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Abstract

For some years several works have been interested in the therapeutic activity of medicinal
plants used in traditional medicine because they contain several active molecules with various
activities. Our framework study aimed to study the antioxidant, antibacterial and antifungal effects

of methanolic extract (EMG) from pomegranate bark (Punica granatum L.)

The EMG was obtained by maceration of 100 g in 1000 ml of methanol followed by the
evaporation of this solvent. The antioxidant activity was evaluated using the techniques of reduction
trapping of the free radical DPPH and the reducing power of ferric iron (FRAP). The antibacterial
and antifungal activities of EMG were tested on 03 bacterial strains (E. coli, M. luteus and S.
aureus) and 2 fungi (C. albicans L24 and L36) by the disc diffusion method.

The EMG vyield was 35.43%. The results of the antioxidant activity show that the
antioxidant power of Vit C was much higher than that of our extract. The percentage of inhibition of
the free radical DPPH from EMG was much lower than that of vit C (43.61% vs 91.86
respectively). Thus, the IC50 of EMG was 1232.44 ug / ml while that of vit C was 114.31 ug / ml.
In addition, the FRAP method has shown that the absorbance recorded for vit C was higher than
that of EMG (1.995 nm vs 0.9664 nm respectively). The results of antibacterial and antifungal
activity indicate that the extract has inhibitory activity on all the strains tested.

Our results confirm that EMG is endowed with biological activities which justify its use as

an alternative to certain antioxidant substances and certain antibiotics

Key words: EMG, Antioxidizing, Antifongique, Antibacterial,



Résumé

Depuis certaines années plusieurs travaux se sont intéressés a 1’activité thérapeutique des
plantes médicinalesutilisées dans la médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs
molécules actives ayant des activités diverses. Notre étude s’inscrivant dans cadre avait pour
objectif d’étudier les effets antioxydant, antibactérien et antifongique de [’extrait méthanolique

(EMG) de I’écorce de grenade (PunicagranatumL.)

L’EMG a été obtenu par macération de 100gde poudre de 1’écorce de grenade dans 1000 ml
de méthanol pendant 72 h suivie par 1’évaporation du ce solvant. L'activité antioxydantea éte
évaluée en utilisant les techniques de réduction piégeage du radical libre DPPH et le pouvoir
réducteur du fer ferrique (FRAP). Les activités antibactérienne et antifongique de ’'EMG ont été
testées sur 03 souches bactéeriennes (E. coli, M. luteus et S. aureus) et 2 champignons (C. albicans

L24 et L36) par la méthode de diffusion sur disque.

Le rendement en EMG ¢était de 35,43%. Les résultats de 1’activité antioxydante montrent que
le pouvoir antioxydant de la Vit C était largement supérieur a celui de notre extrait. Le pourcentage
d’inhibition du radical libre DPPH de ’EMG s’avérait largement inférieur a celui de la vit C (43,61
% vs 91,86 respectivement). Ainsi, L’ICso de ’EMG ¢était de 1232,44 pg/ml alors que celle de la vit
C était de 114,31 pg/ml. Pa railleurs, la méthode de FRAP a montré que 1’absorbance enregistré
pour la vit C étaitsupérieure a celle de ’EMG(1,9995 nm vs 0,9664 nm respectivement). Les
résultats de I’activité antibactérienne et antifongique indiquent que 1’extrait posséde une activité

inhibitrice remarquable sur toutes les souches testées.

Nos résultats confirment que ’EMG est doué d’activités biologiques qui justifient son

utilisation en alternative a certaines substances antioxydante et certains antibiotiques.

Mot clés : EMG, Activité antioxydant, Activité antibactérien, Activité antifongique
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Introduction

Introduction

Ces derniéres années, la recherche sur les plantes médicinales a attiré une attention
particuliéreparce que ces plantes sont riches en metabolites secondaires (composés phénolique,
tanins, flavonoides...), qui ont plusieurs propriétés antioxydants et antimicrobiennes qui peuvent
construire une base de traitement ou de complément de traitement des maladies humaines
(Cowan,1999 ; Dahanukar et al., 2000). La grenade (Punica granatum L.)est un fruit antique avec
des antéceédents médicaux. Sa peau épaisse, de méme que ses cloisons internes sont riches en tanins
ce qu’il lui confére un gout acres et ameres. Les étude sont montré que les antioxydants trouvés

dans la grenade ont des effets bénéfiques sur la santé cardiovasculaire (Rosenblat et al., 2006).

De nombreuses affections humaines incluent le stress oxydatif, local ou général, dans leur
pathogenése. Dans plusieurs maladies graves, notamment celles liées au avilissement, le stress
oxydant est le facteur déclenchant original (c’est le cas des cancers, des maladies
neurodégénératives ...). Dans de nombreuses autres maladies, le stress oxydant est secondaire a
I’établissement de pathologie, mais participe a ses complications immunitaires ou vasculaires (c’est
le cas de maladies infectieuses comme le SIDA, le diabéte, I’insuffisance rénale...). Il semble donc
important de rechercher constamment de nouveaux antioxydants qui peuvent agir dans la prévention
des maladies dégénératives a la condition d’étre apportées a doses modérées car la production
basale de radicaux libres est indispensable a de nombreuses fonctions et ne doit pas étre supprimée
(Bennamara, 2017).L’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs propriétés
thérapeutique, a augmenté considérablement. Des recherches scientifique dans divers spécialités ont
été développées pour I’extraction, I’identification et la quantification de ces composés a partir de
plusieurs substances naturelles a savoirs, les plantes médicinales (Sanchez-Moreno, 2002 ;Marc et
al., 2004;Huang et al., 2005).

La découverte des antibiotiques (antibactérien et antifongique) constituait une véritable
révolution dans la lutte les maladies infectieuses. Cependant, la consommation inappropriée et
I’utilisation abusive d’antibiotique ont accéléré 1’apparition de bactéries multi résistantes qui
constituent actuellement un réel probléme. La plupart des infections, qu’elles soient bénignes ou
graves sont de plus en plus difficiles a traiter (OMS, 2005).Les chercheurs ont mené a trouver des
principes actifs qui donnent aux plantes meédicinales leurs effets thérapeutiques aprés plusieurs
étude in vitro.Ces ressources naturelles deviennent alors une des plus importantes et intéressantes
pistes a explorer pour la recherche de nouveaux produits antibactériens plus efficaces (Wright et
Sutherland, 2007).



Introduction

Notre étude a pour objectif d’investiguer les activités antioxydantes et antibactériennes de la

peau de grenade. Dans ce présent travail, 1’étude sera divisée en deux parties :

- Une partie bibliographique dans laquelle seront rapportées certaines informations de base

nécessaires pour la comprehension du travail expérimental.

- Une partie expérimentale expliquant le matériel utilisé et la méthodologie adoptée ainsi

que la présentation des résultats et leur discussion.



Etudes Bibliographiques

I.1. Rappels bibliographique sur la grenade et son écorce
1.1.1. Genéralité sur la grenade

Le grenadier est un arbre fruitier auto-fertile qui appartient a la famille des Punicaceae
comprenant trois especes différentes : Punica protopunica, Punica nana et Punica granatum. Il est
connu sous le nom de Pomegranate dans la langue anglaise, Granados pour la langue espagnole
(Ben Abdennebi, 2012). La grenade est globalement cultivée dans de nombreuses régions
géographique, en répondant aux besoins nutritionnels et médicinales des populations des différentes
pays comme les Pays du bassin méditerranéen, I’Iran, 1’Inde, la Chine, le Chili, les Etats-Unis et
plus récemment 1’Afrique du Sud (Al-Said et al., 2009 ; Holland et al., 2009 ; Fawole et al.,
2011).

Le grenadier est un arbre ou arbuste buissonnant de 2,5m de haut, 1égérement épineux, au
feuillage caduc et au tronc tortueux (Lairini et al., 2014). La grenade, est une baie ronde, de la
taille d’'une pomme ou d’une orange, de 2a 12 cm de diamétre, tres colorée, généralement de
couleur rouge vif, a blanc jaunatre, ou jaune foncé marbrée ou encore de violet tres foncé, selon

I’espece et le degré de maturité du fruit (Sharrif et Hamed, 2012).

Les graines du fruit, qui constituent la partie comestible, sont enveloppées dans des turnes
séparées par des cloisons ténues et membraneuses de couleur blanche jaunatre (Qnais et al., 2007).
Selon Yasoubi et al. (2007), Le jus et la peau de grenade contiennent des quantités de polyphénols
comme les tanins ellagique, 1’acide ellagique et I’acide gallique il a été utilisé dans la préparation de
formule cosmétique, thérapeutique et alimentaire. La peau de grenade est une bonne source
d’antioxydants. Des études faites sur la composition de la grenade, ont signalé la richesse de ses

différentes parties en de nombreux composés chimiques ayant un grand pouvoir préventif et curatif.

La grenade est un fruit qui est largement utilisée dans I’alimentation humaine, dans
I’industrie telle que le tannage et I’extraction de jus, confiture, sirop, sauc et dans des multiples
applications thérapeutiques aussi bien en médecine traditionnelle que dans la recherche médicale
(Oukabli, 2004).
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Figure 01 : Fleurs et fruits du Grenadier (Punica granatum L) (Flora ) (Von Deutschland et

1.1.2.

Schweiz. 1885).

Classification Botanique :

Le grenadier a été décrit par Linne et introduit dans sa classification en 1753. (Spichiger et

al., 2009). Telle est Cette classification

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Magnoliopsida

Ordre : Myrtales

Famille : Punicaceae

Genre : Punica

Espese : Punica granatum L

Figure 02 : Arbre de Punica granatum.



Etudes Bibliographiques

La famille des Punicacées n’existe plus, dans cette nouvelle classification. Alors le grenadier
appartient a la famille des Lythracées, qui comportant 30genres et 600 espéces (Spichiger,

Savolation et al., 2004).

1.1.3. Principales parties du grenadier
1.1.3.1. Feuilles

Les feuilles opposées a court pétiole, ovales, entieres, vertes brillantes, sont opposées. Elles
peuvent avoir une disposition alterne sur les rejets ou étre en touffes sur les pousses courtes. Elles
sont glabres sur les deux faces. La face supérieure est vert foncé et a nervure médiane nettement
déprimée. La face inférieure, vert clair, montre une nervure médiane trés saillante. (Godet, 1991).

Elles ne possédent pas de stipule.

Figure 03 : Feuilles du Punica granatum.
1.1.3.2. Fleurs

Les fleurs portent le nom de balaustes, elles sont trés ornementales. Les fleurs seches sont
sans odeur. Elles sont une saveur apre et astringente et donnent a la salive une couleur violacée. Les
fleurs rouges, pourpres ou grenats sont solitaires a 1’aisselle des feuilles ou réunies par groupe de 2

ou 3. (Fabre et Ermosilla, 2008).

Figure 04 : Fleur du Punica granatum
6
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1.1.3.3. Fruits

Le fruit du grenadier, est une baie ronde, cortiquée, ¢’est-a-dire a épicarpe cutinisé et dur, de
taille d’'une pomme ou d’une oronge, de 2 & 12 cm de diamétre. Trés coloré, généralement de
couleur rouge Vif, peut avoir une peau de teinte blanc jaunatre, ou jaune foncé ou encore violet trés
foncé. Elle est surmontée des restes du calice, forment une couronne dentée, qui la rend facilement
identifiable. Son péricarpe, coriace et épais, est non comestible (Elodie, 2009). Cette baie garde de
nombreuses graines dans des loges, séparées par des cloisons ténues et membraneuses .Toutes ces
graines possedent un mésocarpe charnu et gélatineux, acidulé et sucré, représentant la partie

comestible du fruit.

