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Résumé

La grenade Punica granatum L. est le «fruit du paradis», elle occupe une place importante
dans la médicine traditionnelle, et recoit un regain d'intérét sans précédent des chercheurs et des
consommateurs. Les écorces de ce fruit ont également un potentiel thérapeutique en raison de ses
richesses en composes bioactifs. L'objectif de cette étude est d’évaluer les activités biologiques
(antioxydante et antibactérienne) des extraits aqueux et hydro-éthanoliques des écorces et des
membranes internes de la grenade Punica granatum L.

Les résultats obtenus montrent que les rendements d'extraction des extraits aqueux et
éthanoliques (70%) des écorces et des membranes de la grenade, varient entre 25,2 et 57 %. Les
analyses phytochimiques qualitatives de ces extraits indiquent la présence de divers métabolites
principalement des composes phenoliques. Les teneurs les plus élevées en phénols totaux et en
flavonoides ainsi en tannins condensée sont enregistrées pour l'extrait aqueux des écorces de la
grenade qui sont respectivement de 514,28 + 0,05 mg EAG/g de MS, 530 + 0,01 mg ER/ g de MS,
et 92,33+ 0,004 mg EC/g de MS. Les quatre extraits testés montrent une activiteé antioxydante vis
a vis le piégeage des radicaux libres DPPH", et les radicaux cations ABTS", dont la valeur d'IC 50
la plus importante est 550 pg/ml enregistrée pour l'extrait ECA pour le test de DPPH, et 315
pg/ml de I'extrait ECE pour le test de 'ABTS. Les extraits étudiés présentent un pouvoir réducteur
(estimé par le test de FRAP) tres important et puissant que l'acide ascorbique. Les différentes
concentrations (10 - 5 - 2,5 - 1,5 mg/ml) des quatre extraits étudiées ont montrés un effet
antibactérien contre la Staphylococcus aureus, le diametre d'inhibition le plus important 13,95mm
a eté obtenu avec la concentration de 10 mg/ml de I’extrait MRA. Tandis qu'Escherichia coli a
présenté une résistance totale a toutes les concentrations des quatre extraits ainsi testés de Punica

granatum L.

Mots clés : activité antioxydante, activité antibactérienne, composeés phénoliques, écorces,

membrane interne, Punica granatum L.
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Introduction

Il existe de plus en plus de preuves épidémiologiques et pharmacologiques selon
lesquelles les plantes contiennent des composants biologiquement actifs offrant des
bienfaits pour la santé et une protection contre les maladies dégénératives (Shiban et al.,
2012).

Les plantes médicinales jouent un réle thérapeutique dans la gestion des maladies
grace a la modulation des activités biologiques, principalement dues a la présence de
composés bioactifs secondaires (Rahmani et al., 2017).En effet, ces plantes et leurs
extraits ont été étudiés ces derniéres années en raison des préoccupations toxicologiques
des drogues synthétiques(Barathikannan et al., 2016).

Punica granatum L. communément appelée grenade, est récemment décrite comme
étant le fruit puissant de la nature (Yehia et al., 2011), elle possede également une vaste
histoire ethno-médicale et un réservoir phytochimique de valeur médicinale heuristique
(Padmaja et Prasad,2011). Ce fruit majestueux, ne cesse de nous étonner, ce sont
aujourd’hui les sciences et plus particuliecrement la médecine qui s’intéressent a ce fruit
aux multiples vertus (Bidri et Choay, 2017).

Fait intéressant, les fractions non comestibles de Punica granatum L. (écorces,
graines, fleurs, bourgeons et feuilles), bien que considérées comme des déchets,
contiennent méme des quantités plus elevées de composants spécifiques sur le plan
nutritionnel et biologiquement actifs par rapport au fruit comestible (Akhtar et al., 2015 ;
Rahmani et al., 2017). L’écorce de la grenade a été largement utilisée en médecine
traditionnelle (Zaki et al. 2015), comme anti-anthelminthiques, anti-trachéobronchite, pour
guérir les plaies, les ulceres, les ecchymoses, les stries, la diarrhée, la vaginite et contre les
saignements excessifs (Al-Rawabhi et al., 2014).

Cependant, le potentiel antioxydant unique et les propriétés médicinales intenses de
I’écorce de la grenade ont incité la communauté scientifigue mondiale a lancer une
recherche exigeante au cours de la derniére décennie afin d’explorer plus avant son role
dans la santé humaine (Bharani et al., 2016).

De ce fait, plusieurs études ont confirmé que cette partie de la grenade est une
source riche en composés phytochimiques, tels que les polyphénols (Mphahlele et al.,
2016), d’ou elles ont été proposés pour jouer un rble essentiel dans diverses activités
pharmacologiques (Fawole et al., 2012 ; Barathikannan et al., 2016). Les métabolites
bioactifs présents dans les écorces de la grenade ont fait ’objet d’une attention beaucoup

plus grande que ceux trouvés dans d’autres tissus. Les bioactivités des composés
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phytochimiques qui s'accumulent dans des tissus autres que les fruits devraient étre
étudiées plus rigoureusement a l'avenir (Wu et Tian, 2017). Cependant, on rencontre un
manque des recherches ou bien des prouves scientifiques qui misent en évidence les

activités biologiques des extraits de I'endocarpe du fruit de Punica granatum L.

C’est dans ce contexte la quintervient I’objectif de notre travail qui vise a étudier
les activités biologiques (antioxydante et antibactérienne) des extraits aqueux et hydro-
éthanoliques des écorces et des membranes internes (I’endocarpe) de la grenade (Punica
granatum L.). A cet effet, nous nous sommes intéressés a :

- Réaliser une extraction au niveau des ecorces et des membranes internes
(’endocarpe) de Punica granatum L. tout en utilisant deux types de solvants différents a
savoir I’eau distillée et eau-éthanol d’un rapport de 30 :70 (v : V) ;

- Faire un test préliminaire pour savoir les principales catégories des métabolites
existants dans les quatre types d‘extraits obtenus de la plante et ceci par le biais d‘un
screening phytochimique;

- Effectuer une analyse quantitative par dosage des trois types de composés
phénoliques majoritaires a savoir les polyphénols totaux, les flavonoides et les tannins
condenses;

- Evaluer I‘activité antioxydante des quatre types d‘extraits de la plante par le test
du DPPH, le test de 1°ABTS et le test du pouvoir réducteur du fer (FRAP) ;

- Evaluer l‘activité antibactérienne de nos extraits vis-a-vis de deux souches
bactériennes (E. coli et Staphylococcus aureus) tout en mesurant le diamétre des zones
d‘inhibition.




Partie I:

Synthése bibliographique




Chapitre I: Généralités sur Punica granatum

Chapitre I: Géneralités sur Punica granatum

I.1. Etymologie et Taxonomie

Le nom du genre Punica fait référence aux Phéniciens, qui étaient actifs dans
I'expansion de leur agriculture, pour des raisons religieuses partielles (Mehta et al., 2012).

En effet, Punica viendrait de «punique» car le grenadier aurait été introduit a Rome
au temps des Guerres Puniques. Cependant, pour d’autres étymologistes, Punica dériverait
du latin puniceus qui signifie, rouge écarlate, en référence a la couleur de la fleur
(Faurasté, 2002).

Le nom scientifique actuel Punica granatum est dérivé du nom Pomum granatus
qui veut dire la pomme granuleuse. Les Romains ont d'abord appelé cette espéce "Malum
punicum™ (pomme punique ou pomme de Carthage) qui a évolué pour devenir "Punicum
granatum”. Plus tard, C. Von Linné a finalement donné le nom de Punica granatum L. a
cette espéce (Ashton et al., 2006 ; Stover et Mercure, 2007 ; Jurenka, 2008).

Le nom arabe de grenade (rumman) et le nom hébreu (rimmon) sont d"origine du
"fruit du paradis”. Tandis que, le nom du fruit en francais, grenade, a été inspiré de l'arme
en raison des similitudes d'apparence (Stover et Mercure, 2007). Dans I'Egypte ancienne,
la grenade recevait le nom "Arhumani”(Chandra et al., 2010).

Botaniquement, le grenadier (Punicagranatum L.) appartient a l'ordre des Myrtales
et a la famille des Punicaceae, qui ne comprend que le genre Punica. Les deux espéces les
plus connues de ce genre sont:Punica granatum L. qu'est I’arbre de grenadier, cultivé pour
ses fruits et Punica nana L. qu'est le nain de grenade, a usage ornemental, dont les fruits ne
sont pas comestibles (Melgarejo et Valero, 2012).

Il existe une autre espece du genre Punica; Punica protopunica, qui ne se
rencontre que sur I'fle de Socotra, et est considérée comme une espece ancestrale ou un
sentier évolutif indépendant (Chandra et al., 2010 ; Melgarejo et Valero, 2012).

D’apres Wald (2009), le grenadier, Punica granatum, a été décrit par Linné et
introduit dans sa classification en 1753. Puis une nouvelle classification des angiospermes,
c’est-a-dire des plantes a graines, est créée par un groupe de botanistes, 1I’Angiosperm

Phylogeny Group ou APG, c’est en 2003 apres une révision, la position du grenadier est :
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- Embranchement : Angiospermes

- Sous-embranchement : Dicotylédones vraies
- Classe : Rosidees

- Ordre : Myrtales

- Famille : Lythraceae

- Genre : Punica

- Espéce : Punica granatum L.

1.2. Historique

La grenade (Punica granatum L.) est considérée comme l'un des plus anciens fruits
comestibles, associés a plusieurs cultures humaines dans le monde. Elle est mentionnée
dans le Coran, la Bible, la Torah juive et le Talmud babylonien en tant que «nourriture de
dieux» (Stover et Mercure, 2007 ; Chandra et al., 2010 ;Aboulgasem et al., 2014).

Ce fruit mystique et tres distinctif occupe également une place importante dans les
céerémonies, les arts et la mythologie égyptienne et grecs, ainsi que dans les arts
bouddhistes et chinois. Elle fut I'embléme personnel de l'empereur du Saint-Empire
romain, Maximilien (Jurenka, 2008 ; Chandra et al., 2010).

Dans ces diverses civilisations, la grenade est le symbole de vie, de la plénitude, de
la fertilité, de la prospérité, la santé et de la longévité (Chandra et al., 2010). Elle est aussi
le symbole et le dispositif héraldique de la ville antique Grenade en Espagne, d'ou la ville
tire son nom (Jurenka, 2008).

Dans l'islam, la grenade est I’'un des fruits exceptionnels mentionnés dans le Coran.
« Manger la Grenade », disait le prophéte Mohammed « car elle purge
de l'envie et de la haine ». Mais bien avant I'époque de Mohammed, ce fruit
était tres estimé en Orient (Evreinoff, 1957). Elle est appelée «fruit du paradis» dont les
anciens commergants arabes 1’appelaient ainsi, et dans le folklore et la poésie arabes, la
grenade était le symbole pour le «Fluide de la vie» (Ashton et al., 2006).

I. 3. Origine et distribution géographique

La patrie phylogénétiqgue du Grenadier se trouve, selon les derniers travaux des
botanistes et pomologues, dans toute une vaste région englobant I'lran, I'Afghanistan et la
Transcaucasie orientale. On observe dans ces pays une multitude de formes spontanées et

de variétés cultivées d'un grand intérét (Evreinoff, 1957 ; Ashton et al., 2006).
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En Asie Mineure dans la région méditerranéenne, ainsi qu'en Afrique du Nord,
I'espece se serait naturalisée a la suite d'une trés ancienne culture, et de sa dispersion par
les oiseaux (Evreinoff, 1957). Il est cultivé depuis au moins 5000 ans en Asie occidentale
et en Afrique du Nord (ldlimamet al., 2007).

L'arbre est également cultivé pour ses fruits dans les régions plus séches de la
Californie et de I'Arizona (Jurenka, 2008).

En Algérie, le grenadier connu depuis des millénaires, et considéré comme une
espéce fruitiere secondaire, prend de plus en plus d’envergure ces derniéres années
(Meziane, 2015), ou des fruits d'excellente qualité peuvent étre obtenus. Cette espéce
tempérée, nécessitant des températures élevées pour mdrir correctement, était autrefois

cultivee dans la région septentrionale de I'Algérie (Meziane et al., 2016).

1.4. Description botanique

Selon Evreinoff (1957), le grenadier (Punica granatum L.) est une précieuse
espece fruitiere méridionale et subtropicale. Il supporte parfaitement un climat trés chaud,
trés sec et prospére méme dans les climats tropicaux pourvus d'une saison seche.

Il se caractérise par une longue durée de la floraison qui s'étend parfois du mois de
mai a la fin juillet. Pour obtenir des fruits de qualité, la pluviométrie doit étre environ de

500 mm, avec des pluies printanieres, des étés chauds et de longs automnes secs.
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Figure n°1 : Arbre du grenadier Punica granatum L. (Hmid, 2013).

Le grenadier est un grand arbuste, mesurant moins de 15 pieds en culture, bien
qu'il puisse atteindre 30 pieds dans la nature (Ashton et al., 2006). Il posséde de
nombreuses branches épineuses et peut vivre extrémement longtemps, comme le prouvent

les arbres de Versailles, en France, qu’ils sont connus plus de 200 ans (Jurenka, 2008).
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Les troncs sont plus ou moins ronds, dressés, avec des branches alternes ouvertes
un peu piquantes a la fin. L'écorce vieillissante présente des fissures, une couleur grisatre et
peut paraitre nouée et tordue (Ashton et al., 2006). L'arbuste lui-méme varie d'aspect
tombant & dressé en fonction de la variété et des conditions de croissance, bien que la
majorité d'entre elles soient dressées. Les bourgeons sur la croissance secondaire sont
latéraux et a l'aisselle des feuilles. Les bourgeons terminaux & la pointe produisent parfois
une épine; d'autres fois, ils deviennent une fleur ou une grappe de fleurs, ou tombent tout
simplement. Comme la plante ne posséde pas de Véritables bourgeons terminaux, la

croissance doit provenir des bourgeons latéraux (Ashton et al., 2006).

1.4.1. Les feuilles

Les feuilles du grenadier sont caduques, allongées et disposées en alternance. Elles
sont lancéolées, brillant d'en haut, de 5,7 cm de long et 1,7 cm de large, ayant un pétiole fin
de 4 cm de long. Souvent regroupeées sur des rameaux limités (Mehta et al., 2012).

Les jeunes feuilles rougeatres deviennent vert vif a maturité, le haut de la feuille est

vert plus foncé que le bas (Ashton et al., 2006).

1.4.2. Les fleurs

Les fleurs, d’une forme d’un entonnoir, sont rouge pourpre ou grenat, d’aspect
froissé, portées par un court pédoncule, solitaires a I’aisselle des feuilles ou réunies par
groupes de deux ou de trois au sommet des branches (Bidri et Choay, 2017). Bien que des
fleurs "doubles"” et panachées se retrouvent dans certaines sélections ornementales, qui ne
sont pas cultivées pour le fruit (Stover et Mercure, 2007).

Elles apparaissent seules ou en petites grappes, généralement de 2 a 6 fleurs a
I'extrémité de la branche mais parfois sur les bourgeons auxiliaires. Sur 25-30 boutons,

généralement 3-5 fleurs se développent (Ashton etal., 2006).

1.4.3. Les fruits

Le fruit, dénommé la grenade, est une grosse baie ronde, de la taille d’'une pomme
ou d’un pamplemousse a écorce dure et coriace (Bidri et Choay, 2017).Avec des loges de
4-15, séparées par des cloisons membraneuses, ou comme certains diraient, chiffon.
L'intérieur est rempli de nombreuses graines charnues de forme prismatique de couleur
rose a rouge (Ashton et al., 2006). La grenade mdre peut atteindre une largeur de 5 cm et

est couronné par le calice pointu (Jurenka, 2008).
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Seules ses graines sont comestibles et représentent environ la moitié du fruit. Dans
chaque graine, une partie ligneuse, le pépin, est enrobée d’une pulpe gélatineuse de chair
rouge transparente appelée arille, sucrée dans les variétés améliorées, sinon d’un goft
plutot &cre et acide (Bidri et Choay, 2017).

La fructification du Grenadier commence des la troisieme année apres la plantation.
Le plein rendement commence dans les 6-7 ™ années et se poursuit pendant 30-40 ans
(Evreinoff, 1957).

La maturité des fruits a lieu fin septembre-octobre, certaines variétés mdrissent en
Novembre. Les fruits se conservent de deux a trois mois, sans perdre leurs qualités. Dans la
glace leur conservation peut étre prolongée de six mois. La grenade, en raison du péricarpe
épais et dur, supporte tres bien le transport (Evreinoff, 1957).

L’¢écorce de la grenade est dure et coriace également appelée malicorium, de
couleur rouge ou jaune-beige (Bidri et Choay, 2017), mais généralement jaune verdatre ou
brune, avec des zones rougeatres pouvant occuper toute la surface du fruit, et peut étre

aussi rose, violet foncé et de nombreuses nuances entre les deux (Ashton et al., 2006).

]— Fleur

Pétale

Ecorce
Arilles

Sépale
Stigmate

Style

Owule

Ovdire

Cdalice

| | Fruit

Endocarpe
Arille
Ecorce

. &7
P Frwerecves streathonniie $ramate.

Figure n°2 : Fleurs et fruits du Grenadier (Punicagranatum L.)(Flora vonDeutschlandet
Schweiz, 1885).
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1.5. Composition chimique du fruit de la grenade

Bien que la grenade produise et accumule une grande variété des composés
phytochimiques ayant diverses structures dans différents tissus, des efforts d'investigation
ont jusqu'a présent été consacrés principalement a la bioactivité des polyphénols de ce fruit
(Wu et Li, 2017).0u il faut noter quela principale catégorie de composés phytochimiques
du grenadier est constituée par les polyphénols qui prédominent dans le fruit (Dahham et
al.,2010; Al-Rawahiet al,. 2014).Cependant, la composition chimique des fruits differe
selon le cultivar, la région de culture, le climat, la maturité, les pratiques de culture et les
conditions de stockage (Viuda-Martoset al,. 2010 ; Abdel Mageid et al., 2016).

La grenade contient des composés précieux dans différentes parties du fruit. Ceux-
ci peuvent étre divisés en plusieurs origines anatomiques: peau (écorce), graines (pépins) et
arilles (Viuda-Martos et al,. 2010). Les fruits et les fractions non comestibles (écorces et
pépins) de la grenade sont biochimiquement composés de plus de 124 composés
phytochimiques différents comprenant les polyphénols, les flavonoides, les anthocyanines
et d'une vaste gamme de minéraux et de vitamines essentiels (Akhtar et al. 2015).

1.5.1. L’écorce

Les écorces de grenade se distinguent par un réseau interne de membranes couvrant
prés de 26 a 30% du poids total du fruit et se caractérisent par des quantités considerables
de composés phénoliques (Bharani et al., 2016). Par rapport a la pulpe, 1’écorce de
grenade non comestible contient jusqu'a trois fois la quantité totale des polyphénols,
tannins condenses, catéchines, gallo-catéchines et prodelphinidines (Malviyaet al., 2014 ;
Alshammari et al,. 2017). Elles comprennent aussi des acides organiques et phénoliques,
des sterols, des triterpenoides et des alcaloides (Al-Rawahiet al., 2014). De plus, elles
contiennent des flavonoides tels que les anthocyanes, les catéchines et autres complexes
flavonoides et les tannins hydrolysables (éllagitannins et gallo-tannins) (Bharani et al.,
2016).

Ces tannins hydrolysables sont intenses dans les écorces et les jus de grenade, et
dans les membranes blanches, sont les polyphénols prédominants dans la grenade et
représentant 92% de l'activité antioxydante totale alliée au fruit (Dahham et al.,2010;
Mehta et al., 2012; Al-Rawabhiet al., 2014). Ces tannins sont tres sensibles a I'nydrolyse
enzymatique et non enzymatique. Les produits d'hydrolyse comprennent le glucose et

I'acide éllagique ou l'acide gallique (Al-Rawahiet al., 2014).
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La couleur rouge brillant de 1’écorce est attribuée aux anthocynidines (telles que la
cyanidine, la pélargonidine et la delphinidine) et aux flavan-3-ols. Les flavones et les
flavonols constituent les principaux flavonoides de 1’écorce (Patel et al., 2017).

