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Résumé

Face a la détérioration des conditions, il n’y a pas d’autre choix pour le monde que de
retourner a la nature., vu les effets indésirables des produits chimiques et apparentés. L'un des
meilleurs exemples de la nature idéale appropriée est la nature de I'Algérie, telle que le sol algérien
fructueux donnant vie a de nombreuses plantes et fruits dont les bienfaits sont trés connus, et parmi
les plantes médicinales qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre Punica, ce dernier est
largement distribué surtout dans les régions semi arides. De nombreuses especes de ce genre sont
utilisées en médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs molécules ayant des
activités thérapeutiques, parmi les especes les plus connues se trouve Punica granatum L qui est
considéré comme une plante miracle en raison de leurs teneurs relativement importantes en
composés bioactifs. Dans ce cadre, nous avons mené une étude bibliographique sur I’écorce du fruit
de Punica granatum L, a travers laquelle nous avons collecté les informations essentielles liées a
leur aspect botanique, leurs multiples usages, ainsi que leurs activités biologiques. L’activité
antimicrobienne a été déterminée sur 02 souches microbiennes (Levure Candida. albicans et la
bactérie Escherichia. coli), selon la méthode de diffusion de disque. Les résultats indiquent que
I’extrait possede une activité antimicrobienne sur les deux souches testées. Par ailleurs, selon les
études scientifiques récentes menées sur I’extrait de 1’écorce de la grenade, il apparait que la
consommation réguliere de pelures de grenade bouillies pourrait prévenir certains facteurs de risque

de maladies cardiovasculaires et la santé bucco-dentaire.

Les mots clés : plante médicinale, Punica granatum L , extrait éthanolique, I’écorce de la grenade

Pactivité antimicrobienne.



Absract

Faced with deteriorating conditions, there is no choice for the world but to return to nature,
given the undesirable effects of chemicals and related products. One of the best examples of the
appropriate ideal nature is the nature of Algeria, such as the fruitful Algerian soil giving life to
many plants and fruits whose benefits are very well known, and among the medicinal plants that
constitute the plant cover , is the genus Punica, the latter is widely distributed especially in semi-
arid regions. Many species of this genus are used in traditional medicine because they contain
several molecules with therapeutic activities, among the best known species is Punica granatum L
which is considered a miracle plant due to their relatively high levels of compounds. active-bio. In
this context, we conducted a bibliographic study on the peels of the fruit Punica granatum L,
through which we collected essential information related to their botanical aspect, their multiple
uses, as well as their biological activities. The antimicrobial activity was determined on 02
microbial strains (yeast Candida. albicans and the bacteria Escherichia. coli), using the disk
diffusion method. The results indicate that the extracts have antimicrobial activity on the two strains
tested. Furthermore, according to recent scientific studies carried out on pomegranate extracts, it
appears that regular consumption of boiled pomegranate peels could prevent certain risk factors for

cardiovascular diseases and oral health.

Key words: medicinal plant, Punica granatum L, ethanolic extract, the peels of the pomegranate,

the antimicrobial activity.
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Introduction

C’est une grande bénédiction du seigneur tout-puissant qu’il ait créé la plante pour qu’elle
contienne de la nourriture, des soins et des médicaments, et maintenant ’homme revient au
traitement avec des herbes et des plantes aprés les avoir abandonnées et découvert que certains
médicaments chimiques ont des effets négatifs. Est apres avoir été convaincu que le traitement avec
les plantes médicinales n’ est pas une hérésie et n’est pas un retour vers le passé, mais plutdt une
tentative de reconsidérer les plantes et leurs nombreux bienfaits, méme les recherches des
scientifiqgues des pays développés sont de nouveau réclamées traitement avec des plantes
médicinales (Al-Aziz et Najwa, 2000). Parmi les plantes médicinales figurent les dragons qui
circulent depuis I’antiquité, Chez les Romains, les Punica. granatum, qui appartient a la famille
granatum Punica L, les grenade Punicaceae, I’art du Saint Coran a été mentionné dans les sourates

(Al-Rahman et Al-An’am), et c’est I’un des fruits du paradis.