L’écorce du fruit du grenadier est Appelée malicorium. 1l s’agit de la partie dure du fruit.
Elle est utilisée séchée, sous la forme de morceaux brunatres ou vert rougeatre a 1’extérieur, un peu

verruqueux, brillants, jaunatres sur la face intérieure concave, portant souvent I’empreinte des

graines qui y étaient appliquées. La saveur de 1’écorce de grenade est amére et astringente.
(Planchon et Collin, 1875).

Figure 05 : Fruits du grenadier.
1.1.4. Constituants des extraits de certaines parties des grenades

De maniere générale, la composition de la partie comestible de la grenade est bien décrite.
En ce qui concerne la peau du fruit et les pépins, seules certaines classes de molécules ont été
relativement bien étudiées. Chacun de ses compartiments posséde des constituants spécifiques
(Figure 06) dont les teneurs dépendent de la varieté, la saison, le stade de maturité, ainsi que du lieu

géographique et des conditions de culture (Gil, Tomas-Barberan et al., 2000).
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Figures 06 : Principaux constituants de différentes parties de la grenade ou de leur extrait (Figure
modifiée de (Al-Muammar and Khan, 2012)

1.1.5. Intérét de la grenade
1.1.5.1. Intérét nutritionnel

La grenade est un fruit de valeur nutritionnelle élevée, elle est tres proche de la figue fraiche
et de la mangue par sa valeur énergétique et sa teneur en glucides. Elle est trés juteuse étres sucrée,
mais la présence d’acide citrique la rend également acidulée. La grenade est aussi une source non
négligeable de vitamine C. Cette vitamine antioxydante et antifatigue, contribue a la santé des os,
des cartilages, des dents et des gencives. De plus, elle protege contre les infections, favorise

I’absorption du fer contenu dans les végétaux et accélérera cicatrisation,

Ce fruit fournit aussi de nombreuses vitamines du groupe B, et plus particulierement de la
vitamine B6, également connue sous le nom de pyridoxine. Cette derniére fait partie des coenzymes
qui participent au métabolisme des protéines et des acides gras, ainsi qu’a la fabrication de
neurotransmetteurs. De plus, elle collabore a la fabrication de globules rouges. Elle est aussi
nécessaire a la transformation du glycogene en glucose et contribue au bon fonctionnement du

systéeme immunitaire. Enfin, cette vitamine joue un réle dans la formation des cellules nerveuses.

La grenade renferme également de nombreux oligo-éléments et minéraux, tels que le

potassium, phosphore, calcium, magnésium, fer, zinc et cuivre. La grenade, a condition d’en

8
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consommer les graines, est trés riche en fibres insolubles contenues dans le tégument de ces graines

(Benmeziane et Bedja, 2012).

Tableau 01: composition chimique et valeur nutritionnelle de la portion comestible de grenade

(Storey, 2007).

Constituants Quantitépar100g
Eau (g) 80a84,4
Protéines (g) 0,5a0,95
lipides(g) 0,3a0,9
Glucides (g) 16,4
Fibres (Q) 0,2a0,6
Cendres(g) 0,36 20,73
Calcium (mg) 3al2
Phosphore (mg) 8
Fer (mg) 03al,2
Sodium (mg) 3
Potassium (mg) 259
Caroténes (mg) 0
Thiamine(B1)(mg) 0,03
Riboflavine(B2)(mg) 0,03
Acide ascorbique (mg) 4 a6
Acide citrique (mg) 0,46 a 3,
Acide borique (mg) 6 0,005

1.1.4.2. Intérét therapeutique

A été utilisé depuis des siecles pour ses vertus thérapeutiques. En médecine Ayurvedique, le

grenadier est considéré comme « une pharmacie en soi » et il a été utilise comme agent
antiparasitaire, un « tonique sanguin » et pour traiter les aphtes, les diarrhées et les ulcéres. Le
grenadier a servi aussi de remede pour le diabéte dans le systeme Unani de la médecine pratiquée au
Moyent Orient et en Inde (Jurenka, 2008).

Les propriétés thérapeutiques potentielles du grenadier sont trés variées et incluent
traitement et prévention du cancer, les maladies cardiovasculaires, diabéte, dysfonctionnement
érectile et protection contre les radiations ultraviolettes. Ces activités thérapeutiques sont attribuées
a différents mécanismes. La plupart des recherches se sont concentrées sur les propriétes
antioxydantes, anticarcinogénique, anti-inflammatoire et antidiabétique du grenadier (Jurenka,
2008).
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1.2.  Activités antioxydantes
1.2.1. Notions générale

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou
empécher I’oxydation de ces substrats (Berger, 2006 ; Droge, 2002). Les systemes anti oxydants
peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur origine (Delattre et
al ; 2005), La nature des systemes antioxydants differe selon les tissus et les types cellulaires et
selon qu’on se trouve dans le milieu Intracellulaire ou extracellulaire (Bonnefont- Rousselot D et
al., 2003)

1.2.2. Radicaux libre

Les radicaux libres sont des espéces chimiques posséde un électron libre ¢’est-a-dire non
apparié dans leur périphérique. Ces radicaux vont se stabiliser en acceptant un électron, en
s’arrachant a une autre molécule qui devient alors déséquilibrée donc instable. Une réaction en
chaine (déclencher par tel mécanisme) conduisant a la dégradation des molécules et a leur

désintégration en molécules plus petites (Morelle et esrael, 2003).
1.2.2.1. Espéces réactives de ’oxygene

L’appellation ‘‘espéces réactives de 1’oxygéne’’ (ROS) se rapporte aux radicaux libres de
I’oxygene (des radicaux primaires et secondaires qui pouvant étre retrouvées dans les espaces

biologiques) (Novelli, 1997).

Tableau 02 : Espéces réactives a I’oxygene primaires et secondaires (Novelli, 1997).

ROS primaire ROS secondaire
Radical superoxyde (O;") Des radicaux alkyle (R")
Radical hydroxyle (OH") Alkoxyle (RO
Monoxyde d’azote (NO") Alkyle peroxyle (ROO")

Ces derniéres especes chimiques sont le résultat de 1’oxydation de radicaux libres oxygénés

« primaire» (O;', OH’) sur les principales molécules biochimiques comme les acides gras
10
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polyinsaturés. Ces ROS secondaires sont surtout sélectifs (d’autre part moins réactifs) que les ROS
primaire (Vergely et Rochette, 2003).0On doit noter par ailleurs certains dérivées oxygénés non
radicalaires ayant une méme dégrée de toxicit¢é que 1’oxygene singulet (102), peroxyde

d’hydrogene (H20,), peroxynitrite (ONOO") (Novelli, 1997).

1.2.2.2.  Production des radicaux libres

La synthése des espéces radicalaires est dans les organismes vivants. Ce synthese peut étre
morbide et il va généralement de pair avec le métabolisme cellulaire de I’oxygéne ainsi que les
réactions d’oxydo-reduction (Lliwell et Gutte, 1989). On outre, il est susceptible de s’avérer

endogene ou exogene.
1.2.2.2.1 Synthése d’origine endogene
A) La mitochondrie

La mitochondrie est la source majeur d’O,". La production d’O;" est reliée a I’intensité
d’oxygénation (dans les conditions physiologiques) (addition d’un seule électron, réaction 01).
Ainsi, les désordres mitochondriaux génétiques, inflammatoires ou nutritionnels peuvent étre des
facteurs amplificateurs de cette synthése (Sampayo et al., 2003).

Réaction 01

02 + 1 G O
B) Cellule phagocytaires

Les cellules phagocytaires sont pourvus de la NADPH oxydase, pour voyeur quasi
exclusifen radical superoxyde (O;7). Cette enzyme n’est habituellement activée que lorsque la
cellule phagocytaire est elle-méme mise en activée forcée. 1l en découle une intense consommation
d’oxygeéne qui se décline sous la dénomination universelle : respiretory burst. Le superoxyde ainsi
synthétisé est responsable du processus de production d’autres particules chimiques réactives a
I’image de peroxyde d’hydrogéne (H»O2) ou I’hypochlorite (ClO’), éléments des structures
probablement uniques du matériel phagocyté. Ce mécanisme de synthese de dérivés réactifs de
I’oxygene est surtout provoqué au cours des diverses infections et serait impliqué dans le stress
oxydatif ce qui est évidement de nature a pouvant compliquer ces processus de désordre

pathologique (Fahen et cohen, 1992).

C) Les xanthines oxydases/ xanthines déshydrogénases
La xanthines déshydrogénase est une enzyme ubiquitaire qui participe dans le catabolisme
de I’ATP. La xanthine oxydase résultant d’une transformation de xanthine déshydrogénase qui elle

méme engendre du superoxyde en présence d’oxygéne ou de xanthine ou d’hypoxanthine, la
11
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conséquence étant la production du peroxyde d’hydrogéne et d’autres réactions radicalaires. Il
s’ensuit que ce processus de synthése de dérivés réactifs de 1’oxygeéne devrait certainement prendre
part au stress oxydatif chez surtout les patients victimes d’une pathologie ischémique (Fahen et
cohen, 1992 ; Vergely et Rochette, 2003).

Réaction 02
Xanthine +20,+H,0 xanthine oxy3ase acide urique +20,"+2H (Marfak, 2003)
D) Lesions métalliques

Comme le fer et le cuivre, sont connus pour étre des précurseurs substantiels de processus
radicalaire dans les expériences in vitro :ils transforment H,O; en radical hydroxyl (OH") qui est
doté d’une force de nuisance plus marquée encore. Ils intensifient tout particulicrement la
peroxydation lipidique (Fahn et cohen, 1992). Selon Rabaud et al. (1997), le radical hydroxyl
(OH") est produit a partir de H,O, selon deux réactions non enzymatiques, en présence de forme
ionisées de metaux de transition (fer, cuivre)

-La réaction de fenton : H,0, + Fe’* — OH +OH’ +Fe®"

-La réaction de Fe** par O, fournit le Fe?* nécessaire a la réaction,
Fe** +0, — Fe™* 0,

-La réaction d’Haber-weiss : O,” + H,O, — OH" + OH + O..

1.2.2.2.2. Syntheése d’origines exogénes

Les étres vivants sont soumis a 1’agression de différents agents exogénes capable de donner
naissance a des radicaux libres comme Les rayonnement UV, la radiolyse de molécules d’cau
(rayons ionisants X ou Yy), I’activation des molécules photo sensibilisantes (rayon UV) dont le

résultats est la production des anions superoxydes et de I’oxygeéne singlet (Favier, 2003).

Il existe d’autres facteurs externes sont aussi incriminées. Tels que ; la cigarette, les produits
chimiques, les pesticides et les poussi¢res d’amiante, la consommation d’alcool, I’effort physique

intense (Morelle et Israel, 2003).

12
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Figure 07 : Résumé des sources exogeénes et endogenes des radicaux libres.