De plus, il constitue une source importante de minéraux, en particulier de
potassium, de calcium, de phosphore, de magnésium, de sodium et des polysaccharides
complexes. Récemment, il a été révélé que la poudre de la peau de grenade contient
beaucoup plus de lysine, de leucine, d’acides gras aromatiques (phénylalanine et tyrosine),

de thréonine et de valine( Jalal et al., 2018).

1.5. 2. Les arilles

La partie comestible de la grenade (50%) comprend 40% d'arilles et 10% de graines
(pépins). Les arilles contiennent 85% d'eau, 10% de sucres totaux, principalement du
fructose et du glucose, et 1,5% de pectine, des acides organiques tels que l'acide
ascorbique, l'acide citrique et l'acide malique (Viuda-Martos et al., 2010; Jalal et al.,
2018), de I’acide chlorogénique, I’acide caféique (Ali Redha et al., 2018), de l'acide
oxalique, l'acide quinique, I'acide succinique et l'acide tartrique (Wu et Li, 2017).

Le jus de grenade se caractérise par sa richesse en composés bioactifs tels que les
phénoles et les flavonoides, principalement des anthocyanes, l'acide éllagique, l'acide
gallique, la catéchine, 1'épigallocatéchine, la quercétine, la rutine, et d’autre part il contient
du fer et des acides aminés (Prasad et Kunnaiah, 2014). Il contient également les tannins
hydrolysables ou ¢llagitannins dont ils se forment lorsque 1’acide ¢llagique et / ou I’acide
gallique se lient a un glucide et sont appelés punicalagins (Alshammari et al,. 2017; Wu
et Li, 2017).

1.5. 3. Les pépins

Les pépins (graines) sont une source riche en lipides totaux; I'huile de pépins de
grenade représente 12% a 20% du poids total de la graine (Viuda-Martos et al., 2010).
Ilest caractérisée par une teneur élevée en acides gras polyinsaturés (n-3) tels que
linolénique, linoléique et autres lipides tels que l'acide punicique, l'acide oléique, l'acide
stéarique et l'acide palmitique (Viuda-Martos et al., 2010).

L’acide punicique (acide triénoique) est un acide gras conjugué exceptionnel
représente environ 65% a 80% de I'huile de pépins de grenade (Jalal et al., 2018). Il est
également appelé acide linolénique super conjugué, dont I'effet est encore plus puissant

que celui d'un acide linolénique conjugué ordinaire (Jalal et al., 2018). Les autres
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composants de I’huile comprennent les stérols, les stéroides et les cérébrosides (Syed et al.,
2013).

Les pepins contiennent également des protéines, des fibres brutes, des vitamines,
des minéraux, de la pectine, des sucres, des polyphénols, des iso-flavones, des phyto-
estrogénes, du coumestrol et du stéroide sexuel, l'estrone (Viuda-Martoset al., 2010; Jalal
et al., 2018). En outre, la poudre de graine de grenade contient des acides aminés contenant
du soufre (méthionine et cystéine), des acides gras aromatiques (phénylalanine et tyrosine),
de la leucine et de I'isoleucine (Jalal et al., 2018).

1.6. Domaines d’utilisation du grenadier

Le grenadier (Punica granatum L.) a été utilisé dans diverses régions et systéemes
médicaux, populaires ou traditionnels, comme complément alimentaire ou médicament en
raison de ses énormes composés aux activités multiples et sans toxicité (Wang et al.,
2010). En plus de I'utilisation alimentaire, presque toutes les parties de cette plante sont

utilisées dans le monde pharmaceutique (Wang et al., 2010).
1.6.1. Usage medicale

1.6.1.1. Empirique et traditionnel
Punica granatum L. a figuré pratiguement dans toutes les grandes religions et a été
utilisée pendant des siecles en médicine traditionnelle (Syed et al., 2013; Bhowmik et al.,
2013). Notamment, les fruits, les graines, les écorces et les feuilles contiennent divers
types d'ingrédients précieux, et jouent un rdle thérapeutique dans la guérison d’une grande
variété des maladies (Rahmaniet al., 2017; Wu et Li, 2017).
¢ Aucune discussion sur les anciennes applications médicales des plantes n’est
compléte sans la mention de Dioscorides, qui indique: "Toutes sortes de grenades
ont un golt agréable et sont bonnes pour I’estomac" et suggere en outre le jus pour
le traitement des ulceres, et pour les douleurs des oreilles, et la congestion nasale
(Stover et Mercure, 2007).

% Dans le systtme médical ayurvédique, la grenade est considérée comme «une

*

pharmacie a part entiére» (Jurenka, 2008), I'écorce du fruit et I'écorce de grenadier
ont des propriétés anthelminthiques et vermifuges (Wangetal., 2010; Alshammari
et al,. 2017). lls sont utilisées dans le traitement de la diarrhée, de la dysenterie et

des parasites intestinaux, pour les saignements de nez et de gencive, le
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raffermissement de la peau et le traitement des hémorroides (Mehta et al., 2012;
Alshammari et al,. 2017).

De méme les Chinois ont utilisé I’écorce de fruit pour le traitement de la diarrhée,
des métrorragies et des maux de ventre (Wang et al., 2010).

Hippocrate (400 avant notre ere) a utilisé des extractions de grenade pour traiter
une grande variété de maladies, telles que le platre, afin de réduire I'inflammation
de la peau et des yeux et d'aider a la digestion (Stover et Mercure, 2007).

Les anciens Egyptiens utilisaient des extraits de racine de grenadier riches en
tannins pour débarrasser leurs ténias. Des extraits de tannins (écorce, feuilles, fruits
immatures) ont été utilisés pour mettre fin a la diarrhée et aux hémorragies, (Stover
et Mercure, 2007).

La grenade a également été utilise comme un «tonique du sang» et dans le
traitement des pathologies respiratoires et comme antipyrétique (Viuda-Martos et
al., 2010),et classée comme un composant amer-astringent dans le systéme
ayurvedique Indien, et considérée comme un contrepoids sain a un régime riche en
composants sucrés-gras (Alshammari, et al,. 2017).

Le jus de grenade est utilise comme collyre pour ralentir le développement de la
cataracte (Alshammari et al,. 2017; Bhowmik et al., 2013). 1l est également utilisé
pour traiter les problemes de dysenterie et de choléra (Bhowmik et al., 2013). De
plus, les caractéristiques astringentes du jus de fleurs, de la couenne et de I'écorce
des arbres sont considérées comme utiles a diverses fins, telles que l'arrét de
saignement du nez et de gencive, le raffermissement de la peau, le raffermissement
des seins affaissés et le traitement des hémorroides (Mehta et al., 2012; Bhowmik
et al., 2013).

Dans la médecine yunani, la fleur est utilisée comme complément alimentaire pour
traiter le diabéte sucré (Wang et al., 2010; Wu et Li, 2017).

Les boutons de fleurs séchées et écrasees sont transformés en thé comme remede
contre la bronchite (Stover et Mercure, 2007). De plus, boire du thé a base de
feuilles de ce fruit aide a controler I'inflammation et traiter les troubles du systeme
digestif (Bhowmik et al., 2013; Wu et Li, 2017).

Au Mexique, des extraits de fleurs sont utilisés comme gargarismes pour soulager
les inflammations de la cavité buccale et de la gorge (Stover et Mercure, 2007;
Bhowmik et al., 2013).
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% Parmi les autres utilisations traditionnelles des produits du grenadier, citons les
traitements pour la contraception, les morsures de serpent, le diabete et la lepre
(Stover et Mercure, 2007)

1.6.1.2. Pharmacologique et clinique

L'importance traditionnelle de la grenade en tant que plante médicinale est
maintenant renforcée par les données scientifiques émergentes, qui démontrent que ce fruit
possede des activités thérapeutiques potentielles (Syed et al., 2013),incluent le traitement
et la prévention de divers maladies (Jurenka, 2008).

Bien que la grenade soit riche en molécules bioactives, l'action synergique des
constituants de la grenade semble supérieure a celle des constituants isolés (Jurenka,
2008).

1.6.1.2.1. Activité antioxydante

C’est la plus importante bioactivité¢ de la grenade et constitue la base des autres
activités. Les substances antioxydantes existent principalement dans les feuilles et les fruits
notamment les graines, le jus et le péricarpe (Wang et al., 2010). En effet, des études ont
été faites pour explorer l'activité antioxydante des écorces, des graines ainsi des feuilles de
grenade résultant de la confirmation que leurs extraits présentaient une importante activité
antioxydante (Rahmani et al., 2017). De plus, des corrélations linéaires significatives et
positives ont €té trouvées entre les capacités antioxydantes totales et les teneurs en
composes phénoliques, ce qui indique que les composés phénoliques sont les constituants
antioxydants dominants de la grenade (Wang et al., 2010). Tandis que les tannins
hydrolysables représentent 92% de l'activité antioxydante totale de la grenade (Mehta et
al., 2012).

La combinaison de divers types de polyphénols rend les antioxydants a la grenade
uniques et différents des autres antioxydants, tels que la vitamine A ou C, en offrant un
spectre d’action beaucoup plus large contre plusieurs et non pas un seul type de radicaux

libres (Syed et al., 2013).

1.6.1.2.2. Activité anti-inflammatoire
Bien gu'une inflammation physiologique ou aigué soit une réponse bénéfique de
I'nbte aux dommages tissulaires, elle peut entrainer des maladies associées au systéme

immunitaire, car leur résolution rapide est retardée (Wang et al., 2010).
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Cependant, les traitements & base de produits naturels sont trés efficaces dans le
traitement de l'inflammation sans aucun effet indésirable grave sur le métabolisme de
I'acide arachidonique et l'activité de I'enzyme cyclooxygénase. Plusieurs études ont montré
que la grenade joue un rdle dans la réduction de l'inflammation par la modulation de
diverses activités physiologiques (Rahmani et al., 2017). Cet effet pourrait étre dd & son
action immunorégulatrice sur les macrophages et les lymphocytes T et B (Prasad et
Kunnaiah, 2014).

Les activités anti-inflammatoires et analgésiques de 1’écorce, de la fleur et des
feuilles des grenades ont été mesurées et il a été observé que le prétraitement avec les
extraits secs produisait une inhibition significative et modulable de 1'eedéme (Rahmani et
al., 2017). En outre,les tannins hydrolysables ont montré in vitro un effet inhibiteur
significatif contre une réaction inflammatoire. Notamment, l'acide punicique présent dans
I'huile de pépins de grenade, avait un effet anti-inflammatoire in vivo en limitant
I'activation des neutrophiles et les conséquences de la peroxydation des lipides (Viuda-
Martos et al., 2010).

1.6.1.2.3. Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne de certains cultivars de grenade courants a été largement
étudiée; plusieurs essais in vitro démontrent son activité bactéricide contre plusieurs
organismes hautement pathogenes et parfois résistants aux antibiotiques (Viuda-Martos et
al., 2010).

En général, I'ampleur des effets inhibiteurs des extraits de grenade pourrait étre
attribuée a l'anthocyanine phénolique et a la teneur en tannin des fruits.Les tannins sont
supposes étre toxiques pour les microorganismes (Viuda-Martos et al., 2010). Ainsi, des
¢tudes confirment que I’activité antibactérienne de ce fruit est aussi due a la présence de
terpénoides et dalcaloides (Mehta et al., 2012). D’autre part, les polyphénols, en
particulier les tannins de grenade, jouent un réle essentiel dans ’effet antiviral en raison de
leur propriété particuliere de précipitation des protéines, qui ont un effet défavorable sur
les enzymes intervenant dans le cycle de vie du virus (Wang et al., 2010).De méme, les
tannins des écorces de grenade sont des constituants trés efficace contre le virus de ’herpés
génital (HSV-2) et qu’il tue efficacement le virus et bloque son absorption par les cellules.
D’autres résultats ont révélé que D’acidité des solutions de jus et d’extrait liquide

contribuait a la rapidité de I’activité anti-grippe (Rahmani et al., 2017).
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Les activités antifongiques des extraits d’écorces de grenade, des graines, et du jus
et du fruit entier sont évaluées (Rahmani et al., 2017).Par conséquent, Punica granatum
est 'une des plantes qui a donné des résultats positifs avec une propriété antifongique a
large spectre (Mehta et al., 2012).

6.1.2.4. Activité anticancéreux

La cancérogenese est une cascade trés complexe et peut étre affectée par plusieurs
facteurs. La grenade peut interférer avec l'apparition et le développement de tumeurs dans
de nombreuses procédures, notamment le développement de I'inflammation, I'angiogeneése,
I'apoptose, la prolifération et l'invasion (Wang et al., 2010). Ceci grace a leurs dérivés
dotés d’une trés forte activité antioxydante en tant qu’agents antiprolifératifs, anti-invasifs
et pro-apoptotiques dans diverses lignées de cellules cancéreuses et modeles animaux
(Viuda-Martos et al., 2010).

En effet, des données d'importantes attribuées par des études in vitro et in vivo,
indiquent I'efficacité des substances phytochimiques de la grenade et ces dérives contre la
croissance et la promotion de divers types de cancer, tel que le cancer de la prostate, cancer
de la peau, cancer du colon, cancer du poumon, cancer du sein et la leucémie(Syed et al.,
2013).

1.6.1.2.5. Activité anti-diabete

Le régime alimentaire est I’un des moyens de controler le diabéte sucré et c’est ici
que les fruits et les dérivés du grenadier peuvent jouer un réle (Viuda-Martos etal., 2010).

Les fleurs ont été utilisées comme médicament antidiabétique dans la médecine
Unani et comme complément dans la thérapie par le régime dans de nombreux pays. Elles
peuvent réduire de maniére significative le taux de glucose sanguin chez les animaux
atteints de diabete de type 2 avec différents mécanismes possibles, notamment une
augmentation de l'expression de 'ARNmM, une amélioration de la sensibilité des récepteurs
de l'insuline, une augmentation de l'utilisation périphérique du glucose,...etc (Wang et al.,
2010). D’autre part, les extraits de graines et d’écorces présentaient une réduction
significative de I’augmentation du taux de glucose sanguin (Rahmani et al., 2017).

Les principaux composés qui présentent des propriétés antidiabétiques sont les
polyphénols, qui peuvent affecter la glycémie par différents mécanismes, notamment
I'inhibition de I'absorption du glucose dans l'intestin ou de son absorption par les tissus

périphériques (Viuda-Martos et al., 2010).
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1.6.1.2.6. Autres utilisations

Parmi les autres propriétés thérapeutiques de Punica granatum L. on recentre :

v

Le traitement des problémes dentaires, du dysfonctionnement érectile et de la protection
contre les rayons ultraviolets (UV). Ainsi, avec ses applications possibles figurent
I’ischémie cérébrale infantile, la maladie d’Alzheimer, la stérilité masculine, ’arthrite et
I’obésité (Jurenka, 2008).

Selon Wang et al. (2010), parmi ses bioactivités la protection vasculaire qui contribue a la
prévention des maladies cardiovasculaires et cérébrovasculaires, ceci implique le
processus d’anti-oxydation, d’anti-hypertension et la régulation lipidique qui sont
maintenue par ’intervention de la grenade.

Il aide & contrbler les probléemes de vieillissement tels que les rides et facilite ainsi
une peau jeune et eclatante. Autre que cela, il permet a une femme de surmonter
son intervalle de dépression, en particulier de la ménopause (Bhowmik et
al.,2013).

Il a également été largement utilisé dans le traitement de I’asthme, de la bronchite,
de la toux, des troubles de la coagulation, de la fievre, du syndrome de déficit
immunitaire acquis, de la dyspepsie, vaginite, et lésion cerébrale hypoxique-
ischémique néonatale (Prasad et Kunnaiah, 2014).

Une circulation sanguine saine peut étre maintenue dans le corps en consommant ce
fruit sous n'importe quelle forme. L'extrait de graine de grenade fournit du fer au
sang et contribue ainsi a atténuer les symptomes anémiques, notamment la fatigue,
la somnolence et la faiblesse, ainsi que la perte d'audition (Bhowmik et al.,2013).
Un effet antipaludéen(Antimalaria) via une activité antiparasitaire et une inhibition
de la réponse inflammatoire lors de I'apparition du paludisme cérébral (Mehta et
al., 2012).

La grenade réduit la probabilit¢ d’avoir des prématurés et il est également
bénéfique que les meres attendues évitent d’avoir des bébés de faible poids pendant
la naissance (Bhowmik et al.,2013).

Plus récemment, des recherches ont indiqué que les extraits de peaux de grenade
inhibaient également l'activité de la tyrosinase, une enzyme qui induit la production
de mélanine, ce qui entraine une hyperpigmentation de la peau (Mphahlele et al.,
2016)
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1.6.2. Usage nutritionnel

En raison de ses bienfaits signalés pour la santé humaine, la grenade a suscité un
grand intérét de la part des consommateurs ces dernieres années. De nos jours, la grenade
est utilisée dans les ingrédients alimentaires fonctionnels et les suppléments diététiques
sous différentes formes (Wu et Li, 2017):

-Fruits et jus frais.

- Capsules et comprimés en poudre contenant des extraits de différents tissus de grenade.
-Thé préparé a partir de feuilles de grenade.

-Confiture, gelée, jus et vin produits a partir de fruits de grenade.

-Des épices préparées a partir de graines séchées (Wu et Li, 2017).

- Pour la confection des aromes et de colorants dans les boissons (Viuda-Martos et al.,
2010).

Le jus de la grenade apporte un caractere distinctif a des nombreux plats du Moyen-
Orient et considéré en tant que contributeur pratique au régime alimentaire. Ses fruits
étaient probablement d'une valeur inestimable pour les premiers voyageurs du désert, car
ils constituaient une forme d'eau bien transportée et bien protégée (Stover et Mercure,
2007).

Les grenades sont des aliments d'hiver parfaits, riches en fibres et classés parmi les
fruits les plus sains. Elles peuvent étre utilisées dans les salades, les entrées, les soupes et
les desserts. Ce fruit a été considéré comme le meilleur comparant au thé vert en raison de
son potentiel antioxydant (Qamar Abbas et al., 2018). Il ne présente aucun effet toxique
sur le foie et d’autres organes et peut étre utilisé comme complément naturel (Qamar
Abbas et al., 2018).

1.6.3. Autres usages

Il est clair que l'utilisation "non alimentaire™ la plus répandue du grenadier est
destinée a l'esthétique visuelle. Plusieurs formes de plantes ornementales ont déja été
évoquees et sont largement répandues dans l'industrie des pépiniéres ou la grenade est
adaptée (Stover et Mercure, 2007). Cette plante peut pousser comme arbre d'ornement
dans les parcs et les jardins, et comme super avantage il est tolérant a la sécheresse et peut
survivre dans les zones seches (Qamar Abbas et al., 2018).

De plus, grace a sa richesse en tanins, I'écorce de fruit et de la tige du grenadier sont

également utilisée depuis toujours dans la tannerie pour la fabrication du cuir (Wu et Li,
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2017). Des extraits de fleurs et de cosses de fruits ont été utilisés comme colorants pour les
textiles (Stover et Mercure, 2007).
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Chapitre I1: Phytothérapie et Plantes Médicinales

I1. 1. Phytothérapie
1. 1.1. Définition

Le mot phytothérapie vient du grec « phytos » qui signifie plante et « therapeuo »
qui signifie soigner. La phytothérapie est définie comme I'application thérapeutique des
plantes, en tout ou partie (fleur, feuille, tige, racine) ou sous forme d'extrait (décoction,
distillat, huile essentielle) (Laccourreye et al., 2017).

La phytothérapie compte parmi les premieres et les plus anciennes méthodes
curatives depuis ’aube de I’humanité. C’est ainsi que les étres humains utilisent des
plantes depuis des si¢cles voire des millénaires a des fins thérapeutiques sur I’ensemble de
notre planéte, ce qui a permis aux hommes de générer au cours des siecles un large savoir
et une immense expérience dans leur utilisation (Meier et al., 2013).

L’ingestion humaine de produits végétaux peut étre envisagée selon deux grands
axes:

* une vision holistique de I’effet des plantes sur I’individu dans son ensemble
selon le point de vue de I’herboriste.

* une vision plus scientifique centrée sur ’action des plantes sur les maladies, les
symptdmes et la recherche des molécules actives, qui est le point de vue du

phytothérapeute (Laccourreye et al., 2017).

