmacodynamiques trés variées,
en relation avec les différentes fonctions liées au squelette terpénique (Zakkad, 2017). Sa
formule générale (C5H8) (figure 11) (Seenivasan, 2006).

Figure 11 : Structure de la molécule d’isopréne (Calsamiglia et al., 2007)
11.2.1.2. Alcaloides

Un alcaloide est un composé d’origine naturel (plus souvent végétale), azoté plus o

moins basique, de distribution restreinte et doué avec une faible dose. L’appartenance aux
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alcaloides est confirmée par les réactions communes de précipitation avec les réactifs

généraux des alcaloides (Merghem, 2009).

Généralement, les alcaloides sont produits dans les tissus en croissance : jeunes feuilles
et jeunes racines. Ensuite, ils gagnent des lieux différents et lors de ces transferts, ils peuvent
subir des modifications. Chez de nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les
piéces florales, les fruits ou les graines, et se trouvent concentrées dans les vacuoles (Krief,
2003).

Les alcaloides constituent une classe de produits naturels présentant une grande
diversité structurale. Leurs propriétés biologiques, aussi variées que leurs structures,
continuent a étre bénéfiques dans les traitements de différentes maladies ou des
dysfonctionnements de I’organisme humain. Les pyrrolizidines et les tropannes sont les plus
importants. Les pyrrolizidines, tres répandues dans la nature, sont présents dans les plantes
qui font partie des familles botaniques Asteracea, Boraginaceae, Fabaceae et Orchidaceae
(Mohammedi, 2013).

La plupart des alcaloides sont dérivés des acides aminés tels que le tryptophane,
I’ornithine, la lysine, ’aspartate, 1’anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides

aminés sont décarboxylés en amines et couplées aux autres squelettes carboneés (figurel2).

Les alcaloides sont utilisées dans plusieurs médicaments, ils affectent chez 1’étre
humain le systéme nerveux particuliérement les transmetteurs chimiques tels 1’acétyl choline,
norepinephrine , acide-aminobutyrique (GABA), dopamine et la serotonine d’autres effets
pharmacologiques sont attribués également aux alcaloides telles que 1’effet analgésique
(cocaine), anti-cholinergique (atropine), anti-malaria (quinine), antihypertensive (réserpine),
antitussive (codéine), stimulant centrale (caféine), dépressant cardiaque et diurétique

narcotique (morphine), anti-tumeur et sympathomimeétique (éphédrine) (Badiaga, 2011).
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Figure 12 : Structure de quelques alcaloides (Badiaga, 2011)
11.2.1.3. Polyphénols

Les polyphénols sont un groupe important de composés produits par de nombreuses
plantes (Bakhouche et al., 2013). IIs jouent un role important dans la protection des plantes

contre les rayons UV, les agents pathogénes et les herbivores (Alvarez-Jubete et al., 2010).

La qualitt et la quantit¢ des polyphénols dans les plantes peuvent varier
considérablement en fonction de différents facteurs intrinseques et extrinseques tels que le
génotype des plantes, la composition du sol, le degré de maturité et 1’état des cultures (Faller
et Fialho, 2010).

Aussi, ils comprennent une grande variété de molécules avec plusieurs groupements
hydroxyles sur leurs cycles aromatiques. 1ls comportent également des molécules avec un seul
cycle phenolique, tels que les acides phénoliques et les alcools phénoliques. Ils sont divisés en
plusieurs classes, en fonction du nombre de cycles phénoliques gu'ils contiennent et les
fonctions chimiques liées a ces cycles a savoir: les acides phénoliques, les flavonoides, les

tanins et les coumarines (Luthria et al., 2006).
» Acides phénoliques

Le terme acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant
au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique, en phytochimie, I’emploi de

cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique
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(Belyagoubi, 2011). Les composés phénoliques sont dérivés de deux sous-groupes distingués:
les acides hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont 1’acide caféique, 1’acide
férulique et I’acide chlorogenique, ainsi que les acides hydroxybenzoique, mais les plus
répandus sont 1’acide salicylique et I’acide gallique, qui setrouvent dans un certain nombre de
plantes agricoles et médicinales, et présents chez toutes les céréales(figurel3) (Barboni,
2006).

COOH O OH
J )
| 0
[ ] N 0H
N TSOCH, HO OH
OH HO OH
Acide feurlique acide caféique acide gallique

Figure 13 : Quelques acides phénoliques (Ribereau, 1968).
» Flavonoides

Le terme flavonoides signifie jaune en latin (Ribereau, 1968). Les composés
flavonoique sont des pigments végétaux responsables de la coloration des fleurs et fruits et
parfois des feuilles. Aussi, ils se localisent dans divers organes des plantes (Bruneton, 1999),
et jouent un role trés important dans la croissance des plantes, la floraison, la fructification et
la défense contre les maladies et les microorganismes. Ils ont également un réle trés important
pour la santé humaine. A titre d’exemple, ils sont efficaces pour l'inflammation chronique les

maladies allergiques, les maladies coronariennes et le cancer (Ebadi, 2001 ; Ghedira, 2005).

Flavonoide, est un terme générique pour des composés basés sur un squelette a 15
atomes de carbone qui fait de deux cycles phényles C6, les cycles A et B, connectés par un
pont a trois carbones (structure en C6-C3-C6). Ce dernier est situé entre les cycles A et B est
communément cyclisé pour former le cycle C (cycle centrale). Les atomes de carbone dans les

cycles C et A sont numérotés de 2 a 8, et dans le cycle B de 2'a 6' (Bruneton, 1999).

Les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes : anthocyanidines,

flavonoles, isoflavonoles, flavones, isoflavones, flavanes, isoflavanes, flavanols, isoflavanols,
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flavanones, isoflavanones et aurones (Medic et al., 2004) La Distinction des sous-classes se

fait sur la conformation de la structure centrale (cycle C)( (Dacosta, 2003).

Figure 14 : Structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003).
» Coumarines

Les coumarines sont des molécules hétérocycles, oxygénées et largement répandues
dans monde végétal (Casleyet al., 1993). Geénéralement, elles constituent une classe
importante des produits naturels, elles donnent une odeur caractéristique semblable a celle du
foin fraichement fauché. A I’exception des algues, ces composés sont les constituants
caractéristiques du regne vegétale chlorophyllien, les familles végétales les plus riches en
coumarines sont les : Légumineuses, Rutacées, Apiécées et Thymeleacées. Elles se trouvent
dans toutes les parties de la plante et notamment les fruits et les huiles essentielles des graines.
Les squelettes de base des coumarines est constitué de deux cycles accolés avec neuf atomes
de carbone (figure 15) (Ford et al., 2001).

R

R>
R3

Figure 15 : Structure d’une molécule coumarine (Ford et al.,2001).
» Tanins

Le terme tanin provient d’une pratique ancienne qui utilisait des extraits des plantes

pour tanner les peaux d’animaux, autrement dit pour transformer une peau en cuir (Hopkins,
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2003). En effet, ce sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreuses parties des
veégetaux tels que les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). De méme, ils
sont des substances de saveur astringente ayant la propriété de tanner la peau et de se
combiner aux protéines animales par des liaisons hydrogénes (Pousset, 1989). Solubles dans
I’eau et caractérisés par leur astringence (Peronny, 2005). Leur structure est complexe,
formée d'unités répeétitives monomériques qui varient par leurs centres, asymétriques et leur
degré d’oxydation (Ghestem, 2001).

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs deux groupes de tanins, basés
sur des différences structurales : les tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysables ou
tanins condenses (figure 16) (Ghestem, 2001).

OH
HO Tannins @
N()p_{o H HO. o
H 2 0CO H “OH o
H H

OH

X
HO ‘OH
HO OH OH
HoO procyanidine B-2

pentagalloviglucose

Tanin condensé (5) Tanin hydrolysable (6)

Figure 16 : Structure des deux types de tanins (Ghestem, 2001).
» Quinone

Ce sont des composés oxygénés qui correspondent a I’oxydation de dérivés aromatiques
avec deux substituants cétoniques, caractérisé par un motif 1, 4 — dicétoclohexa -2,5 diénique
(para quinones) ou par un motif 1, 2 —dicétocyclohexa —3,5 — diénique (ortho — quinones)
(Bruneton 1993).

Les quinones peuvent étre classées :
- Benz quinones
- Naphtoquinones
- Anthraquinones

- Isoprénoides quinones
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» Saponine

Les saponines sont tres communes dans les plantes médicinales. Du point de vue
chimique, elles se caractérisent également par un radical glucidique (glucose, galactose) joint

a un radical aglycone

Les saponosides sont une classe d’hétérosides marins. Ce sont des glycosides téroidiens
ou triterpéniques qui ont la propriété de former des solutions moussantes en présence d’eau et

de précipiter le cholestérol (figure 17).

HO

Figure 17 : Structure de saponoside (Salah Eddine L. 2014).

> Stérols

C’est une molécule amphiphilique en C27, renferme un squelette tétracycliques
planaire, avec une queue hydrophobique, et un groupement polaire : le groupe hydroxyle
(Harborne et Williams, 1998).

Les stérols posseédent un groupement hydroxyle sur 1’atome de carbone 3
généralement une double liaison entre les atomes de carbone 5 et 6 ainsi qui une chaine
latérale rattachée ay sommet 17 du noyau perhyroocyclo — pentano — phénanthrene, leur

représentant dans le regne animal est le cholesterol.
» Anthocyane

Le mot vient d’ailleurs du grec anthos qui veut dire fleur et de kuanos (qui a donner
cyan) qui veut dire bleu. Elles sont responsable des couleurs éclatantes de certain fruits
(raisin rouge, framboises, cerise), de fleurs (coquelicots, géraniums) ou des couleurs

rouges des feuilles d’érable a I’automne.
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La partie responsable de la couleur (chromophore) s appelle 1’anthocyanidine et
présente une structure de cation 3,5,7,4 — tétrahy-droxyflavylium. Dans les anthocyanes
naturels, le groupement OH en position 3 est toujours glycosylé et celui en position 5 lest
trés fréquemment (Olivier , D, 1994) (figure 18).

Figure 18 : Structure d' anthocyane (Olivier .D , 1994).

11.2.2. Biosynthese des composés phénoliques

Dans la nature, la synthése du noyau benzoique est exclusivement le fait des végétaux et
micro-organismes. Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies

d’aromageneése.
» La voie de I’acide shikimique

La voie la plus courante est celle de I’acide shikimique, qui conduit des oses aux acide

aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine) (Guignard, 1996).

La premiére réaction de cette voie est la condensation du phosphoénolpyruvate (PEP)
avec l'érythrose-4-phosphate pour former un composé en C7, le 3-désoxy-D-
arabinoheptulosanate- 7-phosphate. Aprées élimination du phosphore, déshydratation et
réduction de ce dernier, il se forme le shikimate qui subit une phosphorylation et une
condensation avec une nouvelle molécule de PEP pour former au bout de plusieurs réactions
enzymatiques l'acide chorismique, ce dernier se transforme en acides aminés aromatiques
(tyrosine, phénylalanine) qui, par désamination, ménent aux acides cinnamiques, precurseurs

de la majorité des acides phénoliques (Martin et al., 2002).
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» Voie de polyacétates

Une seconde voie de biosynthése consiste a réaliser un ensemble de noyaux aromatiques
par condensation répétée d’unités acétate et former ainsi un acide polycétonique. Ce dernier
subit une cyclisation formant un noyau benzénique portant une chaine latérale (Richter,
1993). Cette seconde voie intervient pour accomplir un second noyau benzénique chez les
veégetaux supérieurs pour de nombreux composés possédant déja un noyau aromatique obtenu
par la voie du shikimate : ce sont les composeés mixtes dont les représentants les plus

importants sont les flavonoides (Bruneton, 1993 ; Guignard, 1996) (figure 19).