1.2.2.3. Conséquences du stress oxydant

Les radicaux libres sont impliqués dans différentes pathologies telles que les maladies
cardiovasculaires (athérosclérose), la cataracte, le cancer, le vieillissement, les maladies
inflammatoires (asthme, arthrite rhumatoide, allergies), et les maladies neurodégénératives telles

que Parkinson et Alzheimer (Issaadi, 2010).

Le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production
mitochondriale de radicaux libres ce qui explique I’implication de ce stress. Les radicaux libres
interviennent dans l'activation des pro-carcinogénes en carcinogenes, créent des 1ésions de I’ADN,

amplifient les signaux de prolifération et inhibent les genes suppresseurs de tumeur. (Favier, 2003).

De nombreuses anomalies pathologiques sont également induites par le stress oxydant :
malformations des feetus, dépots de protéines anormales, fibrose, formation d’auto-anticorps, dépots

de lipides oxydés, immunosuppression (Favier, 2006).
1.2.2.4.  Activité antioxydante

1.2.2.4.1. Antioxydants endogenes

a) Antioxydants endogénes enzymatique

Superoxyde dismutase (SOD)
Cette enzyme catalyse la dismutation de 1’0O2e- en H202. La SOD existe sous trois

isoformes qui se différencient par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur métallique : une
forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD), une forme
mitochondriale associée au manganese (Mn-SOD) et une forme extracellulaire (EC-SOD) (Garait,
2006).

La catalase
13
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On retrouve principalement au sein des peroxysomes, dans les hépatocytes, les érythrocytes
et les cellules rénales. Elle catalyse la dismutation de peroxyde d’hydrogéne on oxygene et en eau.

2H,0 — 2H,0+0; (Valko et al., 2006)

La glutathion peroxydase

Le role de la (GPx) est de réduire d’une part le peroxyde d'hydrogene en molécule d’eau, et
d’autre part les hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools (Marfak, 2003).et a un rdle
essentiel dans le cycle redox car elle permet le maintien d’un milieu intracellulaire réducteur avec
un taux élevé de GSH et un faible taux de GSSG (Daponte, 2013).Lors de cette réaction, qui
demande I’intervention de deux molécules de glutathion (GSH), celles-ci se transforment en
glutathion-disulfure (GSSG). (Marfak, 2003).

H,0,+ 2GSH — 2H,0 + GSSG
GPx
ROOH + 2GSH — ROH + H,0 + GSSG

a) Antioxydants non-enzymatiques

Ce type d’antioxydant posséde un avantage considérable par rapport aux antioxydants
enzymatiques. Du fait de leur petite taille, ils peuvent en effet pénétrer facilement au cceur des
cellules et se localiser a proximité des cibles biologiques. Parmi ces molécules on peut citer le
glutathion, 1’acide wurique, la bilirubine et certaines protéines (transferrine, ferritine,
ceruleoplasmine) qui maintiennent les métaux de transition dans un état inactif pour la formation
d’ERO (Pincemail., 2002).

1.2.2.4.2.  Antioxydants exogenes

14
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L’organisme peut tirer profit de nombreux antioxydants exogéne naturel présent dans son
alimentation (Morelle et Israel, 2003).dont le r6le essentiel est de neutraliser les effets toxiques des
EOR, limitant ainsi toute atteinte de I’intégrité cellulaire. Parmi ceux-Ci, on retrouve certaines
vitamines : la vitamine E (atocophérol), la vitamine C (ascorbate), les caroténoides (vitamine A et
B-caroténe, les flavonoides...), les polyphénols, les acides gras (oméga-3 et oméga-6) et les

oligoéléments (zinc, manganese et sélénium) et les huiles essentielles (Koechlin-Ramonatxo,

mécanismes de réparation mécanismes de prévention mécanismes d’adaptation
(protéines (protéasome), (chélation des métaux de trarsition) (protéines de choc thermique,
ADN (endonucléases, ligases), héme oxygémse)

lipides (phospholipases ) ] /

systémes de protection contre les
dommages cellulaires causés par les EOA

N\

molécules de bas poids moléculaire

/ \

synthétisées par extraites de plantes

enzymes antioxydantes
(SOD, catalase, glutathion peroxydases,

thiorédoxines, peroxyrédoxines )

I’organisme (ginkgo biloba, pycnogéml,

protéines antioxydantes sylimrine, ..)

(céruléoplasmine, albumine, (glutathione, ubiquinone,

transférrine, thiols, paraoxonase ) histidine) L
A
oligo — éléments
(sélénium, cuivre, apportées par I’alimentation
zinc, manganése) (vitamine C, tocophérols, caroténoides (caroténes,

lycopéne, xéaxanthine, lutéine), polyphénols )

2006). Ces substances ne permettent que 1’élimination d’un seul radical libre a la fois pour pouvoir

fonctionner a nouveau. Les different antioxydant sont résumés dans la figurel10
Figure 08 : Réseau des antioxydants (Defraigne et Pincemail, 2008)

1.2.2. Mode d’action des antioxydants

Les antioxydants sont des agents de prévention, ils bloquent 1’initiation en complexant les
catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygéne, ou des agents de terminaison capables de dévier ou de
piéger les radicaux libres. Ils agissent en formant des produits finis non radicalaires. D’autres en
interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical
d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec un nouvel acide gras, tandis que d’autres
antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de I’oxygene singulet pour la transformer en chaleur

(Berset et Cervelier, 1996).
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1.3.  Activités antibactériennes

1.3.1. Définitions
Les méthodes utilisées pour évaluer ’activité antimicrobienne in vitro des plantes sont
nombreuses et donnent par moment des résultats différents selon les conditions expérimentales

adoptées par chague manipulateur (Suhr et Nielsen, 2003).

Les méthodes les plus utilisées sont la méthode de diffusion et la méthode de dilution. Dans
la premiére méthode les extraits sont déposés sur des disques de papier ou dans des puits creusés.
Dans la seconde méthode, les extraits sont incorporés dans le bouillon de culture ou d’autre liquide

dans lesquels les bactéries sont présentes. (Lahlou, 2004 ; Bosio et al., 2000).

1.3.1. Définitions d’antibacterien

Un antibactérien est une substance qui tue ou inhibe la croissance des micro-organismes
comme les bactéries. Sur la base du mode d’action, La sensibilité d’une bactérie a un antibactérien
varie selon la nature de la substance antibactérienne (Dorman et Deans, 2000). Les antibiotiques
(des produits microbiens ou leur derives, sont capables de tuer les microorganismes sensibles ou
empécher leur croissance) (Precott et al., 1995). Leur action étant spécifique et dirigée contre les
microorganismes, les antibiotiques peuvent pratiquer leurs actions sur des structures ou des
mécanismes essentiels a la croissance ou a la survie des bactéries. Ainsi, ceux qui stoppent la
croissance bacterienne sont qualifié de (bactériostatique) alors que ceux qui tuent les bactéries sont
dits (bactéricides).
1.3.2. Origine d’antibiotique

Les antibiotiques sont représentés par des molécules d’origine naturelles et leur dérivés, et
aussi d’origine synthétique ou semi synthétique (Newman et al., 2003 ; Singh et Barett, 2006).
Les antibiotiques synthétiques sont obtenus, soit a partir de dérivés totalement artificiels, soit en
recréant des substances initialement extraites de microorganismes. Les antibiotiques semi-

synthétiques sont issus de la modification, en laboratoire, de substances produites par des micro-

organismes.
1.3.3. Cibles bactériennes des antibiotiques

Les cibles des antibiotiques avec leurs diverses clases sont impliquées dans les fonctions

physiologiques ou métaboliques de la bactérie d’une facon trés spécifiques sur certaines structures
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de la cellule bactérienne. Les différents mécanismes d’action des antibiotiques sur la cellule

bactérienne sont résumés dans la Figure 12.

Inhibition de la synthése de la paroi cellulaire .
Inhibition de la synthése des protéines
P-lactames =

OTP—p- g DHP —» —3 DHF = ~dTMP—p 3 DN '}g,AR..\tr
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Figure 09 : Mode d’action des antibiotiques (Singh et Barrett, 2006).

b) DPH : dihydroptéroate
c) DHF : dihydrofolate
d) THF : tétrahydrofolate

1.3.4. Notion du bactériostatique et du bactéricide

Quand I’ATB inhibe seulement la croissance des bactéries, on parle ici de 1’effet
bactériostatique, mais lorsque I’ATB provoque la mort des bactéries on parle de 1’effet bactéricide

(Haddouchi et al., 1999).
1.3.4.1. Effet bactériostatique

C’est une activité bactérienne au cours de laquelle il ne se manifeste aucune destruction
bactérienne, on remargue une inhibition de la croissance bactérienne, croissance qui reprend deés
que la substance disparait. En limitant la croissance bactérienne, la molécule permet aux défenses
naturelles de l’organisme d’entrer en jeu sans é&tre dépassées. L’effet bactériostatique d’une
molécule est évalué par la concentration minimale inhibitrice. Pour une souche donnée, la CMI est
la plus faible concentration inhibitrice d’antibiotique pour laquelle il n’a plus des germes

microbiens visibles (Muanda, 2010).

1.3.4.2. Effet bactéricide

C’est un effet qui se manifeste par une accélération de la mort des bactéries aux
concentrations d’ATB utilisées in vivo ou in vitro ; s’il persiste moins de 0,01% de survivants apres

18 h de culture (Muanda, 2010).
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La concentration bactéricide minimale (CBM) est la plus faible concentration d'un agent
antibactérien nécessaire pour tuer une bactérie particuliére. Elle peut étre déterminée a partir des
tests de concentration minimale inhibitrice (CMI) de dilution en bouillon en repiquant les bactéries
sur des plaques d'agar qui ne contiennent pas l'agent antibactérien que I'on teste. La CBM est
identifiée en déterminant la concentration la plus faible d'agent antibactérien qui réduit la viabilité
de I'inoculum bactérien initial a un niveau supérieur ou égal a 99,9%. La CBM est complémentaire
a la CMI ; alors que le test CMI indique le niveau le plus bas d'agent antimicrobien qui inhibe la
croissance, le CBM indique le niveau le plus bas d'agent antimicrobien qui entraine la mort
microbienne. Cela signifie que méme si une CMI particuliére montre une inhibition, le repiquage
des bactéries sur de la gélose peut encore entrainer la prolifération de I'organisme car
I'antimicrobien n'a pas causé la mort. Les agents antibactériens sont généralement considérés

comme bactéricides si la CBM ne dépasse pas quatre fois la CMI. (Muanda, 2010)

1.3.5. Résistance microbienne aux antibiotiques (Auto-antibio-résistance)

Elle est définie comme une résistance d'un micro-organisme a un médicament antimicrobien
auquel il était précédemment sensible (Alwash et al., 2013). Cette résistance provient de
I’utilisation intensive d'antibiotiques & des fins humaines, vétérinaire et agricole, causant leur
libération continue dans I'environnement et I'évolution des genes résistants (Rizzo et al., 2013;
Sahu et al., 2012), les maladies d’immunosuppression peuvent causer aussi le développement de

cette résistance (Sivananthan, 2013).