11.1.2. Historique et évolution

I1y a 60 000 ans, I’homme de Neandertal utilisant les plantes et les chamans ont joué un
role important dans la collection, I’apprentissage a 1’utilisation et la transmission de la
connaissance des plantes. Les plantes étaient employées largement dans 1’alimentation, la
gestion de certaines maladies et aussi pour atteindre un monde plus spirituel (Létard et al.,
2015).

Toutefois, les hommes se sont soignés avec les plantes qu'ils avaient a leur
disposition. Mais, certainement c’est l'expérience qui les a guidés a employer une plante
plutdt qu'une autre (Iserin, 2001).

Les Grecs avec Hippocrate, Aristote, Théophraste, Galien, Dioscoride et les
Romains ont enseigné I’art de traiter par les plantes en colligeant les connaissances avec

plus de 500 plantes médicinales répertoriées (Létard et al., 2015).
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En 529, le pape Grégoire le Grand interdit I’enseignement en France de la médecine
par les plantes et ce n’est qu’aux alentours du début du IXe siécle que le Moyen-Orient,
I’ Afrique du nord et I’Espagne avec I'universit¢ de Cordoue ont repris 1’enseignement de
ces connaissances, puis Avicenne (980-1037) distilla les premiéres huiles essentielles
(Létard et al., 2015).

Historiquement parlant, la médecine classique n’existerait pas sans la
phytothérapie. C’est avec le développement ultra-rapide des sciences naturelles au XIXe
siecle, et particulierement avec les avancées de la chimie, que 1’on a pu isoler des
composants purifiés des plantes et produire leurs dérivés partiellement synthétiques, puis
fabriquer de nouvelles molécules synthétisées chimiquement, pour finalement les
introduire comme elles le sont actuellement dans I’arsenal de la médecine classique (Meier
etal., 2013).

Actuellement, certaines civilisations (chinoise, ayurvédique, arabe, tibétaine,
indienne...) sont encore fondées sur ces systémes thérapeutiques ancestraux, moins

onéreux (Letard et al., 2015).

11.1.3. Niveaux d’utilisation
11.1.3.1. Traditionnel

A ce niveau, les bases des pratiques thérapeutiques des plantes sont fondées
uniquement sur D’empirisme et 1’expérience pratique que ['on peut qualifier de
«Phytothérapie traditionnelle» (Meier et al., 2013), qui dépend a une observation globale
et holistique, ceci entraine des limites de I’utilisation de la plante médicinale a un niveau
traditionnel, en raison de I’insuffisance des connaissances aussi bien médicales

(physiologiques, physiopathologiques, cliniques) que pharmacologiques (Carillon, 2009).

11.1.3.2. Pharmacologique

L’¢étude de la plante médicinale dans un cadre scientifique et pharmacologique est
devient nécessaire. Celui-ci a permis, grace a des démonstrations expérimentales in vitro
ou in vivo, de démontrer I’activité et les proprietés des extraits totaux de la plante ou de
certains de ses constituants (principes actifs), et puis d’étudier les formes galéniques
(formes d’extraction et d’administration) les mieux adaptées (Carillon, 2009).

A ce stade, se posent les problémes liés a la multiplicité et a la complexité des

constituants de la plante médicinale, a la difficulté de standardisation du produit qui
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rendent son étude pharmacologique difficile, mais aussi ceux liés a I’obtention de résultats

expérimentaux paradoxaux (Carillon, 2009).

11.1.3.3. Clinique

La phytothérapie Clinique prendre en compte I’individu qui regoit le traitement,
avec sa realité et sa réactivité fonctionnelle physiologique et biologique spécifique. Elle
intégre de ce fait I’étude de la plante médicinale dans une physiologie du vivant, de

I’individu, avec ses notions fondamentales de dynamique, d’interrelation, de relativité et de

globalité (Carillon, 2009).

11.1.4. Les avantages de la phytothérapie

Toutefois, malgré les énormes progrés réalises par la médecine moderne, la
phytothérapie offre de multiples avantages :
* En général le corps humain est bien mieux adapté a un traitement a base de plantes qu'a
une thérapeutique exclusivement chimique. Il est habitué a consommer et a digérer
différentes especes de plantes qui sont bien souvent appréciées pour leurs qualités aussi
bien medicinales que nutritives (Iserin, 2001).
* Les préparations a base de plantes, en raison de la complexité de leur composition, ont
I’avantage de produire leur effet non seulement sur un mécanisme d’action isolé mais
d’interagir avec de nombreuses structures biochimiques (Iserin, 2001; Meieret al.,
2013).Par conséquent, comparé a une préparation synthétique, le spectre de I’efficacité de
I’extrait phytothérapeutique est plus large et multiple et ses effets secondaires indésirables
sont significativement plus rares et moins prononcés (Meier et al., 2013).
* Actuellement, les traitements a basede plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité
desmédicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle
aux infections graves) décroit. Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux
médicaments et leur résistent de plus en plus (Iserin, 2001).De plus,les effets secondaires
induits par les médicaments inquietent les utilisateurs, qui se tournent vers des soins moins
agressifs pour l'organisme. On estime que 10 a 20% des hospitalisations sont dues aux
effets secondaires des médicaments chimiques (Iserin, 2001).
* L’industrie des produits chimique destinés a la production des médicament cause des
problemes de pollutions a différents niveaux, tan disque la phytothérapie est facile a

maitriser tout en protégeant notre environnement naturel (Iserin, 2001).
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11.1.5. La place de la phytothérapie

De nos jours, le terme «médecine alternative» est devenu trés courant dans la
culture occidentale, il se concentre sur l'idée d'utiliser les plantes & des fins médicinales
(Rasool Hassan, 2012).L’OMS encourage depuis 1976 I’utilisation de traitements de
substitution faisant partie des connaissances techniques de la médecine occidentale. Selon
I’OMS, environ 85% de la population mondiale utilise des médicaments
phytothérapeutiques a des fins thérapeutiques (Magalhaes et al., 2014).

Il existe actuellement une multitude d’études cliniques avec des préparations a base
de plantes, et parmi elles une étude plus récente preuve la qualit¢ de 89 études
phytothérapeutiques (comparées en «matched-pair») était tendanciellement méme plutét
meilleure que celles ou des préparations synthétiques étaient utilisées dans une méme
indication. En outre il existe plusieurs monographies des plantes médicinales publiées et

reconnues par différents organes officiels (Meier et al., 2013).

11.2. Les Plantes Médicinales

Il ya environ 500000 plantes sur terre ; 10000 d’entre elles environ, posseédent des
propriétés medicinales en raison de leurrichesse en principes actifs, qui agissent
directement sur l'organisme (Iserin, 2001). La Phytotherapie utilise les plantes médicinales
dans leur totalité ou certaines parties de la plante dans des buts thérapeutiques (Meier et
al., 2013).

En effet, le terme de plantes médicinales inclut différents types de plantes utilisées
en herboristerie et certaines de ces plantes ont une activité médicinale. Ces plantes
médicinales sont considérées comme une richesse en ingrédients pouvant étre utilisés dans
le développement et la synthése de médicaments (Rasool Hassan, 2012).

Les plantes, lorsqu'elles sont utilisées en traitement, présentent de nombreuses
caractéristiques:

* Médecine synergique : tous les ingrédients des plantes interagissent simultanément, de
sorte que leurs utilisations peuvent compléter ou endommager les autres ou neutraliser
leurs éventuels effets négatifs.

* Prise en charge de la médecine officielle : dans le traitement de cas complexes tels que
les cancers, les composants des plantes se sont révélés tres efficaces.

* Meédecine préventive : il a été prouvé que le composant des plantes se caractérise
¢galement par sa capacité a prévenir I’apparition de certaines maladies. Cela contribuera a

réduire 1’utilisation des remedes chimiques qui seront utilisés lorsque la maladie est déja
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présente, c’est-d-dire a réduire l’effet secondaire du traitement synthétique (Rasool
Hassan, 2012).

Il est important de mentionner que les «plantes médicinales» ne sont ni des
phytomédicaments, ni des phytothérapeutiques. Ce dernier, une fois classé comme
médicament, est soumis aux normes éthiques définies par OMS. Méme s'il existe encore
des divergences entre les définitions de phytothérapeutique et de plantes médicinales, ces
termes sont souvent utilisés comme synonymes. Par conséquent, on peut dire que les
médicaments phytothérapeutiques sont composés de plantes médicinales (presque
complétement), mais toutes les plantes médicinales ne peuvent pas étre considérées comme

phytothérapeutiques (Magalhdes et al., 2014).

11.2.1.Action des plantes médicinales

Le champ d'action des plantes médicinales est vaste et leur puissance varie. La
plupart ont des effets spécifiques sur certaines parties de l'organisme et sont reconnues
pour pouvoir traiter divers cas (Iserin, 2001).

Outre, l'action de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition des
plantes, dans lesquelles leurs effets varient en fonction de leurs principes actifs.La
recherche des principes actifs extraits des plantes est d'une importance capitale car elle a la
mise au point de médicaments essentiels (Ameh et al., 2010).Cependant, s'il est capital de
maitriser l'action des différents principes actifs apres isolément, la phytothérapie, a la
différence de la médecine classique, recommande d'utiliser la plante entiere, appelée aussi
«totum» plutdtque des extraits obtenus en laboratoire (Iserin, 2001). L’utilisation du totum
de la plante, en tant que telle ou dans son mode d’extraction (forme galénique) avec les
notions de synergie et de potentialisation, permet d’utiliser des doses moindres qu’avec un
principe actif isolé pour un méme niveau d’activité, évitant ainsi les effets secondaires
spécifiques des fortes doses (notions de biodisponibilité) (Carillon, 2009).

Donc, c’est la complexité, la multiplicité et la complémentarité des différents
constituants et principes actifs de la plante médicinale, qui ont conduit a I'insuffisance
d’expliquer comment elle agit (Iserin, 2001.; Meieret al., 2013). Ainsi, des chercheurs ont
démontré que les principes actifs de nombreux végétaux, agissent de maniere complexe et
combinée, lesquelles en synergie donnent I’effet thérapeutique voulu (Iserin, 2001; Meier
et al., 2013). Par conséquent, comparé a une préparation synthétique, le spectre d’efficacité
de Dextrait phytothérapeutique est plus large et multiple et ses effets secondaires

indésirables sont significativement plus rareset moins prononcés (Meieret al., 2013).
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11.2.2. Les principes actifs des plantes medicinales

Le terme "principe actif" désigne la substance chimique intrinseque qui induit une
activité pharmacologique (Capasso et al., 2003). Un grand nombre de principes actifs, qui
ont aujourd’hui de I’importance, proviennent de la nature du moins en ce qui concerne leur
structure de base (Meier et al., 2013).

Les principes actifs des plantes sont principalement formés pendant la période de
croissance, lorsque la transformation métabolique est maximale. Le principe actif peut étre
représenté par des constituants cellulaires primaires (protéines, lipides, polysaccharides),
par des métabolites intermédiaires (acides organiques) et par des constituants cellulaires
secondaires (alcaloides, glycosides, flavonoides, saponines, tanins, essences, etc.). C’est ce
dernier qui contient les principes actifs les plus intéressants d’un point de vue
pharmacologique (Capasso et al., 2003).

Selon Iserin (2001), les ¢éléments actifs des plantes, qui sont I’origine des actions
thérapeutiques sont : les phénols, les flavonoides, les huiles essentielles, les tanins, les
anthocyanes, les coumarines, les saponines, les glucosides cardiaques, les glucosides
cyanogéniques, les polysaccharides, les glucosinolates, les substances ambres, les
alcaloides, les vitamines et les minéraux. En effet, ces métabolites secondaires des plantes
sont mieux appelés phytochimiques, qui sont utiles en médecine et appartiennent a un
nombre relativement restreint de grands groupes, mais remplissent plusieurs fonctions
(Ameh et al., 2010).

11.2.3. Modes de préparation des plantes pour la phytothérapie

Les modes d’utilisation des plantes sont divers selon qu’elles sont prescrites : par
voie interne (absorption orale, gargarisme, bains de bouche), ou externe (cataplasme,
lotion, gargarisme, bain de bouche, bain, injection cavités naturelles, fumigation) (Létard
et al., 2015). Les principes d’extraction des éléments actifs les plus fréquemment employés
sont :

» L’infusion qui utilise ’eau, laquelle solubilise les sels minéraux, pectines, mucilages et
alcaloides a I’état de sels. L’eau chaude solubilise partiellement les huiles essentielles.
Elle permet I’extraction des principes actifs par mise en contact de I’eau chaude avec
des feuilles ou des fleurs seches ou fraiches (Létard et al., 2015) pour obtenir des

remedes ou des boissons fortifiantes ou calmantes (Iserin, 2001).
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» La décoction qui permet d’extraire les principes actifs des racines, de l'écorce, des
tiges et des baies. Elle consiste a faire bouillir les plantes dans I’eau et le temps
d’ébullition est de 10 a 30 mn en général (Iserin, 2001; Létardet al., 2015).

» La fumigation est I’utilisation des vapeurs ou fumées de 1’ébullition des plantes ou de
leur combustion (Letard et al., 2015).

» La teinture est obtenue en laissant macérer 3 semaines les plantes dans de 1’alcool a
95° (éthanol) avec décantation, pression et filtrage. On peut utiliser du vin (vin de
gentiane) ou de I'huile (huile de serpolet) a la place de 1’alcool dans certains cas
(Létard et al., 2015). Les teintures sont plus efficaces que les infusions ou les
décoctions. D'un emploi simple, elles se conservent pendant deux ans (Iserin, 2001).

> Les extraits fluides classiques ou glycérinés sont obtenus par extraction des principes
actifs dans des mélanges successifs aux concentrations d’alcool croissantes, puis ils
sont remis ou pas dans une solution neutre glycérinée (Létard et al., 2015).

> Les huiles essentielles sont obtenues par distillation d’une plante dans de I’eau ou par
entrainement a la vapeur d’eau. Elles contiennent une concentration tres élevée de
principe actif comparé a la plante fraiche mais ne contiennent pas le totum de la plante
(Letard et al., 2015).

» La gelule est une forme récente de prise d’un traitement phytothérapique avec des
enveloppes 100% vegétales.Elle permet une haute concentration de produits actifs avec
des poudres micronisées ou des nébulisats. La quantité de plante dans une gélule est
limitée a 500/750 mg de plante séchée, ce qui peut nécessiter la prise d’un nombre
important de gélules (Létard et al., 2015).

> Les poudres sont obtenues par séchage et broyage. La plante entiere se conserve tres
bien apres dessiccation car la cellule végétale est adaptée a la carence en eau, le
broyage quant a lui est susceptible d’altérer la stabilité des principes actifs dans le
temps. La qualité du broyage est un élément important pour avoir une poudre de qualité
la plus fine possible (Létard et al., 2015).

Outre, on rencontre des autres préparations des remedes naturels en phytothérapie :

» Les sirops : en faisant cuire a feu doux un mélange d'infusion ou de décoction et de
miel ou de sucre non raffiné en quantités égales. La saveur sucrée des sirops permet de
masquer le mauvais godt. Il faut presser la plante pour recueillir le plus de liquide
possible. (Iserin, 2001).
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> Les onguents qui sont des préparations d'aspect crémeux, réalisées a base d'huile ou de
tout autre corps gras, ils comprennent des constituants médicinaux actifs tels que les
huiles essentielles. Les onguents sont efficaces contre les hémorroides, les gercures des
lévres ou I'érytheme fessier du nourrisson (Iserin, 2001).

> Les cataplasmes sont des préparations de plantes appliquées sur la peau. Ils calment
les douleurs musculaires et les névralgies, soulagent les entorses et les fractures et
permettent d'extraire le pus des plaies infectées, des ulceres et des furoncles (Iserin,
2001).

» Les crémes : on prépare une creme en associant de I'huile ou un autre corps gras a de
I'eau par un processus d'émulsion. Contrairement aux onguents, les cremes pénétrent
dans I'épiderme. Elles ont une action adoucissante, tout en laissant la peau respirer et
transpirer naturellement (Iserin, 2001).

> Lotions et compresses : les lotions sont des préparations a base d'eau et de plantes -
infusions, décoctions ou teintures diluées - dont on tamponne I'épiderme aux endroits
irrités ou enflammés. Les compresses sont des linges imbibés de lotion que l'on
applique sur la peau. Les lotions et les compresses contribuent a soulager les
gonflements, les contusions et les douleurs, a calmer les inflammations et maux de téte,

et a faire tomber la fievre (Iserin, 2001).

11.2.4. Des précautions d’utilisation

Comme tous les médicaments, les plantes médicinales doivent étre
employées avec précaution. Il est recommandé de n'utiliser une plante que sur les
conseils d'un spécialiste (Iserin, 2001).

Alors, il est primordial de noter que de nombreux effets secondaires
indésirables, dont certains trés graves, ont été attribués a certaines espéces. Certains
effets indésirables, tels que réactions allergiques, mutations, intoxication,
tératogenese, carcinogenese et interactions médicamenteuses, peuvent survenir si
l'utilisation de la plante phytothérapeutigue ou médicinale n'est pas limitée
(Magalhaes et al., 2014).

De ce fait, il faut éviter de récolter des plantes de maniére sauvage.La plante désirée
au traitement doit correctement identifiée dont il est important d'employer la bonne partie

de la plante, et respecter les conditions de conservation (Iserin, 2001).Toutefois, lorsqu'un
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traitement a base de plantes est suivi correctement, les risques d'effets secondaires sont fort
limités (Iserin, 2001).
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Chapitre 111 : Les Métabolites Secondaires

I11.1. Généralités

Les métabolites secondaires constituent un groupe extrémement diversifié de
produits naturels synthétisés par les plantes, les champignons, les bactéries, les algues et
les animaux. Différentes classes de ces composés constituent le composé bioactif dans
plusieurs plantes médicinales, aromatiques, colorants et épices et / ou aliments fonctionnels
(Agostini-Costa et al., 2012).

Historiquement, les composés produits par les plantes ont éte séparés en
métabolites primaires et secondaires (Raven et al., 2014).A partir du métabolisme
primaire, les plantes ont developpé un réseau de voies de synthése secondaires produisant
un grand nombre de substances secondaires (Calatayud et al., 2013). Chaque famille de
plantes, genre et espéce produit un mélange caractéristique de ces produits chimiques, qui
peuvent parfois étre utilises comme caractéres taxonomiques dans la classification des
plantes (Kabera et al., 2014).

Bien que les métabolites secondaires sont des molécules organiques qui ne
participent pas a la croissance et aux développements normaux d'un organisme (Agostini-
Costa et al., 2012; Anulikaet al., 2016),les métabolites primaires (tels que les acides
nucléiques, les acides aminés, les glucides, les lipides...etc.) jouent un role clé dans la
survie de l'espéce et jouent un rdle actif dans la photosyntheése et la respiration (Agostini-
Costa et al., 2012). Le métabolite secondaire de la plante peut étre trouvé dans les feuilles,
la tige, la racine ou I’écorce de la plante, selon le type de métabolite secondaire produit
(Anulika et al., 2016).

L’utilité de ces substances pour les plantes n’est pas clairement connue, on pense
que certaines d’entre elles repoussent les prédateurs et/ou les compétiteurs (Raven et al.,
2014).Alors que certaines sont des toxines, utilisées pour dissuader la prédation; ou des
phéromones, utilisées pour attirer les insectes pour la pollinisation; d'autres sont des
phytoalexines, qui protegent contre les infections microbiennes(Ameh et al., 2010 ; Mazid
et al., 2011), ou sont également impliqués dans la défense contre le stress abiotique et la

communication des plantes avec d'autres organismes (Mazid et al., 2011).

27



Chapitre 111 : Les Métabolites Secondaires

I11.2. Occurrence des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont réputés depuis I’Antiquité pour leurs propriétés
pharmacologiques, et depuis quelques décennies ’homme s’intéresse €galement a leurs
autres activites biologiques (Najjaa et al., 2011).

Tandis que, les chimistes du secteur des produits pharmaceutiques organiques
s’intéressent depuis longtemps a ces nouveaux composés phytochimiques, et étudient leurs
propriétés chimiques de maniere approfondie, dont I'intérét pour ces composés bioactifs
n'était pas purement théorique, mais était plutét motivé par leur grande utilité en tant que
colorants, polyméres, fibres, colles, huiles, cires, agents aromatisants, parfums et
medicaments (Jimenez-Garcia et al., 2013).

