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Résumé :

L’objectif de la présente étude est de valoriser les extraits de 1’écorce, les graines st le jus de
fruit de la plante médicinale Punica granatum L qui est tres appréciée pour ses nombreuses vertus
et largement utilisée pour traiter les maladies cardiovasculaires, gastro-intestinales, ’arthrite et le
cancer et ceci par la réalisation d’une étude photochimique et une évaluation de son activité

antioxydante.

Les extraits organiques de 1’écorce et les graines de grenade ont été obtenus par macération
en utilisant trois solvants de polarités différentes a savoir I’eau, 1’éthanol et un mélonge
I’hydroéthanolique. Les rendements obtenus pour les trois extraits : aqueux, éthanolique et
hydroéthanolique des écorces ont été estimés a 6,66%, 9% et 7,68 %respectivement et pour les
graines ont été estimie & 2%,6% et 2,90 respectivement.

Le dosage colorimétrique des polyphénols totaux dans tous les échantillons, en utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu, la quantification a été effectuée a 1’aide d’un spectrophotométre UV-Vis,
la quantification des flavonoides totaux a été effectuée en utilisant le réactif de trichlorure

d'aluminium.

Le pouvoir antioxydant a été évalué en utilisant la méthode du piégeage du radical libre
DPPH. L’extrait hydréthanolique de 1’écorce a représenté ’activité antioxydante la plus importante

par rapport aux autres extraits avec une valeur d’IC50 de 1,13 mg/ml.

Par conséquent, ces résultats indiquent que 1’écorce de fruit de Punica granatum L. constitue
une source efficace de composés phénoliques, qui lui confére une activité antioxydante tres

importante permettant son usage dans I’industrie pharmaceutique et alimentaire.

Mots clés : Punica granatum L, Extraits, Polyphenols, Activité antioxydante, DPPH, écorce,

graines, le jus.



Abstract:

The objective of this study is to enhance the peel, seeds and the juice extracts of a medicinal
plant Punica granatum L highly valued for its many virtues and widely used to treat cardiovascular
and gastrointestinal diseases, arthritis and cancer, by phytochemical study and evaluation of its

antioxidant activity.

The organic extracts of pomegranate (the peel and the seeds) were obtained by maceration
using three solvents; water, methanol and hydroethanolic. The yields obtained from the three
extracts; aqueous, ethanolic and the hydroethanolic were around hydroethanolic 6,66%, 9% and

7,68 % respectively of the peel and about the seeds were around 2%, 6% 2,90 % respectively.

The colorimetric determination of total polyphenols in all samples, using the reagent Folin-
Ciocalteu, the quantification was carried out using a spectrophotometer UV, the quantification of

total flavonoids was carried out using the aluminum dichloride reagent.

Antioxidant power was assessed using the method; the trapping of the free radical DPPH.
The ethanolic extract of peel represented the most important antioxidant activity compared to ewer

extracts with an 1C50 value of 1,13 mg/ml.

Consequently, these results indicate that the bark of Punica granatum L. constitutes an
effective source of phenolic compounds, which confers it a very important antioxidant activity

allowing its use in the pharmaceutical and food industry.

Key words: Punica granatum L, Extracts, Polyphenols, Antioxidant activity, DPPH, peel, seeds,

juice.
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Introduction

Introduction :

Ces dernieres années, les scientifiques ne cessent d’affirmer qu’une consommation réguliére
de fruits et de légumes est un bon moyen de prévention de plusieurs maladies neurodégénératives
(maladies d’Alzheimer, de Parkinson,..), des maladies respiratoires (asthme, mucoviscidose,...)

résultant d’un phénomeéne appelé « stress oxydant » .

Ce phénomene se réfere a une perturbation de signalisation dégénérative provoquée par
I'oxydation des composants cellulaires vitaux et un déficit en antioxydants ou une surproduction de
radicaux libres. Il entraine des altérations de multiples molécules biologiques dont les acides gras,

les protéines, I’ADN et les glucides (Princemail et al., 2002).

L’aptitude des différents fruits et Iégumes a neutraliser ces radicaux libres et a restaurer
1I’équilibre oxydatif in vivo est imputé a leurs richesses en polyphénols, antioxydants naturels aux
forts potentiels antioxydants (Bouayed et al., 2008).

C’est dans ce contexte actuel que nous nous sommes tournés vers I’étude de 1’un des plus
anciens fruits comestibles : Punicca granatum (grenadine) qui est cultivé dans plusieurs régions
d’Algérie. Toutes les parties du fruit (racines, écorce, pépins) sont utilisées en combinaison dans la
médecine traditionnelle grace de leur effet : antioxydant, antimicrobien, anti-cancéreux et
antidiabétique pour traiter des maladies comme, les infections, les blessures et les inflammations
(Ahmed et al., 2005)

La grenade a une grande valeur nutritionnelle. Riche en minéraux, vitamines et en composés
bioactifs, elle est utilisée dans la médecine traditionnelle pour soigner les maladies gastro-
intestinales et les affections parasitaires. La plupart des parties du fruit sont connues pour leur
important potentiel antioxydant, il y a une liste impressionnante de cibles potentielles de maladies
comme les maladies coronariennes, des cancers (peau, sein, prostate et du colon), lI'inflammation,
I’hyperlipidémie, le diabéte, les troubles cardiaques, les troubles hormonaux, I'hypoxie, 'ischémie,
le vieillissement, les troubles neurologiques et le SIDA, ou les effets thérapeutiques de la grenade
ont été démontrés par des études in vitro ou in vivo (Seeram et al., 2006 ; Lansky & Newman,
2007).

L’analyse chimique (I’isolement, 1’identification, et 1’¢lucidation structurale) de ses
composes est d’une grande importance pour l'évaluation de leurs effets potentiels sur la santé

humaine (Seeram et al., 2006) ; (Naveena et al., 2008).




Introduction

La présente étude a pour objectif principal I’évaluation de l'activité antioxydante de la

grenade a travers 1’analyse de trois échantillons (écorce, grain et jus).