—> | Polysacharides, glucides '
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Figure 20 : Les voies du métabolisme cellulaire : Interrelation entre les métabolites
primaires et les métabolites secondaires (Bruneton, 1993 ; Guignard, 1996).

11.2.3. Réles des polyphénols :
» Pour les plantes

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques : la croissance

cellulaires, différenciation, floraison (Albert , L ,1998).

Les anthocyanes et les flavonoides participent a la coloration des fruits murs, ils
conferent aux fruits et Iégumes leur teinte rouge ou bleuté. Aussi ils sont responsables de la

qualité sensorielle et alimentaires des aliments végétaux (Lugasi, A, et al.,2003).
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Les flavonoides sont impliqués dans une certaine fonction :
- ils assurent la pigmentation des fleurs, des fruits, et des grains
- systeme de défense contre les pathogenes

Les polyphénols participent a des réponses allopathiques : compétition entre les plantes
pour la germination et la croissance au moyen de toxicité qui empéchent la croissance des

autres plantes compétitrices (Yezza et Bouchama , 2014).
» Pour ’homme

Les métabolismes secondaires ont des intérét multiples mis a profit dans
I’industrie : en alimentation, en cosmétique, en pharmacie, ces composés sont en grande

mesure illustrés en thérapeutique (Bahourn , 1997) (tableau05) .
11.2.3.1. Réle biologique

Tableau 05 : activités biologiques des composés phénoliques (Laraoui . H , 2007).

Polyphénols Activités
Acides phénoliques Antibactérienne, antifongique, antioxydant
Coumarines Protectrice vasculaires

Anti-tumorale, Anti carcinogene, Anti

Flavonoides ) ] )
inflammatoires, anti oxydante

Anthocyane Protectrice capillaroveineux

Effets stabilisants sur le collagéne, anti

Pro anthocyanidine _
fongique

Tanins Anti oxydante
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I11.1. Activité anti bactérienne :
111.1.1. Définition d’un antibactérien

Une substance antibactérienne ou bactéricide est une substance possédant la capacité de
tuer des bactéries, elle fait intervenir tous les caracteres structuraux et métaboliques qui leur
donnent une individualité parmi les microorganismes et permettent de les distinguer d’une

part des champignons inférieurs et des protozoaires, d’autre part (Labed.l, 2015).
I11.1.2. Infections bactériennes

Les infections bactériennes sont causées par différents micro-organismes et sont la
cause des maladies les plus fatales et des épidémies les plus répandues. De nombreux
antibiotiques sont développés pour les traiter, cependant leur utilisation abusive est a 1’origine

de I’apparition de la multi résistance bactérienne (Zeghad .N, 2009).

La maitrise des infections bactérienne devient complexe du fait que de nombreuses
bactéries ont développé une résistance a la plupart des antibiotiques ce qui a constitué un
probleme de santé important a I’échelle mondiale (Zeghad .N, 2009).

Pour cette raison; plusieurs chercheurs s’orientaient vers de nouveaux substituts
notamment les végétaux qui représentent une source d’inspiration dans les recherches

médicales (Ali-shtayeh et al., 1998).
111.1.3. Généralités sur les souches bactériennes testées :
> Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif aérobie-anaérobie facultatif appartenant a
la famille des entérobactéries (enterobacteriaceae) qui colonisent le tube digestif de ’homme
et des animaux (Thorene, 1994). Escherichia coli représente pres de 80% de la microflore
aérobie, plus largement les coliformes thermotolérants, sont recherchés dans les aliments
comme indicateurs de contamination fecale ; leur présence fournit ainsi une indication sur une
éventuelle contamination de 1’aliment par des bactéries pathogenes d’origine digestive. La
majorité des souches d’E. Coli sont associées a des pathologies intestinales ou extra-

intestinales bien connues des médecines (Thorene, 1994).
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Figure 21 : Escherichia coli sous microscope électronique a différents grossissements.
A : x15000 ; B:x 1000 (Thorene, 1994).
» Pseudomonas aeroginosa

Les espéces P.aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces bactéries finessont de
1,5 a 3um de long et 0,5 a 0,8 um de large. Elles sont mobiles grace a une ciliature de type
polaire monotriche, ce type de bactéries posséde un aspect de vol moucheron. P.aeruginosa
ne forme ni des spores ni sphéroplastes. Elles sont responsable de 10 % de ’ensemble des
infections nosocomiales, occupant le 3éme range apres E.coli et S.aureus, mais le 1ér range
pour les infections pulmonaires basses et le 3éme range pour les infections urinaires
(figure21) (Thorene, 1994).

Figure 22 : Pseudomonas aeroginosa sous microscope électronique a différents
grossissements. A : x15000 ; B:x 1000 (Thorene, 1994).

> Bacillus Cereus

Bacillus cereus est un groupe d’espéces trés proches qui sont caractérisées par des
bacilles a gram —positif, aérobies ou anaérobies facultatifs, et sporulant. Elle est sphérique ou

ovale, déformante ou pas selon les espéces (Medane .H, 2017) (figure 22).
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Bacillus cereus est responsable de toxi-infections caractérisées par des symptdmes
diarrhéiques, ainsi que d’intoxinations se traduisant par des symptomes émétiques (Anses

2021).

Figure 23 : Bacillus Cereus sous microscope électronique a différents grossissements.

A : x15000 ; B:x 1000 (Thorene, 1994).

111.1.4. Les antibiotiques :
111.1.4.1. Définition

Les antibiotiques sont des molécules ayant une activité antimicrobienne, qui sont soit
d'origine microbien (B-lactamines, aminosides, macrolides, polypeptides), synthétiques
(sulfamides, quinolones) ou semi-synthétiques (Boulahbal, 2009). lls peuvent avoir des effets
bactéricides ou bactériostatiques. C’est des molécules qui agissent spécifiquement sur des
cibles moléculaires perturbant une étape essentielle du métabolisme des bactéries (Paul,
2005).

I I .1.4.2.Classification des antibiotiques :

La classification des antibiotiques repose sur plusieurs critéres en autre leur structure en

chimique et leurs mécanismes d’action, lesquels conditionnent leur spectre d’activité.
» Mode d’action : action sur la paroi, la membrane cytoplasmique.... etc
» Spectre d’activité : sur les cocci Gram positives, les cocci Gram négatives ou autres.
» Origine de la molécule : naturelle, synthétique ou semi synthétique.

» La structure chimique : tres variable, elle est basée souvent sur une structure de base
(ex : cycle B-lactame) (Boulahbal, 2009) .

41




Chapitre 111 Les activités biologiques

La classification  selon le mode d’action permet de classer les antibiotiques en

familles :

» Les p-lactamines : Pénicilline et Céphalosporines.

» Les macrolides et apparentés : Erythromycine et Oléandomycin.
» Les cyclines : Tétracyclines et Doxycycline.
>

Les aminosides:  Streptomycine, Gentamycine,  Chloramphénicol et
Thiamphénicol (Etebu et al., 2006).

II I .4.3.Mode d’action des antibiotiques :

Pour pouvoir étre utilisable en pratique clinique, un antibiotique doit se caractériser par
une action spécifique sur les germes vises sans perturber le fonctionnement des cellules
eucaryotes (hote), donc les antibiotiques ont une cible précise dans le métabolisme bactérien
(Yves, 2005). (figure 23).

> Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne

C’est le blocage de la synthése de la paroi, ce qui fragilise fortement I’enveloppe
externe des bactéries qui les protége de I’environnement extérieur (pression osmotique, T°,
stresse mécanique) (Sandra, 2015). Chez les microorganismes Gram positif, la pénicilline et
les antibiotiques chimiquement apparents empéchent la réaction de transpeptidation qui est
une étape importante dans 1’assemblage du peptidoglycane. Par contre, les Gram négatifs sont
moins sensibles a la pénicilline car leurs enveloppes externes empéchent 1’antibiotique

d’atteindre la couche de peptidoglycane de la cellule.
» Action sur la membrane cytoplasmique

Il existe quelques molécules d’antibiotiques qui agissent sur la membrane des cellules
bactériennes, ce sont essentiellement des détergents qui jouent un réle important dans la
désorganisation des lipides ou la formation des pores dans la membrane qui provoque
I’infiltration des composés cellulaires et la mort bactérienne (Brienne, Gayton,

Mounier,2014).
» Inhibition de la synthése des acides nucléiques

La Rifampicine, Sulfamide, Quinolone et Trimetoprine sont des familles d’antibiotiques

qui inhibent la synthese et le fonctionnement des acides nucléiques (ADN, ARN) par
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inhibition de la réplication de I’ADN et de la transcription de I’ARN et aussi la diminution de
la synthése des précurseurs nucléotidiques (Philippon, Arlet, 2005).

» Inhibition de synthése protéique

Les tétracyclines, aminosides, chloramphénicol, macrolides, acide fusidique et
linézolide empéchent la traduction de ’ARNm par la fixation sur la petite sous-unité des
ribosomes ce qui entraine 1’arrét de la biosynthése des protéines (Boulahbal , 2009) (figure
23) .

1- Inhibition de lavsynlhcsc 2- Inhibition de la synthese
de la paroi bacterienne de la membrane cytoplasmique

3- Inhibition de la ‘ -

synthese proteique

4- Inhibition de la
synthese de I"ADN

Figure 24 : Modes d’actions des antibiotiques. (Mandell, 1975).
111.1.5. Méthodes d’évaluation de ’activité antibactérienne :

Les méthodes utilisées pour évaluer I'activité antimicrobienne in vitro des extrais des
plantes sont nombreuses et donnent parfois des résultats différents selon les conditions

expérimentales adoptées par chaque manipulateur (Suhr et Nielsen , 2003).

Les méthodes d'évaluation les plus utilisées sont la méthode de diffusion sur I'Agar et la
méthode de dilution. Dans la premiere méthode les extraits sont deposés sur des disques de
papier ou dans des puits creusés dans I'Agar. Dans la seconde méthode, les extaits sont
incorporées dans le bouillon de culture ou d'autres liquides dans lesquels les bactéries sont
présentes. Ces différentes techniques sont répertoriées et décrites dans différentes publications

(Lahlou, 2004 ; Bosio et al.,2000). C'est ce qu'on appelle I'aromatogramme.
111.1.5.1. Méthode de ’aromatogramme

L'aromatogramme est une méthode qui se réalise in vitro, basée sur une technique

utilisée en bactériologie médicale, appelée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu
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gélosé ou encore méthode des disques. Le contact se fait par I'intermédiaire du disque de
papier sur lequel on dispose une quantité donnée des extraits de plante. Cette méthode a
I'avantage d'étre d'une grande souplesse dans le choix des antibiotiques testes, de s‘appliquer a
un trés grand nombre d'especes bactériennes, et d'avoir été largement évaluée par 50 ans
d'utilisation mondiale. L'aromatogramme se réalise aussi sur un milieu liquide par la méthode
des disques (Belaiche, 1979).