Toutefois, I’importance de ces substances n’a été découverte que récemment par
des scientifiques. Notamment, ils effectuent un certain nombre de fonctions de protection
dans le corps humain, il peut renforcer le systeme immunitaire, protéger le corps contre les
radicaux libres, tuer les germes pathogenes et bien plus encore garder le corps en forme
(Anulika et al., 2016).

En effet, le défi actuel de la pharmacologie consiste a décrire et a comprendre la
diversit¢ de ces composés, leurs modes d’action seuls ou en combinaisons naturelles,
comme dans les plantes. Une autre tache intéressante consiste a déterminer quelles plantes
ont eté utilisées dans les systéemes de médecine traditionnelle du monde entier, a explorer
leur phytochimie et a expliquer si et comment leur métabolites secondaires pourrait
contribuer aux activités pharmacologiques enregistrées (Wink, 2015).

Notamment, [l'utilisation de techniques analytiques modernes telles que Ila
chromatographie, I'électrophorése, les techniques isotopiques et I'enzymologie a permis
délucider des formules structurales exactes et les principales voies de biosynthése
(Kabera et al., 2014).

Actuellement, un grand nombre de ces métabolites secondaires sont extraits de
plantes et sont utilisés en médecine moderne en tant qu'entités chimiques ayant des
applications établies (Wink, 2015).

111.3. Classification et biosynthése

Contrairement aux produits du métabolisme primaire, qui sont communs a toutes
les plantes, le profil chimique des composés secondaires varie énormément et est considéré
comme résultant des pressions évolutives auxquelles sont soumises les différentes espéces
de plantes (Calatayud et al., 2013).
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Dans la plupart des références, il est indiqué que les métabolites secondaires
extraits de plantes sont subdivisés en trois classes principales: les terpenoides, les
alcaloides et les composés phénoliques. Les glycosides, les tannins et les saponines en font
partie selon leur structure spécifique (Kabera et al., 2014).

Cependant, on peut aussi les classes généralement en deux groupes selon la voie de
biosynthése, les composés phénoliques d'un coté et les composés azotés comme les
alcaloides, les glycosides et les terpénoides de 1’autre coté (Agostini-Costa et al.,
2012 ;Calatayud et al., 2013).La biosynthese des trois différentes classes de métabolites
secondaires varie en fonction de la classe concernée (Anulika et al., 2016). Les éléments
de base importants employés dans la biosynthése de ces métabolites sont dérivés de
I’acétyl-CoA (acétyl-coenzyme A), de I’acide shikimique, de ’acide mévalonique et du 1-
désoxylulose 5-phosphate (Kabera et al., 2014). Des études ont demontré que les terpénes
sont synthétisés par la voie mévalonique a partir le précurseur l'acétyl-CoA, tandis que les
composes phénoliques sont des substances aromatiques formées par la voie de l'acide
shikimique ou de la voie mévalonique. Les métabolites secondaires contenant de l'azote,
tels que les alcaloides, sont synthétisés principalement a partir d'acides aminés aliphatiques
dérivés de la voie de l'acide tricarboxilique ou d'acides aromatiques dérives de la voie
d'acide shikimique, via l'acide acétyl-CoA, l'acide mévalonique (Jimenez-Garcia et al.,
2013 ;Anulikaet al., 2016).

Ces métabolites sont classés en trois grands groupes :

111.3.1. Les terpénoides

Les terpénoides constituent la classe la plus variée de produits naturels a base de
plantes. Le terme terpénoide, ou terpéne, vient du fait que les premiers membres de la
classe ont été isolés de la térébenthine («terpentin» en allemand) (Croteau et al., 2000).
Les stéroides, les caroténoides et l'acide gibbérélique ne sont que quelques-uns de ses
membres. Les terpénoides sont les composés actifs les importants avecplus de 23 000
structures connues (Kabera et al., 2014). lls sont lipophiles et interagissent facilement
avec les biomembranes et les protéines membranaires (Wink, 2015).

Le terpénoide le plus simple est un hydrocarbure, I’isopréne (CsHg) (Figure n°3).
Les terpénoides sont composés d’unités isopréne et comprennent les huiles essentielles, le

taxol, le caoutchouc et les glycosides cardiotoniques (Raven et al., 2014).
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lsopréne (CsHg)

Figure n°3 : Structure de I'isopréne (Raven et al., 2014).

Une grande majorité des différentes structures de terpénes sont supposées étre
impliquées dans la défense en tant que toxines et dissuasives pour l'alimentation d'un grand
nombre d'insectes et de mammiféres se nourrissant des plantes (Mazid et al., 2011;
Anulika et al., 2016). De plus, les terpénes et leurs produits d'oxydation sont les
principaux composants des huiles essentielles de plantes largement utilisées comme
colorants alimentaires et aromatisants; et comme parfums en parfumerie et comme agents
d'aromathérapie (Ameh et al., 2010). Il est prouvé que les terpénes ont de grandes activités
biologiques telles que: anti-cancers, anti-micro-organismes et anti-inflammatoires
(Jimenez-Garcia et al., 2013).

Tous les terpénoides sont synthétisés par condensation d'unités d'isoprene (C5)
(Agostini-Costa et al., 2012), dont la plus part répondent a la formule générale (CsHs) n.
Ils peuvent étre classes sur la base de la valeur de n ou du nombre datomes de carbone

présents dans la structure (Mondal, 2018), comme indique le tableau suivant:

Tableau 01: Classification des terpenoides (Mondal, 2018).

la valeur de “ Nbr d*atomes de Classes Formule moléculaire
n” carbone
1 5 Hémitepéne ou isoprene CsHs
2 10 Monoterpenes CioH16
3 15 sesquiterpénes CisHa4
4 20 diterpenes CaoHs2
5 25 Sesterpénes CasHao
6 30 Triterpénes CaoHas
8 40 Tetraterpenes CaoHes
> 8 > 40 Polyternénes (CsHs)n
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111.3.2.Les composés phénoliques
111.2.3.1. Définition

Les composés phénoliques constituent une grande classe chimique. Ces métabolites
secondaires des végétaux disposent d’une extréme variété de structures et d’activités
biologiques (Bouayed et al., 2008). lls sont présents dans la plupart des médicaments
utilisés en phytothérapie (Wink, 2015).0On les trouve dans presque toutes les plantes
(Calatayud et al., 2013 ;Raven et al., 2014), et I’on sait qu’ils s’accumulent dans toutes
les parties de 1’organisme (racines, tiges, feuilles, fleurs et fruits) (Raven et al., 2014).

Le terme «phénolique» ou «polyphénolique» peut étre défini chimiquement avec
précision comme une substance possédant un cycle aromatique portant un ou plusieurs
substituant hydroxyle (phénol) (polyphénol), y compris des dérivés fonctionnels (esters,
méthyléthers, glycosides, etc.) et la plupart montrent des activités oestrogeniques
(Jimenez-Garcia et al., 2013). Cependant,les composés phenoliques des vegétaux sont un
composé chimiquement hétérogéne, dont certains ne sont solubles que dans des solvants
organiques, certains sont solubles dans l'eau, dautres sont des polyméres insolubles
(Anulikaet al., 2016).

En addition, ce sont des phytomicronutriments et généralement des pigments
responsables des teintes automnales des feuilles et des couleurs des fleurs et fruits (jaune,
orange, rouge) (Edeas, 2007). C’est une classe constituée d’environ 8 000 composés,
divisés en plusieurs catégories (Hennebelle et al., 2004 ; Edeas, 2007), les plus présentés
sont le phénylpropanoide simple, les dérives d'acide benzoigque, I'anthocyannine, les
isoflavones, les tannins, la lignine et les flavonoides a partir de phénylalanines (Anulika et
al., 2016).

Bien qu’il soit le groupe le plus étudié¢ de métabolites secondaires, la fonction de
beaucoup de produits phénoliques reste encore inconnue (Raven et al., 2014).En revanche,
les polyphénols possedent des propriétés antioxydantes et sont capables de piéger les
radicaux libres générés en permanence par notre organisme ou formés en réponse a des
agressions de notre environnement (cigarette, polluants, infections...) (Edeas, 2007).1ls
sont les antioxydants les plus abondants dans nos régimes alimentaires. Ils renforcent nos
défenses naturelles contre le stress oxydant et préviendraient ainsi diverses maladies
chroniques. L’effet protecteur des fruits et Iégumes est sans doute tres lié a la présence des

trés nombreux polyphénols présents dans ces aliments (Edeas, 2007). Ils sont également
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utilisés comme additifs pour I’industric agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique
(Chiraet al., 2008).

111.2.3.2. Structure et classification

La structure des composés phénoliques va du simple noyau aromatique de faible

poids moléculaire jusqu’aux tannins complexes de trés haut poids moléculaire (Tableau

02), et ils peuvent étre classés par le nombre et I’arrangement des atomes de carbone les

composant, en fonction de la nature de leur squelette carboné et en fonction de la longueur

de la chaine aliphatique liée au noyau benzénique (Chira et al., 2008).

Tandis que, ils peuvent étre largement divisés en composés non solubles tels que

les tanins condensés, les lignines et les acides hydroxycinammiques li€és aux parois

cellulaires, et les composés phénoliques solubles tels que les acides phénoliques, les

flavonoides et les quinones (Jimenez-Garcia et al., 2013).

Tableau 02: Les principales classes des composeés phénoliques (Macheix et al.,

2005).
Scc;l:glgrt]ge Classe Exemple Origine (exemple)
Cs Phénols simples Catéchol
CsC1 Acides hydroxybensoiques p-hydroxybensoique Epices, fraise
CsCs Acides hydroxycinnamiques Acides caféique, férulique Pomme de terre, pomme
Caumarines Scopolétine, ésculétine Citrus
CsCs Naphtoguinones Juglone Noix
Cs-C2- Cs Stilbénes Resrvératrol Vigne
Ce-C2- Cs Flavonoides
e Flavonols Kaempférol, quercétine Fruits, Iégumes, fleurs
¢ Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine Fleurs, fruits rouges
e Flavanols Catéthine, épicatéchine Pomme, raisin
e Flavanones Naringénine Cirtus
Isoflavonoides Daidzéine Soja, pois
(Cs-Cs)2 Lignanes Pénorésinol Pin
(C6-Ca)n Lignines Bois, noyau des fruits
(Cis)n Tannins Raisin rouge, kaki
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111.2.3.2.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques (C6-C1) sont généralement représentés par les acides
galliques, p-hydroxybenzoique, protocatéchique, vanilliqgue et syringique. Les acides
phénoliques sont généralement présents sous la forme soluble liée, conjuguée a des sucres
ou a des acides organiques, et sont généralement des composants de structures complexes
telles que les lignines. Les acides phenoliques libres et liés se trouvent dans les céréales.
Les glycosides d'acide hydroxybenzoique sont également caractéristiques de certaines
herbes et épices. Des aldéhydes liés aux acides C6-C1 sont également présents dans les
plantes (Lattanzio, 2013).

Les acides phénoliques, tels que les acides gallique et caféique, se trouvent dans la
laitue et le chou; acides vanilliques et cinnamiques dans les oignons, le persil et les
épinards; tandis que l'acide coumarique dans les tomates, les carottes etlail (Jimenez-
Garcia et al., 2013).

111.2.3.2.2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe important et diversifié de métabolites
secondaires des plantes polyphénoliques (Jimenez-Garcia et al., 2013). La structure de
base contient 15 atomes de carbone disposes en deux cycles aromatiques reliés par un pont
a trois atomes de carbone. La fonction de base des flavonoides est la pigmentation et la
défense. Les couleurs rouge, rose, violet et bleu observées dans les parties de la plante
résultent de lI'anthocyannine (Anulika et al., 2016).

Ils sont normalement associés a un sucre pour former un glycoside soluble dans
I’eau et sont stockés dans les vacuoles des cellules végétales. On distingue les favones (la
lutéoline, etc.), les favanones (la naringénine...), les favonols (le kaempférol...), les
anthocyanes et les chalcones (Calatayud et al., 2013). Les flavonoides sont eux-mémes

classés en fonction de leur degré d’oxydation en 6 grandes classes (Tableau 03) (Edeas,

2007).
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Tableau 03 : Classification des flavonoides (Edeas, 2007).

Classes Molécules

Flavanols Catéchine

Anthocyanidines Cyanidine, pélargonidine

Flavones Apigénine, diosmine, lutéoline

Flavanones Naringénine, naringine, hespérétine, hespérédine
Chalcones Phlorétine, phloridzine

Flavonols Quercétine, kaempferol, myricétine, fisétine, morine

Ces différents sous-groupes sont subdivisés en fonction du carbone du cycle C
auquel le cycle B est attaché et du degré d'insaturation et d'oxydation du cycle C. La
structure squelettique de base des flavonoides et de leurs classes est représentée dans la

figure suivante:
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Figure n°4 : Structure squelettique de base des flavonoides et de leurs classes
(Panche et al., 2016).
Les flavonoides ont un important champ d'action et possédent de nombreuses vertus
médicinales. Ce sont des antioxydants, et ils sont particulierement actifs dans le maintien
d'une bonne circulation. Certains flavonoides ont aussi des propriétés anti inflammatoires

et antivirales, et des effets protecteurs sur le foie (Iserin, 2001).
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111.2.3.2.3. Les tannins

Le nom "tanin" est dérivé du frangais "tannin" (substance bronzante) et est utilisé
pour une gamme de polyphénols naturels (Lattanzio, 2013 ;Kabera et al., 2014).Les
tannins sont des métabolites secondaires de certaines plantes terrestres vasculaires. On les
rencontre dans toutes les parties du végétal (racine, écorce, feuilles, enveloppe des graines,
liege, fruits non mdrs, galles, etc.). Ce sont des molécules de nature phénolique
(polyphénols hydrosolubles de masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 kDa)
(Brillouet et al., 2013)

Outre leurs propriétés phénoliques habituelles, ils possedent des propriétés
spéciales telles que leur aptitude a précipiter les alcaloides, la gélatine et les d'autres
protéines (Lattanzio, 2013). lls sont capables de se complexer fortement avec les glucides,
les protéines, I'amidon, la cellulose et les minéraux. Ils sont composés d'un groupe tres
divers d'oligomeres et de polymeres (Kabera et al., 2014).

Toutes les plantes contiennent des tannins a un degré plus ou moins élevé. Ceux-ci
donnent un go(t amer a I'écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation
pourlesinsectes ou le bétail (Iserin, 2001 ; Ravenet al., 2014). Les tannins sont
généralement divisés en deux groupes: les tannins hydrolysables (comprenant des
gallotannins et des elligatannins) et des tannins complexes, également appelé tannins
condenseés (Calatayud et al., 2013 ; Kabera et al., 2014).

e Les tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont des esters de sucre simple (glucose ou xylose
principalement) et d'acides phenoliques. Par hydrolyse (acide, alcaline ou enzymatique),
les acides phénoliques libérés sont l'acide gallique ou I’acide ¢llagique, ce qui divise ces
tannins hydrolysables en deux sous-classes: les tannins galliques (gallotannins) et les
tannins ellagiques (ellagitannins) (Zimmer et Cordesse, 1996).

e Les tannins condensés

Les tannins condensés (ou proanthocyanidines) sont des polymeres d'unités
flavanniques, le plus souvent liées entre elles par des liaisons C4-C8. Les précurseurs sont
des flavan-3ols (catéchine et épicatéchine) et flavan-3,4 diols (Zimmer et Cordesse,
1996).

En effet, les catéchines forment un

e classe spéciale de flavonoides, qui souvent dimérisent ou méme polymérisent en

procyanidines et procyanidines oligoméres. Les conjugués (qui ne peuvent pas étre
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hydrolysés; «tannins non hydrolysables») sont caractérisés par un grand nombre de
groupes hydroxyle. Les groupes hydroxyles phénoliques peuvent interagir avec les
protéines pour former des liaisons hydrogene et ioniques et éventuellement méme des
liaisons covalentes. Si plus de 10 groupes hydroxyle sont présents, ces composes agissent
comme des "tannins" (Wink, 2015).

En revanche, les tanins sont de puissants antioxydants ayant des activités anti-
inflammatoires, antidiarrhéiques, cytotoxiques, antiparasitaires, antibactériennes,
antifongiques et antivirales. 1ls sont la drogue commune de la médecine traditionnelle et de
la phytothérapie moderne (Wink, 2015).

111.2.3.Les alcaloides

Les alcaloides sont définis comme des composés basiques synthétisés par des
organismes vivants contenant un ou plusieurs atomes d'azote hétérocycliques, derives
d'acides aminés (a quelques exceptions pres) et pharmacologiquement actifs. Le nom de
classe est directement lie au fait que presque tous les alcaloides sont des composés
basiques (alcalins) (Agostini-Costa et al., 2012).

Les alcaloides sont produits par les bactéries, les champignons, les animaux mais
surtout par les plantes (Kaberan et al., 2014). Ces derniéresproduisent environ 12 000
alcaloides (Ameh et al., 2010 ; Agostini-Costa et al., 2012). La plupart d’ entre eux sont
trés toxiques et peuvent donc jouer un role dans la défense chimique contre les herbivores
et les micro-organismes (Jimenez-Garcia et al., 2013).

Les alcaloides ont toujours ¢été d’un grand intérét en raison de leurs propriétés
physiologiques et médicinales prononcées (par exemple, la caféine, la nicotine, la
morphine, I’atropine, la quinine). (Jimenez-Garcia et al., 2013).

Compares a la plupart des autres classes de métabolites secondaires, les alcaloides
se caractérisent par une grande diversité structurelle et leur classification n’est pas
uniforme (Kabera et al., 2014). Bien que leurs structures contiennent un ou plusieurs
atomes d'azote, ils sont formés soit dans une structure cyclique (véritables alcaloides), soit
dans une chaine latérale (pseudoalcaloides) (wink, 2015)

La plupart des alcaloides sont classés chimiquement en fonction du systéme
cyclique contenant de l'azote (pyrrolidine, pipéridine, etc.) et de leur origine
biosynthétique, des acides aminés, des amines, des alcamides, des glycosides
cyanogénigues et des glucosinolates (Jimenez-Garcia et al., 2013).Selon Calatayud et al.

(2013), il existe six classes d’alcaloides :
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Les benzylisoquinolines (comme la papavérine, la berbérine, la morphine, les
alcaloides de type curare).

Les tropanes caractéristiques des Solanacées (comme I’atropine, la scopolamine)
et d’une autre famille végétale a laquelle appartient la plante de coca (comme la
cocaine).

Les indoles qui se caractérisent par la possession d’un noyau indole (comme la
strychnine, la quinine) et sont répulsifs envers de nombreuses espéces d’insectes.
Les pyrrolizidines sont des esters d’alcaloides dont la biosynthése a été
largement décrite chez les plantes du genre Senecio (Asteraceae) (comme la
sénécionine).

Les quinolizidines, dérives de la lysine, encore appelées les alcaloides du lupin,
car abondantes chez les plantes du genre Lupinus (Fabaceae). Certains d’entre eux
polyhydroxylés miment stéréochimiquement les sucres et interférent avec les
glycosidases ; ils agissent souvent comme phago-répulsifs pour divers insectes.
Les purines (comme la caféine), les dérivés de I’acide nicotinique, de I’acide

anthranilique et des polyacétates.
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Partie 1l : Matériel et Méthodes
Chapitre I: Etude Phytochimique

I.1. Matériel végétal
Deux sortes des échantillons sont utilisées comme matériel végétal pour réaliser ce
travail. L’un est les écorces du fruit de la grenade (Punica granatum L.), et ’autre sont les

membranes internes de ce méme fruit.

I.1.1. Récolte et séchage

La collecte des échantillons a éte effectuée a partir des fruits cultivés dans la région de
Metlili wilaya de Ghardaia au cours de la période d’automne 2018.

Ensuite, les échantillons sont mis en sechage pendant une dizaine de jour, a I’abri de la
lumiere dans un endroit sec, et a I’air libre, la figure n° 5 montre I'aspect des deux échantillons

utilisés apreés séchage.

Figure n°5 : Photo des échantillons de grenade utilisés dans notre travail aprés séchage
(A :écorces ; B : membranes internes)
1.1.2. Broyage

Tout d’abord le matériel végétal est débarrassé des impuretés et des débris indésirables
puis chaque échantillon est broyé a 1’aide d’un broyeur électrique (model M20) jusqu’a
I’obtention d’une poudre fine.