Les bactéries peuvent développer une résistance aux antibiotiques a travers plusieurs
mécanismes, notamment, la modification ou 1’¢limination des sites de liaison des agents
antibactériens, la régulation de la production des enzymes qui peuvent désactiver l'agent
antimicrobien, le réglage ou la modification des canaux membranaires par lesquelles 1’antibiotique
traverse les cellules (Tenover, 2006), le changement de la perméabilité cellulaire et le transfert

horizontal de genes de résistance (Rodriguez-Rojas et al., 2013).
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1.4. Activités antifongiques
Définitions
Les antifongiques sont des substances (naturelles) capables de détruire sélectivement ou non
les différents champignons rencontrés en mycologie. Ils s’administrent par voie locale ou générale
(O’fel, 1982). L’activité antifongique est également dépendante de la concentration des éléments
fongiques, du temps de contact avec I’antifongique, du pH du milieu et de la température ambiante.
Une échelle de mesure de ’activité antimicrobienne (des antibiotiques) a été mise par Meena et

Sethi (1994), répartissant les diametres des zones d’inhibition en 04 classes :
e Fortement inhibitrice: lorsque le diamétre de zone d’inhibition > 28 mm.

e Modérément inhibitrice: le diamétre de la zone d’inhibition est compris entre 16 mm et

28 mm.

e Leégerement inhibitrice: le diamétre de la zone d’inhibition est compris entre 10 mm et

16 mm.

¢ Non inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est < 10 mm.

1.4.1. Classes de composés et leurs activités antifongiques

1.4.1.1. Terpénoides

Terpénoides (ou isoprénoides), une sous-classe des prényllipides (terpénes, nones et sterols),
représentent le groupe le plus ancien par les plantes et sont probablement le groupe le plus répandu
de produits naturels. 1l a été rapporté dans la littérature que les aglycones de terpénoides sont plus
stables et actif par rapport aux glycosides. Par exemple quatre iridiods non glycosidiques ont été
découverts chez Aliertial macrophylla et deux des hydroxydes la et 1b drocornine aglycones a
montré une fongitoxicité contre une gamme de Clostridium et especes d'Aspergillus (Young et al.,
1992).
1.4.1.2. Saponines

Une source importante d'antifongiques constitutifs est les saponines. Les saponines sont
naturelles, les détergents qui sont des agents anticancéreux efficaces antimicrobiens et
hypocholestérolémiants livres sterling. Ces composés chimiquement liés au groupe triterpénoide
tels que les saponines triterpéniques, ainsi que les saponines stéroidiennes, ont également été isolées

en tant que constituants antifun-gal. (Nagata et al., 1985).
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1.4.1.3. Composeés phénoliques

Ces dernieres années, un grand nombre d'études ont été publiées sur [activité
antimicrobienne des composés phénoliques d'origine naturelle. Dans de nombreux cas, ces
substances servent de mécanismes de défense contre les micro-organismes et les insectes, etc.
Certaines plantes donnent leurs odeurs comme les terpénoides, mais d'autres (quinones et tanins)
sont responsables des pigments végétaux. Un grand nombre de plantes aromatiques montrent une
activité antibactérienne et souvent antifongique. Ces composés comprennent les phénols simples et
alkylés, I'acide phénolique, les phénylpropanoides, les coumarines, les quinines, les anthraquinones
et les xanthones, etc. ont été rapportés avec d'autres acides phénoliques comme constituants

antifongiques constitutifs (Tahara et al., 1984).

1.4.1.4. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés chimiques naturels contenant des atomes d'azote basiques.
Il existe de nombreux rapports sur les alcaloides présentant une activité contre les pathogénes, par
exemple, l'alcaloide isoquinoléine jatrorrhizine, une gamme de peptidealkaloides, la quinolizidine

alcaloide dietamnine et les alcaloides pyrrolizidine, etc., (Harborne et Baxter, 1993).
1.4.1.5. Protéines et peptides

La défensine a été isolée de la légumineuse Trigonella foenum-graecum, la protéine est
caractérisée par la présence de huit résidus de cystéine, conservés les différentes défensines
végétales et formant quatre ponts disulfures qui stabilisent le Peptide mature. La protéine a présenté
une activité antifongique contre I'n6te large Champignon de l'aire de répartition, R. solani et le

champignon de la tache de la feuille d'arachide, Phaeoisariopsis personata (Olli et Kirti, 2006).
1.4.2 Meécanismes d'action antifongiques

1.4.2.1. Inhibition de la formation de paroi cellulaire

La paroi cellulaire fongique est principalement constituée de p-glucanes. Si la synthese de
ces composes est inhibée, I'intégrité de la paroi cellulaire va se perturber (Walker et White, 2011 ;
Mc Clanahan, 2009).

1.4.2.3 Rupture de la membrane cellulaire

Les ergostérols sont essentiels pour la membrane cellulaire. Si ces stérols sont liés par des

médicaments antifongiques, ou si leur synthése est inhibée par des inhibiteurs de la biosynthéese de
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I'ergostérol, I'intégrité de la membrane cellulaire va se rompre. La membrane devient alors étanche
(Walker et White, 2011 ; Mc Clanahan, 2009).

1.4.2.3. Dysfonctionnement de la mitochondrie fongique

L'inhibition du transport d'électrons mitochondrial entrainera une réduction du potentiel
membranaire mitochondrial. L'inhibition peut se produire via I'inhibition des pompes a protons dans
la chaine respiratoire, entrainant une réduction de la production d'’ATP et la mort cellulaire
subséquente (Walker et White, 2011 ; Kim et al., 2013).

1.4.2.4. Inhibition de la division cellulaire

L'inhibition de la division cellulaire peut se produire par I'inhibition de la polymérisation des
microtubules, inhibant ainsi la formation du fuseau mitotique (Walker et White, 2011 ; Mc
Clanahan, 2009).

1.4.2.5. Inhibition de la synthése ARN / ADN ou synthese protéique

Si l'agent antifongique pénétre dans la cellule, par exemple via un transport actif sur des
ATPases, et interfere avec I'ARN, il peut provoquer une synthése d'’ARN défectueuse et une
inhibition de la transcription de I'ADN. L'inhibition de la synthése des protéines est également une
cible antifongique connue (Clanahan, 2009).

1.4.2.6. Inhibition des pompes d'efflux

Les pompes a efflux sont présentes dans toutes les cellules vivantes et leur fonction est de
transporter des substances toxiques hors de la cellule (Kang et al., 2010). Ce transport inclut
souvent le transport du médicament accumulé hors de la cellule fongique. La surexpression des
pompes d'efflux peut conduire a une pharmacorésistance. En inhibant les pompes d'efflux, on pense
que la résistance aux médicaments peut étre réduite (Kang et al., 2010).
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Figure 10 : Cibles des différents antifongiques

1.4.3. Evaluation de I’activité antifongique

Plusieurs parameétres sont utilisés dans la bibliographie pour évaluer 1’activité antifongique.

Parmi ces parameétres, on peut citer :

1.4.3.1 Détermination I’indice antifongique
L’indice antifongique est déterminé apres I’incubation pendant 144 h en tenant compte de la

croissance de témoin. On calcule I’indice antifongique par la formule suivante (Chang et al.,
1999) :
IA = (1-Da/Db) x100

Da: diamétre de la zone de croissance de 1’essai.

Db: diameétre de la zone de croissance du témoin.

1.4.3.2. Détermination des concentrations minimale inhibitrices (CMI)

Il s’agit d’évaluer la plus petite concentration pour laquelle aucun développement de

champignons n’est visible a I’ceil nu.

1.4.3.3.Détermination de la vitesse de croissance mycélienne (VCM)
La vitesse de la croissance mycélienne (VCM) de chaque concentration peut étre

déterminée par la formule suivante :
VCM = [D1/Tel] + [(D2-D1)/Te2] + [(D3-D2)/T63] +...+ [(Dn-Dn-l)/Ten]
D: diametre de la zone de croissance du

D Di: diamétre de la zone de croissance chaque jour (i).

Te: temps d’incubation.
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1.5. Composition et activités biologiques de I’extrait méthanolique de I’écorce de grenade

L’écorce de grenade contient plusieurs constituants appelés les polyphénols tells que :

. Acides phénoliques.
. Acides cinnamiques.
. Flavonoides :

- Flavonols.

- Anthocyanes.

- Tanins.

1.5.1. Compostions de I’extrait méthanolique de I’écorce de grenade

Les composes phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques
comprenant au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs groupes hydroxyle, en plus d'autres
constituants (Salunkhe, 1990). Les polyphénols naturels vont de molécules simples, comme les
acides phénoligues, a des composés hautement polymeérisés comme les tanins. Il existe différentes
classes de polyphénols, notamment : les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les
stilbenes, les lignanes, les saponines, les phytostérols ou bien phytostanols. Les plus importants

sont : les acides phénoliques, les flavonoides et les tanins (Salunkhe, 1990).

1.5.1.1. Acides phénolique

Les acides phénoliques sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et
médicinales (Psotova et al., 2003). Les acides phénoliques sont formés d'un squelette a sept atomes
de carbone. Ils sont principalement présents dans la grenade par la présence de I'acide gallique et

I’acide ellagique (Amakura et al., 2000).

O.__OH
¥ o
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| - -
HO o OH b i
OH o
Figure 11 : Acide gallique. Figure 12 : Acide ellagique.
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On distingue deux principales classes d’acide phénolique; les dérivés de 1’acide benzoique

(Guignard, 1996), et les dérivés de 1’acide cinnamique (Malagas, 1992).

La concentration de I’acide hydroxybenzoique est généralement tres faible chez les végétaux
comestibles. Ces dérivés sont assez rares dans l’alimentation humaine par contre ceux d’acides
hydroxycinnamiques sont trés présents (Fleuriet et al., 2005). Les acides benzoiques sont formés
d'un squelette a sept atomes de carbones. lls sont principalement représentés par les acides
phydroxybenzoiques, protocatéchiques, vanilliques, galliques, salicyliques et gentisiques. Les
acides protocatéchiques et galliques ont des fonctions différentes dans la plante. Le premier est tres
largement répandu, le second est plus rare, il est rencontré dans la nature surtout sous forme de

dimeére (Ribereau-Gayon, 1968).

Les acides cinnamiques possedent une structure du type C6-C3. Les composés les plus
fréquents sont l'acide p-coumarique, l'acide o-coumarique, l'acide caféique et l'acide cinnamique
(Ribereau-Gayon, 1968). Les différentes coumarines dérivent des acides cinnamiques ortho-
hydroxylés, de méme que la coumarine elle-méme dérive de I'acide o-coumarique. Les coumarines
les plus fréquentes sont I'umbelliférone ou ombelliférone, I'aesculétine, la scopolétine, dont les
substitutions correspondent respectivement aux acides p-coumarique, caféique et férulique.

Signalons egalement la fraxétine et la daphnétine (Dean, 1963).

0
HO 0”70 HO 0”0
Figure 13 : Umbelliférone Figure 14 : Scopolétine

La teneur en polyphénols totaux d’extrait méthanolique des grenade varie entre 80 mg
(Benbrahim, 2017) a 412.5 mg EAG/g (Viuda-Mators et al., 2010).

1.5.1.2. Flavonoides

Les flavonoides (du latin flavus : jaune) sont des substances généralement colorées
répandues chez les végetaux ; elles sont trouvées dissoutes dans la vacuole a I'état d'hétérosides ou
comme constituants de plastes particuliers, les chromoplastes (Guigniard, 1996). Le terme
flavonoides rassemble une trés large gamme de composés naturels appartenant a la famille des

polyphénols. Leur fonction principale semble étre la coloration des plantes (au-dela de la
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chlorophylle, des caroténoides et des bétalaines), méme si leur présence est parfois masquée par
leur présence sous forme "leuco”, ce qui explique leur intérét commercial dans I'industrie
alimentaire (Gabor, 1988). Les flavonoides ont une origine biosynthétigue commune et ils
possédent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbone constitué de deux unités

aromatiques, de cycle en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3 (Bruneton, 1999).