111.1.5.2. Méthode du puits ou cylindre

Proposé par Cooper et Woodman en 1946, reprise par Shroder et Messing (1949),
elle mesure une diffusion radiale de I’extrait a partir d'un puits en donnant une zone
d'inhibition claire et facilement mesurable. Elle consiste a découper un tronc circulaire
vertical dans la gélose et d'y verser une solution d'extrait de concentration connu. L'extrait
diffusant radialement créant une zone d'inhibition circulaire a la surface de la gélose

préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne ou fongique.
111.1.5.3. Méthode de dilution

Les extraits a tester peuvent également étre directement mélangées en concentration
connue au milieu de culture, qu'il soit solide ou liquide sans oublier que les techniques de
dilutions exigent une dispersion homogeéne. Le milieu est ensuite inoculé & un taux déterminé
de microorganismes et apres incubation on note la présence ou l'absence de culture ; la lecture
peut étre visuelle ou spectrophotométrique car le degré d'inhibition est en rapport avec la
turbidité du milieu (Ferhat, 2004).
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I11.2. Activité anticoagulante :

111.2.1. Notion de ’hémostase

L’hémostase concerne I’ensemble des phénoménes qui contribuent a 1’arrét du
saignement (lutte contre I’hémorragie) et ceux qui maintiennent le sang a 1’état fluide dans les
vaisseaux (lutte contre la thrombose). Elle résulte de trois processus complémentaires :

L'hémostase primaire, la coagulation et la fibrinolyse (Harif, 2007).

- L'hémostase primaire : ferme la breche vasculaire par un "thrombus blanc™ (clou

plaquettaire) (figure 24).

- La coagulation : qui consolide ce premier thrombus en formant un réseau de fibrine

emprisonnant des globules rouges (thrombus rouge) ;
- La fibrinolyse : permet la destruction des caillots, ou la limitation de leur extension.

Ces trois étapes sont initiées simultanément dés que le processus d'hémostase est
enclenché (Schved, 2007).

Agrégation
plaquettaire

Clou plaquettaire

Vasoconstriction

Figure 25 : Etapes de I’hémostase primaire (Harif, 2007).
111.2.2. Plaguettes sanguines

Les plaquettes sanguines sont de petites cellules sans noyau, formées dans la moelle
osseuse, circulent dans le sang avec les globules rouges et blancs, et elles ont un réle essentiel
dans la coagulation du sang. Leur membrane plasmique est composée d’une double couche de
phospholipides (PL) répartis de fagon asymétrique. La membrane plaquettaire est riche en

acide arachidonique et comprend des glycoprotéines (GP) dont les principales sont GPIIbIIla
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et la GPIb ainsi que des récepteurs divers, dont le plus important est les récepteurs a la

thrombine (Schved, 2007).
Le cytoplasme des plaquettes comporte deux réseaux de canaux :

- Le systeme canaliculaire ouvert qui fait de profondes invaginations de la membrane
plaquettaire, permettent ainsi une communication rapide entre des éléments extra cellulaire et

I’intérieur des plaquettes
-Le systeme tubulaire dense qui représente le lieu de stockage du calcium
111.2.3. Coagulation du sang :
111.2.3.1. Définition

La coagulation est une réaction normale de I'organisme dont le but est la formation d'un
caillot qui sert a stopper une hémorragie a la suite d'une breche dans un vaisseau Sanguin.
Pour cette raison, il considéré comme un phénomeéne essentiel dans la protection Du systeme
vasculaire car il est lié a la transformation de fibrinogéene en fibrine. Cette transformation a
lieu aprés une série de réactions enzymatiques faisant intervenir de nombreux facteurs tant

plasmatiques que plaquettaires (Ekoumou, 2003).
111.2.3.2. Facteurs de coagulation
Les facteurs de la coagulation, synthétises pour la plupart par le foie, sont divisés :

- En précurseurs (pro-enzymes ou zymogenes) de sérine-protéases représentés
parprothrombine (F 1), proconvertine (FVII), anti-hémoph B (F 1X), Stuart (FX), Rosenthal
(F XI), Hageman (FXII).

- En cofacteurs représentés par proaccélérine (FV), anti-hémoph A (FVIII) et en
fibrinogéne qui est le substrat (FI). La vitamine K intervient au stade terminal de la synthese
de 4 facteurs de la coagulation (F I1, VII, IX, X appelés facteurs vitamine K dépendants) en
leur faisant acquérir la capacité de se complexer avec le calcium et les phospholipides. En
I'absence de vitamine K, le foie libére des facteurs de la coagulation anormaux non
fonctionnels appelés PIVKA (Protein Induced by Vitamin K Absence) (Moerloose et
Boehlen, 2005).

Pour que l'activation enzymatique des facteurs de la coagulation se déroule
normalement, la présence de phospholipides et de calcium est nécessaire. Les phospholipides

proviennent de deux sources principales, les plaquettes et les tissus (thromboplastine
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tissulaire). Le calcium est nécessaire a la plupart des étapes d'activation enzymatique de la
coagulation (Schved, 2007).

Cote de ces facteurs, ils existent des systemes inhibiteurs : systéme des antithrombines,
systeme protéine C- protéine S, inhibiteur de la voie extrinseque (TFPI pour Tissue Factor
Pathway inhibitor). Ils sont prédominants dans le plasma et régulent en permanence le
processus d'hémostase (Schved, 2007). Le Facteur von Willebrand (VWF) joue également un
role dans la coagulation, il circule lier au facteur antihémophilique A qu'il protége contre la
protéolyse. Ainsi, une diminution importante du facteur Willebrand entrainera une diminution
du FVI1II (Schved, 2007) (tableau 06) .

Tableau 06 : Facteurs de la coagulation plasmatique (Boisseau, 1996).

N° de facteurs Nom de facteurs Role Lieu de synthese
I Fibrinogéne Substrat Foie
I Prothrombine Zymogene Foie
Sous-Endothélium
i Facteur tissulaire Cofacteur
Cellules sanguines
\Y Proéaccélérine Cofacteur Foie
VIl Proconvertine Zymogene
Foie
Facteur
VI Cofacteur Foie
antihémophilique A
Facteur
IX Zymogene Foie
antihémophilique B
X Facteur Stuart Zymogene Foie
Xl FacteurdeRosenthal Zymogene Foie
XIl FacteurdeHageman Zymogene Foie
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111.2.4. Déroulement de la coagulation :

La coagulation peut étre initiée de deux facons différentes. La premiére dite « voie
extrinséque » de la coagulation, est I’exposition du sang au contact du FT qui semble
prépondérant et essentielle in vivo. La seconde, connue sous le hom de « voie intrinséque »
est ’exposition du sang au contact d’une surface chargée négativement. » (Said et Rose,
2012).

111.2.4.1. Voie endogene ou intrinseque

Dans cette voie de coagulation, tous les éléments nécessaires de la coagulation sont

présents dans le plasma sans apport extérieur.

D’abord, elle est déclenchée par I’activation du facteur XII par son contact aux
structures électronégatives de la matrice sous-endothéliale (collagene, sulfatides,
glycosaminoglycanes) (Vogler et al., 2009). Cette activation conduitpar la suite a I’activation
de pré-kallikréine en kallikréine qui & son tour peut activer le facteur XII. Aprés, ce dernier
activé catalyse la transformation de la forme zymogéne du facteur X1 a la forme protéolytique
activée qui active par la suite le facteur IX (Vogler et al.,2009). Puis, ce facteur se liea la
surface de phospholipides anioniques des plaquettes (PS) par I’intermédiaire des ionscalcium
et forme, en présence de son co-facteur, le facteur VIII, le complexe tenase qui est
responsable de D’activation du facteur X(le facteur Stuart). Ce dernier forme avec son
cofacteur, le facteur V(proaccélérine), les phospholipides plaquettaires et par I’intermédiaire
aussi des ions de calcium le complexe prothrombinase qui catalyse la transformation de

prothrombine (facteur 1) en thrombine (Ajjan et Grant, 2006) (figure25).
111.2.4.2. Voie exogéne ou extrinseque

La voie exogene est la voie la plus simple et la plus rapide que la voie endogéene, car
elle fait intervenir un nombre limité de facteurs (Caen et al., 1975). Cette voie est activée par
un facteur non plasmatique qui est le facteur tissulaire, une glycoprotéine membranaire
exprimée sur la surface des cellules endothéliales et les cellules de la matrice sou endothéliale.
Lors d’une breche vasculaire, le facteur tissulaire devient en contact avec le plasma ce qui
permet D’interaction avec le facteur VII (pro-convertine) pour former un complexe
enzymatique réactif (Facteur tissulaire-FVII). Ce complexe est responsable de 1’activation de
facteur X et aussi de facteur IX et par conséquence de prothrombine en thrombine (Colvin,
2004) (figure25).
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Voie intraséque

Héparines \
Facteur Facteur
XIl Xlla _ | HNF HBPM |
Voie extrinseque % 4
Facteur XI  Facteur Xla
A”_\\
Facteur|X  FacteurIXa FacteurVlla  Facteur VIl

Facteur Vllla Ca++ Facteur tissulaire

«
Facteur X Facteur X P Y
(AT
F teurXa‘/”*/\"_'/
Facteur Va, Ca++, ac
Phospholipides

Prothrombine I Thrombine lla

Fibrinogéne  Fibrine

Figure 26 : Cibles principale de la cascade de coagulation (Colvin, 2004).
111.2.5. Anticoagulants

Les anticoagulants représentent le traitement principal de la maladie veineuse
thromboembolique. En effet, de nombreux anticoagulants agissant a différents niveaux de la
cascade de la coagulation sont utilisés et ils sont regroupés en trois classes, deux classes sont
des anticoagulants classiques (les héparines et les anti vitamines K) et la classe des Nouveaux
anticoagulants (Batty et Smith, 2010).

111.2.5.1. Héparines

Il existe deux types des héparines utilisables et administrées par voie intraveineuse ou
sous cutanée, I’héparine non fractionnée (HNF) et les héparines de bas poids moléculaire
(HBMP) (Battyet Smith, 2010). L héparine non fractionnée est composée d’un mélange
hétérogéne de chaines polysaccharidiques sulfatées de taille et de structures différentes
extraites de la muqueuse intestinale de porc. Le poids moléculaire varie de 5000 a 35000
daltons alors que les héparines de bas poids moléculaire sont issues de la dépolymeérisation
des chaines polysaccharidiques de I’HNF par des procédés chimiques ou enzymatiques dont
leurs poids moléculaires varient de 3000 a 5000 daltons. L’HNF et les HBPM forment un

complexe avec I’anticoagulant physiologique 1’antithrombine 111 potentialisant son effet sur
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I'inactivation de divers facteurs de coagulation. Le complexe HNF-antithrombine 111 inactive
le plus notamment les facteurs Xa et la thrombine (facteur 1la), mais a un moindre degré les
facteurs I1Xa, Xla et Xlla, alors que le complexe HBPM-antithrombine IIl inhibe

particulierement le facteur Xa et a moindre degré la thrombine (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 quatre
facteurs de la coagulation, la prothrombine II, la proconvertine VII, le facteur stuart X, et le
facteur antihémophilique B (le facteur 1X). Elle intervient dans la carboxylation des molécules
d’acide glutamique de I’extrémité —N- terminale de la chaine glycoprotéinique de chacun de
ces facteurs. Cette carboxylation est nécessaire pour 1’activité biologique et la fixation de ces

facteurs sur les surfaces phospholipidiques plaquettaires. (Vidal, 2009).
111.2.5.3. Les nouveaux anticoagulants

Des nouveaux anticoagulants sont actuellement utilisés a coté des anticoagulants
classiques. Ils sont subdivisés selon leur mode d’action en deux catégories : les inhibiteurs
indirects et les inhibiteurs directs. (Girardel et Samama, 2006). Les inhibiteurs indirects
agissent en potentialisant 1’activité de I’antithrombine III, et parmi lesquelles la fondaparinux
et ’idraparinux qui sont des inhibiteurs synthétiques indirects et sélectifs du facteur Xa et ils
sont constitués de 5 unités saccharides capables de modifier la conformation en augmentant
’activité inhibitrice naturelle de I’antithrombine III sur le facteur Xa (Girardel et Samama,
2006).