Les poudres obtenus sont conserveés dans des flacons hermétiques en verre, a
I’obscurité a fin préserver leurs qualité et notamment pour ne pas affecter leurs composés

responsables de leurs éventuelles propriétés biologiques.
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I.2. Méthodes d’analyse
1.2.1. Préparation des extraits

La méthode d’extraction effectuée pour préparer les extraits de grenade est la
macération. Dans la quelle deux solvant sont utilisés a savoir ’eau distillée et un solvant
hydro-éthanolique de 70% (Vv/v).Ceci permet d’obtenir quatre types des extraits qui sont
étudiés dans cette partie expérimentale:
1- Extrait aqueux des écorces de grenade: ECA
2- Extrait hydro-éthanolique des écorces de grenade: ECE.
3- Extrait aqueux des membranes internes de grenade: MRA.

4- Extrait hydro-éthanolique des membranes internes de grenade: MRE.

e Préparation des extraits aqueux
5 g de chaque échantillon est mis dans un erlenmeyer, puis un volume de 100 ml d’eau
distillée est ajouté. Le mélange est laissé en macération sous agitation pendant 24 h sur un
agitateur magnétique. Les extraits sont par la suite filtrés a ’aide d’un papier filtre Whatman
(N°1)(Figure n°9).

e Préparation des extraits hydro-éthanoliquede 70% (v/v)

5 g de chaque échantillon est mis dans un erlenmeyer, puis 100 ml du solvant hydro-
éthanolique (un mélange de 70 ml d’éthanol et 30 ml d’eau distillée) est ajouté. Le mélange
est laisséen macération sous agitation pendant 24 h sur un agitateur magnétique. Les extraits
sont ensuite filtrés a ’aide d’un papier filtre Whatman(N°1)(Figure n°6).

Figure n°6 : Photos des extraits filtrés aprés macération.

Les quatre types des filtrats obtenus sont mis en évaporation a 1’aide d’un rotavapeur

(Heidolph) & 45 °C, I’évaporation s’arrét de sorte qu’on laisse qu’un petit volume (3 & 5 ml)
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pour le séchage a I’air libre. L’extrait sec obtenu (les extraits bruts) a été gratté et pesé pour
déterminer le rendement puis conservé dans un congélateur a 4°C jusqu’aux analyses

ultérieurs. Les différentes étapes du protocole expérimental sont résumées dans la Figure 07:

Poudre des écorces
de grenade

Poudre de membranes
internes de grenade

5¢ 54

100 mld'eau | | 72;11(;d'|égl1anol 100 ml d'eau 73!‘372)Id'|ég]anol
distillée mideau L distillée | ‘mid'eau
distillée P distillée

Filtration

Y S S S— S

i Extrait aqueux Extrait hydro- Extrait aqueux de Extrait hydro-

d'écorcesde ;| ethanolique : membranes éthanolique
grenade i i d'ecorces de grenade internes de d'écorces de
H arenade . Arenade

Figure n°7 : Différentes étapes du protocole de I'extraction.
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1.2.2. Détermination du rendement d’extraction
La détermination du rendement d’extraction consiste a évaluer la masse du résidu sec
(extrait brut) aprés séchage par rapport a la masse initiale de la matiere vegétal seche utilisée

dans la macération. La formule de calcul du rendement est comme suit :

PBE — PBV
RE (%) = T x 100

RE : rendement d’extraction en pourcentage.

PBE : poids des boites pleins en extrait brut aprés séchage (en gramme).

PBV : poids des boites vides (en gramme).

PP : poids initiale de matiere végétal seche (en gramme) (Padmaja et Prasad, 2011).

1.2.3.Analyses des extraits de grenade (Punica granatum)
1.2.3.1.Analyses qualitatives : Screening phytochimique
Les analyses qualitatives des extraits de grenade reposent sur la détection ou bien
I’évaluation de la présence des composés phytochimiques, notamment les principales familles
des métabolites secondaires tel que : les phenols, les tanins, les flavonoides, les terpenoides,
les alcaloides...etc. Cette évaluation s’effectue par une série des tests standards de criblage ou
screening phytochimique. Les analyses qualitatives réalisées sont :
e Test des phénols
Dans un tube & essai, 2 ml d'eau distillée a été ajouté a 1 ml de chaque extrait (ECA,
ECE, MRA, MRE), ensuite quelques gouttes de chlorure ferrique (FeCls) a 10% sont
ajoutées. L’apparition de couleur bleue / verte indique la présence de phénols (Jayaprakash
et Sangeetha, 2015).
e Test des tannins
La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant a 1 ml de chaque extrait
(ECA, ECE, MRA, MRE), 1 ml d’eau distillés et 1 a 2 gouttes de solution de FeCI3 a 1%.
L’apparition d’une coloration verte foncée indique la présence des tannins catéchiques ou

bleue verte indique la présence des tannins galliques (EL-Haoud et al., 2018).

41



Partie Il : Matériel et Méthodes

e Test des flavonoides
Un volume de 1 ml d’hydroxyde de sodium NaOH a 10% est ajouté & 1 ml de chaque
extrait dilué. La présence de flavonoides est indiquée par la formation de couleur jaune a
orange (Ali Redhaet al., 2018).
e Test des alkaloids
a) Test de Mayer
1ml de solution d'HCI concentrée a été ajouté a 0.5 ml de chaque extrait (ECA, ECE,
MRA, MRE). Ensuite, quelques gouttes du réactif de Mayer ont été ajoutées. La présence de
couleur verte ou de précipité blanc indique la présence d'alcaloides (Jayaprakash et
Sangeetha, 2015).
b) Test de Dragendroff
Quelques gouttes du réactif de Dragendroff ont été ajoutées a 2 ml de chaque extrait.
La présence d'un précipité de couleur orange indique la présence d'alcaloides (Ali Redha et
al., 2018).
» Test des sucres réducteurs
La révélation des sucres réducteurs est mise en évidence par l'ajout de 5 ml de la
liqueur de Fehling & 5 ml de chaque extrait (ECA, ECE, MRA, MRE). La formation d’un
précipité rouge brique apres 2-3 min de chauffage au bain-marie a 70°C indique une réaction
positive (Bekroet al.,2007).
» Test des quinones
La présence des quinones est mise en évidence par I'ajout de 1 ml de I'acide sulfurique
concentré a 1 ml de chaque extrait dilué. La formation d'une couleur rouge indique la
présence des quinones (Jayaprakash et Sangeetha, 2015).
> Test des terpenoides
Dans un tube a essai 2 ml de chloroforme a été ajouté a 1 ml de chaque extrait, ensuite
1 ml d'acide sulfurique concentré est additionné lentement sur la paroi du tube. La formation
de couleur brun-rouge a l'interface indique la présence de terpenoides (Jayaprakash et
Sangeetha, 2015).
» Test des saponines
Dans un tube a essai, 10 ml de chacun des 4 extraits sont introduits, puis une agitation
violente et horizontale durant 15 secondes a été effectuée. Aprés un repos de 15 min,
l'observation d'une hauteur de mousse persistante et supérieure a 1 cm indique la présence de

saponosides (Daoudi et al., 2015).
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1.2.3.2.Analyses quantitatives : Dosage biochimique
L’analyse quantitative ou le dosage biochimique est basé sur des méthodes
colorimétriques par spectrophotométrie tout en utilisant un standards de concentration connue

pour quantifié le contenu en métabolites secondaires de nos extraits.

1.2.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux par colorimétrie
La concentration en polyphénols totaux de nos extraits a été mesurée par
spectrophotométrie UV tout en basant sur une réaction d’oxydation / réduction

colorimétrique. L'agent oxydant utilisé était le réactif Folin-Ciocalteu (Skergetetal., 2005).

» Principe
Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en
un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdeéne. L’absorption de la coloration
produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végetaux
(Boizot et Charpentier, 2006).

» Mode opératoire

Suivant la méthode utilisée par Skerget et al. (2005), une prise de 200 ul de chaque
extrait (préparé a partir du résidu sec en différentes concentrations) est mélangée avec 1 ml de
réactif Folin-Ciocalteu (0.1N), puis 0,8 ml de carbonates de sodium Na,COs (75 g / I) étaient
ajouté. Les échantillons sont incubés pendant 5 min a 50 ° C puis refroidi. Un blanc de la
réaction est préparé avec 200 ul du solvant d'extraction et avec les mémes conditions que les
extraits. L'absorbance a été mesurée a 760 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV - VIS.
Toutes les mesures sont répétées trois fois.

Une courbe d'étalonnage est tracée en exploitant les absorbances des différentes
concentrations de l'acide gallique(7,81- 15,625- 31,25 - 62,5 -125 — 250 pg/ml)
préparées a partir d'une solution meére de 1mg/ml. Ces concentrations sont traitées dans les
mémes conditions que les extraits.

Les résultats obtenus du dosage des quatre extraits sont exprimés en milligramme
équivalent d’acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/ g de MS) en utilisant
I’équation de la régression linéaire de courbe d’étalonnage tracée avec ’acide gallique

(Annexe 1, figure 01).
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1.2.2.2.2.Dosage des flavonoides par trichlorure d’aluminium

> Principe
L'estimation de la teneur en flavonoides dans les extraits est déterminée par
spectrophotométrie, en utilisant une méthode basée sur la formation d'un complexe trés
stableentre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygéne présent sur les carbones 4 et 5

des flavonoides (Ali-Rachedi et al., 2018).

» Mode opératoire

Selon le protocole utilisé par Djeridane et al. (2006),1 ml de chaque extrait (préparé a
partir du résidu sec a différentes concentrations) a été mélangé séparément avec 1 ml de
solution de chlorure daluminium a 2%. Aprés une incubation a la température ambiante
pendant 15 minutes, I'absorbance du melange réactionnel a été mesurée a 430 nm avec un
spectrophotometre UV — VIS. Toutes les mesures sont répétées trois fois. Un blanc de la
réaction est préparé avec 1ml du solvant d'extraction et avec les mémes conditions que les
extraits.

Les concentrations en flavonoides de nos extraits sont déterminées par référence a une
courbe d'étalonnage qui est tracée en exploitant les absorbances des différentes concentrations
(7,81- 15,625- 31,25 - 62,5 -125 — 250 - 500 pg/ml) préparées a partir d'une solution mere
(Img/ml) de la rutine. Ces concentrations sont traitées dans les mémes conditions opératoires
du dosage des extraits.

Les resultats obtenus sont exprimés en milligramme équivalent de la rutine par
gramme de matiére seche (mg ER/ g de MS) en utilisant 1’équation de la régression linéaire de

la courbe d’étalonnage tracée avec la rutine (Annexel, figure 02).
I. 2.2.2.3. Dosage des tannins condensés

» Principe
Le dosage des tannins condensés est réalise par la méthode de la vanilline-HCI. En
effet, la vanilline réagit avec les flavan 3-ols libres et les unités terminales des
proanthocyanidines donnant une coloration rouge dont I’intensité est proportionnelle aux taux
de flavanols présents dans le milieu et dont I'absorbance est mesurée par spectrophotométrie
(Ghedadbaetal., 2015).
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» Mode opératoire

Le dosage des tannins condensés des éclhantillons (extraits et standard) a été réalisé
selon la méthode décrite par Sun et al. (1998) qui est celle de la vanilline — HCI. Pour cela,
un volume de 200 ul de chaque extrait (préparé a partir du résidu sec en différentes
concentrations) est introduit dans un tube & hémolyse en verre, puis mélangée avec 1 mi
d'une solution fraichement préparée de la vanilline a 1% (p/v) en acide acétique glaciale et
d'HCI (98:2, v/v). Aprés une incubation pendant 20 minutes a 30 ° C, l'absorbance du
mélange réactionnel a été mesurée a 510 nm avec un spectrophotométre UV — VIS. Toutes les
mesures sont répétées trois fois. Un blanc de la réaction est préparé avec 200 pl du solvant
d'extraction et avec les mémes conditions que les extraits.

Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme équivalent de la catéchine par
gramme de matiere seche (mg EC/ g de MS) en utilisant 1’équation de la régression linéaire de
courbe d’étalonnage tracée avec la catéchine (Annexel, figure 03).

Cette courbe d'étalonnage est tracée en exploitant les absorbances des différentes
concentrations (7,81- 15,625- 31,25 - 62,5 -125 — 250 pg/ml) préparées a partir d'une
solution mere (1mg/ml) de la catéchine. Ces concentrations sont traitées dans les mémes

conditions réactionnelles que les extraits.

Chapitre 11 : Etude des Activités Biologiques
I1.1.L activité antioxydante

Il n’y a pas une méthode universelle par laquelle I’activité antioxydante peut étre
mesurée quantitativement d’une fagcon bien précise. Le plus souvent il faut combiner les
réponses de tests differents et complémentaires pour avoir une indication sur la capacité
antioxydante de 1’échantillon a tester (Popovici et al., 2009).

Pour cela I'évaluation de l'activité antioxydante de nos différents extraits de grenade
(Punica granatum L.)a été mise en ceuvre par la réalisation des trois tests a savoir: le test de
DPPH, le test de 'ABTS et le test de réduction du fer par le FRAP. Chaque test a une
méthode expérimentale spécifique mais I'ensemble est basé sur les propriétés antioxydantes
des composés phytochimigues présents dans les extraits testés.

La plupart des méthodes de détermination de l'activité antioxydante totale caractérisent
I'aptitude du composé ou du produit testé a piéger les radicaux libres et / ou aux ions

métalliques complexes a l'origine du processus d'oxydation (Tirzitis, et Bartosz, 2010).
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I1.1.1. Mesure du pouvoir anti-radicalaire par le test 2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle
(DPPH)

L'évaluation de l'activité antiradicalaire de nos extraits, est effectuée par la méthode
qui utilise le DPPH (2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl) comme un radical libre.

» Principe

Le composé  chimique  2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle  (o,a-diphenyl-p-
picrylhydrazyle) fut 1'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation
structure-activité antioxydante des composés phénoliques. Il posséde un électron non apparié
sur un atome du pont d’azote (Figure8). Du fait de cette délocalisation, les molécules du
radical ne forment pas des diméres, de ce fait le DPPHe reste dans sa forme monomére
relativement stable a température ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur
violette bien caractéristique de la solution de DPPHe. La mesure de l'efficacité d'un
antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration bleue, due a une recombinaison

des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a 515 nm (Popovici et al., 2009).

e sye

N
I + Antioxydant -OH > I + Antioxydant-O,
N. NH
NO, NO, NO, NO,
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure n°8: Réaction de réduction du DPPH (Talbiet al., 2015).

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux types de
mécanismes: (i) la libération de l'atome d'hydrogéne du groupement hydroxyle (cinétique
rapide de certaines acides et dérivées phénoliques) et (ii) la libération d'un électron (cinétique

lente des dérivées glycosylées et des anthocyanes) (Popovicietal., 2009).

» Mode opératoire
Ce test du pouvoir antiradicalaire est réalisé selon la méthode de Brand William et al.

(1995).A 1,95 ml de réactif DPPH (Annexe 2) sont ajoutés 50 ul de chaque extrait préparé a
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différentes concentrations (Annexe 2 — Tableau 1) puis le mélange est incubé pendant 30
minutes a l'obscurité. Un controle négatif (blanc) est préparé avec 50 ul de méthanol et avec
les mémes étapes et conditions que les extraits. La lecture de I’absorbance se fait au
spectrophotométre UV-Visible & 515 nm contre une référence (le méthanol). Les mesures ont
fait I'objet de 3 répétitions.

Un témoin positif avec l'acide ascorbique (un antioxydant standard) a différentes
concentrations est préparé dans les mémes conditions que les échantillons (Annexe 2-Tableau
2).

L'activité antioxydante de nos échantillons est exprimée en pourcentage d‘inhibition

du radical DPPH en suivant I‘équation :

% Inhibition = (Abs controle — Abs échantillon / Abs controle) *
1NN

Ou:

Abs contrdle : correspond a I'absorbance du contrdle.

Abs échantillon : correspond a l'absorbance de I'échantillon (I’acide ascorbique ou les
extraits).

La valeur de I'IC50 de l'acide ascorbique et des extraits a été déterminée. Elle est
définie comme étant la concentration du substrat (standard ou éclhantillon) qui cause la perte
de 50 de l'activité de DPPH. Ou encore c'est la concentration de I'échantillon exigé pour
donner une diminution de 50% de I'absorbance de la solution contrdle constitué de DPPH.

Les valeurs de I'IC50 ont été calculées par les régressions linéaires, ou l'abscisse est
représentée par la concentration des composés testés et l'ordonnée par le pourcentage

d'inhibition (de réduction) a l'aide du logiciel Excel.

11.1.2. Test de I'acide 2, 2¢-azinobis (3-éthylbenzothiazoline 6-sulfonique) (ABTS)
» Principe

L'acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzthiazoline-6-sulfonique) ou ABTS, formant un
radical relativement stable (ABTS °) lors de l'oxydation a un électron, est devenu un substrat
populaire pour l'estimation de la capacite totale d'antioxydant (Tirzitis, et Bartosz, 2010).

L'estimation de cette capacité a piéger le radical cation ABTS™", est basée également
surune méthode colorimétrique ou une décoloration de la solution bleue-verte contenant
PABTS™ sera observée lors de la formation de ABTSH* (couleur bleue a verte). Cette
décoloration pourra également étre quantifiée par spectrophotométrie (Absorption

UV/Visible) a 734 nm. En revanche, I’'inconvénient majeur de cette méthode reléve de
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I’instabilité des radicaux ABTS"". Ces derniers doivent étre générés extemporanément a partir

de sels d’ABTS et la mesure doit étre faite assez rapidement (Desmier, 2016).

| — §._ .80y
e -N \.—i | J/
Et E.N ~F ABTS
I
|| e N
'Oas\‘/},vs
| ) — S -80y
A CT T
Et NTF ABTS
Et
Me
HO S
|
A A=COOH

Me 7/\/ Me

Me Trolox
=
O35, = _-§ S Me
» __'3'3>—\ S50 0.
T = | + |
4 Et N~ e 7~ COOH
Et e \I'\.]I'I/ Me
e

Figure n°9: Modification de I'ABTS lors du transfert électronique (Desmier, 2016).

» Mode operatoire

Selon le protocole rapporté par Youmbai (2015), 'ABTS a 7 mM et le sulfate de
potassium (K2 SO3) a 2,45 mM sont mélanges avec des volumes égaux, le mélange est incubé
pendant 16 h, puis une dilution par I'éthanol a été réalisée jusqu'a l'obtention d'une absorbance
de 0,700 £ 0,01 a 734 nm juste avant l'utilisation (Barahona et al., 2011). Ensuite, pour 50 pl
de chaque extrait préparé a des concentrations différentes (Annexe 3-Tableau 1) 1,95 ml de la
solution de 'ABTS est ajouté. Le mélange est agité et incubé a l'obscurité pendant 6 min puis
I'absorbance du mélange est mesurée a 734 nm. Les essais sont répétés 3 fois.

Un contrble négatif (le blanc) est préparé par 50 ul de 1'éthanol et 1,95 ml de solution
d’ABTS. Un témoin positif avec l'acide ascorbique (un antioxydant standard) a différentes
concentrations est réalisé dans les mémes conditions que les échantillons (Annexe 3-Tableau
2).

L'activité antioxydante de nos échantillons est exprimée en pourcentage d‘inhibition

du radical ABTS’suivant 1‘équation :

% Inhibition = (Abs contrble — Abs échantillon / Abs controle) * 100
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Ou:

Abs contrdle : correspond a I‘absorbance du contréle.

Abs échantillon : correspond a 1‘absorbance de 1‘échantillon (1’acide ascorbique ou
les extraits).

La concentration (IC50) des extraits et de l'acide ascorbique permettant de réduire
50% de I'ABTS™est déterminée en tracant une courbe de pourcentage de réduction en
fonction de la concentration a I'aide du logiciel Excel.

11.1.3. Test du pouvoir réducteur (Ferric Reducing Antioxydant Power, FRAP)
» Principe

Le test FRAP (ou Ferric Reducing Antioxydant Power) est une méthode basée sur le
changement de coloration lors de la réduction du fer de I’ion ferrique (Fe**) a I’ion ferreux
(Fe?") par transfert d’¢électrons (Desmier, 2016).En effet, cette réduction d’une forme ferrique
2,4,6-Tris (2-pyridyl) -1,3,5-triazine (Fe**-TPTZ) en une forme ferreuse colorée (Fe?*-TPTZ)
se fait un présence d’un antioxydant (Jaitak et al., 2010).