Figure 15 : Squelette de base des flavonoides

Squelette a sept atomes de carbones. lls sont principalement représentés par les acides
phydroxybenzoiques, protocatéchiques, vanilliques, galliques, salicyliques et gentisiques. Les
acides protocatéchiques et galliques ont des fonctions différentes dans la plante. Le premier est trés
largement répandu, le second est plus rare, il est rencontré dans la nature surtout sous forme de
dimere (Ribereau-Gayon, 1968). Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des vegétaux
supérieurs : racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graine et bois. Certains sont plus
spécifiques de certains tissus, comme par exemple les anthocyanes sont plutot localisés dans les
parties externes des fruits, fleurs et feuilles. Les chalcones se retrouvent plus fréguemment dans les
pétales des fleurs. Ce sont des pigments naturels au méme titre que les chlorophylles (couleur verte)
et les caroténoides (nuance jaune et orangée). De nos jours, les propriétés des flavonoides sont
largement étudiées dans le domaine médical pour leurs activités antivirales, anti tumorales, anti-
inflammatoires, antiallergiques et anticancéreuses (Meddleton et Kardasnami, 1993). La famille
des flavonoides peut se diviser en six classes qui different par leurs structures chimiques : flavanols,
flavones, flavonols, flavanones, isoflavones et anthocyanidines (Medic-Sanic et al., 2004). Parmi

les nombreux pigments dérivants de cette structure des flavonoides, il convient de citer notamment:

Dans la littérature, la teneur en flavonoides totaux d’extrait méthanolique des grenade varie

entre 32.24 mg EAG/g (Elamimi, 2017).a 60 mg EAG/g (Safi et Benbrahim, 2016)

A. Flavonols

Les flavonols (hydroxy-3 flavone) sont largement répandus et incolores, ils sont caractérises

par la présence d’un carbonyle en position 4 et d'un groupement hydroxyle en position 3. Les
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flavonols qui possédent en plus des hydroxydes en 6 ou 8 colorent certaines fleurs en jaune
primevere (Guignard, 1996).

OH o)

Figure 16 : squelette de Flavonols.

B. Anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) est un terme général qui
regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés (Guignard, 1996). Ces molécules faisant
partie de la famille des flavonoides et capable d'absorber la lumiére visible, sont des pigments qui

colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange (Brouillard, 1986).

Leur présence dans les plantes est donc détectable a I'ceil nu, elles donnent de la couleur aux
fleurs et aux fruits, et elles sont généralement localisées dans les vacuoles des cellules
épidermiques, qui sont de véritables poches remplies d'eau (Harbone et Grayer, 1988). Si la
coloration des fleurs et des fruits est leur réle le plus connu, nous trouvons également les
anthocyanes dans les racines, tiges, feuilles et graines. En automne, les couleurs caractéristiques des
feuilles des arbres sont dues aux anthocyanes et aux caroténes qui ne sont plus masqués par la
chlorophylle. Leur structure de base est caractérisée par un noyau "flavon™ généralement glucosylé
en position C3 (Ribereau Gayon, 1968). Les anthocyanes se différencient par leur degré
d'hydroxylation et de méthylation, par la nature, le nombre et la position des oses liés a la molécule,
L'aglycone ou anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment.

1.5.1.3. Tanins

Les tanins sont des poly phénols que nous trouvons dans de nombreux végétaux tels que les
écorces d'arbre et les fruits (raisin, grenade, datte, café, cacao,..). Leur structure complexe est
formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques, leur degré
d'oxydation (Hemingway, 1992). Les tanins sont divisés en deux groupes :

* Les tanins condensés, formés de proanthocyanidines (sous forme d'oligomeéres)

* Les tanins hydrolysables, esters des acides-phénols et de glucose.
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La teneur en flavonoides totaux d’extrait méthanolique des grenade varie entre 122 mg
EAG/g (Safi et Benbrahim, 2017).a extraits méthanoliques condensés de 47.78 mg EAG/g et
Teneur en tanins hydrolysables 214.28 mg EAG/g (Douaouri, 2017).

1.5.3. RO0le et intérét des composés phénoliques

e Chez les végétaux

Les polyphénols ont un réle dans le contréle de la croissance et le développement des
plantes en interagissant avec les diverses hormones végétales de croissance.
- lls permettent aux végétaux de se défendre contre les rayons ultraviolets (Makoi et
Ndakidemi, 2007).
- lls assurent la pigmentation des fleurs, des fruits et des graines pour attirer les pollinisateurs.
- Représentent un systeme de défense contre les microorganismes pathogenes.

- Interviennent dans la fertilité des plantes et la germination du pollen (Stalikas, 2007).

- Certains d’entre eux jouent le role de phytoalexine permettant de lutter contre les infections
causées par les champignons, ou par les bactéries chez les plantes (Makoi et Ndakidemi,
2007).

e Chez les humains

Le role des composes phénoliques est largement montré dans la protection contre certaines
maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs propriéetés

antioxydantes (Fleuriet et al., 2005).

Contrairement aux antioxydants synthétiqgues comme le butylhydroxyanisole (BHA) et le
butylhydroxytoluéne (BHT) et 2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), les polyphénols n’ont aucun
effet nuisible sur la santé humaine. Les polyphénols sont également utilisés dans 1’industrie agro-

alimentaire comme additif, colorant, ardme ou agent de conservation (Bruneton, 1999).

1.5.4. Activités biologique de I’extrait méthanolique de I’écorce de grenade

1.5.4.1. Activités antioxydantes

Les composés phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants (Laughton et al.,
1989) qui peuvent neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogene.
Leurs structures leurs conférent une activité antioxydante aussi importante. Les groupes
hydroxyledes polyphénols sont bien des donneurs d'atomes d’hydrogénes ; ils peuvent réagir avec

les especes réactives de 1’oxygene et les especes réactifs de l'azote, enfin de réaction, le cycle de
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génération de nouveaux radicaux est interrompu Suite a l'interaction avec les especes réactives
initiales, la forme radicalaire de I'antioxydant est produite, ayant une plus grande stabilité chimique
que le radical initial. L'interaction des groupes hydroxyle de composés phenoliques avec les
électrons du noyau benzénique donne aux molécules des propriétés particulieres, le plus notamment
la capacité a générer des radicaux libres, ou le radical est stabilisé par la délocalisation. Le pouvoir
antioxydant des composés phénoliques est également attribué a leur capacité a chélater les métaux
ionique s’implique dans la production de radicaux libres Cependant, les composés phénoliques
peuvent agir comme des prooxydants (Spiller, 2007).

1.5.3.2.  Activités antimicrobiennes

Les plantes possédent un systeme de défense contre les herbivores, les insectes et les
microorganismes. Ce systeme de défense est di a la synthese des substances aromatiques et
composes phénoliques Selon Packer (1979). Les tanins sont doués d’activité antibactérienne et
antifongique comme le montrent les travaux de plusieurs chercheurs les tanins présentent une forte

activité antifongique surcandida albicans et cryptococus neoformans (Selon Kolodzie et al., 1999).

Plusieurs études ont montré que les flavonoides ont une activité antifongique a cause de la
capacité d'inhibition de la germination des spores des espéces pathogenes des plantes, les
flavonoides ont été proposé€s pour usage contre les infections fongiques de ’Homme. En effet,
I’activité des composés 5, 7,4’-trinydroxy-8-methyl-6-(3-methyl-[2-butenyl])-(2S)flavanone et le 7-
hydroxy-3°,4’- (methylenedioxy) flavan contre I’espéce pathogéne opportuniste Candida Albicans,
Ainsi que le 6, 7,4’-trihydroxy-3",5’-dimethoxyflavone et le 5,5’- dihydroxy-8,2°,4’-trimethoxy
flavone, en association avec le 5,7,4’- trinydroxy-3’,5’dimethoxyflavone contre Aspergillus flavus a
été démontrée. En plus, le galangin (flavonole) montre une activité inhibitrice contre Aspergillus ta

marii, A. flavus, Cladosporium sphaerospermum, Penicillium digitatum et Penicilliumitalicum.

Une étude sur l'effet bactéricide de différents flavanones sur 1’espéece Staphylococcus aureus
a montré que c’est I’ADN gyrase qui a été inhibée (Milane, 2004).

e Mécanisme d’action antimicrobien de certains polyphénols

Les mécanismes d’actions antimicrobiennes de quelques polyphénols sont illustrés dans le

tableau 03.
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Tableau 03: modes d’actions antimicrobiennes de quelques polyphénols (Packer, 1979).

Différents composés

L Exemples Mécanisme
phénoliques

La privation de Substrat.
L'interruption de la fonction
membranaire.

Catéchol

Phénols simples Epicatechine

Acides Phénoliques Quinones Acide CinnamiqL_Je Hypericin Des:tructiop de !a pgroi
Chrysin cellulaire et désactivation des
enzymes
Flavonoides Inhibition de la transcriptase
reverse du HIV.
Flavones Liaison aux protéines.
Inhibition des enzymes.
Tannis . Privation de substrat.
Abyssinone

Complexe avec la paroi
cellulaire. Interruption de la

Ellagitannin fonction membranaire.
Complexe avec lésions
métalliques
. . Interaction avec I’ADN des
Coumarines Warfarin

eucaryotes. (activité antivirale)

1.5.3.3.  Activité antifatigue

L’effet des polyphénols extraits a partir de la peau de grenade (EPG) a été étudié sur la
performance de natation chez le rat. Dans la présente étude, la propriété antifatigue de I’EPG a été
Clairement établie pour la premiere fois; grace a des activités enzymatiques réduites du lactate
déshydrogénase (LDH), la créatine pyruvate kinase (CPK) et de la peroxydation lipidique,
l'augmentation de la production d'ATP avec un contenu en glycogene meilleur dans le foie et le
muscle a appuyé les conclusions. Les niveaux accrus de la teneur en ADN et en ARN dans les tissus
indiquant un catabolisme réduit des protéines dans les tissus aussi contribuent a la propriété

antifatigue des polyphénols de I’EPG (Swamy et al., 2011).

1.5.3.4. Activité antidiabétique
Une étude visant a évaluer le role de I'extrait de la poudre de peaux de Punica granatum dans

sa dose thérapeutique humaine sur le nombre des cellules béta, la glycémie et les taux plasmatiques
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d'insuline chez des rats normaux et des rats diabétiques alloxanes pendant 4 semaines de traitement.
Le traitement a révélé que I'extrait aqueux de grenade a diminué significativement le niveau de
glucose du sang et augmenté le niveau d'insuline dans les rats normaux et les rats diabétiques
traités. Le pancréas a montré une augmentation du nombre des cellules béta dans les rats normaux
et les rats diabétiques traités (Khalil, 2004).