Les inhibiteurs directs agissent directement sur le facteur Xa ou la thrombine, et parmi
lesquelles le DX-9065a, I’hirudin, 1’argatroban,...etc. Le DX-9065a est un dérivé synthétique
de ’acide propanoique qui inhibe directement le facteur Xa libre et le facteur Xa lié dans le
complexe prothrombinase (Girardel et Samama, 2006). alors que I’hirudin est un peptide de
65 acides aminés, extrait de la glande salivaire d’une espéce de ver (Hirudomedicinalis) et il

inhibe directement et de facon irréversible la thrombine.

L’argatrobane est un dérivé synthétique d’acide carboxylique qui inhibe directement la

thrombine.
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La thrombine formée par les deux voies catalyse la conversion de fibrinogéene (FI) en
monomeres de fibrine qui s’associent les unes aux autres grace a des liaisons hydrogéne pour
former un réseau fibrineux instable, ou le facteur Xllla (le facteur stabilisateur de fibrine)
préalablement activé par la thrombine intervient pour la solidification du caillot fibrineux par

I’établissement de liaisons covalentes entre les différentes molécules de fibrine (Ajjan et
Grant, 2006).
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Chapitre | : Matériels et méthodes

Notre étude expérimentale a été réalisé au sein des laboratoires pédagogiques du Centre
Universitaire Abedelhafid Boussouf — Mila, ainsi que le laboratoire d'analyse médicale. Dr
Mirouh a Ferdjioua. Elle comporte quelques aspects d’ordre technique concernant le
screening photochimiques, le dosage des polyphénols totaux et I’étude de deux activités
biologiques de deux plantes médicinales ( Punica granatum L. et Teucrium polium L. ). Le
choix de ces deux plantes a été fondu sur le fait d’utilisation dans le traitement des cicatrices,

et plaies, notamment au niveau de 1’estomac.

1.1. Matériel et Méthodes :

1.1.1. Matériel végétal

La matiére vegétale utilisée dans cette étude est achetée d’un herboriste a Ferdjioua.
Elle est constitué des écorces de grenade (Punica granatum L.) et Germandrée tomenteuse (

Teucrium polium L. ) (figures 26 , 27) .

Figure 27 : séche de Teucrium polium L. Figure 28 : écorces seches de Punica

granatum L.
1.1.2. Matériel de laboratoire

Le matériel utilisé dans cette étude ainsi que les réactifs et les produits sont illustrés dans

I’annexe 01.
1.1.3. Méthodes
1.1.3.1. Préparation du matériel végetal
> Broyage et tamisage

La plante et les écorces séches sont broyées a I’aide d’un moulin électrique, pour
obtenir une poudre, puis tamiser par un tamis, le broya (poudre végétale) est ensuite
conservée dans des flacons en verre fermées hermétiquement et stockée a 1’abri de la lumiére

jusqu’ a utilisation (figure 28, 29).
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Figure 30 : Broyage et tamisage du Punica granatum L. (Photo personnelle ,2022).
1.1.3.2. Analyse qualitative (Screening phytochimique) :

Les tests du screening phytochimiques sont réalisés sur deux différents types des
plantes : les écorces de Punica granatum L et la plante de Teucrium polium L , ces tests
consistent a détecter les différents composés chimiques existants dans une partie quelconque

de la plante par des réactions soit de précipitation ou de coloration
» Préparation de I’extrait éthanolique

Dans un Erlenmeyer, on a ajouté 50 g de chaque poudre végétale (Broya), puis 250
ml d’éthanol, ’ensemble est ensuite soumis sous agitation mécanique a une température
ambiante pendent 3 jours. Le produit obtenu est filtré a 1’aide d’un papier filtre de Whatman,
apres ; le filtrat obtenu est conservé dans un flacon en verre fermé hermétiquement et stocké a

I’abri de la lumiere jusqu’ a utilisation.
a) Recherche de stérols et triterpenes

Dans un bécher, introduire 5 ml de I’extrait a analyser, puis 5 ml d’anhydride Acétique,
et 5 ml de chloroforme. avec une pipette on ajoute ensuite 1 ml de I’acide sulfurique (H2SOx4 )
concentré au fond de bécher sans agitation. aprés 20 min, on observe la formation des
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anneaux rouge brunatre ou violets au zone de contact avec le surnageant et une coloration

verte ou violette dénotait présence de stérols et de triterpenes ( Guedouri. R, 2012).
b) Recherche de coumarines

Dans un tube a essai, on ajoute au 5 ml d’extrait éthanolique, 5 ml de KOH (10%) et 5
ml de HCI (10%), Aprés quelques secondes, on observe une précipitation rouge brune ; ce qui

indique la présence des coumarines (Koffi N et al., 2009).
¢) Recherche des glucosides

Pour détecter ces molécules, un mélange constitu¢ de 1ml de I’extrait brut aves 2 ml
d’eau distillé 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 (Bensalah . F, 2014 ) .
d) Recherche des alcaloides

lou 2 ml de I’extrait de filtrat ont été traité avec le réactif de wagner ; la formation d’un

précipité brun, rougeatre monte un résultat positif des alcaloides ( Memelink et al .,2001).
e) Recherche des saponines

2g de la poudre est mélangé a 80ml d’eau distillé puis porter a 1’ébullition pendant 5
minutes. On filtre. L'extraits est ensuite, on refroidi et agité rigoureusement pendant 2
minutes. la formation d’une mousse permanante plus au moins importante > Icm indique la

présence des saponosides (Benzahi . K, 2001 ; Caouch. N, 2001).
f) Recherche des flavonoides

Pour le criblage des flavonoides, ajouter 5 ml d’extraits éthanolique et, quelques gouttes de
HCIl, quelque coupeaux de magnésium (Mg). I’apparition d’une coloration rose ou rouge

apres 3 minutes prouve la présence des flavonoides ( Karumi Yet Coll , 2004 ).
g) Recherches des tanins

1 ml de I’extrait a tester a été¢ ajouté a 2 ml d’eau distillé et 2 — 3 gouttes de la solution
de chlorure ferrique FeCls (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 ; Douhou et al.,2003).
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h) Recherche des anthraquinones libres

Un volume de 5 ml de NHsOH (10%) est mélangé avec 10 ml d’extrait, en maintenant
I’agitation. L’apparition d’un anneau rouge indique la présence des anthraquinones libres

(Oloyede , 2005).
1) Recherche des quinones

La présence des quinones libre est confirmée par ’ajoute de quelques gouttes de lessive
de soude (NaOH 1 %) sur 5 ml d’extrait de test.

Coloration : la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet (Oloyede , 2005).
J) Recherche des anthocyanes

Les anthocyanes sont détectés en plagant Sml d’extrait dans un tube auxquels on ajoute
15ml d H2SO4 (10%) (milieu acide). Aprés agitation, le mélange est additionné de 5 ml de
NHsOH (10%) (milieu basique). La présence des anthocynes est affirmée par une coloration

bleu — violacée en milieu basique (Bruneton , 1999).
1.1.3.3. Extraction des polyphénols totaux
1.1.1.1.1. Préparations des extraits végétaux
La macération est la méthode utilisée pour I’extraction des molécules bioactives. Cette

méthode consiste a laisser le matériel végétal en contact direct avec un solvant pendant 24

heures & une température ambiante (température de laboratoire).

La méthode a pour but d’extraire le maximum des molécules chimiques contenant dans
les graines de la plante en utilisant des solvants organiques qui accélérent et augmentent le

rendement d’extraction.
» Préparation des extraits bruts méthanoliques

Cette étape consiste a extraire le maximum des substances actives contenues dans les
plantes en utilisant le méthanol comme solvant organique auquel nous avons ajouté une

quantité d'eau pour en augmenter la polarite.

Selon le protocole de (Talbi et al., 2015), nous avons ciblé les composés phénoliques.
Une quantité de 10g de la poudre est macérée pendant 3 jours dans une solution de
méthanol/eau (70: 30, V/V) sous agitation mécanique a une température ambiante. Apres

filtration, Le filtrat obtenu est soumis ensuite a une évaporation par rotavapeur. Permettant
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ainsi d'obtenir un extrait caractérisé par une couleur marron, qui est considere comme étant le
résidu sec, ce dernier est stocké dans des boites de Pétries en verre fermées hermétiquement a

I'abri de la lumiere jusqu'a utilisation (figure30).

10g de broya 70/30(Méthanol /eau) Agitation mécanique

Résidu sec Evaporation Filtration

Figure 31 : Etapes de la macération méthanolique (photo personnel 2022).

» Préparation de I’extrait aqueux

Pour préparer un extrait aqueux, une quantité de 10g de broya (Punica granatum L. et
Teucrium polium L.) a été macéré dans 100 ml d’eau distillé sous agitation mécanique
pendant une heure et a une température ambiante. La solution obtenue est filtrée a 1’aide d’un
papier filtre de type wattman.

Le filtrat est ensuite évaporé dans une étuve a une température de 40°C pour éliminer de
I’eau. Le résidu sec obtenu est conservé dans un flacon opaque a basse températures jusqu’a

leur utilisation (figure31).
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10g de broya 100ml d'eau distillé Agitation mécanique

Résidu sec Etuve Filtration

Figure 32 : Etapes de la macération aqueux (photo personnel 2022).
» Rendement en extrait sec (Résidu sec) :

Selon Harbone ,1998 . Le rendement en extrait sec est défini comme étant le rapport
entre la masse de 1’extrait sec obtenue et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est

exprimé en pourcentage et calculé selon la formule suivante :

R%=(Me/Mv) x 100

R% : Rendement en %.
Me : Masse de I’extrait aprés évaporation du solvant.

Mv : Masse de la maticre végétale utilisée pour 1’extraction.
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1.1.4. Dosage des polyphénols totaux par colorimétrie (méthode de Folin Ciocalteu) :
1.1.4.1. Principe

Le test est adapté par Singleton et Ross (en 1965) qui ont utilise le réactif de Folin-
Ciocalteu pour réaliser le dosage (Giner, 1996). Le réactif est constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM012040).
Qui est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et
de molybdéne. La coloration produite, dont 1’absorption maximum est comprise entre 725 et
750 nm, est proportionnelle a la quantité des polyphenols présents dans les extraits végétaux
(Ribéreau, 1968).