Notre travail est scindé en deux parties : la premiére partie est une synthése bibliographique
donnant des généralités sur la grenade, sa composition phytochimique et sa description détaillées,
ainsi qu’un apergu sur les composés phénoliques et 1’activité antioxydante. La deuxiéme partie

regroupe les différents aspects pratiques de notre étude, les résultats obtenus et leurs discussions.
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Généralités sur le grenadier
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Chapitre 1 : Généralités sur le grenadier

1.1. Généralités :

La grenade est le fruit du grenadier (Punica granatum). Ce petit arbre buissonnant (Figurel)
est originaire du bassin méditerraneen, d’Asie Occidentale et du Moyen-Orient, ou il est cultivé
depuis 5000 a 6000 ans. Son nom est dérivé du latin « granatum » qui signifie «fruit & grain» (QA

internatonal collectif, 1996)

Il est Cultivé dans les jardins de Babylone depuis 4000 ans, le grenadier et son fruit tiennent
une place importante dans les civilisations anciennes, par exemple, dans I’Egypte ancienne, le

grenadier accompagnait les morts (Abbayes et al., 1963).

Le grenadier ( punica granatum) est un des fruits comestibles les plus anciens et a été utilisé

intensivement dans la médecine populaire de nombreuses culture (Li et al.,2006).

La popularité de la grenade a augmenté énormément surtout durant la derniére décennie en
raison de ces nombreux bienfaits, parmi lesquels on peut citer son action antimicrobien et antivirale,

c¢’est un antioxydant puisant et un anticancéreux (Negi et al., 2003).

Le jus et la peau de grenade contiennent des quantités importantes de polyphénols comme
les tanins ellagiques, I’acide ellagique et 1’acide gallique. Ils ont été utilisés dans la préparation de
teintures, de formule cosmétique, thérapeutique et recettes alimentaires et a cet égard la peau de

grenade est une bonne source d’antioxydants (Yasoubi et al., 2007).

L’étude et I’évaluation des composés de la grenade ont été récemment un sujet intéressant
pour les scientifiques, qui ont démontré leur efficacité dans la prévention et la lutte contre les

maladies chroniques les plus fréquentes (Alhijna & Bourich, 2017).

Figure 1: L’arbre de grenadier




Chapitre 1 : Généralités sur le grenadier

1.2. Classification botanique :
Le grenadier, Punica granatum, a été décrit par Linné et introduit dans sa classification en 1753.

Cette classification est la suivante :

Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Magnoliopsida
Ordre : Myrtales
Famille : Punicaceae
Genre : Punica

Espéce : Punica granatum

Cette classification a été révisée en 2003, donnant a la naissance a la classification phylogénétique
APGII, qui comporte 457 familles réparties dans 45 ordres. Au sein de cette classification, la
position du grenadier est la suivante :

Embranchement : Angiospermes

Sous-embranchement : Dicotylédones vraies

Classe : Rosidées
Ordre : Myrtales
Famille : Lythraceae
Genre : Punica

Espeéce : Punica granatum

On retient dans cette nouvelle classification que la famille des Punicacées n’existe plus et le
grenadier appartient alors a la famille des Lythracées, famille comportant 30 genres et 600 espéces
(Wald, 2009) .

1.3. Description botanique :

Le grenadier est un petit arbre a port arbustif des régions méditerranéennes qui peut
atteindre 6 m de haut. Ses fleurs rouge vif mesurent 3 cm de diamétre. Ses fruits, les grenades,
contiennent en moyenne 600 graines pulpeuses. La grenade est une grosse baie ronde, de la taille
d’une grosse orange, a écorce dure et coriace, de couleur rouge ou jaune beige, qui renferme de
nombreux pépins de couleur rose a rouge. Seuls ses pépins sont comestibles, soit environ la moitié

du fruit. Dans chaque pépin, la graine est enrobée d'une pulpe gélatineuse de chair rouge
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transparente, sucrée chez les variétés améliorées, sinon d'un godt plutét &cre (Figure 2) (Benoit

Bock, 2013)
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Figure 2: Les fleurs et fruits du Granadier (Punica granatum)

(Flora von Deutschland & Schweiz,1885)

1.4-Composition chimique :
En général, le fruit de la grenade se compose de 52% de parties comestibles (graines),
comprenant 78% de jus et 22% de pépins, les 48% restants sont constitués de 38% d’écorce externe

et 10% de cloisonnement interne (en poids).

Les arilles (jus) contiennent 85% eau, 10% sucres totaux, principalement fructose et glucose
et 1,5% pectine, acides organiques tels que 1’acide ascorbique, ’acide citrique, et I’acide malique
et les composés phénoliques et les anthocyanines, du potassium, du phosphore et de minéraux, ainsi
que diverses vitamines dont une forte teneur en vitamine C : 20 mg pour 100 g (ViudaMartos et al.,
2010)

L’huile, obtenue a partir des graines de grenade, se compose a 80% d’acides gras insatureés,
acides gras présentant au moins une double liaison, essentiellement représentée par l’acide
punicique, acide cis-9,trans-11,cis-15,octadécatrienoique, mais également par les acides oléiques et
linoléiques . Cette huile se compose (Huang et al., 2005) aussi d’acides gras saturés, qui ne
présentent aucune double liaison, comme les acides palmitiques et stéariques (Lansky et al., 2007).
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L’écorce du fruit contient deux importants acides hydroxybenzoiques, 1’acide gallique et
I’acide ¢éllagique. Elle renferme également des acides hydroxycinnamiques, des dérivés de flavones,
des molécules de coloration jaune et des anthocyanidines, responsables de la couleur rouge des
grenades. De nombreux ellagitanins sont aussi présents, tels que la punicaline, la punicalagine, la
granatine A et la granatine B (Lansky et al. , 2007). Ces tanins représentent jusqu’a 28% de
1’épiderme du fruit (Fournir, 1948).