Dans une autre étude (Labib Ahmed Hossin, 2009) qui a été réalisée pour évaluer I'effet de
la poudre de peau de grenade et son extrait sur le métabolisme des lipides chez les rats males hyper-
cholestérolémiques, la poudre de la peau de grenade a été ajoutée a un régime
hypercholestérolémique par 5, 10 ou 15% comme fibre diététique tandis que l'extrait de la peau de
grenade a été ajouté a un régime hypercholestérolémique par 1, 2 ou 3%. Les résultats ont montré
que les rats hypercholestérolémiques ont subi des changements trés importants dans tous les

parameétres lipidiques testés en comparaison avec le groupe témoin négatif (rats normaux).

Tous les rats hypercholestérolémiques administrés avec différentes doses de la poudre de la
peau de grenade (5, 10 et 15%) ont montré une diminution significative de la consommation
alimentaire et du taux de gain de poids corporel en comparaison avec le groupe témoin positif (rats
hypercholestérolémiques) (Labib, 2009).

Le poids des organes rate, reins, foie par rapport au poids corporel et tous les parameétres
lipidiques testés, sauf HDL ont montré une diminution hautement significative pour tous les rats
hypercholestérolémiques administrés avec différentes doses de poudre de peau de grenade (5, 10 et
15%) ou administrés avec différents niveaux d'extrait de peau de grenade (1, 2 et 3%)

encomparaison au groupe témoin positif (Labib, 2009).

1.5.3.5. Activité cicatrisante

Comparée a un produit topique antibactérien du commerce, une préparation a base d’extrait
de peau de grenade (44 % de composés phénoliques) a 5 % permet une bonne cicatrisation,
nettement visible par examen histopathologique desblessures des rats Wistar utilisés. Au bout de dix
jours, les rats traités au gel a I’extrait de peau de grenade sont guéris, alors que 16 a 18 jours sont
nécessaires a la cicatrisation des rats témoins. Les analyses par HPLC montrent que les
composantsmajoritaires de 1’extrait sont la catéchine et I’acide gallique, molécules qui pourraient

donc avoir un intérét dermatologique (Murphy et al., 2004).
1.5.3.6. Activité anticancéreuse

Les cellules cancéreuses ont la capacité de redevenir des cellules saines par un processus

appelé différenciation. Les flavonoides peuvent induire cette différenciation avec une toxicité plus
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faible que les rétinoides, ce qui les rend intéressant pour le traitement de la leucémie, mais aussi des
cancers du sein ou de la prostate. Ainsi, les fractions riches en polyphénols de grenade ont une
activité antiproliférative, anti-invasive, anti-eicosanoide, anti-angiogene et proapoptose sur des
cellules cancéreuses de sein et de prostate. Une étude réalisée sur des promyélocytes humains de
leucémie (HL-60) montre que des extraits riches en flavonoides, obtenus 1’un a partir de jus de
grenade fermenté et 1’autre a partir de péricarpe de grenade, sont fortement promoteurs de
différenciation, alors que 1’extrait de jus de grenade frais a un effet plutdt faible. Les extraits
degrenade ont aussi une action inhibitrice de la prolifération des cellules cancéreuses, les extraits

dejus fermenté et de peau de grenade étant plus efficaces (Kawaii et Lansky, 2004).
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1. Méthode d’analyse

Le travail de recherche accompli dans la présente étude a été effectué au niveau du
laboratoire de Biochimie appartenant au département Biologie Appliquée et au niveau du
laboratoire pédagogique du département des Sciences de la Terre et de 1’Univers. Une partie des
travaux a été accomplie dans le Laboratoire de recherche sur les Molécules Bioactives et

Applications.
11.1. Matériel végétal

La collecte du fruit de Punica granatum a été effectuée dans la région de Tébessa au cours
du mois d’octobre 2019. Les écorces ont eté séchées a I’air libre et a température ambiante puis
broyées grace a un broyeur jusqu'a l'obtention d'une poudre fine (Figure 17) nécessaire a la

préparation de I’extrait.

Figure 17 : Poudre d’écorce de Punica granatum.
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11.1.1. Matériel d’extraction

Le Tableau ci-dessous représente les différents matériels et les instruments utilisés pour la

procédure d’extraction.

Tableau 04 : Liste d’appareils, verreries et produits utilisés pour 1’extraction.

Appareil Verreries et Autres Solvant et Soluté
Balance (Scout Pro) Eprouvette de 500 ml Eau distillé
Hydro-distillateur de type | Flacon en verre du 5 ml Acétone

Clevenger :

e Chauffe-ballon
o Ballon en verre pyrex 2000 ml | Pissette
e Une colonne

o Un réfrigérant
e Un collecteur

Entonnoir

Bécher de 50 ml

Papier aluminium

11.1.2. Procédé d’extraction

Cent grammes (100 g) de poudre a été maceré dans 1000ml du méthanol pendant 72h a
température ambiante, la macération a été répétée 3 fois avec renouvellement du solvant. L'extrait a
été récupéré apres filtration du mélange a l'aide d'un papier filtre, le méthanol est éliminé du filtre
par évaporation rotative dans un rotavapor (BUCHI). L’extrait a été conservé pour I’utilisation

ultérieure. (Figure 18).

Figures 18 : Procédure d’extraction.
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11.1.3. Calcul du rendement d’extrait

Le rendement en extrait a été déterminé par le rapport entre la masse d’extrait obtenue et

celles de la matiére séche utilisée selon la formule suivante :

Masse d’extrait (g)
R= %100
Masse de la matiere végetale utilisee (g)

R : Rendement en extrait d’épicarpes

11.3. Evaluation de P’activité biologique

11.3.1. Evaluation de ’activité antioxydante

L’activité anti-radicalaire d’extraits de grenade a été évaluée dans ce travail en adoptant
deux types de tests in vitro. Il s’agit de la méthode de piégeage du radical DPPH (2,2- diphenyl-1-
picrylhydrazyle) et le test de réduction du fer (FRAP : ferric reducing antioxidant power).
11.3.1.1. Test d’activité anti DPPH

e Principe
Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (a,a-diphényl-B-picrylhydrazyle) fut
I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des
composés phénoliques (Blois, 1958 ; Brand-Williams et al. 1995). Il possede un électron non
appari¢ sur un atome du pont d’azote. L’efficacit¢é d’un antioxydant est proportionnelle a la
réduction de la coloration bleue, (figure 19) due a une recombinaison des radicaux DPPHe,

mesurable par spectrophotometrie a 517 nm.

(DPPH) + H-A  DPPH-H + A
_)

VIOLET JAUNE

Figure 19: Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Amié, 2003)

DPPH : 2.2 diphényle- 1- picryl-hydrazyl
AH : un composé capable de céder un H au radical DPPH
A : le composé oxydé aprés la réduction de DPPH
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11.3.1.1.1. Matériel et réactif
Les différents matériels et les réactifs utilisés sont résumés dans le Tableau 05.

Tableau 05: Liste d’appareils et réactifs utilisés pour I’activité anti-DPPH.

Appareil Verrerie et Autres Reéactifs Solvant et Solutés

Spectrophotométrie UV- Eprouvettes graduées de Méthanol
VISIBLE 1700 (Pharma S 25 mi

pec SHIMADZU)

Acide ascorbique
Spatule Eau distillé

Fiole jaugée 50ml et
100ml

Micropipettes : 100ul-1000ul | Bécher de 50 ml le DPPH (2.2 diphényle-

10ul-100ul Verre de montre 1- picryl hydrazyl)

Balance de précision Tube & hémolyse de 05
(ALS286 4N) ml avec un portoir

Les embouts jaunes et
bleus Extrait de grenade

Entonnoir

Papier aluminium

11.3.1.1.2. Mode opératoire

Selon la méthode décrite par Burits et Bucar (2000), 25ul de chacune des solutions
méthanolique d’extrait testée a différentes concentrations (200pg/ml, 400ug/ml, 600ug/ml, 800
pg/ml et 1000ug/ml) sont mélangées avec 2,5ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,004%)
qui est préparée par la solubilisation de 0,004g de DPPH poudre dans 100ml de Méthanol.

11.3.1.1.3. Détermination de pourcentage d’inhibition

Selon Sharififar et al. (2007), I’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (1%) a
été calculée de la maniére suivante :
% d’inhibition= DO controle -DO d’échantillon /DO controle x100

11.3.1.1.4. Détermination de I’IC50

La cinétique des réactions des extraits et de 1’acide ascorbique avec le DPPH a été inscrite a
chaque concentration examinée. A la fin des réactions, les pourcentages d’inhibition du radical
DPPH en fonction des concentrations en extrait méthalonique et en acide ascorbique ont été tracés

pour obtenir a I'index 1C50. Ce paramétre est défini comme la concentration d'antioxydant requise

36




Matériels et Méthodes

pour réduire 50% de la concentration initiale de DPPH (Khoudali et al., 2014). La CI50 a été

déterminée graphiquement en utilisant la formule issue de la régression linéaire.

11.3.1.2. Test de la réduction du fer (FRAP)

e Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé¢ a son pouvoir antiradicalaire. Cette technique
permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe3+) présent dans le
complexe K3Fe(CN) 6 en fer ferreux (Fe2+). Par conséquent, Fe2+ peut étre évalué en mesurant et
en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700nm

(Oyaiz, 1986 ; Bougandoura, 2013).

Le pouvoir réducteur du fer (Fe3+) dans les extraits est déterminé selon la méthode décrite par
(PRIOR et al., 2005). (Figure 20).

e — — —
> & éj\_,(/—v N //v-”\, /j e ﬂ\ {_—-;—L\ — M _/“~\ ffJ
= I N I \f N L | N ];/ ~N

e - e i sl e
= B — "'?\‘ /l\ = l".T& B ,/i\\\
W J%N /L‘ =N \J 'n\\v //,] N /IN\\‘\‘*N ./J — =N~ I 'U.\\,;_,/,J
C ] -y R
Fe’ -TPTZ + reducing antioxidant Fe' -TPTZ (intemse blue at 700 nm)

Figure 20 : La réaction de test FRAP (Ferric reducing antioxidant power) (PRIOR et al, 2005)

TPTZ: ferric2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine.
Fe2+: lons ferreux.

Fe3+ : lons ferriques (PRIOR et al. 2005).

L'augmentation de l'absorbance en fonction de la concentration d'extrait indique une
augmentation de la capacité réductrice. La capacité de réduction d'un composé peut servir

d'indicateur significatif de son potentiel d'activité antioxydant (Gunda et al., 2013).
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11.3.1.2.1. Matériel et réactif

Le Tableau 06 a presenté les différents matériels et réactifs qui été utilisé.

Tableau 06 : Liste d’appareils et réactifs utilisé dans le test du FRAP

Appareil Verrerie et Autres Réactifs Solvant et Solutes
Spectrophotométrie | Eprouvette 10 ml Tampon phosphate
UV-VISIBLE de PH 6,6 : Methanol
1700 Fiole jaugée 50ml-
(Pharma S pec | 100ml-250m| H5PO, et NAOH —
SHIMADZU) Eau distiller
Micropipettes Bécher de 50 ml Ferricyanure de
: 100ul-1000ul potassium
10ul-100ul Verre demontre | 1 Fe(CN) 4] 41%
Balance de Tube a hémolyse | Acide
précision (ALS286 | de 05 ml avec un | trichloracétique a
4N) portoir 10%
Centrifugeuse Les embouts bleus | Chlorure ferrique
et jaunes [Fe clz(H,0) ¢] a
0.1%
Bain-marie Papier aluminium Acide Ascorbique
Extrait
methalonique de
grenade

11.3.1.2.2. Mode d’opératoire

Le protocole expérimental déterminé est celui d’Oyaizu, (1986) ou 0,5 ml de extrait a
différentes concentrations (200pg/ml, 400ug/ml, 600 pg/ml, 800 pg/ml et 1000ug/ml) dilué dans
méthanol est mélangé avec 1,25 ml d’une solution tampon phosphate (0,2 M; pH 6,6) et 1,25 ml
d’une solution de ferricyanure de potassium K3Fe (CN) 6 a 1 %, puis incubation des tubes au bain-
marie a 50°C pendant 20min, laisser les refroidisses. 2,5 ml d’acide trichloracétique a 10 % est
ajouté pour stopper la réaction. Les tubes sont centrifugés a 3000 tours pendant dix minutes.
Finalement 1,25 ml du surnageant est combinée avec 1,25 ml d’eau distillée et 250 pl d’une

solution de chlorure de fer (FeCI3, 6H20) a 0,1 % fraichement préparée.