De par la nature de la réaction de réduction, I’antioxydant doit présenter une capacité
de donneur d’¢lectron. Le transfert d’atome d’hydrogeéne ne sera pas le mécanisme privilégié.

L’absorbance est mesuree a 593 nm (Desmier, 2016).

» Mode opératoire

Le test FRAP a été réalisé selon le protocole de Benzie et Strain (1996) avec une
Iégere modification. Le réactif FRAP a été prépare a partir de tampon acétate 0,3 M (pH 3,6),
de 10 mmol de solution TPTZ (préparé dans 40 mmol de HCI) et de 20 mmol de solution de
chlorure de fer (111) dans des proportions respectives de 10: 1: 1 (v/v/v). Le réactif FRAP a été
fraichement préparé avant analyse et chauffé a 37 ° C avant utilisation.

Ensuite 1ml de cette solution de FRAP a été ajoute a 100 pl de chague extrait a
différentes concentrations (Annexe 4 - Tableau 1).L'absorbance du mélange réactionnel a
ensuite été enregistrée a 593 nm aprés 4 min d'incubation, contre du blanc (100 pl du solvant
d'extraction utilisé). Toutes les mesures ont été effectuées en triplet.

Les valeurs obtenues sont comparées avec 1’absorbance d’un témoin positif qui est
préparé par l'acide ascorbique, dont les mémes étapes et conditions opératoires sont effectuée

pour ce standard a différentes concentration (Annexe 4 - Tableau 2).
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Les résultats sont exprimés en évaluant la variation des absorbances obtenus en
fonction des concentrations testées des extraits et du standard, ainsi le pouvoir réducteur des
extraits est aussi exprimé par équivalent en acide ascorbique (en ug EAA/mI), en exploitant
I'équation de la régression linéaire de ce standard.

I1.2. L'activité antibactérienne
Pour étudier l'activité antibactérienne de nos extraits de grenade (Punica granatum L.)
deux souches microbiennes sont utilisées:
1) Escherichia coli ATCC 25922 : une souche bactérienne a Gram négatif:
2) Staphylococcus aureus ATCC 25923 : une souche bactérienne a Gram positif :
Les deux souches ont été fournies par un laboratoire des analyses médicales:
Laboratoire ESSALAM -W. GHARDAIA.

11.2.1. Test antibactérien par Méthode de diffusion sur gélose

Nous avons opté la méthode de I’antibiogramme par diffusion sur milieu gélosé
(méthode des disques) pour évaluer I’activité antibactérienne de nos différents extraits vis a
vis des deux souches bactériennes ainsi expérimentées.

Le principe du test consiste a utiliser des disques en papier buvard imprégnés d’une
concentration fixe d’antibiotique, placés a la surface d’agar ensemencée avec la souche
bactérienne testée. Cette méthode permet de déduire la sensibilité ou la résistance de chaque
souche bactérienne a partir de certains paramétres de la croissance bactérienne (diametre de
zone d'inhibition autour de disques chargés en antibiotiques) (Bonev et al., 2008).

Cette méthode est réalisée en suivant les étapes citées par Meddour et al. (2013):

11.2.1.1. Repiquage
Les deux souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, dans un
milieu de gélose nutritif (GN), puis incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une

culture jeune et des colonies isolées.

11.2.2.2. Préparation de I’inoculum

Des colonies bien isolées des cultures bactériennes fraichement repigquées et incubées
ont été prélevées a l'aide d'une anse stérile et homogénéisées chacune dans des tubes stériles
contenant 9 ml de solution d’eau physiologique stérile a 0.9%, afin d’avoir une densité
cellulaire initiale ou une turbidité voisine a celle de 0,5 Mc Farland (pour cela nous avons

mesuré 1‘absorbance de cette suspension a 625 nm dans 1‘intervalle de 0,08 a 0,12 a ’aide
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d’un spectrophotométre afin d‘avoir une concentration bactérienne entre 10° a

108UFC/mi(Unités Formant Colonies par millilitre).

11.2.2.3. Ensemencement

Aprés ’ajustement de la turbidité de la suspension bactérienne servant d’inoculum, on
trempe un écouvillon stérile dans la suspension puis on I’essor en le pressant fermement
contre la paroi interne du tube, afin de décharger au maximum. Le contenu de 1’éco4uvillon
est étalé a la surface entiére de la gélose Mueller-Hinton (coulée préalablement dans des
boites de pétrie stériles)a trois reprises. Apres chaque application, on tourne la boite de 60°
environ en vue d’assurer une distribution homogéne de I’inoculum. Enfin, on écouvillonne

partout autour du bord de la surface de la gélose.

11.2.2.4. L'application des disques

Sur la surface du milieu ainsi ensemence, et a ’aide d’une pince stérile, des disques de
papier Wathman stériles (6 mm de diamétre) sont deposes, puis ces disques sont imprégneés
par un volume de 10 ul des différentes concentrations de nos extraits. Ces concentrations sont
10 - 5- 2,5 et 1,5 mg/ml préparées par une dilution de chaque extrait brut dans le solvant
approprié (pour les extraits hydro-éthanolique la dilution se fait par une solution de diméthyle
sulfoxyde (DMSO) diluée 10 fois alors que pour les extraits aqueux la dilution a été réalisée
dans de I’cau distillée stérile).Apres ensemencement, les boites de Pétri ont été incubées dans
une étuve pendant 18 a 24 heures a 37°C. Tous les tests sont répétés deux fois.

Des disques standards contenant 1’antibiotique de référence ont servent comme des

contrbles positifs. Deux antibiotiques sont utilisés: La gentamicine (10ug) et I'ampiciline
(10ug).

11.2.2.5. La lecture des résultats
Les résultats sont exprimés en diamétres des zones d’inhibition produites autour des
disques des différentes concentrations des extraits et des témoins positifs, dont la mesure

s'effectue a I’aide d'un pied a coulisse.
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Chapitre | : Etude phytochimique
I.1. Détermination du rendement d’extraction

Aprés I'extraction par une macération, le séchage des extraits obtenus permet
d'obtenir des extraits bruts dont leurs aspects, couleurs et les % du rendement sont
regroupés dans le tableau suivant:

Tableau 04: Aspect, couleur et rendement des extraits bruts de grenade (Punica
granatum L.).

Type d’extrait Aspect Couleur Rendement %
Ecorces-aqueux (ECA) Pateux Marron foncée 25,2
Ecorces — éthanol 70 %(ECE) Pateux Marron 50,2
Membranes — aqueux (MRA) Pateux Miel foncée 48,20
Membranes— éthanol 70%(MRE) Pateux Miel clair 57

Chaque extrait brut a des caractéristiques spécifiques selon la nature de sa matiére
vegétale et aussi selon le solvant d'extraction. Le rendement d'extraction est calculé par
rapport a la masse initiale de la matiere végetale seche (en poudre) mise en macération.
Selon les résultats obtenus, il apparait que I'extrait hydro-éthanolique présente un
pourcentage du rendement d'extraction plus élevé par rapport a l'extrait aqueux, pour les
deux échantillons. Le rendement le plus élevé est enregistrée pour l'extrait hydro-
éthanolique des membranes avec 57%, suivi par 50,2 % enregistré pour l'extrait hydro-
éthanolique des écorces. Les extraits aqueux ont présentés des rendements de 48,20 % et
25.2% respectivement pour les membranes et les écorces de Punica granatum L.

Tous les extraits bruts des échantillons ont un aspect pateux, avec une couleur
foncée (marron) chez les extraits des écorces, par rapport a ceux des membranes (miel),
tandis que les extraits bruts aqueux des deux échantillons présentent une couleur plus
foncée par rapport aux extraits hydro — éthanoliques.

I.2. Analyses qualitatives : Screening phytochimique

Pour les quatre types des extraits de grenade (Punica granatum L.), une série des
tests de screening phytochimique est réalisée pour détecter la présence ou l'absence des
différentes catégories des métabolites, par lI'intermédiaire des réactifs spécifiques (Tableau
05).
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Tableau 05: Les resultats des tests de screening phytochimique.

Métabolite ECA ECE MRA MRE
Les phénols +++ +++ +++ 4+
Les Galliques +++ +++ +++ +++

tannins | catéchiques - - - -

Les flavonoides ++ +++ + +

Les M ayer - - - -

alca|0|des Dragend roff - - - -

Les sucres réducteurs +++ + + +
Les quinones ++ +++ ++ +++
Les terpénoides + + + +
Les saponines + -

(+) présence, (-) absence.

Sur la base de ces résultats des analyses primaires, les extraits des écorces de
grenade ainsi de ses membranes marquent une présence intense des phénols et des tannins
dont la coloration engendrée par l'ajout du FeCls est tres intense (un bleu noiratre),
indiquant parallelement la richesse en tannins hydrolysables (tannins galliques).

Les flavonoides sont aussi fortement présents dans tous nos extraits, avec une
intensité de la couleur plus au moins élevée dans l'extrait hydro-éthanolique des
écorces(ECE). Par ailleurs, une absence totale des alcaloides (avec les deux tests) est
marquée pour tous les extraits.

Un test positif est aussi enregistré pour la révélation des sucres réducteurs chez tous
nos extraits, pour lequel un précipité rouge brique est formé, sa quantité est tres élevée
dans I'extrait aqueux des écorces(ECA).

Les quinones ont une présence forte dans tous les extraits, particulierement dans les
extraits éthanoliques des deux échantillons (ECE, MRE). D'autre part, tous les extraits
marquent la présence des terpenoides.

Concernant la détection des saponines, une mousse persistante d’une hauteur

dépassant 1cm a été observée chez I'extrait aqueux des écorces de grenade (ECA).
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1.3. Analyses quantitatives
1.3.1. Teneurs en phénols totaux

Les teneurs en phénols totaux des extraits ont été estimees en exploitant I'équation
de la régression linéaire de la courbe d'étalonnage tracée par l'acide galliqgue (Annexe 1,
Figurel).Les résultats obtenus sont présenteés dans la Figure n°10.
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Figure n°10: Teneur en phénols totaux des extraits des écorces et des membranes de

grenade (Punica granatum L.).

Les résultats du dosage des phénols totaux dans notre étude indiquent que I'extrait
aqueux des écorces de grenade (ECA) présente la concentration en phénols totaux la plus
élevée avec 514,28 + 0,05 mg EAG/g de MS, suivie par I'extrait éthanolique de cet méme
type d’échantillon avec une concentration aussi importante de I’ordre de 294,28 + 0,024
mg EAG/g de MS. Tandis que l'extrait hydro-éthanolique des membranes présente une
teneur en phénols totaux plus ou moins élevée par rapport a I'extrait agqueux avec des
teneurs de 142,57 = 0,035et 104, 28+ 0,019mg EAG/g de MS respectivement. Ces
dernieres teneurs restent nettement inférieures aux teneurs obtenues dans les extraits
aqueux et hydro-éthanoliques des écorces de grenade.

Ces résultats obtenus montrent une différence claire dans les teneurs en phénols
totaux entre les extraits des écorces de grenade et les extraits des membranes ainsi entre les
extraits aqueux et ceux hydro-éthanoliques, ceci est due a l'influence du type de solvant

d'extraction et également a la nature de la matiere végétale de I'extrait ainsi dose.
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1.3.2. Teneur en flavonoides

Les teneurs en flavonoides des extraits sont estimées en exploitant I'équation de la
régression linéaire de la courbe d'étalonnage tracée par la rutine (Annexe 1, Figure 2).Les
résultats obtenus sont présentés dans la Figure n°11.
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Figure n°11: Teneur en flavonoides des extraits des écorces et des membranes de grenade

(Punica granatum L.).

Le dosage des flavonoides permet d'estimer les teneurs de nos extraits en ces
composés, dont les résultats obtenus montrent que l'extrait des écorces aqueux (ECA)a
enregistré la concentration en flavonoides la plus élevés avec 530 + 0,01 mg ER/ g de MS
par rapport aux autres extraits ECE, MRE et MRA ou les teneurs en flavonoides
enregistrées sont respectivement de 430 + 0,03mg ER/ g de MS, 213+ 0,0004et 173 *
0,0008 mg ER/ g de MS.

Au vu de ces résultats obtenus, les extraits des écorces de la grenade présentent des
teneurs élevées en flavonoides par rapport aux extraits des membranes, et pour ceux des
écorces l'extrait aqueux est le plus riche en flavonoides, et pour [I'échantillon des
membranes l'extrait hydro-éthanolique a une teneur en flavonoides plus élevée par rapport
a I'extrait aqueux. Ces différences sont dues a l'effet du solvant et aussi a la nature de la

matiére végétale des extraits doseés.
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1.3.3. Teneur en tannins condensés

Les teneurs en tannins condensés des extraits sont exprimés en mg/g de MS tout en
utilisant I'équation de la régression linéaire de la courbe d'étalonnage tracée par la
catéchine (Annexe 1, Figure 03).Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure n°12.
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Figure n°12: Teneur en tannins condensés des extraits des écorces et des membranes de

grenade (Punica granatum L.).

Les reésultats des teneurs en tannins condensés ne présentent pas une grande
différence entre les quatre extraits dosés.La teneur des tannins condensés la plus élevée
(92,33+ 0,004 mg EC/g de MS) a été enregistré chezl'extrait ECA suivi par la teneur de
l'extrait ECE avec 87,33 + 0,002 mg EC/g de MS. Les extraits MRE et MRA ont
présentéspresque des teneurségales de 71,66 + 0,002 et 69 = 0,00lmg EC/g de MS

respectivement avec une légere teneur supérieur chez I’extrait MRE.

1.3.4. Comparaison globale des teneurs en composes phénoliques
Les résultats du dosage des principaux composés phénoliques: les phénols, les

flavonoides et les tannins condensés, sont regroupés dans la figure suivante:
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B phénols totaux
B Flavonoides

Tannins condensés
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Figure n°13: Teneur en composés phénolique des extraits des écorces et des membranes

de grenade (Punica granatum L.).

Selon les résultats affichés dans la Figure n°13, il ressort qu'il ya une similarité dans
l'ordre des teneurs en phénols totaux, flavonoides ainsi les tannins condensés des extraits
dosés dans cette présente étude. En d'autre terme, l'extrait aqueux des écorces de grenade
(ECA) a toujours enregistré la valeur la plus élevée de la teneur en phénols totaux et en
flavonoides de méme en tannins condensés, suivi par l'extrait hydro-éthanolique de ce
méme échantillon (ECE). Par la suite, les extraits hydro-éthanoliques et aqueux des
membranes de la grenade (MRE, MRA) ont présentés respectivement des teneurs
inférieurs a ceux obtenus par les extraits des écorces. Dans ce sens, on peut classer nos
extraits en fonction de leurs teneurs en ces composés phénoliques ainsi dosés par ordre
décroissant comme suit ECA > ECE > MRE >MRA.

D'autre part, il apparait qu'il n'y a pas une grande différence entre la teneur en
flavonoides et en phénols totaux dans I'extrait ECA, tandis que les autres extraits ont notés
des teneurs éleves en flavonoides par rapport a celles des phénols totaux et des tannins
condenseés, ces derniers ont des teneurs faibles par rapport aux flavonoides et aux phénols
totaux dans tous les extraits.

De maniere générale, et d'apres ces résultats du dosage des composés phénoliques
de cette présente étude, on peut constater que les extraits des écorces de grenade sont plus
riches en composés phénoliques par rapport aux extraits des membranes de grenade

(Punica granatum L.) ou eux méme présentent des teneurs considérables.
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Chapitre 11 : Etude des Activités Biologiques

I1.1. Activité antioxydante

11.1.1. Test du pouvoir antiradicalaire du DPPH

L'activité antiradicalaire de nos extraits vis-a-vis du piégeage des radicaux libres

DPPH est mesurée en basant sur les résultats obtenus par spectrophotométrie, dont les

absorbances enregistrées permettent de tracer des courbes de pourcentages d'inhibition du

radical DPPH en fonction des concentrations des échantillons.
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Figure n°14: Les pourcentages d'inhibition du radical DPPH en fonction des

concentrations des extraits des écorces et des membranes de grenade (Punica granatum

L).

Des allures presque linéaires sont obtenus dans les courbes tracées (Figure n°14),

elles permettent de montrer qu'il ya une relation proportionnelle entre le pourcentage

d'inhibition et la concentration de l'extrait testé, une augmentation de cette derniere se
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traduit par une activité antioxydante importante. Ces résultats déterminent que nos extraits
des écorces et des membranes de grenade ont une activité antiradicalaire vis-a-vis le

piégeage des radicaux libres DPPH.

Les pourcentages d'inhibition & 500 pg/ml des extraits étudiés ECA, ECA, MRA et
MRE sont respectivement 45.54%, 40,59%, 21,56 % et 39,65 %, pour lesquelles les
extraits des écorces de la grenade ont un pourcentage d'inhibition elevé par rapport aux
ceux des membranes, avec la valeur la plus importante appartient a I'extrait aqueux des

écorces et celle la moins faible enregistrée pour l'extrait aqueux des écorces.

A partir des équations de la régression linéaire (Figure n°14), on peut calculer les
valeurs d'IC50 qui représentent un autre parametre permettant d'évaluer [l'activité
antiradicalaire de nos extraits. La figure suivante présente les valeurs d'IC50 de chaque

extrait en comparaison avec I'lC50 du standard qu'est I'acide ascorbique.

1400 1251
1200
E 1000
[=)
= 800
c 621
g 550 614
O 600
Q
400
160.8
200 ‘ |
|
0
Standard ECA EC MRA MRE

Figure n°15: Les valeurs d'IC50 des extraits des écorces et des membranes de grenade en

comparaison avec du standardpour le test du DPPH.

Plus la valeur d'IC50 est petite plus que l'activité antioxydante est puissante, sur
cette base et d'apres les résultats présentés dans la Figure n°15, I'acide ascorbique utilisé
comme un standard montre une activité antiradicalaire (vis a vis les radicaux libres DPPH)

Iégerement élevée par rapport a nos extraits.
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D'autre part, au niveau de nos extraits testés, des activités antiradicalaires tres
importante ont été enregistrée avec trois de nos extraits a savoir les extraits aqueux et
hydro-éthanoliques des écorces et I’extrait hydro-éthanolique des membranes de la
grenade, dont des valeurs d'IC50 de 550 pg/ml, 614 pg/ml et 621 pg/ml ont été obtenues
respectivement. Ces valeurs d’IC50 obtenues ne sont pas loin de la valeur d’IC50 obtenue
par I’acide ascorbique qui est de 160.8 pg/ml et qui est presque la moiti¢ de celles de nos
extraits. Par contre l'extrait aqueux des membranes de grenade montre lactivité

antiradicalaire la plus faible avec une IC50 égale a 1251 pg/ml.

De maniére générale et d’aprés ces résultats, on peut distinguer que les extraits des
écorces de grenade possedent une activité antioxydante élevée par rapport aux extraits des
membranes Vvis-a-vis le piégeage des radicaux libres du DPPH.

Il convient aussi de noter qu'il ya une corrélation entre les résultats du test de DPPH
et du dosage des composés phénoliques, pour laquelle les extraits qui ont des teneurs les
plus élevees en composes phénoliques ainsi dosés, sont les mémes qui ont présentés une
activité antiradicalaire la plus importante, vis-a-vis les radicaux DPPH". La figure suivante

(Figure 16) serve a démontrer cette corrélation.

[ | Phénols totaux
1400 1251 Flavonoides
1200 Tannins condensés
IC 50 - DPPH

1000 L

800

614 621
550

600

400

200

0
ECA ECE MRA MRE

Figure n°16: Corrélation entre les résultats du test de DPPH et du dosage des composés

phénoliques des quatre extraits de la grenade (Punica granatum L.).
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11.1.2. Test d'ABTS
Dans ce test, l'activité antioxydante de nos échantillons est évaluée par la capacité

de piéger le radical cation ABTS™, en utilisant les valeurs d'absorbances obtenus par

spectrophotométrie. On peut exprimer les résultats en pourcentage d‘inhibition du radical
cation ABTS® en fonction des différentes concentrations des extraits testés de la grenade

(Punica granatum L.).
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Figure n°17: Les pourcentages d'inhibition du cation ABTS™ en fonction des
concentrations des extraits des écorces et des membranes de grenade (Punica granatum
L.).