La Figure 3 regroupe quelques constituants chimiques de différentes parties de la grenade :
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Figure 3: La presentation schématique des différentes parties du fruit de grenade et leur

composition
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1.5. L’activité biologique :

Les grenades ont des antécédents médicaux importants et elles détiennent des propriétés
médicinales remarquables (Longtin, 2003) telles que [I'anti-inflammation, [I'anti-diabéte, anti
diarrhéiques, le traitement de la plaque dentaire et des aphtes et la lutte contre les infections
intestinales et les parasites paludéens (Ismail et al. , 2012). Des études récentes ont également
révélées I'efficacité du fruit de la grenade contre le cancer, I'athérosclérose, les maladies cardiaques

infectieuses et coronariennes (Figure 4) (Fischer et al., 2011)

En plus, ils possédent des effets antioxydants trés élevés, ainsi que plusieurs propriétés
thérapeutiques, et ceci grace a sa composition chimique riche en polyphénols et notamment en
tanins (Alhijna & Bourich, 2017)
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Figure 4: Maladies traitées par Punica granatum (Heber et al., 2006)

1.5.1. L’activité antioxydante:

Des analyses ont été réalisées afin de déterminer la teneur en principes actifs antioxydants
au sein des différents organes du grenadier. Des extraits éthanoiques de ces différents organes ont
été examinés afin d’extraire les polyphénols. La concentration totale en polyphénols serait la plus
importante dans 1’écorce du grenadier, un peu plus faible dans la tige et dans le jus de fruits entiers,

et la plus faible dans les feuilles (Heber et al., 2006).

L'activité antioxydant des jus de grenade a été évaluée par quatre méthodes différentes
(ABTS, DPPH, DMPD et FRAP) et comparées a celle du vin rouge et a une infusion de thé vert.
Les jus de grenade commerciaux ont montré une activité antioxydant trois fois supérieure a celle du

vin rouge et du thé vert (Jardini & Mancini Filhi, 2007).
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~ La protection antioxydant chez I’homme s’améliore de 9% apreés une cure d’une semaine de
consommation journaliére de 250 ml de jus de grenade (Aviram et al., 2000), Une autre étude a
montré une augmentation du statut antioxydant total (SAT) dans le sang de 130% apres une cure
d’un an d’une consommation journaliere d’un verre de jus de grenade (Aviram et al., 2004).
Evidemment, d’autres organes peuvent aussi profiter de 1’effet protecteur antioxydant des
polyphénols de grenade : par exemple, une importante action protectrice a été constatée sur la
muqueuse de 1’estomac contre les ravages de 1’alcool et de I’acide acétylsalicylique (Ajaikumar et
al., 2005), Les ellagitannins comptent pour 92% de I’activité antioxydant du jus de grenade et sont

concentrés dans 1’écorce, les membranes et les moelles du fruit (seeram et al., 2004).

1.5.2. L activité Anticancéreuse :

Des études in vitro utilisant trois lignées cellulaires de cancer de la prostate (DU-145,
LNCaP et PC-3) ont démontré le pouvoir inhibiteur des extraits du jus et d’écorces de grenade, ainsi
que de I’huile de graines, sur la prolifération des cellules cancéreuses de la prostate. Ces extraits ont
provoqué une perturbation du cycle cellulaire, ont induit I'apoptose de plusieurs lignées cellulaires
de cancer de la prostate, ont supprimé le potentiel invasif des cellules PC-3 et ont diminué la
prolifération du DU-145. D’autres études ont également démontré que des combinaisons d'extraits
de grenade de différentes parties du fruit étaient plus efficaces que n'importe quel autre extrait
(Jurenka, 2008 ; Mohammad & Kashani, 2012).

1.5.3. L’activité antimicrobienne :

Prashanth et al. (2001) ont étudié, in vitro, ’action de différents extraits d’écorces de
grenades obtenus a partir de différents solvants pour isoler divers composeés actifs et ceci sur six
souches bactériennes : Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella typhi,
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris. Les résultats ont démontré lacapacité antibactérienne de
tous les extraits sur les souches testées. Cependant, I’extrait méthanolique a eu le plus fort pouvoir
inhibiteur par rapport aux autres extraits essentiellement sur S. aureus, P. vulgaris et B. subtilis
(Hmid, 2013).

Les polyphénols de grenade ont également des effets antiviraux, la punicalagine a un effet
antigrippal, elle inhibe la réplication de la grippe humaine A/Hong Kong (H3N2) en bloquant la
réplication de ’ARN (Kumar et al. ,2018).

D’autres recherches, ont mis en évidence 1’activité antifongique de I’extrait d’écorces du
fruit de P. granatum contre C. albicans. L'activité antifongique a été associée principalement a la

présence de punicalagine, considérée comme le principal composant de cette plante. De plus, cet
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extrait a fortement altéré la structure cellulaire de la levure, génant la croissance et le

développement de cette derniére et empéchant ainsi l'invasion tissulaire (Almeida et al. , 2018).

1.5.4. Activité antidiabétique :

Les travaux realisés par Banihani et al. (2014) encouragent les patients atteints de diabete
type 2 a consommer le jus de grenade qui favorise le contrdle des taux de glucose, car il améliore la
résistance a l'insuline, la fonction des cellules B et permet la diminution de la glycémie a jeun. De
plus, les extraits éthanoliques des fleurs du grenadier ont démontré une bonne capacité a faire
baisser la glycémie (Wald, 2009).

1.5.5. Pression artérielle :

Des études ont démontré le pouvoir du jus de la grenade a inhiber I'enzyme de conversion de
I'angiotensine sérique (ECA) et & réduire la pression artérielle systolique chez les patients
hypertendus. Un protocole a été suivi sur dix sujets hypertendus auxquels on a administré 50
ml/jour de jus de grenade contenant 1.5 m mol de polyphénols totaux pendant deux semaines. Une
diminution moyenne de 36% de D’activit¢ de ECA sérique et une diminution faible mais
significative de 5% de la pression artérielle systolique ont été enregistrés chez 7 sujets (70%)
(Mohammad & Kashani, 2012).

1.5.6. Réduction du niveau de cholestérol :

La richesse de la grenade en antioxydants comme les anthocyanes et les tanins aident a
blogquer I'accumulation de cholestérol dans les artéres, ce qui permet de protéger contre les attaques
cardiaques. Le jus de ce fruit permet la protection contre les attaques cérébrales et ceci en diminuant
la concentration de lipoprotéines de basse densité du corps. L’extrait de feuilles de grenade a été
testé pour sa capacité de réduction du cholestérol sérique chez des souris nourries avec un régime
riche en graisse. L’administration de cet extrait a permis de réduire le taux de cholestérol total et de
triglycérides du corps. Le poids des souris a été réduit et I'absorption intestinale des graisses ainsi

que les niveaux d'énergie et de HDL corporels ont diminué (Qamar et al. , 2018).
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2.1. Les composés phénoliques :

2.1.1. Généralités :

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de
tous les végétaux. lls représentent les antioxydants les plus abondants dans notre alimentation et les
principales sources sont les fruits, légumes, céréales, olives, légumineuses seches, chocolat et les
boissons (café, the, vin) (D'Archivio et al. , 2007 ; Benhammou, 2011).