Le grenadier (Punica granatum L) est une plante aux multiples vertus thérapeutiques utilisée
dans différents pays. L’étude de cette espece végétale suscite actuellement un grand intérét ou
divers extraits de son jus, de ses graines, de son écorce et de ses fruits entiers sont utilisés (Serquén
et al, 2020). Leur richesse en composés efficaces (tanins, acides ellagiques, acides gallic,
flavonoides, alcaloides, fluides, phénols), et ces composés ont montré leur efficacité comme
antibactériens et antioxydants (Gil, 2000; Mansour, 2013). De méme, ses écorces, ses feuilles, ses
fleurs et ses racines présentent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, anticancéreuses,
vermifuges, antibactériennes, antifongiques, antitumorales, antivirales et astringentes. Il est méme
¢té administrés pour contréler le diabete, I’hyperlipidémie, 1’hypertension, 1’artériosclérose, les
problémes bucco-dentaires, I’infertilité féminine, la dysfonction érectile, 1’obésité, la maladie

d’Alzheimer, la diarrhée et les ulceéres (Serquén et al, 2020).

Utilisez I’extrait éthanolique contre la bactérie Escherichia. coli, il a obtenu de bons résultats
en testant I’efficacit¢ de I’extrait de grenade pour contrdler la sensibilit¢ de divers germes
(Vascnelos, 2006). La levure Candida. albicans est un micro-organisme présent naturellement sur
la peau et les muqueuses des individus en bonne santé. Malgré cela, ces champignons opportunistes
ont la capacité de provoquer ce que I’on appelle (Candidose) chez environ 30 a 50% des personnes
en bonne santé le monde, et la candidose peut se développer a partir d’une infection superficielle
chez des personnes en bonne santé jusqu’a une infection, qui menace la vie des individus comme

chez les personnes faiblement immunisées (Francois, 2013).

L’objectif principal de ce travail est de réaliser une étude bibliographique actualisé sur
I’activité antimicrobienne et les propriétés biologiques du grenadier. Ce mémoire est divisé en trois

chapitres : Le premier chapitre est principalement consacré aux généralités sur le grenadier et les
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souches bactériennes utilisées, et le deuxiéme chapitre traite le matériel et les différents méthodes
utilisées pour la réalisation de ce travail, et le troisiéme chapitre a regroupé 1’ensemble des résultats
obtenus avec leur discussion. Enfin, ont terminera notre travail avec une conclusion générale sur les
études réalisés.
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Chapitre I: Généralités sur le grenadier et les souches bactériennes utilisées

1. Le grenadier
1.1. Historique

La grenade est I’'un des plus anciens fruits comestibles, qui n’a pas trop évolu¢, depuis la
découverte de 1’agriculture il y a plus de 1000 ans (Seeram et al, 2006; Cam et al, 2009). L’histoire
de la grenade est liée au développement de I’humanité d’'une maniére impressionnante. Elle a une
place importante dans le Judaisme, le Christianisme, 1’islam, le Bouddhisme et le Zoroastriens
(Lansky et Newman, 2007). II est dit qu’elle avait 613 graines qui représentent les 613
commandements de la Torah, méme si cela n’a pas été confirmé dans les temps modernes (Hebert,
2006). Aimée des caravaniers et navigateurs, sa pulpe gorgée d’eau et légerement acidulée, permet
d’étancher la soif durant les longues traversées, elle est le symbole de la vie, fertilité longévité
(Amjad, 2005; Lansky et Newman, 2007).
1.2. Classification botanique

Tableau 1: Classification botanique du grenadier (Wald, 2009)

Ebranchement Angiospermes

Sous ébranchements Dicotylédonesvraies
Classe Rosidees

Ordre Myrtales

Famille Lythraceae

Genre Punica

Espéce Punica granatum

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

= Francais : grenadier

= Nom scientifique : Punica granatum

= Nom commun : grenade

= Anglais : pomegranate
1.4. Description morphologique de la grenade
1.4.1. Fleurs

Aspect froissé et portées par un court pédoncule. Se trouvent soit, solitaire a 1’aisselle, des

feuilles ou réunies par groupe de deux ou trois au sommet des branches (Hollande et al,
2009; Ashton, 2006). Sur le plan de la biologie florale, le grenadier est une espéce monoique qui
développe sur le méme arbre , des fleurs hermaphrodites, fertiles en forme de vase, et des fleurs
males stériles avec un style tres court et des ovaires atrophié, en forme de cloche (Melgarjo et
Salazar, 2003), a maturité, les fleurs sont d’un rouge éclatant, pourpre ou grenade selon les variétés

mesurant 3 cm de diamétre et ayant 5 a 8 pétales, souvent davantage sur les plantes cultivées Leur
-3-
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nombre est généralement 1’équivalent du nombre de sépale d’aprés les auteurs (Pande et al, 2006;

Hmid , 2013; Teixeira da silva , 2004; Holland et al, 2009).