La lecture des absorbances se fait contre un blanc semblablement préparé a 700nm par un
spectrophotométre. L’acide ascorbique est utilis¢é comme controle positif dans cette expérience dans
les mémes conditions. La cinétique de la réaction a été détermine a différents temps (0, 5, 10, 15,
20, 25, et 30 min). Une augmentation de I'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits testés (Singleton et Rossi, 1965). Tous les essais ont été effectués en double.
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11.3.2. Evaluation de Pactivité antibactérienne

11.3.2.1. Matériel

Le Tableau ci-dessus a présenté les différents matériels et réactifs.

Tableau 07 : Matériels de 1’activité antibactérienne

Appareil

Verreries et Autres

Réactifs et Autres

Solvants et Solutés

Balance de
précision (ALS 286

Tube a vis 16x160

Milieu solide MH

Eau physiologique

AN) mm et portoir stérile
%lglrlcl)plpette de 10- Erlenmeyer 1000ml Gélose nutritive Eau distillée
Plaque Extrait méthanolique
chauffante/agitateur | Deux flacons de 200 de grenade Eau de javel
magnétique  (IKA ml (1000pg/ml)
RH basic 2

Spatule
Etuve (DLAB | Anse platine

TECH DAI HAN
coLTD

Pipette pasteur

Etuve (Heraeus typ | Ecouvillon
5042
Autoclavage Boites pétri

Disques stériles/Pince

Embouts jaunes
Bec benzéne

Papier aluminium

Pour évaluer [’activité antibactérienne, d’extrait nous avons adopté la méthode
d’aromatogramme c’est une méthode de diffusion sur milieu gélosé en utilisant des disques stériles

de papier WATTMAN.

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antibactérienne en gélose,
avec une concentration standard pendant un certain temps de contact entre le produit et les
bactéries cible. L effet du produit antibactérien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone
d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition. La souche sera qualifiée de sensible, trés

sensible, extrémement sensible ou résistante (Meddour et al., 2013).
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11.3.2.2.  Milieu de culture

Nous avons utilisé la gélose Mueller Hinton pour I’é¢tude de la sensibilité des bactéries
respectivement aux différents extraits d’écorces de grenades. La préparation de ce dernier se fait

comme suite :

« Peser avec précision une quantité de poudre deshydratee du MH
équivalente 15,2g dans un Erlenmeyer, en y ajoutant 400 ml d’eau distillée.

« Le mélange de poudre-eau distillée est chauffé sur plaque chauffante avec
agitation a 1’aide d’un barreau magnétique pendant 20 min afin d’assurer
une bonne dissolution des cristaux.

o Le milieu préparé est ensuite réparti dans deux flacons stériles avant d’étre

Autoclavé pendant 20 min a 120°C.
11.3.2.3. Protocol expérimental

Trois, souches bactériennes ont été choisies qui sont : Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Micococcus (Tableau 08). Ces souches ont été procurées au pres du laboratoire de
microbiologie de du département de Biologie Appliquée. Des colonies bien isolées ont été
transférées dans des tubes contenant 5 ml d’eau physiologique. Le contenu des tubes a été

homogéiné grace a une faible agitation manuelle.

Tableau 08 : Souches bactériennes utilisées.

Bactéries Souches Référence
Gram positive - Staphylococcus aureus - ATCC25293
- Micrococcus Luteus - DSM1790
Gram negative
- E. coli - ATCC25922

- Préparation des boites : la gélose MH stérile bouillie dans le bain-marie pendant environ 1h
du temps, apres, la gélose coulé dans des boites de pétries dans un zone stérile par le Bec
benzene puis laissees 1 heure pour la solidification (Figure 21).

- Préparation des disques : des disques de papier Wattman de 6 mm de diameétre sont
préparés par un appareil spécial puis stérilisé et les puits sont creusés dans la gélose gréce
a une pince stérile.

- Repiquage des bactéries jeunes (Figure 21).

- Dépbt de 0,15 pl d’extrait de grenade sur chaque disque a parti d’une solution mere de
1000ug/ml. Cette opération est réalisée en triple répétition aupres de bec benzene.
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- Incubation pendant 24 & 48 h dans une étuve réglée préalablement a une température 37

E.coli et Mico et S.aureus 30°C.

Figure 21 : Préparation des boites de pétri et de repiquage des bactéries jeunes

(photos personnelle)
11.3.2.4. Lecture
La lecture se fait par la mesure du diametre de zone d’inhibition qui a apparu autour les
disques a I’aide d’une regle.

e Présence de zone claire autour du disque : présence d’activité inhibitrice.

e Absence zone claire autour du disque : Absence d’activité inhibitrice.
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11.3.3. Evaluation de P’activité antifongique
11.3.3.1. Matériel
Les différents matériels et les réactifs utilisés sont résumés dans le Tableau 09

Tableau 09 : Matériels de ’activité antifongique

Appareil Verreries et Autres | Réactifs et Autres | Solvants et Solutés
Balance de | Tube a vis 16x160 Milieu solide Eau physiologique
précision (ALS 286 | mm et portoir sabouraud stérile
4N)
Micropipette de 10- | Erlenmeyer 1000ml Sabouraud nutritive | Eau distillée
100pl
Plaque Deux flacons de 200 Extrait méthanolique| Eau de javel
chauffante/agitateur | ml de grenade
magnétique  (IKA (1000pg/ml)
RH basic 2
Spatule

Etuve (DLAB | Anse platine
TECH DAI HAN

co LTD Pipette pasteur

Etuve (Heraeus typ | Ecouvillon

5042

Autoclavage Boites pétri

Bec benzéne Disques stériles/Pince

Embouts jaunes

Papier aluminium

Pour évaluer [activit¢é antifongique, d’extrait nous avons adopt¢ la méthode
d’antibiogramme c¢’est une méthode de diffusion sur milieu sabouraud en utilisant des disques
stériles de papier WATTMAN.

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antifongique en gélose, avec
une concentration standard pendant un certain temps de contact entre le produit et les bactéries
cible. L’effet du produit antifongique sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition,
et en fonction du diamétre d’inhibition. La souche sera qualifiée de sensible, trés sensible,
extrémement sensible ou résistante.
11.3.3.2.  Milieu de culture

Nous avons utilisé le milieu de Sabouraud pour 1’étude de la sensibilité des levures a extrait

méthanolique de grenade. La préparation de ce dernier se fait comme suit :
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« Peser avec précision une quantité de poudre déshydratée du SB équivalente
36,6 g Sabouraud en poudre en Erlenmeyer, en y ajoutant 600 ml d’eau
distillée.

« Le mélange de poudre-eau distillée est chauffé sur plaque chauffante avec
agitation a 1’aide d’un barreau magnétique pendant 20 min afin d’assurer
une bonne dissolution des cristaux.

e Le milieu préparé est ensuite réparti dans deux flacons stériles avant d’étre

Autoclavé pendant 20 min a 120°C.
11.3.3.3.  Protocol expérimental

On a choisis de travailler sur 2 levures qui sont : Candida albicans L24 et Candida albicans
L36, les 2 levures sont procurées par laboratoire de microbiologie de faculté de science et de la vie
d’Université de Larbi Tébessi de Tébessa. Des colonies bien isolées ont été transférées dans des
tubes contenant de 5 ml de 1’eau physiologique puis homogénéisation par une faible agitation
manuelle.

e Préparation des boites

Le sabouraud stérile bouillie dans le bain-marie pendant environ 1h du temps, apres, la
gélose coulé dans des boites de pétries dans un zone stérile par le Bec benzene puis laissées 1 heure
pour la solidification.

e Préparation des disques

Des disques de papier Wattman de 6 mm de diameétre sont préparés par un appareil spécial
puis stérilisé et les puits sont creusés dans la sabouraud gréace a une pince stérile.
e Le repiquage des levures jeunes
- Les disques ont été ensuite imprégnés chacun par 0,15 ul de extrait de grenade
, cette opération est réalisée aupres de bec benzene.
- L’incubation a été faite pendant 24 a 48 h dans une étuve réglée préalablement

a une température 37et 30 °C.

11.3.3.4. Lecture

La lecture se fait par la mesure du diamétre de zone d’inhibition qui a apparu autour les

disques a I’aide d’une regle.
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I11. Résultats et discussions
111.1. Rendement de I’extraction

La préparation des extraits a partir d’écorces de la grenade a été effectuée par le solvant
méthanol. Cette extraction a permis d’obtenir extraits brut: 1’extrait méthanolique. Exprimé en
pourcentage de masse d’extrait par rapport a la masse de la poudre d’écorces, le rendement était
35,43% cette valeur est presque similaire au résultat de Safi et Banbrahim (2016) qui a rapporté de
rendement en EMPG. de 33,91%.

Par contre, Douaouri (2017) enregistré un rendement plus élevée comparativement a notre qui a

trouvé un rendement de 71,32%
I11.2. Activité antioxydante
111.2.1. Pourcentage d'inhibition de radical DPPH

La Figure 25 illustre les valeurs du pourcentage d’inhibition enregistrées lors de 1’utilisation
de ’EMG et la Vit C en fonction des doses. Les courbes ont une allure exponentielle avec présence

d’une phase stationnaire.
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Figure 22. Pourcentage d’inhibition de radical DPPH en fonction des concentrations d’extrait de

M.G du P. granatum et vit.C.

Ces résultats montrent que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation des concentrations que soit pour I’EMG ou pour la vit.C. On observe que pour la

dose de 1000 pg/ml par exemple, le pourcentage d’inhibition du radical libre de DPPH pour la
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vit C est largement supérieur a celui du ’EMG (43,61 % vs 91,86) et pour la dose de 200 pg/ml, le
pourcentage d’inhibition de 1 a vit C et tres élevé (53,6%) comparé a celui de '’EMG (2,32%).