Selon leurs caractéristiques structurales, les polyphénols se répartissent en une dizaine de
classes chimiques, qui présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au
moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions
hydroxyles (OH) (Hennebelle et al, 2004).

IIs sont capables de piéger les radicaux libres générés en permanence par notre organisme ou
formés en réponse a des agressions de notre environnement (tabac, pollution, infections...). Selon
les chercheurs, 1’effet protecteur des fruits, Iégumes et plantes médicinales vis-a-vis des maladies de
civilisation (maladies cardiovasculaires, diabéte...) serait d’ailleurs lié a la présence de

polyphénols, flavonoides et acides phénoliques, dans ces aliments (Edeas, 2006) .

Un réle important est attribué aux phénols dans la résistance des plantes aux maladies, en
effet une accumulation des substances phénoliques dans les tissus végétaux infectés ou dans les
zones avoisinantes a été observée dans le cas des blessures et de carence en certains éléments
minéraux comme 1’azote et le soufre. De plus, les phénols auraient également un role dans de
nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la différenciation organogéene,
la floraison, la tubérisation et la dormance des bourgeons. D’autres propriétés leurs sont attribuées
tels que leurs effets protecteurs contre les rayonnements UV, les insectes, leur réle dans la qualité
alimentaire des fruits en déterminant la saveur et enfin leur pouvoir antifongique et antibactérien
(Benhammou, 2011 ; Shehu et al. , 2016).

2.1.2. Classification des composés phénoliques :

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux (D'Archivio et al. , 2007). On
peut distinguer deux catégories : les composes phénoliques simples et les composes phénoliques

complexes (Long et al. , 2010) (Figure 5).
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Figure 5: Les différentes classes des composés phénoliques (Salunkhe et al., 1990)

2.1.2.1 Polyphénols simples :

2.1.2.1.1. Acides phénoliques :

Les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un noyau benzénique et au
moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées, éthérifiees et liees a des sucres sous
forme d'hétérosides, ces acides phénoliques sont solubles dans les solvants polaires (Wichtl &
Anton, 2009). lIs se divisent en deux classes : ceux qui dérivent de I’acide benzoique avec une
structure (C6-C3 ou C6- C1) et ceux qui dérivent de 1’acide cinnamique (C6-C3) (Figure 6)
(Hollman, 2001).

o o
2 / Y
H HD—@—/_( OH HO o—R
OH
R— Protocatechuic acid, R = H; p-coumaric acid HO Cinfiole actd, Rt = F4

Chlorogenic acid. R = S-quinoyl:
Crypwchlorogenic acid. R = 4-quinoyl;
Neochlarogenic acid. R = 3-quinoy k

Vanillic acid, R = OCH,

R—
o HaC o
H
OH Hi H HO OH
° Gallic acid, R = Hz ferulic acid simapic acid
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Figure 6: La structure de I'acide benzoique et I'acide cinnamique (Tsao, 2010)
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2.1.2.1.2Les flavonoides :

Le nom flavonoide provient du terme flavus c'est-a-dire jaune (Malesev & Kuntic,
2007).Les flavonoides sont les composés polyphénoliques les plus abondants. 1ls forment un groupe
de plus de 6000 composes naturels qui sont quasiment universelles chez les végétaux, et qui sont

considérés comme des pigments responsables de couleur jaune (Ghedira, 2005) .

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne. Leur structure de base est celle d’un
diphenyl propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques qui
désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéne, qui désigne la lettre ¢ (Figure 7)
(Dacosta, 2003).

=" /; @
B
= /\/0 =z _\ 5"

Figure 7: La structure de base des flavonoides (Ghedira, 2005)

Les classes des flavonoides différent par le niveau d’oxydation et le mod¢le de substitution
du cycle C, tandis que les différents composeés au sein de chaque classe different par les modéles de
substitution des cycles A et B (Pietta, 2000). Ces substitutions peuvent inclure : la glycosylation, la

methoxylation, I’hydroxylation et la sulfatation (Bendjabeur, 2012).

Existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les flavones, les flavonols,
les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines (Figure8) (Afanas'eva et al.,
2001).

B ]

Figure 8: La structure de base des principaux flavonoides (Bendjabeur, 2012).
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2.1.2.2.

Polyphénols complexes (tannins) :

Les tanins, les composés de poids moléculaire relativement élevé qui constituent le

troisieme groupe important des composes phénoliques (Porter, 1989) . Ils sont solubles dans 1’eau,

et ont la capacité de se lier aux protéines et a d’autres polyméres organiques tels que des glucides,

des acides nucléiques, des stéroides et des alcaloides pour former des complexes stables (Moufida,

2006).

Selon la structure, on a deux types de tannins : les tannins hydrolysables et les tannins

condenses, dits aussi (Figure 9) :

v Les tanins hydrolysables : qui sont constitués d’une molécule glucidique sur laquelle

estestérifiée ’acide gallique ou un de ces dérivés (acide ellagique, acide m-digallique)

(Sereme et al., 2008).

v Les tanins condensés ou proanthocyanidols: sont des polyméres flavaniques constitués

d’unité de flavan-3-ols (Brington, 2009).
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Figure 9: Les structures chimiques d'un tanin condensé (a) et d'un tanin

hydrolysable (b) (Favier, 2003).
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2.2. L’Activité antioxydant :

2.2.1. Les radicaux libres :

2.2.1.1 Définition d’un radical libre :

Les radicaux libres sont des entités chimiques (Especes, atomes, molécules ou des
fragments moléculaires) possédant un électron (ou plus) non apparié « Célibataire » sur la couche
périphérique du squelette moléculaire (Figure 10). Cet électron nait suite a un apport d’énergie
susceptible et suffisant pour se réapparier, qui a tendance a attirer les électrons d’autres atomes et

molécules pour gagner en stabilité, déstabilisant ainsi d’autres molécules (Bendif, 2017).