Figure 1. les fleurs du Punica granatum
1.4.2. Les Feuilles
Les feuilles du grenadier sont opposées. Elles peuvent avoir une disposition alterne sur les
rejets en touffes sur les pousses courtes. Elles sont glabres sur les deux faces. Ces feuilles entieres,
lancéolées, assez coriaces, et brillantes, présentent un limbe elliptique allongé, de 3 a 8 cm de long.
Leur sommet peut étre obtus ou allongé. Elles sont munies d’un court pétiole, de 1 a 5 mm de long,

qui est généralement rougeatre dessus (Gil et al, 2000).

e S
Figure 2. les feuilles du Punica granatum

1.4.3. Les Fruites

Le fruit du grenadier est un balauste baie, complexe presque ronde et charnue de la taille
d’une pomme ou d’une orange. La grenade est une drupe sphérique d’environ 12 cm de large alors
que le poids varie entre 200 et 650 grammes, couronnée par un calice persistant. Le sommet de cette
couronne est presque fermé a largement ouvert, en fonction de la variété et du stade de maturation.
Le fruit est relié a I’arbre par une courte tige (Holland et al, 2009). Il comporte trois parties bien
distinctes: les graines (environ 3 % du poids du fruit) qui contiennent eux-mémes 20 % d’huile, le
jus (environ 30 % poids du fruit), et la peau qui comprend également les membranes intérieures

(Lansky et Newman, 2007).

Figure 3. les fruits du Punica granatum
-4 -
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1.4.4. Lesgraines

Les graines est la partie comestible du fruit. Elles représentent environ 50 % du poids total
d’une grenade, dont 80 % sont des arilles (partie charnue) et 20 % de pépins (partie ligneuse). Les
pépins de grenade contiennent 12 % a 20 % de matiére grasse par rapport au poids de la graine,
avec une prédominance des acides gras insaturés conjugués acide punicique (avec une teneur de
31,8- 86,6 %), acide linoléique (0.7- 24.4 %), acide oléique (0.4-17.7 %), acide stéarique (2.8- 16.7
%) et acide palmitique (0.3- 9.9 %). 95 des acides gras sont sous forme estérifié¢, dont 99 % de

triacylglycérols (Lansky et Newman, 2007).

Figure 4. les graines du Punica granatum
1.4.5. Ecorces du Punica granatum
L’écorce de la grenade (Oumalicorium) est la partie dure du fruit. Elle est généralement
utilisée séchée, sous la forme de morceaux brunatres ou vert rougeatres a 1’extérieur, un peu
verruqueux, brillants, jaunatres sur la face intérieure concave, portant souvent I’empreinte des
graines qui y étaient appliquées. La saveur de 1’écorce de grenade est ameére et astringente

(Planchon, 1875).

Figure 5. I'écorce du Punica granatum

1.5. Origine géographique et répartition de la grenade

La grenade est l'un des premiers fruits domestiques cultives depuis I'Antiquité Originaire
d'lran et des pays voisins, il se développe progressivement en Asie centrale jusqu'a I'Himalaya,
I'Anatolie orientale, le Moyen-Orient et la Méditerranée . Il prospere également en Arizona et en
Californie, et a été cultivé dans la région mediterranéenne, en Asie du Sud et dans les pays du
Moyen-Orient. Kandahar en Afghanistan est célébre pour ses grenades de haute qualité.
Aujourd'hui, les grenades sont ,cultivées dans la plupart des régions du monde, notamment en Iran,

en Espagne, en Italie en Afghanistan, aux Etats-Unis, en Inde, en Chine, en Russie, en Ouzbékistan,
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au Maroc et en Grece. L'lran est I'un des plus grands producteurs de grenades au monde
(Shaygannia et al, 2016).
1.6. La composition biochimique et la valeur nutritionnelle

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 pepins, seules certaines classes de moléculesont été
relativement bien étudiées. Chacun de ses compartiments possede des constituantsspécifiques dont
les teneurs dépendent de la variété, la saison, le stade de maturité, ainsi que du lieu géographique et
des conditions de culture (Gil et al, 2000; Al-maiman et Ahmad, 2002; Kulkarni et Aradhya, 2005;
Mirdehghan et Rahemi, 2007; Schwartz et al, 2009).