1.1.4.2. Mode opératoire

Ce dosage permet de deéterminer la concentration en se référant a une courbe

d’étalonnage réalisé a partir des concentrations connues d'acide gallique.

Mettre 0.2 ml (200 uL) d'extrait méthanolique, solution mere préparée de résidu sec de
Concentration massique de 0.1g/ml, dans des tubes a essais, ajouter 1 ml de réactif de Folin
Ciocalteu dilué 10 fois dans I’eau distillée (1V/9V), Aprés 15 min d’incubation a température
Ambiante, 800ul de Na2CO3 (7,5%) dilué également dans I'eau distillée, sont additionnés au

Meélange (figure33).

L'ensemble préalablement agité est incubé a I'abri de la lumiere pendant 2 heures.

L’absorbance est ensuite lue a 760 nm par un spectrophotometre UV/visible (figure 32).

Figure 33 : Etapes de dosage des polyphénols totaux (photo personnelle ,2022).
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200 ul d’extrait méthanolique

4

1 ml de réactif de Folin Ciocalteu (FCR ) dilué 10 fois

4

Aprés 15 min

0.8 ml de NaCO3 sont ajoutés (7.5%)

L]

Incubation pendant 2 heures a une température ambiante et a
I'obscurité

4

Lecture a 765 nm

Figure 34 : Protocole de dosage des polyphénols totaux (Li et al., 2007).

La courbe d'étalonnage linéaire (Y= ax ) est effectuée par l'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 Ig du poids de I'extrait sec (résidu).

Le blanc est représenté par le solvant utilisé additionné du Folin-Ciocalteu et de

carbonate de sodium. Toutes les mesures sont répétées 3 fois.

1.1.5. Etude de P’activité anti — bactérienne :

L'activité antibactérienne. in vitro vis a-vis des différentes souches bactériennes

(Bacillus Cereus, E. coli , Pseudomonas aeroginosa ) a été réalisée par la méthode de
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diffusion de disque ou les disques sont imbibés de 10 pl de chaque extrait (Sokmen et al.,

2004). Dans le laboratoire d’analyses médicales de Dr. Mirouh a Ferdjioua Wilaya de Mila.

1.1.5.1. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé comme

suit :

Dissoudre 38 g de la gelose Muller-Hinton dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir
avec agitation jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes a 120°C et

finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.

1.1.5.2. Préparation des dilutions des extraits

Les extraits méthanoliques et aqueux des deux espéces étudiées ont été dissous dans le
diméthyle sulfoxyde (DMSO) pour préparer les différentes concentrations avec des dilutions
successives au demi, sachant que la concentration de la solution mére de chaque extrait est de
100 mg/ml.

1.1.5.3. Préparation de I’ inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On racle a I’aide d’une anse de platine quelques
colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester. Décharger
I’anse dans 3 ml d’eau distillée stérile, La suspension bactérienne est bien homogénéisée, son
opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc Farland, ou a une DO de 0.08 a 0.10 a 625 nm.
L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de I’eau

physiologique stérile s’il est trop fort.

1.1.5.4. Ensemencement et dép6t des disques

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon est trempé
dans la suspension bactérienne, puis 1’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du tube.

L’écouvillon est Frotté sur la totalit¢ de la surface gélosée, de haut en bas en stries serrées.

L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois. L’ensemencement est
fini en passant I’écouvillon une derniere fois sur toute la surface gélosée. L’écouvillon est
rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri avec la méme souche. Les
disques imprégnés d’extraits sont déposés délicatement sur la surface de la gélose inoculée a

I’aide d’une pince stérile.
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De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des antibiotiques (témoin
positif) appropriés préts a ’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats des

extraits testés et les disques Wattman imprégnés de DMSO (témoin négatif).
Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C.

> Lecture

Aprés l'incubation, I'effet des extraits se traduit par l'apparition autour de disque d'une
zone circulaire transparente correspondant a I'absence de la croissance. (Najjaa et al., 2007).
La lecture des résultats se fait par la mesure de la zone d'inhibition (& I'aide d'une régle (mm)
a l'extérieure de la boite). Plus le diamétre de cette zone est grand plus la souche est sensible
(Choi et al, 2006) (tableau 07).

Tableau 07 : évaluation de I’effet antibactérienne selon diameétre d’inhibition (Choi et al.,

2006).
Observation Signe Diametre d'inhibition
Non sensible ) <8 mm
Sensible (+) 84a 14 mm
Tres sensible (++) 15220 mm
Extrémement sensible (+++) >20 mm

1.1.6. Etude de P’activité anti — coagulante :
1.1.6.1. Coagulation du sang

La coagulation est une cascade de réactions enzymatiques aboutissant a la formation de
fibrine. L'enzyme central permettant de transformer le fibrinogene en fibrine, est la
thrombine. Le processus de formation de la thrombine est complexe avec une série
d'activations enzymatiques qui surviennent a la surface des phospholipides membranaires des

plaquettes, cellules endothéliales ou monocytes (Schved, 2007).
1.1.6.2. Evaluation de I’activité anticoagulante des extraits

L’activité anticoagulante de nos extraits étudies a été évaluée in vitro et in vivo vis-a-vis

la voie exogéne et endogéne de la coagulation. Et ceci sur un pool de plasmas normaux

61




Chapitre | : Matériels et méthodes

déplaquettés et a 1’aide de deux tests globales et chronométriques ; le temps de Quick (TQ) ou
nommé également taux de prothrombine (TP) et le temps de céphaline kaolin (TCK).

» Preéparation du pool plasmatique (standard) déplaquetté

Le pool plasmatique déplaquettés est un mélange de plasma déplaquettés des
volontaires 10 jeunes adultes sains non traités, dont les TQ et TCK sont normaux et

comparables.

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 (1/9, v/v).

Le sang est ensuite centrifugé pendant 10 minutes a 3000 rpm pour obtenir un plasma

pauvre en plaquettes. Le plasma standard obtenu est conservé a basse température -10C)

jusqu’a utilisation (figure 34 ) (Athukorala, et al., 2007).

Figure 35 : Etapes de préparation d’un pool plasmique (Photo personnelle, 2022).
1.1.1.1.2. Evaluation de I’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogene :
* Temps de Quick ou taux de prothrombine (TQ)

Le test de Temps de Quick (TQ) permet une exploration de la voie extrinséque de la
coagulation. Le TQ, converti en "taux de prothrombine" (TP) permet d'évaluer I’activité des
facteurs du complexe prothrombinique en référence a un plasma normal a 100%. Cet examen
consiste a mesurer le temps que met a se former un caillot de fibrine a 37°C lorsqu'on ajoute
dans le plasma un exces de thromboplastine ou facteur tissulaire en présence de calcium.
Normalement le caillot se forme en 12 a 13 s ce qui représente le temps de Quick. Le TQ
explore les facteurs de la voie exogene de la coagulation : facteur VII, facteur X, facteur V,

facteur Il, fibrinogéne (Caquet.R., 2004). Un temps de coagulation allongé par rapport a
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celui du contrdle négatif explique que I’échantillon exerce un effet anticoagulant vis-a-vis de

cette voie de coagulation.
» Mode opératoire

L’effet des extraits sur la voie exogene de la coagulation a été evalué selon le protocole
décrit par Atbukorala et ses collaborateurs ,2007. Différents volumes des extraits ont été
préparés (10, 20,30 ul) et additionné & 100 ul du plasma standard pré incubé a 37C° durant 2
min, les mélanges sont ensuite incubés a 37C° durant 15 minutes. Aprés I’incubation, la
coagulation a été déclenchée par 1’addition de 200 ul de thromboplastine pré incubé a 37C°
pendant 15 minutes, on mesure le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot fibrineux

par I’agitation (figure 36). les résultats sont exprimés par le temps de coagulation en seconde

(s).

Figure 36 : Réactif de thromboplastine (Tp) (Photo personelle2022).
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Sang

100ul de plasma

10ul de 20ul de 30ul de
Pextrait Pextrait Pextrait

Incubation 15 min
a37°C

Ajouté 200ul de thromboplastine dans
chaque type

Incubation 3 min a Lecture
gZ.oC

Figure 37 : Représentation schématique des étapes d’étude de 1’activité anticoagulante (TQ)
(Atbukorala et ses collaborateurs ,2007).
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1.1.1.1.3. Evaluation de ’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogene :
* Temps de céphaline Kaolin (TCK)

Cet examen consiste a activer la voie intrinseque de la coagulation par différentes
substances : le Kaolin (TCK = Temps de Céphaline Kaolin), ou plus souvent la selice
micronisée ou I'acide ellagique. Dans ce test, la céphaline est un phospholipide qui remplace

les plaquettes.

Chez I'adulte, la valeur normale moyenne du TCK est de 30 a 34 s habituellement. Un

laboratoire doit donc toujours rendre un temps témoin pour permettre I'interprétation du test.

Le réactif de céphaline Kaolin (BIO-CK) permet la recalcification du plasma en
présence d'une quantité standardisée de céphaline (substitut des plaquettes) et d'un activateur
du facteur XII (Kaolin). Le kaolin présente le double avantage d'une lecture aisée et d'un

temps de lecture plus court.
» Mode opératoire

La procédure suivie dans la réalisation de ce test est celle pratiquée par Athukorala et

ses collaborateurs , 2007 .Avec modification.

Un mélange de 100ul du Plasma avec différents volumes de nos extraits (10, 20, 30 ul), est
incubé a 37°C pendant 15 minutes, puis on ajoute 100ul du réactif de céphaline, on laisse le mélange
pendant 3 minutes, suivi d'une addition de 100ul de chlorure de calcium (CaCly) préchauffé pour une
reclassification du plasma. On mesure le temps qui s’écoule jusqu’a la formation de caillot
fibrineux par ’agitation, les résultats sont exprimés par le temps de coagulation en second

(s)(figures 37,38 , 39).

Figure 38 : Réactif de céphaline kaoline Figure 39 : Lécture des résultats de TCK
(BIO-CK) (Photo ersonnelle,2022)
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Sang

Centrifugation 10min @

100ul de plasma

v

10ul de 20ul de 30ul de

Pextrait Pextrait Pextrait

Incubation 15 min @

a37°C Ajouté 200ul de réactif le céphaline dans
chaque type

U

Incubation 3min a Ajouté de 100ul de chlorure de calcium dans

37 °C
Chaque type

J

La lecture

Figure 40 : Représentation schématique des étapes d’étude de 1’activité anticoagulante

(TCK) (Atbukorala et ses collaborateurs , 2007).
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Chapitre 11 : Résultats et Discussion

11.1. Résultats et discussion :

11.1.1. Screening phytochimiques

Les tests de screening phytochimique ont été réalisés sur deux différents extraits
prépares a partir des Punica granatum L. et Teucrium polium L. lls sont réalisés dans le but

de déterminer les différents groupes chimiques présents dans les deux especes étudiées.

Les tests de caractérisation sont basés sur des essais de solubilités des constituants, des

réactions de précipitation et de turbidité ou encore un changement de couleur spécifique.

A. L’espéce Punica granatum L :
Les résultats des tests de screening photochimique de cette espéce sont representés dans

le tableau 08.