Les phénomenes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement de 1’organisme.
L’altération des composants cellulaires et des structures tissulaires intervient lorsque I’intensité de
ces phénoménes augmente anormalement et dépasse la quantité d’antioxydants disponibles. La
conséquence de ce déséquilibre va entrainer une agression appelée « stress oxydatif » (Rahman,
2002).

Electron Manquant

— @

| (&) )
{

\Q %, g

& g

Radical Libre
(molécule instable)

Figure 10: Le radical libre

2.2.1.2. Les sources des radicaux libres :

Il existe deux sources de radicaux libres. Les sources exogeénes qui sont d’origine physique
et chimique, par exemple les radiations X ou gamma, les réactions photochimiques et UV. Ainsi
que les sources endogenes qui sont produits naturellement par des systemes enzymatiques, tel que le

NADPH oxydase, la xanthine oxydase, la cyclo-oxygenase et la lipo-oxygenase (Belkheiri, 2019).
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2.2.1.3. Les types des radicaux libres :

Parmi toutes les especes susceptibles de se produire dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint de ces composés qui jouent un rdle particulier en physiologie et
que nous appellerons radicaux primaires. Ils dérivent de 1’oxygéne par des réductions a un électron
tel I’anion superoxyde O," et le radical hydroxyle OHe, ou de I’azote tel le monoxyde d’azote NO
(Favier, 2003)

-Le radical superoxyde O," : I’anion superoxyde est une ERO primaire, formée par

l'acquisition d’un électron par 1’oxygéne moléculaire (M. Gardés-Albert & Jore, 2005).

-Le radicale hydroxyle OHe : Se¢ forme principalement a partir de 1’0,*" et d> H,0, au

cours de la reéaction de Haber-Weiss en présence des ions ferriques (Von Sonntage, 2008).

-Le monoxyde d’azote : le NO- est synthétisé a partir de I'acide aminé L-arginine par de
nombreux types cellulaires. La synthése se produit a travers des syntheses d'oxyde nitrique (NOS)
de trois types principaux: NOS neuronal (NOS;), la (NOS;) produite dans des conditions
inflammatoires et la (NOS3) endothéliale (Powers & Jackson, 2008).

Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires telles que I’oxygéne singulet 102, le
peroxyde d’hydrogéne (H,O;) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces

radicaux primaires sur les composes biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

2.2.1.4. Le role des radicaux libres :

Leur réle physiologique est impliqué dans la régulation des cascades de signalisation
intracellulaire dans divers types de cellules. En bref, les ERO et les ERN a des niveaux faibles ou
modérés sont vitales pour la santé humaine (Pham-Huy et al., 2008), et jouent un réle dans la

transduction du signale intracellulaire (Serteyn et al., 2002).

Les radicaux libres générés de fagon permanente par le métabolisme normal de 1’oxygene,
ne sont pas seulement des produits agressifs mais aussi des modulateurs de voies de transduction du
signal et de ’expression de génes qui participent a I’homéostasie vasculaire. Ils jouent le role de
messager pour la cellule, dans I’apoptose et dans la défense contre les infections (Harman, 2002).
D’autre part, elles sont impliquées, en étiologie, dans divers maladies humaines (Halliwell &

Gutteridge, 2015).
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2.2.2. Les antioxydants :
2.2.2.1. Définition :

Les antioxydants apparaissent aujourd’hui comme les clés de la longévité et nos alliés pour
lutter contre les maladies modernes. Ce sont des €léments protecteurs qui agissent comme capteurs
de radicaux libres (Bartosz, 2003).

Un antioxydant est une substance qui une fois additionnée a un produit oxydable
naturellement par I’air (Satrani et al. , 2015). Il est présent en faible concentration par rapport a
celle du substrat oxydable qui, de maniére significative retarde ou empéche 1’oxydation de ce
substrat. Il peut agir en supprimant les ERO, ou en empéchant leur formation, ou encore en réparant
les dommages causés par ceux-ci (Martin et al., 2015)ou en les piégeant pour former un composé

stable, en séquestrant le fer libre ou en générant du glutathion (Favier, 2003).

2.2.2.2. Les différents types d’antioxydants :

2.2.2.2.1. Les antioxydants endogenes :

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes (Superoxyde dismutase, Catalase et
Glutathion peroxydase) €laborés par notre organisme avec ’aide de certains minéraux. Elles sont
présentes en permanence dans l’organisme mais leur quantité diminue avec 1’age (Mika,

Minibayeva, Beckett, & Luthje, 2004).

-Les superoxydes dismutases (SOD) : sont des métallo-enzymes se retrouvant dans
I’ensemble du monde du vivant. Elles catalysent la dismutation de deux anions superoxydes en

dioxygene et peroxyde d’hydrogene.

-Les catalases (CAT) : Sont des enzymes majoritairement peroxysomales catalysant la

dismutation du peroxyde d'’hydrogene.

-Les peroxydases (POX): Sont une large famille multigénique d’enzymes hémiques
catalysant la réduction d’un substrat oxydé en utilisant de nombreux co-substrats comme donneurs

d’électrons.

-Les peroxyredoxines (PRX), aussi appelées thiorédoxines peroxydases: sont des
peroxydases non hémiques contenant un résidu cystéine au niveau de leur site catalytique. Les PRX

sont des éléments essentiels du systéme de détoxication des espéces réactives de 1’oxygéne.

-Glutathion péroxydase (GPX) : Elle agit en synergie avec la SOD puisque son réle est

d’accélérer la dismutation du H,0, enH,0 et O, (Arora, Sairam, & Srivastasa, 2002).
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2.2.2.2.2. Les antioxydants exogenes :

Les antioxydants exogeénes sont des antioxydants naturels apportés par 1’alimentation, les
plus connus sont les caroténoides, ainsi que les composés phénoliques, et aussi les vitamines (E, C
et A) (Djeridane et al., 2006).

Les polyphénols :

Les polyphénols sont des produits regroupent plus de 8000 molécules, divisées en une
dizaine de classes chimiques qui présentent toutes dans leur structure au moins un cycle aromatique
a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (Tapiero et al.,
2002), Les composés phénoliques (acides phénoliques, tannins et flavonoides) forment le groupe le

plus important (Beta et al., 2005).