Tableau 2: Composition biochimique et valeur nutritionnelle de la grenade (Wald, 2009)

Composants Quantité
Energie 68 Kcal
284 KJ
Eau 80.97 g
Glucides 17.17 g
Fibres alimentaires 0649
Calcium 3mg
Fer 0.30 mg
Magnésium 3 mg
Manganese 0.12 mg
Phosphore 8 mg
Vitamine B1 0.030 mg
Vitamine B5 0.596 mg
Vitamine B6 0,105 mg
Potassium 259 mg
Sodium 3mg
Vitamine C 6.1 mg
Vitamine E 1mg
Zinc 0.12mg
Protéines 0.95¢g
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1.7. Utilisation thérapeutique
Le grenadier a été utilisé depuis des siécles pour ses vertus thérapeutiques. En médecine

Ayurvedique, le grenadier est considéré comme « une pharmacie en soi » et il a été utilisé comme
agent antiparasitaire, un « tonique sanguin » et pour traiter les aphtes les diarrhées et les ulceres. Le
grenadier a servi aussi de reméde 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 propriétés antioxydantes, anticarcinogénique, anti-inflammatoire et
antidiabétique du grenadier (Jurenka, 2008).
2. Les souches bactériennes utilisées
2.1. Escherichia. coli
2.1.1. Définition

C’est un bacille a Gram négatif (figure 6) qui se développe sur gélose ordinaire (ex: gélose
nutritive). Il est habituellement mobile et pourvu de fimbriae, ayant de métabolisme: respiratoire
lorsque les conditions sont aérobies. Les réactions typiques sont les suivantes fermente le glucose,
indole+ , uréase-, H2S-, lactose+, gazogéne, mais ne produit pas d’acétine (Le Minor et Richard,
1993). Au nivaux morphologique I’E. coli est un bacille a Gram négatif, de forme béatonnet droit et
a extrémités arrondies, mesurant de 2 a 4 um de longueur sur 0.4 a 0.6 um de largeur, mobile grace

a une ciliature péritriche, non sporulée mais parfois capsulée.

Figure 6. Observation microscopique d’Escherichia. coli

2.1.2. Habitat

C’est I’espéce dominante de la flore aérobie du tube digestif I’E. coli ou colibacille est
habituellement une bactérie commensale qui peut devenir pathogéne si les défenses de 1’hote se
trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence particuliers (Le Minor et Richard,
1993). Les souches d'Escherichia responsables d'infection chez I'nomme sont différentes de celles
qui constituent I'espece dominante de la flore intestinale aérobie des adultes et des enfants. (Do
Carmo et al, 2004).
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2.1.3. Taxonomie

Tableau 3: Classification phylogénique d'Escherichia. coli

Reégne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espece Escherichia. coli

2.1.4. Pouvoir pathogéne

Cette bactérie est responsable de plusieurs infections telles que: Infections intestinales,
Infections urinaires (femme), Infection abdominales, Infections méningées néonatales (Yang et al,
2017).
2.2. Candida. albicans
2.2.1. Définition

Candida. albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, et aérobie. Cette levure

diploide, dont le matériel génétique se répartit en huit chromosomes (Chu et al, 1993) se reproduit
de fagon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une cellule mére (le blastospore) (Graser et
al, 1996) formant ainsi des colonies blanches crémeuses au niveau morphologique, cette levure peut
mesurer de 3 a 15 um, et est caractérisée par un polymorphisme que 1’on peut retrouver in vitro et

vivo et qui lui permet de se soustraire aux défenses liées a I’immunité cellulaire (Buffo et al, 1984).