Selon ces courbes, tous les extraits testés présentent une activité antioxydante vis-a-

vis la réduction des cations ABTS™, dans lesquelles des allures linéaires permettent de
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constater qu'une augmentation de la concentration est accompagnée par une augmentation

du pourcentage d'inhibition ou bien de la réduction du radical cation ABTS™".

Les pourcentages d'inhibitions & 500 pg/ml des extraits étudiés ECA, ECA, MRA et
MRE sont respectivement 58,97 %, 72,90 %, 29,94 % et 73,05 %, pour lesquelles les
extraits hydro — éthanoliques des écorces et des membranes de la grenade ont enregistrés
des pourcentages d'inhibition tres importants (72,90 % et 73,05 %) vis a vis la réduction
des cations ABTS™, et sont élevés par rapport aux ceux des extraits aqueux.

Les équations de la régression linéaires (Figure n°18) nous ont permis de calculer
les valeurs d'IC50 de chaque extrait.
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Figure n°18: Les valeurs d'IC50 des extraits des écorces et des membranes de grenade en

comparaison avec du standard pour le test dABTS.

Le standard utilisé dans ce test (I'acide ascorbique) a montré une valeurd'IC50 la
plus faible comparant a nos extraits, ce qui lui attribue une activité antioxydante plus
élevée par rapport a nos extraits de grenade ainsi testes.

De méme, les résultats de ce test (Figure n°18) indiquent que les extraits hydro-
éthanoliques des deux échantillons (les écorces et les membranes) et 1’extrait aqueux des
écorces ont enregistré les valeurs d'1C50 les plus faibles pour le test dABTS(de 315 pg/ml,
326 pg/ml et 413 pg/ml respectivement) et qui ne sont pas loin de celle de I’acide
ascorbique (163.75 pg/ml), et donc ils possédent une activité antioxydante importante vis a

vis la réduction des radicaux ABTS'.Par contre, une valeur d'1C50 légérement supérieure a
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celle des trois extraits et du standard a été enregistrée chez I'extrait aqueux des membranes
(MRA) de 832 pg/ml, ce qui lui attribue I’activité antioxydante la plus faible dans ce test
d'ABTS.

Il est a noter que, les extraits qui présentent l'activité antioxydante la plus
importante sont les ceux qui ont enregistrées des teneurs élevées en composés phénoliques
(phénols totaux, flavonoides et tannins condensés) du fait que ces composés sont les
majoritaires antioxydants présents dans les extraits des plantes.

11.1.3. Test du pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Dans ce test, le pouvoir réducteur du fer de nos extraits est évalué vis a vis la
réduction d’un complexe ferrique tripyridyletriazine ferrique (TPTZ-Fe3+) en sa forme
ferreux (TPTZ-Fe2+).

Les résultats de la variation de I’absorbance de nos extraits ainsi que du standard

(I’acide ascorbique) sont représentés dans la figure suivante (Figure 19)
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Figure n°19: Le pouvoir réducteurdu fer (FRAP) des écorces et des membranes de
grenade (Punica granatum L.).
Dans cette présente étude, les extraits aqueux et hydro-éthanoliques des écorces et
des membranes de grenade ont présentés une activité antioxydante vis-a-vis leurs capacités
réductrices du fer représentées dans la Figure n°19. D’apres les résultats de cette figure,

une augmentation proportionnelle de ’absorbance de nos extraits et du standard (I’acide

63



Partie I11: Résultats et Discussion

ascorbique) a été enregistrée avec 1’augmentation de la concentration, ce qui est expliqué
par une réduction du fer dans le milieu réactionnel.

Il ressort que les deux extraits (aqueux et hydro-éthanolique) des écorces de
grenade ainsi I'extrait hydro-éthanolique des membranes présentent un pouvoir réducteur
du fer nettement plus élevé par rapport a l'acide ascorbique, ceci révéle que ces trois
extraits ont un pouvoir réducteur du fer trés intéressant. Alors que seul I'extrait aqueux des
membranes qui a présenté un pouvoir de réduction du fer inférieur au standard mais
presque similaire a ce dernier ce qui lui donne aussi un pouvoir de réduction du fer
considérable.

D'autre part, on peut exprimer le pouvoir réducteur du fer des extraits par
équivalent en acide ascorbique, en exploitant I'équation de la régression linéaire de ce
standard. Les résultats sont affichés dans le tableau suivant:

Tableau 06: Le pouvoir réducteur du fer des écorces et des membranes de grenade
(Punica granatum L.) exprimé en pg EAA/mL.

Extrait : 2 =
ECA ECE MRA MRE
(100pg/ml)
Pouvoir réducteur 0,206 0,276 0,089 0,144
en ug EAA/mI

Les résultats de ce tableau renforcent ceux obtenus dans la figure n°19, pour
lesquels les extraits testés sont classés par rapport a ses capacités reductrices du fer en
ordre décroissant: ECE > ECA > MRE>MRA, tout en constant que les extraits des écorces

de grenade sont plus actifs que les extraits des membranes (I'endocarpe).

I1.1.4.Corrélation entre les résultats du dosage des polyphénols et les tests de I'activité

antioxydante

D'apres les résultats précédents de la comparaison globale des teneurs en composes
phénoliques, l'extrait qui présente la teneur élevée en polyphénols (phénols totaux) celui
qui posséde aussi des teneurs élevées en flavonoides et en tannins condensés. De ce fait, la
corrélation entre les résultats des tests de l'activité antioxydante et les résultas du dosage
des polyphénols seuls ou avec les flavonoides et tannins condensés est la méme. Cette

corrélation est représentée dans la figure suivante:
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Figure n°20: Corrélation entre les résultats du dosage des polyphénols et les tests
de l'activité antioxydante des écorces et des membranes de grenade (Punica granatum L.).

A la lumiere des resultats représentés dans la Figure°20, on peut constater qu'une
correlation positive est fortement présentée entre les teneurs en polyophénols et les
activités antioxydantes des extraits étudiés, de méme pour les teneurs en flavonoides et en
tannins condensés. Cette corrélation serve a prouver que les deux extraits des écorces de la
grenade (ECA, ECE) puis I'extrait hydro-éthanolique des membranes (MRE), ayant des
teneurs les plus élevées en polyphénols, expliquent leur activité antioxydante la plus
importante, pour laquelle ces extraits ont présentés des valeurs d'IC 50 les plus faibles dans
le test de DPPH et d" ABTS, ainsi un pouvoir réducteur du fer plus puissant(des valeurs
d'absorbances mesurées du milieu réactionnel les plus grandes).

Alors que I’extrait MRA a toujours présenté les teneurs les plus faible ce qui

explique leur activité antioxydante la plus faible aussi.

11.2. Activité antibactérienne

La méthode de diffusion des disques sur gélose est la plus couramment utilisée pour
I'évaluation de l'activité antibactérienne des differents extraits.

Les extraits des écorces et des membranes de la grenade sont testés en utilisant des
différentes concentrations de 10 - 5 - 2,5 - 1,5 mg/ml. Aprés incubation pendant 24 h a

37°C, il apparait que la souche d'Escherichia coli ATCC 25922 présente une résistante
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totale vis a vis de tous les extraits testés, pour cela aucune zone d'inhibition n’a été¢ formée
(Figure n°21). Par contre, cette bactérie a montré une sensibilité a Il'antibiotique de
référence la gentamicine, (dont le diametre d'inhibition est 24 mm), et une résistance a

I'ampicilline (Figure n°22).

Figure n°21: Test d’antibiogramme d’Escherichia coli ATCC 25922vis a vis les extraits

des écorces (gauche) et des membranes (droite) de la grenade (PunicagranatumL.).

Figure n°22: Test d’antibiogrammed’Escherichia coli ATCC 25922vis-a-vis les

antibiotiques de référence (la gentamicine (gauche) et I'ampicilline (droite)).

En revanche, d'apres les résultats présentés dans les Figuresn®23 et 24, il ressort que
les extraits aqueux et hydro-éthanoliques des écorces et des membranes de le grenade
présentent des zones d'inhibition pour les concentrations testées contre Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Ceci se traduit par que nos extraits des écorces et membranes de
Punica granatum L. (a différentes concentrations testées) présentent un effet antibactérien

contre Staphylococcus aureus. Cette méme sensibilité a été observée avec la gentamicine
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(dont le diamétre d'inhibition est 30,30mm), alors qu’une résistance est observée avec
I'ampiciline (Figure n°25).

Figure n°23: Test d’antibiogrammede Staphylococcus aureus ATCC 25923vis a visles

extraits des écorces de la grenade (Punica granatum L.).

Figure n°24: Test d’antibiogrammede Staphylococcus aureus ATCC 25923 vis a vis les

extraits des membranes de la grenade (Punica granatum L.).
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Figure n°25: Test d’antibiogramme de Staphylococcus aureus ATCC 25923 vis a vis les

antibiotiques de référence (la gentamicine (gauche) et I'ampicilline (droite)).

Apres la mesure des zones d'inhibition ainsi formés, les moyennes des valeurs des

deux répétitions sont regroupées dans le tableau suivant:

Tableau 07: Les diamétres des zones d'inhibition des extraits des ecorces et des
membranes de la grenade contre Staphylococcus aureus ATCC 25923,

Concentration C1 C, Cs Cu
Extrait (10 mg/ml) | (5mg/ml) | (2,5mg/ml) | (1,5 mg/ml)
ECA 13,91 mm 11,98 mm 9,94 mm 9,83 mm
ECE 11,80 mm 9,12 mm 8,89 mm 7,87 mm
MRA 13,95 mm 10,59 mm 8,75 mm -
MRE 12,67 mm 10,00 mm 8,33 mm 7,02 mm

L'effet antibactérien des extraits étudiés augmente avec l'augmentation de la
concentration de l'extrait testé. En basant sur les valeurs des diamétres des zones
d'inhibition, les extraits aqueux des deux échantillons montrent un effet antibactérien plus
ou moins élevé par rapport aux extraits hydro —éthanoliques.

Nos résultats montrent qu'il n'ya pas une grande différence de [l'activité
antibactérienne entre les extraits des écorces et des membranes de la grenade contre la

souche de Staphylococcus aureus.
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Discussion générale

Au cours des derniéres décennies, les chercheurs ont accordé une attention
particuliére a l'utilisation de résidus provenant en particulier de l'industrie alimentaire, y
compris les écorces de fruit Punica granatum L. (Marchi et al., 2015; Jalal et al., 2018).

Tandis que, on rencontre un mangue des donnés de recherche dans la littérature qui
misent en évidence les activités biologiques de I'endocarpe du fruit de Punica granatum L.
(les membranes internes qui entoure les cavités).

Dans cette présente étude, les écorces ainsi que les membranes de grenade sont
utilisés séparément pour déterminer leurs contenus en composés phénolique et pour
I'évaluation de l'activité antioxydante et antibactérienne de leurs extraits aqueux et hydro-

éthanoliques.
Le rendement

L'extraction est la premiére étape d'isolement des composeés antioxydants
majoritaires a partir des échantillons des plantes. Le rendement d'extraction de ces
composes a partir de matiéres vegétales est principalement influenceé par les conditions
dans lesquelles le processus d'extraction liquide-solide est effectué pour séparer une
fraction soluble d'un solide perméable (Wang et al. (2011).

Au vu de nos résultats, il est avéré qu’un meélange éthanol (70ml) — eau (30ml)
donne les meilleurs pourcentages du rendement d'extraction par rapport a un extrait
aqueux. Ceci est aussi déterminer dans une étude faite par Malviya et al. (2014), dans
laquelle le rendement d'extraction est 13% pour un extrait éthanolique (70%) des écorces
de grenade, et un rendement de 6%est noté pour I'extrait aqueux (100% d'eau) de ce méme
échantillon.

Ces rendements sont nettement inférieurs a ceux obtenus par nos extraits (50.2%
pour ECE et 25.2 % pour ECA). Par contre Shiban et al. (2012) ont enregistré un
rendement d'extraction de 37% pour [I'extrait aqueux des écorces. Pour ce méme type
d’extrait ECA, les rendements d'extraction de deux variétés égyptiennes rapportés par Zaki
et al. (2015) sont de 17.1% et 12.5%.Ces résultats sont aussi nettement moins que ceux
trouvés dans notre étude pour I’extrait aqueux des écorces.

Il est prouvé que les composés phénoliques sont des constituants polaires et par
conséquent, les solvants polaires sont de meilleurs agents d'extraction d'antioxydants actifs

issus de plantes. Un mélange de méthanol, d’éthanol, d’acétone et d’eau s’est averé étre un
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meilleur extractant des composes phénoliques actifs des écorces de grenade (Shiban et al.
2012).

De méme, I'eau en tant que solvant respectueux de I'environnement s'est averée tres
efficace pour I'extraction d'antioxydants a partir des écorces de grenade dans des études
antérieures (Malviya et al., 2014).

En effet, le rendement d'extraction et l'activité antioxydante du matériel végétal
dépendent fortement de la nature du solvant d'extraction en raison de la présence de
différents composés antioxydants de caractéristiques chimiques et de polarités variables,
qui peuvent ou non étre solubles dans un solvant donné (Marchi et al., 2015).

Screening phytochimique

Une évaluation phytochimique a été réalisée pour la détection qualitative de divers
constituants chimiques permettant de détecter la présence d’une entité active qui induit une
réponse pharmacologique majeure. Nos extraits ont prouvé une forte présence des phenols
et tannins, ainsi les flavonoides, les quinones, les terpénoides, les sucres réducteurs, et les
saponines.

Les résultats du screening phytochimique des extraits des écorces sont similaires a
ceux trouvés par Jayaprakash et Sangeetha (2015), sauf qu'une absence des alcaloides a
été noté dans nos extraits, ainsi leur extrait éthanolique des écorces a noté l'absence des
tannins tandis que notre extrait a noté une forte présence des tannins.

De méme pour les résultats de Ali Redha et al. (2018), ils sont semblables de ceux
trouvés dans l'extrait ECA. Rajan et al. (2011) signalent par des analyses qualitatives la
présence d'alcaloides, de flavonoides, de composés phénoliques, de tannins, de lignines, de
graisses et d'huile, d'inuline, de glycosides cardiaques et de glucides, dans des extraits
aqueux et alcooliques des écorces de grenade.

Il convient de noter que des disparités concernant la présence / l'absence de
composés phytochimiques differe selon le cultivar, la région de culture, le climat, la
maturité, les pratiques de culture et les conditions de stockage (Viuda-Martoset al,. 2010;
Abd EIl Mageid et al., 2016).

Dosage des composés phénoliques

En raison de la présence d'un large éventail de composés phytochimiques dans les

écorces de la grenade, on peut prédire qu'ils ont des valeurs médicinales significatives (Ali
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Redha et al., 2018). Pour cela, le choix de quantifier (doser) les composés phénoliques
parmi les différentes substances phytochimiques, résulte du fait que ces composés ont des
activités biologiques tres importantes.

Les teneurs en phénols totaux des extraits étudiés varient entre 514,28 + 0,05 et
104, 28 + 0,019 mg EAG/g de MS, ils semblent étre supérieurs par rapport a la teneur de
91.2 + 09.5 mg EAG/g de MS pour l'extrait ECA étudié par Shiban et al. (2012). Lairini
et al. (2014) ont trouvés un taux del8 pg EAG/mg d’extrait ECA préparé par une infusion,
qui semble étre plus faible que nos résultats, également pour la teneur de 143.5+4.1 mg
GAE/100 g de ce méme extrait qui est enregistrée par Altunkaya, 2014. Le choix du
solvant et les méthodes d'extraction affectent également la concentration en phénols totaux
(Altunkaya, 2014).

Similaire a nos résultats, Malviya et al. (2014) ont rapporté que la teneur la plus
élevée en composes phénoliques totaux a été détectée dans les extraits aqueux, tandis que
la teneur la plus faible a été obtenue dans les extraits eau a 30%: éthanol a 70%.Par contre
Manasathien et al.(2012) ont trouves que les extraits eéthanoliques (70%) des écorces
présentent des teneurs en phénols totaux élevées par rapport a l'extrait aqueux, qui sont
respectivement de 449.60+4.40 et 380.54+5.87 mg GAE/mg de MS, ces teneurs sont
nettement supeérieurs a celles enregistrées pour nos extraits.

Les teneurs en composés phénoliques enregistrées par nos extraits des ecorces et
des membranes de grenade révelent qu’elles sont une source trés riche en ces Composés.

La solubilité élevée des phénols dans les solvants polaires donne la concentration
élevée de ces composés dans les extraits obtenus. Le type de standard utilisé dans le dosage
peut aussi changer les résultats (Ghedadba et al., 2015). En plus, les différences
constatées peuvent étre attribuées au fait que les phénols constituent un groupe hétérogéne
de mélanges complets de substances organiques dont la qualité et la quantité varient en
fonction du stade de croissance, des conditions écologiques, des conditions d’extraction,
d'autres facteurs sur lesquels sont extraits les composés phénoliques (Shiban et al., 2012 ;
Al-Rawabhi, 2014 ; Jalal et al., 2018).

Les teneurs en flavonoides de nos extraits des écorces et des membranes de
grenade varient entre 530 + 0,01 et 173 + 0,0008 mg ER/ g de MS, et les teneurs en tannins
condensés varient entre 92,33+ 0,004et 69 + 0,001lmg EC/g de MS.

Or, les teneurs en tannins condensés peuvent étre variables aussi en raison de

plusieurs facteurs tels que : la sensibilité des tannins aux plusieurs voie de dégradation
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(Poxydation, la lumiére...), le stade de maturit¢ des fruits, les conditions culturales,
climatiques, pédologiques ou le stress de prédation (Ghedadba et al. , 2015).

En effet, il convient de noter que nos résultats de dosage des composés phénoliques
confirment fortement leurs révélations dans les tests primaires de screening
phytochimiques, dont une abondance intense de ces composés est indiquée.

I a éé montré que 1’écorce de fruit de Punica granatum L.est riche en
polyphénols qui représentent la principale catégorie des composés phytochimiques
présente dans cette partie du fruit (Dahham et al., 2010 ; Al-Rawabhi et al,. 2014).

Activité antioxydante

En plus de leur contribution aux propriétés chromatiques et sensorielles des fruits et
des légumes, les composés phenoliques jouent également un rdle trés important dans la
protection contre 1’oxydation in vivo et in vitro (Shiban et al., 2012).1ls ont été largement
étudiés pour leur capacité antioxydante, qui dépend de leurs propriétés de piégeage des
radicaux et / ou de chélation des métaux de transition (Akhtar et al., 2015).

Dans cette présente étude, trois tests (DPPH, ABTS, FRAP) sont réalisés afin
d'évaluer l'activité antioxydante des extraits des écorces et des membranes de la grenade.

L'activité de piégeage de DPPH * a été largement utilisée pour détecter l'activité
antiradicalaire de différents échantillons, en raison de sa sensibilité aux concentrations les
plus faibles de principes actifs provenant de sources naturelles (Shiban et al., 2012; Patel
etal., 2017).

Les extraits de nos échantillons présentent une activité antiradicalaire vis-a-vis le
piégeage des radicaux DPPH °, avec des valeurs d'IC50 varient entre 550 et 1251 pg/ml,
qui sont supérieurs a celle de l'acide ascorbique. Par rapport aux autres travaux, elles
semblent étre aussi supérieures, dont Rajan et al. (2011) ont noté une IC50 de
135.27+39.30 pg/ml pour l'extrait ECA, également Manasathien et al. (2012)ont indiqués
des 1C50 pour piéger les radicaux DPPH égal & 121.65+2.66 pg/ml pour l'extrait ECE
(70%) , et 151.78+2.70 ug/ml pour l'extrait ECA.

Malviya et al. (2014) ont signalés que l'extrait aqueux des écorces des grenade
(ECA) montre une activité de piégeage des radicaux du DPPH élevée par rapport l'extrait
éthanolique (70 %), ceci est similaire a la différence notée entre nos extraits testés.