Tableau 08 : Résultats d’analyse phytochimique des métabolites secondaire ( Punica

granatum L .)

Tests Résultats Description des
résultats

Photo

La coloration jaune
confirme la présence
Flavonoides +++ des flavonoides dans
le Punica granatum

L.
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Alcaloides

IInyapasde
formation d’un
précipité brun
rougatre , ce qui
confirme la présence
des alcaloides .

Stérols

++

Le résultat obtenu
montre que cette
espéce contient des
stérols ,ce résultat
est confirmé par la
présence de I’anneau
rouge brunatre a la
zone de contact des
deux phases

Coumarines

+++

Les coumarines sont
présent dans le
Punica granatum. ,
leur présences est
confirmé par
I’apparition d’une
précipitation rouge
brun
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Glucosides

++

La formation d’un
précipité rouge
brique , indique la
présence des
glycosides dans le
grenade

Saponosides

I’absence d’une
mousse persistante
confirme 1’absence
des saponines dans

I’extrait de cette

espece

Anthocyanes

Ce test est négatif
dans les deux
milieux (acide et
basique) , cela
confirmé par
I’absence d’une
coloration bleu —
violacée

e y
‘ ¢
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Tanins

4

Ce test, nous a
donné un résultat
trés positif , indiqué
par I’apparition
d’une coloration vire
au bleu noir ce qui
prouve la présence
des tanins galliques .

Anthraquinones
libres

Ce test est témoigné
par I’absence d’un
anneau rouge
indique la présence
des anthragquinons
libres dans le Punica
granatum L.

Quinons

++

Le résultat de ce test
est confirmé par
I’apparition de la

coloration jaune dans
I’extrait de cette

espece.
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Polyphénols

4

L’apparition de la
coloration verte
prouve la présence
des polyphénols .

B. L’espéce Teucrium polium L.

Les résultats des tests de screening photochimique de cette espece sont illustré dans le

tableau 09 .

Tableau 09 : Résultats d’analyses phytochimiques des métabolites secondaires ( Teucrium

poliumL .)

Tests

Résultats

Description des
resultats

Flavonoides

L’absence de la
coloration rose,
qui confirme la
présence des
flavonoides dans
I’espece
Teucrium polium
L.

Alcaloides

la formation d’un
précipité brun
rougeatre ,
confirme la
présence des
alcaloides
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Stérols

le résultat obtenu
montre que le
Teurium polium
L . ne contient
pas des stérols,
car I’absence de
I’anneau rouge
brunatre a la
zone de contact
des deux phases.

Coumarines

Ce test est
témoigné par
I’absence d’une
précipitation
rouge brune

OPBO AB4
San2 ANl D]

Glucoside

Le glycoside est
présente dans
I’extrait de
Teucrium polium
L. prouve la
formation d’une
précipitation
rouge brique
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Saponosides

-la présence
d’une mousse
persistante
confirme la
présence des
saponines dans
I’extrait de
Teucrium polium
L.

Anthocyanes

Ce test se révélé
négatif dans les
deux milieux
(acide et
basique) ,et cela
confirmé par
I’absence d’une
coloration bleu —
violacée

milieu acide

OPPO ABA - Nanoa -
JO22IOAIIN VAt

milieu basique

Tanins

4+

Ce test, nous a
donné un résultat
tres positif
indiqué par
I’apparition
d’une coloration
vire au bleu noir
ce qui prouve la
présence des
tanins galliques.
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Anthraquinone
libre

Ce test est
témoigné par
I’absence d’un
anneau rouge
indique la
présence des
anthraquinones
libres dans le
Teucrium polium
L.

Quinones

Ce test est
confirmé par
I’apparition de la
coloration jaune
dans I’extrait de
Teucrium polium
L.

Polyphénols

+++

L’apparition de
la coloration
verte indique la
présence des
polyphénols .

(+++) : fortement positif
(++ ) : positif
(+) : quelques traces

(_): negatif
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> Discussion

Les tests des saponosides, des alcaloides, des anthraquinones et des anthocyanes sont
négatifs, de méme les résultats réalisés par ; Bhandary et al, (2012) ; Hegde et al .(2012) ;

Umaetal . (2012) ;Kesure et al .,(2016), et cela soutien notre résultat.

Les résultats des tests phytochimique montrent que la « Teucrium poluim L. » est tres
riche en: tanins; polyphénols; elles renferment également des alcaloides ; glycosides ;
saponosides ; quinones, tandis que les tests des stérols; flavonoides coumarines;
anthocyanes ; anthraquinons sont négatifs. Nos résultats de tous les tests s’accordent avec

ceux obtenus par Asma Elbidi (2016) . appart celui du test des stérols.

Toutes ces différences obtenues chez les deux espéces ( Punica grnatum L. et Teucrium
polium L. ) peuvent étre expliquer par des différences dans la composition chimique dépend
du cultivar, de la région de culture, des conditions pédoclimatiques, du stade de maturité de
fruit et des pratiques culturales, (Skeekumer et al .2014 ; in Douaouri,2018) Ou encore par

le protocole suivit lors de 1’expérimentation, les solvants et les réactifs utilisés .

11.1.2. Extraction et dosage des polyphénols totaux :
11.1.2.1. Rendement en extrait brut

Les rendements d’extraction de « Punica granatum L. » « Teucrium poluim L. » ont
été déterminés par rapport au matériel végétal sec, et les résultats obtenus sont représentés
dans la (figure 40 et 41).
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Punica granatum L.
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15.50%

21.30%

Figure 41 : Rendement en extrait brut de Punica granatum L.
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5.60%
5.40%
5.20%
5.00%
4.80%
4.60%
4.40%

Rendement%

HEAQ
M E:Meth

Teucrium polium L.

Rendement%
4.90%

5.80%

Figure 42 : Rendement en extrait brut de Teucrium polium L.

Au vu des résultats rapportés dans la Figure 40 et Figure 41. Il apparait qu’il y a un

grand écart entre le rendement des extraits méthanoliques de Punica granatum L. et Teucrium

polium L. Ces rendements sont estimés de 21,30% et de 5,80% respectivement.

Alors que les rendements des extraits aqueux des especes Punica granatum L. et

Teurium polium L. apparient relativement moins faibles que ceux des extraits méthanoliques.

Ils sont estimés de 15,50% et de 4,90% respectivement.
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A. L’espéce Punica granatum L .

Nos résultats du rendement en extrait méthanolique (21,30%) est supérieur au ceux
obtenus par Maliviya et al. (2014) (16,3%) ; par contre nos résultats (21,30%) se trouvent
trés faible que ceux de Kanoun et al . (2014) (37%).

Pour le résultat en extrait aqueux (15,50%) est supérieurs a celui obtenu par Benhsouna
etal .(2011) ( 8,84%) .

B.L’espéce Teucrium polium L .

Nos résultats du rendement en extrait méthanolique (5,8%) est inferieur du rendement
enregistré par Krache Imane ,(2015) ; qui a enregistré un rendement égal a 6.45 %.

Le rendement d’extraction pour les deux espéces se différent d’une étude a I’autre. Car
le rendement semble étre liée aux propriétés génétiqgues de la plante (un caractére
quantitatifs), 1’origine géographique, condition et a la durée de stockage de la récolte et aussi
des conditions dans lesquelles I’extraction a été effectuée (nature de solvant et la méthode
d’extraction Lee et al.,(2003).

11.1.2.2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des extraits préparé a partir de 1’écorces de Punica
granatum L. et la plante séche de Teurium polium L. a été effectué par la méthode
spectrométrique adapté avec le réactif de Folin — Ciocalteau. L’acide gallique a été utilisé

comme standard. L’absorbance a été lue a une longueur d’onde de 765nm.

Les résultats obtenus pour I’acide gallique sont représentés dans une courbe d’étalonnage

(figure 42) , ayant 1’équation suivante : Y= 1,491 x + 0,0166 et R2=0,9934
Avec :

Y : valeur d absorbance

X : concentration d’étalon en mg /ml

R2 : coefficient de corrélation.

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par un

gramme de I’extrait sec (mg EAG/g d’extrait) .

77




Chapitre 11 : Résultats et Discussion

14 y=1,491x+ 0,0166
R?*=0,9934

=
[ [N

Absorbance (765nm)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Concentration de 1 acide gallique (mg /ml)

Figure 43 : Droite d’étalonnage de I’acide gallique.

Les composés phénoliques forment le groupe des composés phytochimiques les plus
abondants dans les plantes, leur teneur en composées phénoliques totaux illustrés dans les

histogrammes ci-dessous :
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A) L’espece Punica granatum L .

Les résultats de la teneur en polyphénols totaux de Teucrium polium L. sont représentés

dans la figure 44.
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Titre de I'axe
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» Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + écart type

Figure 45 : Teneur en polyphénols totaux de Punica granatum L .

La valeur de la teneur enregistrée dans la dilution % est de 0,44 mg EAG /g pour
I’extrait méthanolique et 0,37 mg EAG/g pour I’extrait aqueux , ce qui traduit une teneur en
polyphénols totaux de ( 0,88 + 0,06 mg EAG /g d’extrait sec) et (0,75 0,047 mg EAG /g

d’ extrait sec ) respectivement .

Nos résultats du dosage des composés phénoliques totaux dans I’extrait méthanolique de
I’écorces de Punica granatum L .montre que ses écorces sont contient des polyphénols mais
avec faible quantité (0,88 = 0,06 mg EAG /g) d’extrait sec) , cette quantité reste inférieur a
celle trouvée par Safi .A et Benbrahim.R,(2016). qui ont enregistré des teneurs sont de (

80mgEAG /g).
» Discussion

Les résultats obtenus a partir du dosage des polyphénols totaux dans 1’extrait aqueux de
I’écorce de Punica granatum L., montrent que ses écorces contient des polyphénols mais avec

des quantités considérables (0,75 £+ 0,047 mg EAG /g)
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Ces résultats indiquent que la teneur des polyphénols totaux d’extrait aqueux est proche
a celle de I’extrait méthanolique .

B) L’espéce Teucrium polium L.
Les résultats de la teneur en polyphénols totaux de Teucrium polium L. sont représentes
dans la figure 46.

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

Taux en polyphénols totaux mg EAG /g

1 0,5

HEM 1,06 0,53

HEA 0,72 0,36
EEM HEA

Figure 47 : Teneur en polyphénols totaux de Teucrium polium L .

La valeur de la teneur enregistrée dans la dilution Y2 est de 0,53 mg EAG /g pour
I’extrait méthanolique et 0, 36 mg EAG/ g pour I’extrait aqueux ce qui traduit a une teneur en
polyphénols totaux de ( 1,06 + 0,023 mg EAG /g d’extrait sec) et ( 0,72 0,015 mg EAG /g

d’ extrait sec ) respectivement .

Les résultats obtenues durant cette étude sont différents de ceux trouvés par quelque
auteurs travaillants sur la méme plante . En effet Krache , (2017). a trouvé une valeur
significativement supérieurs de notre résultats avec une teneur en polyphénols totaux de ( 18,
63 £ 3,51 mg EAG /g) , ainsi que Djeribane et al.,(2006) ; Belmekki , (2009). ont trouvés
la teneur phénoliques totale de (4,91 mg EAG /g) du matériel végétal sec.