Figure 7. observation microscopique de Candida. albicans
2.2.2. Habitat
Candida. albicans est un champignon cosmopolite dont les fréquences d’isolement montrent
que chez des sujets sains la levure se répartit difféeremment en fonction des sites de prélévement:
peau (3 %), vagin (13 %), tractus ano-rectal (15 %), cavité buccale (18 %) estomac et duodénum
(36 %), et jejunum et iléon (41 %). Le réservoir principal est donc le tube digestif ou la fréquence

de portage varie selon les sujets (Mavor et al, 2005).
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2.2.3. Taxonomie

Le genre Candida est une micromycete, champignon imparfait (deutéromycete). Il est un
organisme eucaryote appartenant au regne des champignons, au phylum des Ascomycetes, au sous-
phylum des Saccharomycotina, de la classe des Saccharomycetes, de lI'ordre des Saccharomycétales,
du groupe des Saccharomycétales mitosporiques (Buffo et Herman, 1984).

Tableau 4: Classification de Candida. albicans

Régne Fungi

Division Ascomycettes
Classe Saccharomycettes
Ordre Saccharomycétales
Famille Cryptococoidae
Genre Candida

Espéce albicans

2.2.4. Pouvoir pathogéne

De nombreux facteurs de virulence sont associés a la pathogénéese de Candida. albicans dont
les principaux sont les adhésines, des biomolécules favorisant I’adhérence aux cellules de I’hote, et
les protéases aspartiques et les phospholipases, des enzymes hydrolytiques sécrétées par la levure
(Calderone et Fonzi, 2001). De plus, la transition morphologique et la commutation phénotypique
jouent aussi un réle important dans la virulence de ce pathogéne (Karkowska-Kuleta et al, 2009),
tous ces facteurs ne semblent pas pouvoir supplanter les défenses de I’hdte normal mais permettent
plutbt au pathogéne de coloniser les muqueuses. Par contre, chez les patients immunosupprimes,
I’équilibre dynamique entre les mécanismes de défense de 1’hote et la levure tourne en faveur de

cette derniere, notamment dd a la présence de ces facteurs (Odds et al, 1988).
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Chapitre I1: Matériel et méthode

1. Matériel.

1.1. Matériel du laboratoire.

Les différents produits chimiques, les milieux de cultures, les micro-organismes et les appareils
utilisés au cours de la réalisation de ce travail sont répertoriés dans les tableaux des figures suivants :

1.1.1. Produits chimiques.

Figure 8: Les produits chimiques utilisés

Flacon d’éthanol 70% Eau physiologique
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1.1.2. Les milieux de cultures

Figure 9: les milieux de cultures utilisées

\ \
Gélose nutritif Gélose Muller Hinton Gélose Sabouraud
(pour la revivification) (pour Escherichia. coli) (pour Candida. albicans)

1.1.3. Micro-organismes

Ces souches ont été fournies gracieusement par [’unité de la microbiologie du laboratoire privé

El-khoudir situé dans la province de Skikda.

Figure 10: les micro-organismes utilisées (Bactérie Escherichia. coli et levure Candida. albicans)

Escherichia. Coli Candida. albicans
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1.1.4. Appareillages

Figure 11: les appareils et les outils utilisées

L’étuve Réfrigérateur entonnoir de buchne

Ballon a fond rond Becher Boites de pétri
de 250 ml de différentes tailles

Papier d’aluminium Agitateur Ecouvillons Regle
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1.2. Matériel végétale

I1 s’agit d’écorce de grenade, qui sont une poudre apportée d’un magasin vendant des herbes

médicinales dans le but de 1’étudier.

Figure 12 : Poudre d'écorce de grenade pure et moulue
2. Méthode
2.1. Préparation du matériel végétal

La collecte de I’échantillon de 1’écorce du fruit de Punica granatum L a été effectuée geérie

dans la région de Skikda.
2.2. Préparation de ’extrait d’écorces de la grenade

La préparation a été effectuée par la méthode de la macération, 100 ml d’éthanol avec 50 g de
la poudre, mélangé pendant 2h sous agitation continue, les échantillons ensuite sont enveloppés et
conserveés a 37 °C et restent pendant 24h. 1ls ont ensuite été filtrés par entonnoir de buchner. Dans
un ballon a fond rond de 250 ml on mettons le filtrat dans 1I’évaporateur rotatif a une température
comprise entre 60 °C- 70 °C, apres environ 20 minutes nous obtenons I'extrait éthanolique requis et
I’on mettons dans des boites de pétri, ensuite on le recouvre de papier d'aluminium en prenant soin

de bien le percer, et on le met au 1’étuve pendant 48 heures.