Les polyphénols sont généralement de bons capteurs de radicaux hydroxyles OHe et
peroxyles RO2-. lls sont donc susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique (Monique
Gardeés-Albert et al., 2003). Ils sont capables de piéger des espéces radicalaires et de chélater les
métaux de transition comme le Fer et le Cuivre qui permettent de catalyser les oxydations
(Stevenson & Hurst, 2007).

Les vitamines :

Vitamine C ou ’acide ascorbique : est I’antioxydant hydrosoluble majeur, elle réagit rapidement
avec I’anion superoxyde et ’oxygene singulet, ou encore avec le peroxyde d’hydrogene. Elle est
indispensable par sa capacité a réduire d’autres antioxydants oxydés comme la vitamine E ou les

caroténoides (Pourrut, 2008).

La vitamine C joue un role de prévention de 1’oxydation dans le plasma et les fluides

extracellulaires, dont elle est considérée comme le plus important antioxydant (Koolman, 1999)

Vitamine E : Le principal antioxydant nutritionnel est la vitamine E (essentiellement 1’ ]-
tocophérol), liposoluble, puissant antioxydant mais qui peut avoir des effets délétéres atres forte
dose. Elle agit principalement par le transfert direct d’atomes d’hydrogene et permet d’inhiber la
lipoperoxydation dans les cellules (Njus & Kelley, 1991). L’action bénéfique de la vitamine E est
évoquée dans le cas du cancer de la prostate (Gey, 1998). Il neutralise les radicaux peroxyles
(ROO°) (Lecerf et al., 1994), alkyles (RO®) et alcoxyles (Herrera & Barbas, 2001).
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2.2.2.3. Mécanismes d’actions des antioxydants :
Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygene
singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de radicaux ou

de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Diallo, 2005) .

2.2.2.4. Les méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante :
Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer 1’activité antioxydante qui peuvent étre
classées en deux groupes selon deux mécanismes : soit par le transfert d’atome d’hydrogene, soit

par le transfert d’un simple électron (Hong et al., 2005).

2.2.2.4.1. La méthode de reduction des radicaux libres DPPH :

Le diphényl-1-picrylhydrazyl est un radical libre de couleur bleue qui posséde un électron
non apparié sur un atome du pont d’azote. Le transfert de I’atome H sur le DPPHe permet de
mesurer ’efficacit¢ d’un antioxydant en mesurant la diminution de coloration bleue par

spectrophotométrie a 515 — 518 nm (Figure 11)Popovici et al., 2009)

N I + Antoxydant-OH . NN~ | + Antioxydant-O*
Ne NH

ON | ) NO, ON l NO,

DPPH. (violet) DPPHH

Figure 11:Le mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre un radical DPPH* et un

antioxydant (Popovici et al., 2009)

2.2.2.4.2. La méthode de réduction des ions ferriques FRAP :
Cette méthode est simple, rapide, reproductible et universelle, basée sur la réduction d’ion
ferrique Fe®* en ion ferreux Fe?* en présence d’antioxydants (Bougandoura & Bendimerad, 2012) .

L’absorbance est mesurée a 700 nm.

2.2.2.4.3. La méthode de réduction des radicaux cations ABTS :

La génération du radical ABTS" se fait grace au contact direct entre ABTS et le persulfate

de potassium qui conduit a la formation d’un chromophore bleu vert qui se décolore en présence

d’antioxydant (Erel, 2004) .
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2.2.2.4.4. Test de blanchiment du f-carotene :

Dans ce test, I’oxydation de 1’acide linoléique produit des radicaux peroxydes qui entraine
une décoloration du B-caroténe. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les
radicaux libres dérivés de I’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchiment du 3

caroténe (Kubola & Siriamornpun ,2008).
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Chapitre 1 : Matériel et méthodes

Objectifs :

Notre travaille vise a étudier les différentes parties du fruit grenadier « Punica granatum » (étude
quantitatif et activité antioxydante pour cela nous avons fixé les objectif suivants :
» Extraction des différentes parties du fruit grenadier : les écorces et les graines (pour le jus
ont utilisé fraiche).
» Dosage des polyphénols totaux et flavonoides totaux.
» Etude de I’activité antioxydante par le teste DPPH.

1. Matériel :

1.1. Matériel du laboratoire :

a) Appareillage :

UV spectrophotométre, Etuve, Balance analytique

Verrerie : béchers, pipettes, ballons, éprouvettes graduees, tubes a essais, pipete et micro pipete.
b) Les produits chimiques :

Acide gallique 99% (C;HgOs), Quercitaine (CisH1007), DPPH  (CigHiz NsOg), Trichlorure
d’aluminium (AICI3) Acétate de sodium (CH3COONa), Réactif de Folin Ciocalteu (CH3-CH,-OH),

I’eau distillée.
1.2. Matériel végétal :

1.2.1. Préparation des échantillons :

Les grenades (Punica granatum) ont été achetées du marché local de El Harouche de la
wilaya de Skikda a la fin du mois de Janvier 2022. Seuls les fruits murs et intacts ont été
sélectionnés pour cette étude (figure 12). Nous avons travaillé sur trois échantillons qui sont : le jus

du grenadier, leurs écorces et les graines.

Figure 12: La grenade Punica granatum (originale)
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Une fois les fruits lavés et pelés les graines sont séparés manuellement de 1’écorce. Ensuite
le jus est extrait a partir des graines a I’aide d’un tissu en mousseline pour étre pressees et extraire

la totalité du jus, d’éliminer la pulpe et enfin stocké a 4°C jusqu’a son utilisation.

Les écorces récupérées aprés extraction du jus isolées, séchées a I’air libre et a ’abri de la
lumiere pendant quelques jours, pulvérisees a I’aide d’un broyeur Moulinex puis passé a traverses
un tamis jusqu’a I’obtention d’une poudre fine. La poudre obtenu est conservée et stockée a I’abri

de lumiere et I’humidité jusqu’a I’extraction.

Figure 13: La préparation des écorces de la grenade (originale)

1.2. Méthodes :

1.2.1. Extraction du matériel végétale :

Une quantité de 30g de chaque matiére a extraire (la poudre d’écorce et les graines) a été
macérée dans 150ml de chaque solvants a polarité croissante ont été ainsi testés : 1’eau distillée,
I’éthanol et 1’éthanol aqueux 50% (v/v). Les mélanges ont ensuite étés agités pendant 24h a
température ambiante. Aprés cela, les solutions ont étés filtrées par un papier filtre de chaque extrait
ont été évaporées a sec dans une étuve a une température de 45°C. Les extraits bruts résultants ont
¢été stockés a 4°C a I’abri de la lumiére.