La teneur en polyphénols totaux d’extrait aqueux de Teucrium polium L , est ainsi
estimé au cours de notre analyse présentent une variation de 0,36 qui se traduit une teneur en
polyphénols totaux de (0,72 +0,015 mg EAG /g) , ces résultats obtenues indiquent que les
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teneurs en polyphénols des extraits méthanoliques sont élevées par rapport aux ceux des

extraits aqueux .

Cette différences dans les teneurs peut étre expliquée par la méthode d’extraction,
méthode de quantification peuvent étre également influencer 1’estimation de la teneur des
phénols, aussi due a I’origine de la plante et les conditions climatiques telle que (La
température, salinité ...) qui stimulent la biosynthese des métabolites secondaire (Cheynier et
al .,2013) .

La distribution des métabolites secondaires peut varier pendant le développement de la
plante. Ceci peut étre liée aux facteurs génétiques ou encore a la qualité du sol (Fallah et
al .,2008) .

11.1.3. Activité anti bactérienne

Afin de réaliser cette expérience, nous avons évalué in vitro le pouvoir antibactérien de
deux extraits, de Punica granatum L. et Teucrium polium L. par la méthode de diffusion des
disques sur un milieu gélosé¢ solide (Muller Hinton). L’activité antibactérienne de nos extraits
est estimée en terme de diameétre de zone d'inhibition (mm) autour des disques contenant
I'extrait a tester contre trois germes pathogénes (Bacillus cereus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa ), aprés 18 a 24 heures d'incubation a une température
adéquate de 37°C.

11.1.3.1. Résultats de I’activité antibactérienne des antibiotiques et de DMSO

Les résultats de I'antibiogramme par la méthode de diffusion en disque de trois souches

testées sont représentés dans le tableau 10.
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Tableau 10 : Diamétres des zones d’inhibition des deux antibiotiques (témoin positif) testés

et de DMSO (témoin négatif).

Témoin positif L
Les o Témoin négatif
(Les antibiotiques)
témoins
Trimethoprim-
Les Gentamicine eameth P I OMSO
ari sulfamethoxazole
bacteries CN 10
SXT25

Bacillus cereus 23 mm 30 mm -
Escherichia. Coli 16 mm 23 mm -
Pseudomanas aeruginosa 30 mm 13 mm -

(-): Absence de zone d'inhibition

D'aprés les résultats obtenus dans le tableau 10 et la figure 45, nous soulignons une
variabilité dans la réponse des souches étudiées (Bacillus cereus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa,) vis-a-vis des deux antibiotiques (T+) testés. Par contre aucune

réponse n’a été présentée avec DMSO (T-).

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

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

La bactérie E. coli (Gram -) est sensible 8 CN10 avec un diamétre de zone d’inhibition de

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

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

SXT25 (diametre de zone d’inhibition de 13 mm).

La sensibilité de la souche Pseudomanas aeruginosa aux CN10 testés a montré un
meilleur résultat par rapport aux autres bactéries étudiées avec un diametre de zone
d’inhibition de 30 mm .suivi par Bacillus cereus avec un diamétre de zone d’inhibition de 23

mm, et enfin E. coli avec un diamétre de zone d’inhibition de 16mm (figure 45).

D’autre part la sensibilité de souche B.cereus a I’antibiotique SXT25 a montré un

meilleur résultat par rapport aux autres bactéries étudiées avec un diametre de zone
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d’inhibition de 30 mm .suivi par E. coli avec un diamétre de zone d’inhibition de 23 mm, et

enfin P.aeruginosa avec un diamétre de zone d’inhibition de 13mm (figure 45).

Figure 48 : Effet des antibiotiques et de DMSO sur les bactéries testées (Photo personnelle ;
2022).

11.1.3.2. Résultats de P’activité antibactétrienne des deux espéces étudiées

Les différents mesures des diamétres des zones d’inhibitions de 1’activité antibactérienne
des extraits de Punica granatum L. et Teucrium polium L vis — a —vis les trois souches testées

sont repris dans 1’annexe 03.

L’étude de I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique et aqueux de Teucrium
polium L . et Punica granatum L. sur différents germes (Gram (+) et Gram (-) par la méthode
de I’antibiogramme donne des diamétres qui varient en fonction de la souche testée. Les
diametres des zones d'inhibition des extraits contre les microorganismes testés sont

représentés dans les tableaux 11, 12.
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Tableau 11 : Diamétre des zones d’inhibition de la croissance microbienne testés par Les

deux extraits de Punica granatum L . (en mm).

Diamétre de zone d’inhibition en mm

Gram

Souches

Solution mére

Dilution ¥

bactériennes

Méthanolique

Aqueux

Méthanolique

Aqueux

Positif

Bacillus

Cereus

11,5+2,121

11+ 0,00

10 + 0,00

Négatif

E. coli

Pseudomonas

aeroginosa

_aucun zone d’inhibition .

Tableau 12 : Diamétre des zones d’inhibition de la croissance microbienne testés par
Les deux extraits de Teucrium polium L. (en mm)

Diameétre de zone d’inhibition en mm

Gram Souches Solution mére Dilution ¥
bactériennes | Méthanolique| Aqueux | Méthanolique| Ageux
- Bacillus
Positif _ _ _ B
Cereus
E. coli _ _ _ _
Négatif
Pseudomonas

aeroginosa
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Les résultats révelent des réponses variables en fonction des souches testées, de la
Concentration, type de I’extrait étudié ( méthanolique et aqueux ) et de la plante étudiée .

Dans les deux especes (Punica granatum L . et Teucrium polium L. ), tous les extraits
ont réagi négativement sur les souches microbiennes testées (Bacillus Cereus, E. coli ,
Pseudomonas aeroginosa ) appart que dans le cas ou’ I’espéce Punica granatum qui nous a
donné un résultat positif avec la souche (Bacillus Cereus) avec un diameétre d’inhibition de
11,5mm avec I’extrait méthanolique et 11 mm avec I’extrait aqueux, cela montre que la

plante de Punica granatum L. est douée de propriétés antimicrobiennes.
» Discussion

D’aprés les résultats obtenus, il apparait que 1’effet antibactérien de Punica granatum L.
est absente sur les deux souches étudiés (E. coli, Pseudomonas aeroginosa ), mais présent

sur la souche (Bacillus Cereus ) .

Nos resultats sont similaire avec 1’étude de kaci-meziane et al., (2017) qui ont montré
que les souches de P.aeruginosa et E.coli présentent une résistance envers les deux types de
sous-produits étudiés ( jus et écorce de Punica granatum L. ), et ceci est expliqué par le fait
que cette derniere a développé des mécanismes de résistance aux agents antibactériens

présents dans les extraits .

Nos résultats s’accordent aussi avec ceux obtenus par Alexandre et al. (2019)
qui ont montré que les deux extraits de Punica granatum L. présentent une activité

antibactérienne contre la bactérie Bacillus cereus.

Les bactéries a Gram positif n’ont pas de membrane extérieure, ce qui facilitera la
diffusion des acides phénoliques a travers la paroi cellulaire par rapport aux bactéries a Gram
négatif. La membrane interne des bactéries a Gram négatif agira comme une barriére a I’hyper
acidification et cela peut expliquer la résistance différente des bactéries a Gram positif et

Gram négatif a I’action des composés phénoliques (Alexandre et al., 2019) .

Pour I’espéce Teucrium polium L. On peut montrer a partir de notre étude 1’absence de
I’effet antibactérien de Teucrium polium L. sur différentes souches bactériennes de gram
positif et négatif. Cette absence est due a I’absence des flavonoides qui est de métabolite

secondaire réputé pour I’effet antibactérien (Havsteen, 2002 ; Sosa et Tonn, 2006).

Nos résultats de I’extrait méthanoliques sont pas compatible avec ceux de (Darabpour

et al., 2010 ; Darwish et Aburjai, 2010 ; Belmekki et al., 2013) qu’ils ont démontré que
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I’extrait méthanolique de Teucrium polium L présentait une efficacité antimicrobienne

acceptable.

D’aprés ces resultats, il semble que la variabilité de 1’activité antibactérienne est
probablement due a une sensibilité relativement différente des bactéries et/ou la présence
d’une sélectivité vis-a-vis les extraits des plantes. Ce qui explique que [I’activité
antibactérienne varie d’une plante a une autre et d’un germe a I’autre Yameogo, (2003). Les
travaux de Weber et al., (1996), ont indiqué que les composés phénoliques sont reconnus
toxiques et auraient pour cible les enveloppes des microorganismes telles que la membrane

plasmique et la paroi .
11.1.4. Activité anti coagulante :

Le pouvoir anticoagulant des extraits méethanoliques , aqueux et résidu méthanolique
dilué dans I'eau (RME) des écorces de Punica granatum L. et Tecrium polium L. a été évalué
in vitro vis-a-vis de deux voies de la coagulation —la voie endogene et la voie exogene d'une

maniere non spécifique le TCK et le TQ respectivement.
11.1.4.1. La voie exogéne (TQ)

Le temps de Quick(TQ) ou le taux de prothrombine (TP) est le test qui permet
d'explorer globalement la voie exogéne de la coagulation ou le facteur tissulaire est le
déclencheur de cette voie.

Le TQ normal est compris entre 12 et 14S selon le réactif. Dans le but de rechercher un
allongement au niveau du temps de coagulation qui se définie par une activité anticoagulante
des extraits méthanoliques, aqueux et résidu méthanolique dilué dans I'eau (RME) de Punica
granatum L. et Tecrium polium L. de vis-a-vis de la cascade de cette voie . Un temps de
coagulation (TQ ou TP) allongé par rapport a un témoin positif de TQ de 14S et un temoin

négatif ( Lovinox) incoagulable .
A . L’espéce Punica granatum L.

Dans un premier temps, différent volumes (10, 20,30 ul) des extraits méthanoliques,
aqueux et RME de Punica granatum L. ont été incube pendant 15 min avec le pool de plasma
a fin de déterminer le volume optimal pour obtenir une activité anticoagulante vis-a-vis a la

voie exogene élevée.

L’extrait méthanolique et I’extrait RME de Punica granatum L. s’avérent incoagulable

comme (Lovenox) avec les trois volumes testés, du méme pour le volume (20ul et 30ul) de
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I’extrait aqueux et seul volume 10ul qui nous a donné un effet anticoagulant avec un TQ de

94s et avec un temps d’allongement de 80s.
B. L’espéce Teucrium polium L.

Lors de la deuxieme étape différente (10, 20,30ul) des extraits méthanoliques, aqueux
et RME de Teucrium polium L. ont été incubé pendent 15 min avec le pool de plasma pour
déterminer le volume optimale pour obtenir une activité anticoagulante vis-a-vis a la voie

exogene élevée.

D'apreés les résultats de I'activité anticoagulante de I'espéce Teucrium polium L. (figure
46) il ressort que l'extrait aqueux testé de cette espéce a un effet coagulant proportionnel avec
le volume prélevé avec un TQ de (7S,6S, 3S) respectivement. Cependant I'extrait
méthanoliqgue et RME ont présenté un effet anticoagulant important; pour I'extrait
Méthanolique le TQ (35S, 43S, 105S) est proportionnel avec les volumes (10ul, 20ul, 30ul)

avec un temps d'allongement de (21S, 29S , 91S ) respectivement.