= ;\ = __/ - [ . ;;i:_" ]

Figure 13 : Les étapes de la réalisation de 1’extrait d’écorce de la grenade
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2.3. Evaluation de P’activité antimicrobienne
2.3.1. Revivification des souches utilisées

La revivification est réalisé par épuisement, en étalant les deux souches (Escherichia. coli et
Candida. albicans) a la surface du milieu gélose nutritif. Incubées pendant 24h a température 37 °C
dans I’étuve. Chaque micro-organisme dépose se multiplie pour donner un clone de cellules pures et

identiques.
2.3.2. Préparation de I'inoculum

On met 5 ml d'eau physiologique dans le tube écouvillon a l'aide d'une seringue. On essuyons
la surface d'une colonie pure et clairement isolée des deux souches de la méme maniere des boites
de la revivification et placer chaque écouvillon dans un tube et bien les agiter. Puis laissez les

suspensions pendant une heure et demie dans 1’étuve a une température de 37°C.

2.3.3. Ladilution

La dilution a été préparée a partir de la premiere solution mére comme suivant: 0.5 g de

I’extrait dans 4.5 ml d’éthanol, D'aprés la regle suivante:

1 g de I’extrait 9 ml d’éthanol

0.5 g de I’extrait V ml d’éthanole

9ml x0.5g
V= ————
1g

Donc: V=4.5 ml

Aprés on utilisant une dilution au 1/10, cela signifie 1 ml de la solution fille précédent pour 9
ml identiques d’éthanol soit 10 ml de solution fille nouvelle pour obtenir plusieurs concentrations
(0.1-0.01-0.001 - 0.0001 g/ml).

Figure 14 : Les concentrations obtenues
-14 -
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2.3.4. Technique des 4 séries de stries

Tracer sur le fond extérieur de la boite de peétri (la gélose Sab pour la levure Candida.
albicans, ainsi que la gélose MH pour la bactérie Escherichia.coli) deux diamétres perpendiculaires
séparant la boite en quatre secteurs. On déterminant le dépdt initiale pour chaque quadrant. Prélever
a 1'écouvillon I’inoculum et étaler le prélévement par stries trés serrées. Ensuite, compléter la
processus sur le reste de la boite et la répéter dans le reste des quadrants en prenant soin de tremper
I'écouvillon dans le tube apreés avoir fini d'essuyer chaque coté. Enfin, on essuie tout le périmetre de

la boite de pétri apres I'avoir plongée dans le tube-écouvillon.

2.3.5. Méthode de diffusion sur gélose (méthode des disques)

Aprés I’ensemencement des boites, déposer des disques de papier buvard comprenant a
chaque fois a une certaine concentration commencant par la solution mere, et les mettre dans le
centre de chaque quadrant, et finalement un disque centrale contient 1’éthanol. Fermer

hermétiquement les boites puis les incuber dans 1’é¢tuve pendant 48h a 37 °C.
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Chapitre I11: Résultats et discussion

1. Evaluation antimicrobienne

L’¢évaluation antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion sur gélose, dans le but de
tester de I’effet des échantillons sur deux souches microbienne a une concentration de 0.1 g/ml pour

I’extrait de I’écorce . Les résultats de ’essai sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 05: Résultats de 1éssai de 1”’activité antimicrobienne

Souches Concentration de | Diamétres de la zone
P’extrait (g/ml) d’inhibition (mm)
Escherichia coli 0.1 36
0.01 16
0.001 15
0.0001 8
Candida Albicans | 0.1 22
0.01 18
0.001 16
0.0001 13
Ethanol / 17

Le tableau montre I’effet de ’extrait éthanolique d’écorces de la grenade sur la croissance de

la bactérie Escherichia. Coli, et de la levure Candida. albicans.