Les extraits obtenus sont préservés pour 1’étape suivante qui est I’étape d'analyse, la figure

14 montre le protocole d’extraction.
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30g des échantillons (écorce et les graines) +

150 ml de I’eau distillé ou solvant (éthanol,
¢thanol/ eau)

Extraction par macération 24h
a T ambiante

[ Filtration ]

V

Evaporation des solvants
dans une étuve a 45°C

[ Extrait sec ]

s

Analyse quantitative

Calcul de I’activité antioxydante

Figure 14: Le protocole de préparation des extraits

1.2.2. Rendement des extraits secs :
Nous avons déterminé le rendement en extrait sec, en calculant le rapport entre le poids de

I’extrait sec (poudre d’écorce el les graines) en gramme, et le poids du matériel végétal utilisé pour

’extraction en gramme ; selon I'équation suivant :
R (%) = (PES/ PE) x 100

Avec : PES = poids de I’extrait Sec en gramme.
PE= pois de I’échantillon on gramme (= 30g).
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1.2.3 Rendement en jus :
Le rendement en jus est calculé par la relation suivante :
R jus (%) = poids jus pressé d’une grenade / poids arilles d’une grenade.
Avec : Poids jus pressé = poids en (g) de jus extrait a partir de I’ensemble des arilles d’une grenade.

Poids arilles = poids des arilles d’une grenade soumise a I’extraction.

1.2.4 Dosage des polyphénols et des flavonoides totaux :

1.2.4.1 .Préparation de ’extrait pour les dosages :
Les trois extraits bruts : aqueux, hydroéthanolique et éthanolique de déférentes parties de
fruit grenadier (I’écorce et les graines) sont solubilisées dans I’éthanol a une concentration de

1mg/ml pour le dosage des flavonoides totaux e des polyphenols.

1.2.4.2. Dosage des polyphénols totaux :
Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits est réalisé par la méthode de Folin-

Ciocalteu selon la technique décrite par Yap et al. (2009) avec une légére modification.
v Principe :

La méthode celle utilisant le réactif de Folin- Ciocalteu. Ce dernier est un acide de couleur jaune
constitué par un melange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique
(H3sPMo01,040). 1l est réduit, lors de l'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de
tungsténe (WgOy3) et de molybdéne (MogO,3). La coloration produite, dont I'absorption maximum a
760 nm, est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits végétaux
(Bessas, 2008).

v" Mode opératoire :

Mettrelml de chaque extrait dans des tubes a essais; ajouter 0,1 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu puis ajouter Iml de carbonate de sodium a 2%. Apres 2h d’incubation a température
ambiante et a ’abri de la lumicére, lire les absorbances a partir du spectrophotométre UV- visible a

760nm cotre un blanc (éthanol).

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon I’acide gallique et exprimée en milligrammes

d’équivalentes d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES).
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1.2.4.3. Dosage des flavonoides totaux :
La teneur en flavonoides totaux des extraits de Punica granatum a été estimée par un dosage
colorimétrique basée sur la méthode de Mimica-Dukic (1992) in Abdou Bouba (2010) avec

quelques modifications.
v Principe :

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium
(AICI3). Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et
aluminium) (Sang et al., 2002). L’AlCl; forme un complexe trés stable avec les groupements
hydroxydes OH des phénols, ce complexe jaune absorbe la lumiére visible a une longueur d’onde
de 430 nm (Belguidoum, 2012).

v" Mode opération :

Mettre 1ml d’extrait dans un tube a essai ; Ajouter 0,1 ml de solution éthanolique de chlorure
d’aluminium(AIC3) avec 0,1ml d’acétate de sodium (C2H3NaOy); Lisser incuber 30min a

température ambiante. Lire les absorbances a partir du spectrophotomeétre UV-visible a 415nm.

La concentration des flavonoides est déduite a partir de la courbe d’étalonnage établie avec la
quercitine, elle est exprimée en milligramme d’équivalent de quercitine par gramme d’extrait (mg

EQ/ g d’extrait Sec).

Le protocole de dosage des polyphénols totaux et les flavonoides sont illustrés dans la figure 15 :

Dosage des polyphénols totaux Dosage des flavonoides totaux
Iml de la solution d’extrait Iml de la solution d’extrait
1ml de Na2Coz a 2% 0,Aml du mélange AIClset
0,1 ml du r€actif folin-ciocalte acétate de soduim
Incubation pendant 2h Incubation pendant 30minutes
Absorbance & 760nm Absorbance a 415nm

Figure 15: Le protocole de dosage des polyphénols et flavonoides totaux
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1.2.5. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits :

1.2.5.1Test DPPH (2.2’-diphényl-1-picrylhydrazyl):
v Principe

Le composé chimique DPPH est I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation
structure-activité antioxydant des composes phénoliques. Il posséde un électron non apparié sur

I’atome du pont formé par les deux azotes (Popovici et al., 2009).

Le DPPH (2,2-Diphényl-1-1picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacee qui
absorbe a 517nm. En présence de composés antiradicalaires, le radical DPPH* est réduit et change
de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage
d’inhibition du radical DPPH., qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de 1’échantillon

(Parejo et al., 2003).