Plusieurs études, Shiban et al. (2012); Lairini et al. (2014); Bharani et al. (2016);
Patel et al. (2017); Jalal et al. (2018); Redha et al. (2018) ont prouvés lactivité
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antioxydante des extraits des écorces de grenade PunicagranatumL.vis a vis le piégeage
des radicaux libres DPPH".En effet, le contenu phénolique des écorces de grenade est
responsable de la puissante activité antioxydante (Patel et al., 2017)

En addition, Barathikannan et al.(2016) mentionnent que les extraits des écorces
du fruit de grenade sont des puissants réducteurs des radicaux DPPH similaires a la
catéchine. Il est probable que ces extraits possédait la capacité de donner des protons et en
association avec un certain nombre de groupes hydroxyle pour stabiliser les radicaux
libres. Cette capacité était clairement liée aux composés phénoliques totaux des extraits des
écorces (Shiban et al., 2012), en raison de leurs structures chimiques et de leurs propriétés
redox. Etant donné que leurs groupes hydroxyle permettent le piégeage des radicaux libres,
la concentration en composés phénoliques totaux pourrait étre utilisée comme base
d’évaluation rapide de I’activité antioxydante. Les flavonoides, y compris les flavanols, les
flavones et les tannins, sont des métabolites secondaires des plantes dont l'activité dépend
de la presence de groupes OH libres (Bharani et al., 2016).

De ce sens, et d'apres nos resultats, lI'ordre de classer les extraits des écorces et
membranes de la grenade par rapport a ses activités antiradicalaires vis a vis les radicaux
DPPH, est nettement similaire et proportionnel a ces concentrations en composes
phénoliques de ces extraits ainsi dosés.

D'autre part, le test de décoloration par les cations de radicaux ABTS est une autre
technique habituellement utilisée pour étudier I'activité antioxydante. La diminution de la
couleur indique une réduction du radical ABTS (Malviya et al., 2014).

Selon les résultats de ce test, les extraits de nos échantillons présentent une activité
antioxydante vis-a-vis la réduction des cations ABTS™, les valeurs d'IC50 obtenues varient
entre 315 et 832 pg/ml. Rajan et al. (2011) ont rapportés que l'extrait aqueux des écorces
présente une valeur d'IC50 inférieur a nos extraits et qui est égale a 34.78+14.04 ug/ml.

Dans ce méme test, I'extrait éthanolique (70%) de notre échantillon des écorces a
montré une activité antioxydante légerement élevée par rapport a l'extrait aqueux, ceci est
aussi noté dans I'étude réalisée par Malviya et al.(2014).

La différence des valeurs entre les deux méthodes (DPPH et ABTS) est
probablement due aux différences de capacité de réaction des radicaux libres dans les
dosages et aux vitesses de réaction des antioxydants dans les conditions réelles d'analyse.

La structure chimique des antioxydants dans les préparations a base de fruits varie
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suffisamment pour donner différents niveaux de capacité antioxydante lorsque deux
méthodes sont comparées (Jalal et al., 2018).

Le test de FRAP réalisé dans cette présente étude, a permet de trouver des résultats
intéressantes, dont les deux extraits des écorces de Punica granatum L., ainsi l'extrait
éthanolique des membranes ont montrés un pouvoir réducteur du fer nettement supérieur
par rapport a l'acide ascorbique, qu'est utilisé comme un standard dans ce test. Méme pour
I'extrait aqueux des membranes, il a présenté une similitude du pouvoir réducteur du fer
par rapport a ce méme standard.

Shiban et al. (2012) notent que l'efficacité d'extraction des antioxydants, mesuree
par le pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP), était supérieure dans les extraites
des écorces avec le mélange de solvants.

Il convient de noter que le pouvoir reducteur d'un composé constitue un indicateur
significatif de son activité antioxydante potentielle. La capacité antioxydante basee sur les
mécanismes de piégeage des radicaux libres et d'oxydo-réduction peut étre déterminée par
plusieurs méthodes. Cependant, l'efficacité de chaque extrait differe vis a vis divers
radicaux libres en fonction de la méthodologie danalyse utilisée, ce qui reflete la
complexité des mécanismes et la diversité de la nature chimique du matériel vegétal
(Rajan et al., 2011).

La qualité des extraits naturels et leur performance antioxydante dépendent non
seulement de la qualité initiale de la plante, de son origine géographique, du climat, de la
date de récolte et de stockage, mais également de facteurs environnementaux et
technologiques d’effet équivalent sur les activités antioxydantes des sources résiduelles
(Marchi et al.,, 2015). Les antioxydants sont principalement constitués de composés
phénoliques qui ont un fort potentiel de piégeage des radicaux libres (Zakiet al.,
2015).Etant donné que le pouvoir réducteur était directement lié & la teneur en phénol des
extraits (Shiban et al.,2012).

L'écorce (péricarpe, peau) représente environ 60% du poids du fruit de la grenade,
et posséde un contenu phénolique total et une activité antioxydante plus élevés que la
pulpe. Il a été signalé que les peaux de grenade avaient une activité antioxydante
supérieure a celles des fleurs, des feuilles et des graines (Malviya et al., 2014). L'activité
antioxydante a été proposée pour jouer un roOle vital dans diverses activités

pharmacologiques (Patel et al., 2017).
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Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne des écorces de Punica granatum L. peut indiquer la
présence de toxines métaboliques ou de composés antimicrobiens a large spectre agissant a
la fois sur les bactéries Gram + et Gram- (Malviya et al., 2014; Barathikannan et al,
2016).

Dans cette présente étude, les extraits des écorces et des membranes de la grenade
ont montrés un effet antibactérien contre la Staphylococcus aureus ATCC 25923, tandis
que la souche d'Escherichia coli ATCC 25922 a présenté une résistance totale a tous les
extraits ainsi testés.

Les différentes concentrations (10 - 5 - 2,5 - 1,5 mg/ml) des extraits testés ont
permet d'obtenir une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Les diametres des zones d'inhibition varient entre 13,95 et 7, 02 mm, pour lesquels il n'y a
pas une grande différence entre les extraits des deux échantillons, avec un développement
de l'effet antibactérien proportionnel a la concentration de I'extrait teste.

Dans le méme contexte, nos extraits des écorces ont montrés des diamétres des
zones d'inhibition inferieurs par rapport a ceux trouves par Malviya et al., 2014 ou des
diamétres de22.6+ 0.31 mm pour ECA et 22.9+0.44 mm pour ECE ont été obtenus.
Lairini et al . (2014) ont signalés que lextrait ECA montre un remarquable effet
antimicrobien a partir de 0,12 mg/ml d’extrait pour Staphylococcus aureus ATCC
25923(diametre d’inhibition de 9,03 + 0,15mm) et 0,31 mg/ml pour Escherichia coli
ATCC 25922 (10,044 0,03mm).

Bharani et al. (2016) ont trouvés que pour S. aureus, I'extrait ECA donne une zone
d'inhibition d'environ 11 mm a 10 pL et 21 mm a 100 pl. Tandis que E. coli a montré une
forte sensibilité a la concentration élevée d'extrait ECA (100 pL, 50 pL, 10 pL avec des
diamétres de 22, 21 et 7 mm de zone d'inhibition ont été observés aux concentrations
respectives). Pour ce méme extrait, Ali Redha et al. (2018) ont rapportés qu'il était
également tres efficace pour inhiber la croissance de S. aureus (21.00 + 1.73mm), et E. coli
(19,67 £ 0,58 mm), en utilisant la méthode des puits (50 ul d'extrait brut). Alors que
Fawole et al. (2012) signalent qu'aucun des extraits aqueux n'a présenté une bonne activité
antibactérienne a la concentration de dépistage la plus élevée (> 12,5 mg / ml) contre les
deux bactéries ainsi mentionnées. De méme, le diamétre de la zone d'inhibition contre S.
aureus et E. coli s'est révélé comparativement inférieur a celui des autres souches

bactériennes (Malviya et al., 2014).
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Pour I'extrait éthanolique (70%) des écorces, Nozohour et al. (2018) ont montés un
effet antibactérien (27.5 + 1.0mm) contre S. aureus, en imprégnant 30 pl de 9 mg/ml
d’extrait. En effet, dans le cadre d'évaluer l'activité antibactérienne de I'extrait aqueux des
écorces de Punica granatum L., Lairini et al . (2014) notent que les bactéries Gram+ sont
les plus susceptibles par comparaison avec les bactéries Gram-; ceci peut étre attribué a la
différence de la structure entre les bactéries Gram+ et les bactéries Gram-.

Des études antérieures ont également été menées sur l'activité antibactérienne des
écorces de grenade et différents résultats ont été révélés par différents chercheurs (Malviya
et al., 2014).Cette activité antimicrobienne est due, au moins partiellement, a la présence
des polyphénols. Cela est confirmé par d’autres recherches qui ont attribué¢ I’activité
antimicrobienne a la présence des polyphénols (Lairini et al ., 2014).

La méthode de toxicité des polyphénols contre les microbes peut étre lige a
I’inactivation des adhésines microbiennes, a I’inhibition des protéases, aux interactions non
spécifiques avec les glucides et aux protéines de transport de I’enveloppe cellulaire
(Bharanietal., 2016).Cependant, les extraits des ecorces de la grenade étant des mélanges
complexes de métabolites, il est difficile de localiser tous les métabolites responsables de
l'activité pharmacologique (Fawole et al., 2012). Egalement, nos extraits ont prouvé une
forte présence des phénols et les flavonoides, les quinones, les terpénoides, les sucres
réducteurs, les saponines et les tannins. Ces derniers sont les principaux composants de ses
extraits impliqués dans le potentiel antimicrobien qui pourrait étre due a l'aptitude de ces
composes a précipiter les protéines, provoquant une fuite de la membrane cellulaire du
microorganisme et une lyse cellulaire susceptible d'entrainer la mort cellulaire (Fawole et
al.(2012).11 a également été établi que les flavonoides inhibent la germination des spores
d'agents phytopathogenes (Bharani et al., 2016).

Récemment, Nozohour et al. (2018) mentionnent que l'effet synergique de
I'association d'antibiotique avec des extraits de grenade contre les bactéries résistantes peut

conduire a de nouveaux choix pour le traitement des maladies infectieuses.
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Les écorces et les membranes (endocarpe) du fruit de Punica granatum L., sont
considérées comme des parties non comestibles et notamment des sous-produits de
I'industrie alimentaire. Des produits a valeur ajoutée pourraient étre fabriqueés a partir de
ces déchets, qui sont riches en composés phytochimiques bioactifs, tout en retournant vers
l'application de la phytothérapie traditionnelle, mais plus renforcée par des recherches
scientifiques récentes.

Dans ce cadre, cette présente étude a porté sur la réalisation des tests préliminaires
pour analyser qualitativement les quatre types d‘extraits de Punica granatum L. (écorces et
membranes) obtenus avec les deux types de solvant (aqueux et hydro-éthanolique) par un
screening phytochimique suivie par un dosage des composés phénoliques majoritaire dans
les quatre extraits et terminons par une étude des activités biologiques (antioxydante et
antibactérienne) de ces méme extraits.

Les résultats obtenus dans notre étude nous ont permis d'enregistrer des
rendements d'extraction des extraits aqueux et hydro-éthanoliques (70%) des écorces et des
membranes de la grenade qui varient entre 25,2 et 57 %. Par la suite les analyses
phytochimiques qualitatifs de ces quatre extraits indiquent la présence de divers
métabolites principalement les polyphénols, les flavonoides, les tannins galliques, les
terpenoides, les sucres réducteurs, les saponines et les quinones.

Le dosage des composeés phénoliques serve a quantifier ces teneurs dans les extraits
étudies, la teneur la plus importante en phénols totaux 514,28 + 0,05 mg EAG/g de MS a
été enregistré pour l'extrait ECA et la moins faible pour I'extrait ECA 104, 28 + 0,019 mg
EAG/g de MS. Les teneurs en flavonoides situées entre173 + 0,0008 et 530 + 0,01 mg ER/
g de MS pour l'extrait MRA et ECA respectivement. Ainsi des teneurs en tannins
condensés comprises entre 69 + 0,001et 92,33+ 0,004 mg EC/g de MS pour l'extrait MRA
et ECA respectivement.

Trois test sont réalisés (DPPH, ABTS et FRAP) dans le but dévaluer l'activité
antioxydante des quatre extraits étudiés. Les résultats obtenus ont révélé que ces extraits
montrent une activité antioxydante trés intéressante vis a vis le piégeage des radicaux
libres DPPH", et les radicaux cations ABTS", dont la valeur d'IC 50 la plus importante est
550 pg/ml enregistrée dans I'extrait ECA pour le test de DPPH, et 315 pg/ml dans I'extrait
ECE pour le test de I'ABTS. De plus, les extraits des écorces et membranes de la grenade

présentent un pouvoir réducteur (estimé par le test de FRAP) trés important et puissant que
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le standard utilisé qui était I'acide ascorbique, dont les quatre extraits testés ont présentés

des valeurs d'absorbances élevées par rapport a l'acide ascorbique.

Ces activités sont attachées significativement avec le contenu en composés
phénoliques qui sont des majeurs antioxydants. Au vu générale de nos résultats obtenus
dans les analyses qualitatifs et quantitatives, les extraits des écorces du fruit de Punica
granatum L. présentent de tres bons résultats dans tous les tests ainsi réalisés par rapport
aux extraits des membranes internes de ce méme fruit.

Par ailleurs, deux souches pathogénes sont testées pour évaluer [lactivité
antibactérienne des extraits mentionnées avec différentes concentrations (10 -5-25-1,5
mg/ml). Tous les extraits ont montrés un effet antibactérien contre la Staphylococcus
aureus ATCC 25923 avec des diametres des zones d'inhibition qui varient entre 13,95 et 7,
02 mm obtenus respectivement avec la concentration de 10mg/ml de I’extrait MRA et la
concentration de 1,5mg/ml de I’extrait MRE, pour lesquels il n'y a pas une grande
différence entre les extraits des deux échantillons. Tandis Escherichia coli ATCC 25922 a
présenté une résistance totale contre toutes les concentrations des extraits ainsi testes.

A la lumiére de ces résultats obtenus et dans la perspective de poursuivre et
d‘approfondir ce travail, il serait judicieux de :

- Reéaliser d'autres travaux similaires qui pourraient servir a développer des techniques
de valorisation des parties non comestibles du fruit de Punica granatum L. comme
agent de conservation naturel a la fois antioxydant et antimicrobien dans 1’industrie
agroalimentaire, et eégalement dans le cadre de synthétiser des produits
pharmacologiguement actifs ;

- Réaliser une extraction avec d’autres solvants tel que le méthanol et 1'acétone pures ou
en mélange avec l'eau ;

- Etudier et comparer avec d’autres modes d'extraction traditionnelles a savoir une
infusion, une décoction ou autres ;

- Etudier I'effet de la méthode du séchage par comparaison a différents processus.

- Identifier et purifier des molécules des composés phénoliques par des techniques
chromatographique notamment la chromatographie liquide a haute performance
HPLC ;

- Faire une étude comparative entre des variétés d'autres régions algériennes, en vue
d'évaluer I’effet de la provenance ;

- Tester l'activité antifongique et méme I’activité antibactérienne des autres souches ;
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- Réaliser une évaluation in vivo supplémentaire nécessaire pour confirmer les

propriétés biologiques obtenues.
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Annexe 1 : Les courbes d'étalonnage des différents standards du dosage phytochimique
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Figure 01:Courbe d'étalonnage de l'acide gallique.
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Annexe 2: Préparation du réactif et les concentrations des extraits et du standard dans le test

de DPPH

» Préparation du DPPH :

Dissoudre 25 mg dans 80 ml de MeOH (100 %), puis ajouter 20 ml d'eau distillée a
I'obscurité ou dissoudre 25 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol (100 %).

Une dilution de solution mére est effectuée juste avant le dosage par le méthanol

jusqu'a l'obtention d'une absorbance entre 1,1 et 1,2 a une longueur d'onde de 515 nm.

» Préparation des concentrations des extraits

A partir des résidus secs (extrait brut), une solution mére de 1mg/ml est préparée pour

chaque extrait, et par des dilutions de moitie on obtient les concentrations suivantes:

Tableau 1 : Les concentrations des extraits dans le test de DPPH.

oncentration
v} C1 Cz Cs Cs
Extrait
Extrait aqueux d'écorces de 250 125 62.5 31.25
grenade
Extrait hydro-éthanolique 500 250 125 62.5
d'écorces de grenade
Extrait agueux de membranes 500 250 125 62.5
internesde grenade
Extrait hydro-éthanolique de 500 250 125 62.5
membranes internesde grenade

> Préparation des concentrations du standard (I'acide ascorbique)

A partir d'une solution mére de 1mg/ml, une série de dilution est effectuée:

Tableau 2 : Les concentrations de la courbe d’étalonnage de I'acide ascorbique dans

le test de DPPH.

100 300 500 600 700 900
Les concentrations
(Mg/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (pg/ml) | (ug/ml) | (pg/mi)
Volume de Iacide oim | 03ml | o5ml | 06m | 07m | 09ml
ascorbique
Volume de I'eau ooml | 07ml | 05m | 04ml | 03ml | 01ml
distillée
Volume finale 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
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Annexe 3: Préparation du réactif et les concentrationsdes extraits et du standarddans le test
d'ABTS

> Préparation de PABTS" et K, SOa:
Pour I'ABTS a 7 mM, dissoudre 0,036 g dans 100 ml d‘eau distillée, calculée par la
relation suivante : Concentration massique = Concentration molaire * masse molaire.
Donc: 3,6 g /l = 7TmM*514,62g/mol.
Et pour le K> SOza 2,45 mM : dissoudre 0,0662g dans 100ml d'eau distillée. Mélanger
en volumes égaux 1°ABTS (7mM) et K> SOsde (2, 45 mM) et incuber pendant 16 h a
I’obscurité, ensuite juste avant l'utilisation, ce mélange est dilué¢ par I'é¢thanol a fin d'atteindre
une absorbance de 0,700 a 734 nm.
» Préparation des concentrations des extraits
A partir des résidus secs (extrait brut) des différents extraits, une solution mere
de Img/ml est préparée pour chaque extrait, et par des dilutions de moitie on obtient
les concentrations suivantes:

Tableau 1 : Les concentrations des extraits dans le test d'ABTS.

Concentration

g/ml) C:1 Cz Cs Cs
Extrait
Extrait aqueux d'écorces de 500 125 62.5 31.25
grenade
Extrait hydro-éthanolique 500 250 125 62.5

d'écorces de grenade

Extrait agueux de membranes 500 250 125 62.5
internesde grenade

Extrait hydro-éthanolique de 500 250 125 62.5
membranes internesde grenade

> Préparation des concentrations du standard (I'acide ascorbique)

A partir d'une solution mére de 1mg/ml, une série de dilution de moitie est effectuée:
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Tableau 2 : Les concentrations de la courbe d’étalonnage de I'acide ascorbique dans le test

d'ABTS.
500 250 125 62,5 31,25 15,625 7,81 3,905
Les concentrations
(ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml)
Volume de la
concentration 0,5 mil 0,5 mil 0,5 mil 0,5 mil 0,5 mi 05ml | 05ml | 0,5ml
précédente
Volume de l'eau | 5500 | o5ml | 05ml | 05ml | 05ml | 05ml | 05ml | 0,5ml
distillée
Volume finale 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
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Annexe 4: Préparation des concentrations des extraits et du standard pour le test FRAP

» Préparation des concentrations des extraits
A partir des résidus secs (extrait brut), une solution meére de 1mg/sml(0,2
mg/ml) est préparée pour chaque extrait, et par des dilutions de moitie on obtient les
concentrations suivantes:

Tableau 1 : Les concentrations des extraits dans le test de FRAP.

oncentration
H C1 Co Cs Cs4 Cs
Extrait
Extrait aqueux d'écorces de 100 50 25 12,5 6,25
grenade
Extrait hydro-éthanolique 100 50 25 12,5 6,25
d'écorces de grenade
Extrait aqueux de membranes 100 50 25 12,5 6,25
internesde grenade
Extrait hydro-éthanolique de 100 50 25 12,5 6,25
membranes internesde grenade

» Préparation des concentrations du standard (I'acide ascorbique)
A partir d'une solution mére de 1mg/5 ml (0,2 mg/ml) de ’acide ascorbique, une série

de dilution de moitie est effectuée:

Tableau 2 : Les concentrations de la courbe d’étalonnage de I'acide ascorbique dans le test de

FRAP.
_ 100 50 25 125 | 625 | 3125
Les concentrations 1 ugimi) | (ugimi) | (ugimi) | (ng/mi) | (ug/ml) | (ug/mi)
Volume de la
concentration précédente | 0,5ml | 05ml | 05ml | 05ml | 0,5ml | O,5ml
Volume de I'eau distillee | o5 | g5mi | 05ml | 05ml | 05ml | 05ml
Volume finale 1ml 1ml 1mil 1mi 1ml 1ml
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