Il est noté dans le tableau pour les bactéries E. coli que les concentrations de I’extrait
éthanolique étaient respectivement (0.1 - 0.01 - 0.001 - 0.0001 g/ml) et les diametres inhibiteurs
moyens ont été donnés dans 1’ordre suivant (36 - 16 - 15 - 8 mm). La concentration d’extrait
¢thanolique de 0.1 g/ml donne un taux ¢levé de diametre d’inhibition de 36 mm, et pour une
concentration d’extrait de 0.0001 g/ml, on trouve le diamétre d’inhibition de 8 mm. Pour la levure
Candida. albicans, les concentrations de 1’extrait éthanolique étaient respectivement (0.1 - 0.01 -
0.001 - 0.0001 g/ml), et les diamétres inhibiteurs moyens ont été donnés dans 1’ordre suivant (22 -
18 - 16 - 13 mm). La concentration d’extrait éthanolique de 0.1 g/ml donne un taux eleve de
diametre d’inhibition de 22 mm. On a aussi le diamétre moyen d’inhibition pour 1’éthanol, qui a

donné une valeur inférieure de 17 mm.
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On trouvent que les extraits de la grenade (extrait aqueux éthanolique et méthanolique) a une
concentration de 0.1 g/ml montrent une activité antimicrobienne élevée sur E .coli, Pseudomonas.
aeruginosa et Staphylococcus. aureus (Reguieg Ysaad et Hammadi, 2017). Les résultats de
I’activité antimicrobienne de ces extraits sur les souches E. coli corroborent nos résultats. Pour la
méme étude, la zone d’inhibition trouvée pour la souche E. coli est plus élevée a celle trouvé avec
notre. (Bendjabeur, 2012). Pour une concentration de 0.1 g/ml I’extrait de la peau de la grenade
n’aucune activité antimicrobienne contre E. coli. Ces résultat a été trouvée aussi par (Alhijna et
Bourich, 2017).

La sensibilité des souches Gram- (E. coli) est due a la présence d’une fine couche de
peptidoglycane perméable aux alcools y compris I’éthanol présent dans 1’extrait. Cependant pour
Gram+ la présence d’une paroi épaisse de peptidoglycane empéche la pénétration de substances
antibactériennes solubilisées dans 1’éthanol (Balentine et al, 2006). Observé que les extraits

éthanoliques de grenade pouvaient inhiber.

Pour les Candida. albicans I’efficacité de 1’extrait éthanolique d’écorces de grenade pour
inhiber les cellules de la levure est due au fait que les écorce de grenade contiennent de nombreux
composés actifs ayant un réle antifingique. L’effet inhibiteur des écorce de grenade peut étre due a
leur teneur en polyphénols qui peuvent interférer avec les cellules de la levure Candida .albicans
(Ahmed, 2013). Les phénols ont également la capacité de capter les ions minéraux nécessaires a la
croissance des champignons grace aux métalloprotéases, notamment I’ion Fe?* (Yordanov, 2008),
en plus de leur capacité a modifier afin que ces molécules puissent pénétrer dans la bicouche
lipidique de la paroi cellulaire fongique (Saija, 1995), et une fois entrés, ils provoqueront une
modification de la permeéabilité des ions de la paroi dans la cellule, conduisant & la mort cellulaire
(Cushnie, 2005), et I’effet inhibiteur des phénols est probablement du a leur absorption par la

membrane cellulaire et a leur interaction avec les enzymes et les ions métalliques (Lamar, 2008).

L’effet inhibiteur de I’extrait éthanolique d’écorce de grenade pourrait étre du aux écorce
contenant des punicalaines et 1’¢llagitannine. Il a montré sa capacité a éliminer le Fer, ce qui
stimule les réaction d’oxydation a I’intérieur de la cellule microbienne (Endo, 2010; Kulkarni,
2007), et les tanins contenus dans les écorce de grenade jouent un rdle dans la précipitation des
protéines présentes dans la paroi cellulaire de différents types de levures Candida. albicans Outre
leur capacité a déstabiliser le cytoplasme et la membrane plasmique, a inhiber les enzymes
extracellulaires nécessaires au metabolisme cellulaire et & la carence en nutriments nécessaires a la

croissance des microbes (Ikigai, 1993; Puupponen, 2004; VVasconcelos, 2003).
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L’activité antimicrobienne de l’extrait d’écorce de la grenade est due aux divers agents
chimique présents dans ce dernier, y compris les flavonoides, les tanins ainsi que d’autres composés
phénoliques qui sont classes comme composés antibiotiques hautement actifs (Reguieg Ysaad et
Hammadi, 2017). Ainsi (Cowan.1999) a suggéré que les propriétés antimicrobiennes des tanins
pourraient étre liées a leur capacité d’inactiver les adhérences microbiennes, les enzymes et les
protéines de transports d’enveloppe de cellules, leur complexité avec les polysaccharides et leur

capacité de modifier la morphologie des micro-organismes.