Alors le RME montre un effet anticoagulant moins important que celui de I'extrait
méthanolique avec des TQ de (30ul, 28ul , 17ul) qui sont inversement corrélé avec les trois

volumes (10ul , 20ul , 30ul) avec des d’ allongement de (16S ,14S , 3S) respectivement.
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i REM 17 28 30

Figure 49 : Capacité anticoagulante des extraits methanoliques , aqueux et RME de Teucrium

polium L . vis-a-vis de la voie exogéne
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Ces résultats nous a permis de deduire que le méthanol a changé I'effet coagulable de cette

espéce.

D’aprés les résultats obtenus sur 1’effet anticoagulant des trois extraits étudiés, on peut
conclure que notre espéce dans son état naturel (extrait aqueux) trés efficace pour traiter les
hémorragies et cela confirmé par son effet anti cicatriciel (Raber EI Maizi. F ; Abedlali. D
2017) .

11.1.4.2. La voie endogene (TCK)

L'évaluation de la capacité anticoagulante des extrait méthanolique, aqueux et RME de
Punica granatum L. et Teucrium polium L. vis-a-vis a la voie endogéne de la coagulation a
été réalisée a l'aide du test de temps de céphaline kaolin (TCK) et la voie commune (facteur

X, V, 1, fibrinogene) de la coagulation.

Le teste TCK est activé par le contact entre le facteur XII et la surface électronégative

de Il'activateur qui est le kaolin (substitut du collagene e de tissu conjonctif in vivo.

Cette interaction induit l'activation du facteur XII et par conséquence l'activation

séquentielle des facteurs XI, IX, X et la thrombine (facteur. II)

Un temps de coagulation (TCK) allonger par rapport a un témoin de TCK de 32S, le
TCK normal est compris entre 30 et 40S selon le réactif.

A. L’espéce Punica granatum L.

Les trois volumes (10, 20, 30ul) de I'extrait méthanolique, aqueux et RME ne présentent

aucun effet anticoagulant, plus important que celui le témoin négatif (Lovenox).
B. L’espece Teucrium polium L.

L'extrait méthanolique de Teucrium polium L. présent une action anticoagulante avec un
temps de coagulation trés long qui dépasse (4:30 min ) avec les trois concentrations testés (10
, 20, 30ul ),cette action est presque similaire a celui de lovenox (5min) il est du méme pour
RME qui présente également un effet anticoagulant avec des temps de coagulation moins
importants (1 :54min) que celui de I'extrait méthanolique , avec les trois concentrations ce qui

confirme I'effet de la dilution avec I'eau distillé sur le resultat (figure 47).
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Figure 50 : Capacité anticoagulante des extraits méthanoliques, aqueux et RME de Teucrium

polium L. vis-a-vis de la voie endogéne.

Discussion

A la lumiére de la bibliographie effectuée sur I’activité anticoagulante des extraits
méthanoliques et aqueux de punica granatum L. Teucrium polium L., il ait clair que ce test
n’est pas vraiment connu et réalisé par les chercheurs pour utiliser les extraits des plantes
médicinales comme anticoagulants ou coagulants. Malgré que 1’héparine est le médicament,
qui est largement utilisé comme anticoagulant pour le traitement et la prévention des maladies
thrombotiques et pour maintenir la fluidité du sang dans les dispositifs extracorporels (M.
Johnell, G. Elgue, R. Larsson, A. Larsson, S. Thelin, and A. Siegbahn, 2002). mais
malheureusement, la principale complication de I'néparine en tant qu'anticoagulant comprend
des saignements occasionnels menacant le pronostic vital et une thrombocytopénie induite par
I'néparine (A. Greinacher and T. E. Warkentin,2006). Pour cette raison L'OMS a
recommandé que les plantes médicinales soient utilisées plus efficacement dans le systeme de
santé ( H. S. Lee , 2006) . et parmi ces plantes trois plantes ont été proposée, a savoir le
Berberis vulgaris L ; I'Orthosipho et le Teucrium polium L, cette derniére qui présente un
effet anticoagulant trés important dans notre étude De ce fait le sujet de ce mémoire est
considéré comme étant un sujet rare de son genre qui s’inscrit dans le cadre des études

intéressées a la prévention et la thérapie des maladies thrombotiques.
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De nos jours, un grand nombre de plantes médicinales posséde des propriétés
biologiques tres importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a

savoir I’industrie, la médicine, la pharmacie ...

Dans le cadre de notre travail, nous sommes intéressés a une étude phytochimique et
dosage des polyphénols totaux, ainsi que I’étude de D’activité antibactérienne et

anticoagulante des deux plantes médicinales Punica granatum L . et Teucrium polium L.

Le screening phytochimique réalise, a révélé la richesse de nos plantes en métabolites
secondaires, nous avons constaté la richesse de punica granatum L . et Teucrium polium L .

en : flavonoides, coumarines, stérols, glucosides, tanins, quinones, polyphénols.

Les rendements en extrait sec (résidu sec) des deux plantes apres extraction
méthanolique sont trés variables. Le rendement le plus important est enregistré chez I’espéce
punica granatum L. avec une valeur de (21,30%), alors que ’espéce Teucrium polium L. a
enregistré un rendement de (5,80%) . Pour I’extrait aqueux des deux espéces citées les

rendements respectivement de (15,50% ) et de (4,90%) respectivement .

L’évaluation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin —Ciocalteu a
révele la présence des quantités importantes en polyphénols dans les extraits méthanoliques
et aqueux des deux plantes étudiées. La teneur en polyphénols totaux est variable selon la

méthode et les solvants utilisée pour I’extraction.

L’évaluation de I’activité antibactérienne été faite par la méthode de diffusion en milieu
gélosé a été fait et d’apres les résultats obtenus on peut constater que I’effet des extraits testés
sur les trois souches bactériennes sélectionnées : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Bacillus Cereus révele une sensibilité et une résistance variable selon la souche étudie.

Les résultats des tests de I’activité antibactérienne ont montré que Tecrium polium L .

n’a adonnée aucun effet d’inhibition sur les trois souches testées.

Alors que punica granatum L. donne une action inhibitrice faible par rapport aux les

antibiotiques étudiés sur la souche Bacillus Cereus seulement.

L’étude du pouvoir anticoagulant des extraits des deux plante punica granatum L. et
Teucrium polium m L. a été évaluée in vitro vis —a-vis de la voie endogene et la voie exogéne
de la coagulation a I’aide de deux tests chronométriques, le TQ et TCK respectivement ; Les

résultats démontrent que les trois extraits méthanoliques , aqueux et RME de Punica
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granatum L. exercent un effet incoagulable et pour les extraits de Teucrium polium L.
ressortent que les extraits aqueux a un effet incoagulable , cepenadant I’extrait méthanolique

et RME ont présenté une activité anticoagulante important .

En perspective, ce travail est considérée comme une étape préliminaire par des études

plus large et plus approfondies incluant :

«+ Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux différents
problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques

% Compléter 1’étude in vitro pour I’évaluation de ’activité antioxydant et anti cicatrisant.

s L’étude in vivo pour I’évaluation de D’activité anti inflammatoire, cytotoxicité et
déterminée la dose toxique.

¢ Evaluation D’activité antibactérienne des extraits de Punica granatum L. et Teucrium
polium L . vis-a-vis d’autres souches bactériennes et également 1’évaluation de I’activité

anticoagulante.
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Annexe 01 : Matériel de laboratoire

» Appareillage

Nom Photo

Balance

Balance de précision

Agitation mécanique

Agitation magnétique
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plague chauffante

Vortex

Etuve

Rotavapeur
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Bain marie

Spectrophotométre n
<S>

Centrifugeuse

Bec bunsen
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Autoclave

Densitchek

» Verreries
Flacons ; bécher ; fiole ; entonnoirs; tubes a essai; papier filtre ; barreau magnétique ;
spatules ; pipettes graduée ; portoirs ; verres de montre ; micropipettes ; boites de pétri en
verre et plastique ; flacons en verres ; Eprouvette ; papier film ; papier aluminium ; papier
para film ; tubes secs a bouchons ; pince ; verres de montre ; Micropipette (Gram positif 280ul
et Gram négatif 145ul) .

» Produits chimiques et réactifs utilisé

Méthanol ; Ethanol ; Chloroforme ; éther de pétrole ; Acide chlorhydrique (HCI) ; lodure de
potassium ; Copeaux de magnésium ; eau distillé ; Chlorure ferrique (FeCls) ; Ammoniaque
(NH4sOH ); Acide Sulfurique (H2.SO4 ); Hydroxyde de sodium (NaOH ); Liqueur de
Fehling ; Anhydride acétique ; Hydroxyde de potassium (KOH) ; Folin Ciacalteu ; Carbonate
de sodium ; Acide gallique ; DMSO ; I’eau physiologie ; MH .

Annexe 02 : Préparation des solutions pour le screening phytochimiques

»> Ethanol 70 %
Banol. .o 70ml
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Bau distille. ..o 30ml

»>Méthanol 80%o

MEANOL ... 80ml

Bau disStille ..o e e, 9ml

»> Carbonate de sodium

Carbonate de SOUIUINL ...ttt e e e 75¢g

Bau distille. . ..o onee e e e e 100ml

»>Folin —Ciocalteu

FOIIN — CIOCAILEU . .. eeeee et e e 1ml

Bau distille ... 9ml

»>Reéactif de wagner

lodure de POLASSUIM .. ..viei ettt ae e e sreene e e s 28
06 Pt 1,27g
Eau distillé. ... ..o 100ml

»HCL (10%)

10ml HCl >

0,5mHCl ———

»HCL (1%)

Iml HCI _—

0,1 ml HCI1

»>KOH (10%)

10gKOH

0,5¢ KOH .,

— >

90ml d’eau distillé

4,5ml d’eau distillé

99ml d’eau distillé

9,9ml d’eau distillé

100ml d’eau distillé

S5ml d’eau distillé



»FeCls (1%0)

1g FeCl 3 —— % 100ml d’eau distillé

05gFeCl3 _——— 3 50mld’eau distillé

»>NaOH (1%)

1gNaOH — 5 100ml d’eau distillé
0,5 g NaOH » 50 ml d’eau distillé
»>NH.OH (10%0)

1I0OmINH4OH _______  90ml d’eau distillé

0,5mINH4OH —» 4,5ml d’eau distillé

Annexe 03 : Résultats

» Dosage des polyphénols

Annexes

Teneur en polyphénols totaux pour 1’écorce du Punica granatum L.

) Teneur en polyphénols
Extrait Moyenne (mg EAG /g)
totaux (mg EAG /g)
EM 0,44 + 0,06 0,88
EA 0,37 £ 0,047 0,75

Teneur en polyphénols totaux de Teucrium polium L.

Extrait Moyenne (mg EAG /g) Teneur en polyphénols
totaux (mg EAG /g)
EM 0,53 £ 0,023 1,06
EA 0,36 + 0,015 0,72
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» L’activité antibactérienne des deux especes étudiées

Bacillus Cereus ( Punica granatum L. )

Pseudomonas aeroginosa ( Punica granatum L. )




Annexes

E. coli ( Punica granatum L. )

A) L’espéce Teucrium polium L .

Pseudomonas aeroginosa (Teucrium polium L. )
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E. coli ( Teucrium polium L.)