Ceci est en d’accord avec les travaux de Safi et Benbrahimi (2016) qui ont trouvé que
I’activité antioxydante de ’EMG affiche un pouvoir inhibiteur du radical DPPH plus faible que la
vit C. Ces auteurs rapportent, en utilisant une dose 5mg/ml, un pourcentage d’inhibition de 20,73%
pour I’EMG contre 97,5% pour la vit C. Remarquons que le pourcentage d’inhibition de ’EMG
enregistré dans notre étude est largement supérieur a celui rapporté par des derniers auteurs. En
revanche, Moualkia et Gourmati (2014) ont observé que ’EMG posséde une trés forte activité
antioxydante (94,71% a concentration de 500ug/ml). De plus, Douaouri (2017) a enregistré un
pourcentage d’inhibition de 70,71 % pour ’EMG en utilisant une de concentration 0.063 mg/mi

alors qu’il était plus de 90% de vit C.
111.2.2. Détermination de I'lC50 (Concentration inhibitrice 50%o)

A des fins comparatives, nous avons évalué 1’IC50 des deux composés (EMG et vit.C). Cet
indicateur exprime la quantité d’antioxydant nécessaire pour faire décroitre la concentration initiale
du DPPH’ a la moitié (50%). L’IC50 est inversement liée a la capacité antioxydante d’un composé.
Cela veut dire que la capacité antioxydant d'un composé est d'autant plus élevée que son IC50 est
petite. Les valeurs de I’'ICso ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire comme

c’est illustré dans la Figure 26
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Figure 23 : Détermination de la valeur ICs de la vitamine C (orange) et de 1’extrait (bleue).
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En effet, L’ICsy de ’extrait est 1232,44 pg/ml qui montrent une activité antioxydant trés
largement inférieur au vit C dont 1’l1Csq était de 114,31 pg/ml. Ces résultats prouvent que le vit C

reste I’antioxydant le plus efficace par apport a notre extrait.

L’activité¢ antioxydante du grenadier et de ses dérivés a été largement étudiée ces dernieres
années. Plusieurs études ont été publiées dans ce contexte. En raison de sa richesse en polyphénols,
les écorces et le jus de grenade sont connus pour posséder une activité antioxydante.
Comparativement aux études réalisées au paravent, 1’'ICso enregistrée dans la présente étude est
nettement supérieure a celle rapporté par Moualkia et Gourmati (2014) et Douaouri (2017). En
effet, ces auteurs rapportent une ICsp de ’EMG de 747,02 ug/ml et 540 pg/ml respectivement.
D’autre part, Douaouri (2017) a rapporté une valeur d’1Cso pour la vit C tres proche a la notre
(230 pg/ml).

La différence de I’activité antioxydant observée entre ces différentes études peut étre
expliquée par la variabilité de la région et le moment de récolte du fruit, composition en différents
composés phénoliques et aussi la différence dans le rendement des extraits. La réduction du DPPH
n’est généralement pas due a l’action d’un seul composé mais a I’interaction entre plusieurs
composés, ces interactions peuvent exister dans un extrait et pas dans un autre, conduisant ainsi a

cette différence d’activité entre les extraits. (Bacco et al., 1998 ; Gorinstein et al., 2001).
111.3. Etude cinétique de la réaction par le test de rédaction du fer FRAP

La figure 27 rapporte des courbes du le pouvoir réducteur d’extrait methalonique de P.
granatum et de vit C a différentes concentrations en fonction de temps, qui sont tracer d’aprés les
valeurs obtenus de notre étude. Quelle que soit la concentration utilisée, la réaction entre le fer
ferrique et I’acide ascorbique (donneurs d’¢lectron) atteint son maximum rapidement aprés 5 min.
Ensuite 1’évolution reconnait une allure stationnaire jusqu’a 30 min. Ensuite, les valeurs de
I’absorbances augmentent avec I’augmentation de la dose utilisée. Par exemple, aprés 30 min de
réaction avec I’extrait, I’absorbance enregistrée. Pour, I’extrait methalonique de P. granatum,
I’absorbance enregistrée aprés 30 min pour la dose de 200pug/ml est de 0,9664 nm alors qu’elle est
de 1,5034 nm pour la dose de 1000ug/ml. Et pour la vit C la dose de 200pg/ml est de 1,9995 nm
alors qu’elle est de 2,131 nm pour la dose de 1000ug/ml.

Nos résultats montrent que les valeurs d’absorbance enregistrées pour la vit C sont beaucoup
plus élevés que celles enregistrées pour I’extrait et ce quelle que soit la dose utilisee et le temps de
réaction écoulé. Par exemple, pour la dose de 200ug/ml et aprés 30 min de réaction, 1’absorbance

enregistrée pour la vit C est de 1,9995 nm et de 0,9664 nm pour notre extrait. Ces résultats
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soulignent que le pouvoir antioxydant du vit C est beaucoup plus intense que celui de I’extrait

méthalonique de P. granatum.
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Figure 24 : Courbe d’évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de FRAP de I’acide

ascorbique et extrait méthalonique de P. granatum avec le temps

Ce resultats est en parfaite concordance avec les travaux de Douaouri (2017) qui a rapporté
que le pouvoir réducteur exercé par le vit C est tres élevé par rapport a celui de I’extrait
méthanolique des grenades. En effet, il a enregistré une absorbance égale a 1,2 nm de ’EMG contre

2,5 nm pour vit C a la concentration 50 pg/ml.
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I11.4. Activité antibactérienne d’extrait méthalonique de P. granatum
Le tableau ci-dessous présente les résultats des tests d’activité antibactérienne des d’extraits

méthalonique de P. granatum.

Tableau 10 : Détermination du diamétre d’inhibition (mm) de ’EMG contre certaines

souches bactériennes.

Bactéries Repétitions dfbaTetfmm) I
1 18,3
E. coli 2 20,0 19,6 +1,20
3 20,6
1 16,0
S. aureus 2 18,0 16,8 + 1,07
3 16,3
1 11,0
Micro 2 08,7 09,7 +1,16
3 09,6

Les résultats de 1’activité antibactérienne obtenue in vitro a I’aide de la méthode de diffusion
sur gélose montrent que I’activité antibactérienne de I’EMG varie en fonction des bactéries testées.
Les résultats montrent que I’EMG posséde une activité antibactérienne remarquable sur toutes les
souches étudiées. En effet, I’activité la plus intense a été enregistrée pour E. coli avec un diameétre
d’inhibition de 19,6 mm, suivie par S. aureus avec un diameétre d’inhibition de 16,8 mm. Enfin,
I’activité la plus faible a été enregistrée pour Micro avec un diamétre d’inhibition de 09,7 mm

(Figure 28).
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Figure 25 : Reésultats des tests antibactériens de I’EMG vis-a-vis des bactéries : E. coli, S. aureus

et Micoro (Photo personnelle).

Nos résultats sont légérement supérieurs a ceux rapporté dans la littérature. En effet, Safi et
Benbrahim (2016) enregistrent des diamétres d’inhibition pour Staphylococcus aureus de 12,5 mm
14,5 mm et 15,5 mm avec une concentration de 20mg/ml et 40mg/ml. D’autre part, Mouali et
Gourmati (2014), ont observé des diametres de 12,5 mm pour E. coli et de 9.5 mm pour S. aureus
lors de I’utilisation de I’extrait méthanolique de 1’écorce de P. granatum par la méthode de la

diffusion sur disque.

L’activité antibactérienne de I’EMG peut étre expliquée par sa composition en substances
actives. En effet, Cowan (1999) a rapporté que les différentes classes de polyphénols
essentiellement les tanins et les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits envers les
microorganismes. Cette toxicité est en fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles

présents sur le compose phénolique.

I11.5. Activités antifongique d’extrait méthalonique de P. granatum
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Les résultats des tests d’activité antifongique des d’extraits méthalonique de P. granatum

sont illustrés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 11: Détermination du diamétre d’inhibition (mm) de ’EMG contre certaines
souches de levures.

Diameétre jameé

Bactéries Répétitions Cinhibition (mm) d’inlll\;ll?ii/ieolni gga?ﬁ;gg?mm)

1 19,3
L24 2 18,4 19,00 + 0,55

3 19,3

1 20,6
L36 2 19,3 19,7 £ 0,88

3 19,0

L’extrait méthanolique de I’écorce de la plante P. granatum posséde un effet antifongique
tres élevé sur les 2 souches étudiees (L24 et L36). Les résultats montrent que 1’activité antifongique
de PEMG varie en fonction des souches testées. En effet, nous avons enregistré une activité plus
intense vis-a-vis de la souche L36 avec un diamétre d’inhibition de 19,7 mm contre un diamétre

d’inhibition de seulement 19,00 mm contre la souche 124 (Figure 29).

Figure 26 : Résultats des tests antifongiques de ’EMG vis-a-vis des souches étudiées : L24 et L36.

(Photo personnelle).
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Nos résultats concordent parfaitement a ceux rapporté par Safi et Benbrahim (2016) qui ont
¢évalué I’activité antifongique de ’EMG sur différentes souches de C. albicans. Ces auteurs ont
rapporté des diametres d’inhibition qui varient entre 13,25 mm pour la souche CA1l a 25 mm pour la
souche CA2c. Safi et Benbrahim (2017) ont également estimé I’activité antifongiques d’aitre
extrait des grenades : éthanolique te acétonique. Ils ont rapporté des diamétres d’inhibition variant
de 15,5 (CA1l) a 20,75 mm (CA3;) pour I’extrait éthanolique et de 12,5 mm (CA2c¢) a 25 mm

(CA3,) pour I’extrait acétonique.

Par contre Bendjabeur (2012) qui a évalué I’activité antifongique de plusieurs types
d’extraits (méthanolique, acétonique et acétate d’éthyle) sur C. albicans. Ces auteurs n’ont pas
rapporté d’effet antifongique de tous ces extraits sur C. albicans. La différence entre ces résultats et
les ndtres peut étre expliquée par la variabilité de la composition en différents composés
phénoliques. Cette variabilité peut étre rendue la région, au moment de récolte du fruit et aussi la au
rendement des extraits (Bacco et al., 1998 ; Gorinstein et al., 2001).



Conclusion

Conclusion

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressées a I’estimation du potentiel antioxydant,

antibactérien et antifongique de I’extrait méthanolique de I’écorce de grenade (Punicagranatum L).

L’évaluation de I’activité antioxydant du ’EMG est imée par deux les méthodes (piégeage du
radical libre DPPH et pouvoir réducteur du fer ferriqgue (FRAP)) a permis de conclure que le
pourcentage d’inhibition du radical libre de DPPH pour la vit C est trés supérieur a celui du ’EMG
(91,86% vs43,61%) dans 1000ug/ml. Ainsi, L’ICso de ’EMG était de 1232,44 pg/ml alors que celle
de la vit C était de 114,31 pg/ml. D’autre part, la méthode de FRAP a montré que I’absorbance
enregistré pour la vit C était de 1,9995 nm et alors que celle de ’EMG était de 0,9664 nm. Ce
souligne que le pouvoir antioxydant de la Vit C était largement supérieur a celui de notre extrait.

L’activité antibactérienne et antifongique de ’EMG été testée sur des bactéries gram- (E.coli
etM. luteus) et Gram+ (S.aureus) et 2 types de champignons (C. albicans L24 et L36) par la
méthode de diffusion sur disque. Les zones d’inhibitions varient pour les bactéries entre 8,7 et

20,6 mm, et entre 17 et 22 mm pour les champignons

D’aprés ces résultats nous pouvons conclure que notre extrait possede des activités
biologiques (Antioxydante, antibactérienne et antifongique)qui nous permettent de I’utilisé a la
place de certains substances antioxydante et certains antibiotiques. Finalement, notre travail n’est
qu’une étape primaire et sans doute des travaux approfondis sur une large gamme de souches
microbiennes peuvent certainement étre entamés dans le futur. L’identification des constituants
actifs de ’EMG responsables de ces activités constituent également une piste a suivre dans toute
recherche future.
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