Nous en concluons que plus la concentration de I’extrait éthanolique d’écorces de la grenade
est élevée, plus le diamétre de la zone inhibitrice est grand. Ce qui indique ’effet répulsif efficace
de I’extrait éthanolique d’écorce de la grenade en tant qu’inhibiteur antifongique de la levure

Candida. albicans, et antibactérienne de la bactérie Escherichia. coli.
2. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

L’analyse des résultats des CMI déterminé en utilisant la méthode des dilutions dans un milieu

gélose confirme les résultats obtenus par la méthode de diffusion sur disque.

Selon les résultats de la figure 11, il apparait que les dilutions allant de 0.1 a 0.0001 ml de

I’extrait de 1’écorce de grenade exercent une activité inhibitrice sur les deux souches testées

(Escherichia. coli et Candida. albicans).

Figure 15: Résultats de la CMI de I’extrait de I’écorce de la grenade sur les souches testées (A:

Escherichia. coli, B: Candida. albicans
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Les deux souches montrent des CMI qui sont pour I’E. coli = 8 mm, et pour Candida.
albicans = 13 mm) avec une concentration de 0,0001g/ml ce qui explique la similarité des

diamétres de zones d’inhibition obtenus par la méthode de diffusion sur disque.

Les propriétés antimicrobiennes des tanins pourraient étre liées a leur capacité d’inactiver les
adhérences microbiennes, les enzymes et les protéines de transports d’enveloppe de cellules, leur
complexité avec les polysaccharides et leur capacité de modifier la morphologie des
microorganismes (Cowan, 1999). (Machado et al, 2003; Naz et al, 2007; Al-zoreky, 2009) ont
suggéré que le mécanisme responsable de la toxicité des composes phénoliques sur les
microorganismes est lié a la réaction de ces composés aux groupes sulfhydriques desprotéines ce
qui engendre 1’indisponibilité des substrats aux microorganismes, de plus les polyphénols

interférents avec les sécrétions protéiques bactériennes.
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Conclusion

Conclusion

La zone d’inibition la plus impotante a été observée avec 1’extrait éthanolique dans la zone 1 a
une concentration de 0.1 g/ml vis-a-vis a la souche de Candida. albicans, et notamment a une
concentration de 0.1 g/ml dans la zone 1 vis-a-vis a la souche d’Escherichia. coli. les rendant ainsi
les zones les plus sensibles aux extrait éthanolique d’ecorce de la grenade. Vu la richesse d'écorce
de la grenade en molécules bioactives, plusieurs recherches ont étudié I’effet antimicrobien
d’écorce de fruit de Punica granatum. Le test d’activité antimicrobienne de I’extrait s’est montré actif sur
tous les microbes et les zones d’inhibition augmentent en fonction de 1’augmentation de la concentration en
extrait. Sur les microbes pathogeénes en utilisant la diffusion sur gélose pour déterminer les diameétres
des zones d’inhibition et la méthode de microdilution en milieu liquide pour préciser les
concentrations minimales inhibitrices CMI. Les résultats de ces travaux montrent que les extraits
d’écorce de la grenade est un puissant inhibiteur des bactéries pathogénes telle que Escherichia coli,
et des levures telle que Candida. albicans. L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitu
qu’une premicre étape dans la recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active,
une étude in vivo est souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités
antimicrobiennes des extraits d’écorce de la grenade. Il est important de compléter ces recherches
par des études in situ pour vérifier ’efficacité des extraits naturels dans les différentes matrices
alimentaires. Des études toxicologiques sont également nécessaires pour assurer la sécurité sanitaire

de ce genre du produit.
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