NO3 NO,
- H
N=—N ON N—N
NO- NO-
DiPhenylelPicrylHydrazyle DiPhenylelPicrylHydrazyle (nom
(radical libre) radical)

Figure 16: La réaction du DPPH avec un antioxydant (Molyueux, 2004)

v Protocole expérimental :

La détermination de ’activité antiradicalaire par le test de DPPH a été effectuée en utilisant la
méthode décrite par (Molyueux, 2004) 1égérement modifiée. Une solution éthanolique de DPPH" a
été préparée en dissolvant 4 mg de ce produit dans 100 ml d'éthanol. Ensuite, a Iml d’extrait a une
concentration donnée sont ajoutés 0,1ml de la solution DPPH. Les extraits sont testés a différentes
concentrations (0,2 ; 0,4 ; 0,6 ; 0,8 ; 1 mg/ml) ; puis les absorbances ont été mesurées a 517 nm

aprés 30 minutes d’incubation a 1’obscurité.
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Les résultats obtenus pour chaque extrait testé dont comparés avec les antioxydants du réfénce BHT
et BHA. L'activité antioxydante liée a l'effet de piégeage du radical DPPH" est exprimée en

pourcentage d’inhibition (PI) a I’aide de la formule suivante :

AAY% = [(A0 — A1) / AO] x 100
AO0 : absorbance DPPH Al : absorbance échantillon
Détermination de la concentration inhibitrice des radicaux (1C50) :

Elle est définie comme étant la quantité ou la concentration d’antioxydants nécessaire pour inhiber
faire disparaitre 50% des radicaux. Elle est obtenue a partir de 1’équation de la courbe de 1’activité

antioxydante % en fonction de la concentration de 1’antioxydant.
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2.1. Les rendements des extraits secs :

Le rendement de I’extraction varie en fonction de 1’espece végétale, 1’organe utilisé¢ dans
I’extraction, les conditions de séchage, le contenu de chaque espece en métabolites et de la nature

du solvant utilisé dans I’extraction ou le fractionnement et de sa polarité (Hesni & Moumine, 2020).

Les écorces et les graines de grenade ont été soumis a une extraction en utilisant différents
solvants a polarité croissante, de 1’eau, du I’éthanol et du mélange entre éthanol et 1’eau. Les

résultats des rendements d’extraction sont présentés dans la figurel?.

10 -
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Ethanol _Eau/Ethanol Aqueux
Extrait

Figure 17: Les rendements des extraits de différente partie de fruit Punica granatum

La lecture des rendements d’extraction montre que 1’extrait éthanolique de 1’écorce a donné
le rendement le plus élevé (9 %) suivi par ’extrait hydroéthanolique d’écorce avec (7,68 %),
I’extrait aqueux d’écorce avec (6,66%), 1’extrait éthanolique des graines avec (6%) et I’extrait
hydroéthanolique des graines (2,90%). Tandis que le rendement de 1’extrait aqueux des graines a
été le plus faible dont le taux est égal a 2%. Cette variation du rendement entre les extraits bruts
dans notre étude s’explique par le fait que la fixation Hesni & Moumine( 2020) des composés
chimiques par un solvant donné peut dépendre de sa polarité. On constate que 1’éthanol est le

solvant le plus approprié pour cette extraction.

L’étude réalisee par Igbal et al. (2008) ont donné des résultats supérieurs a ceux que nous
avons obtenus dans notre étude. Par contre, Les résultats obtenus par Li et al. (2006) indiquent que

le mélange de différents solvants est plus puissant dans la récupération des antioxydants que les
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solvants individuels. Cette divergence dans les rendements peut s’expliquer par I’influence de
plusieurs paramétres tels que la méthode d’extraction utilisée (Bourgou et al., 2016). Il est
important de souligner que les conditions dans lesquelles I’extraction est effectuée affectent le

rendement et par conséquent les activités biologiques (Cheurfa et al., 2017).

La composition chimique des composés phénoliques, du point de vue qualitatif et
quantitatif, peut varier. Ces variations sont en rapport avec certains facteurs écologiques, la partie

de la plante utilisée et I’age de la plante ou méme les facteurs génétiques.

2.2. Rendement de jus :
Le rendement de I’extrait naturel de jus égale a 30 %.

2.3. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides totaux :

2.3.1. Dosage des polyphénols totaux :
Les polyphénols sont des métabolites secondaires largement distribués dans le régne végétal
et ils ont une activité antioxydante significative en raison de leur capacité a donner de I'hydrogéne

et a former des radicaux intermédiaires stables.

La teneur en polyphénols dans nos trois échantillons (écorce, les graines et le jus) a été
déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage élaborée avec différentes concentrations (0,2-0,4-0,6-

0,8-1 mg/ml) d’une solution standard d’acide gallique.

Notre courbe d’étalonnage comprend une équation de la régression linéaire (y= 0,3877x —

0,0282) et un coefficient de corrélation de (R? = 0,9658) et qui sont représentés par la figurel8.

0,4
y =0,3877x - 0,0282

0,3 R?=0,9658
@ 0,2
(8)
c
]
2 01
o
(7]
!
< 0

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
-0,1
Concentrations d'acide gallique en mg/ml

Figure 18: La courbe d'étalonnage de l'acide gallique
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Figure 19:Les teneurs en polyphénols totaux des extraits des différentes parties de
Punica granatum

Toutes les sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec+ 1’écartype.

Selon les résultats illustrés dans la figure1l9, nous remarquons que la teneur en polyphénols
dépend de la polarité des solvants utilisés. L’extrait éthanolique d’écorce contient la teneur la plus
élevée en composés phénolique totaux estimée a 8,92 + 0,094 mgEAG/g d’extrait sec par rapport
aux extrait ethanlique de graines et le jus avec taux égale a 8,84 + 0,006 mgEAG/g ES et 7,80 +
0,009 respectivement, suivi par I’extrait hydroéthanolique d’écorce avec un taux estimée 5,47
10,004 mgEAGI/QES, puis les extraits aqueux d’écorces et des graines des avec taux égaux 5,20
10,04 et 5,12 +0,007 mgEAG/g ES respectivement. Tandis que I’extrait hydroethanolique des
graines est le plus pauvre en ces métabolites avec un taux égal a 4,39+ 0,004 mgEAG/g ES.
L’analyse statistique indique une différence significative entre les extraits (P < 0,05).

Nos résultats sont en accord avec les études précédentes ; Li et al. (2006) ont constaté que la
teneur totale en composés phénoliques de 1’extrait de la peau du Punica granatum est plus élvée
que celle de I’extrait de pulpe. Une autere étude a été rapporté par Mirdehghan & Rahrmi (2007) ,

qui ont trouvé que les écorces sont plus riche en polyphénols que les graines.

La teneur en polyphénols totaux de nos extraits d’écorces est supérieure a celle obtenue par
Doukani et al. (2018) qui ont trouvé des teneurs égales a 0.89 et 4.125mg EAG/g d’extrait sec pour
I’extrait aqueux et hydro-éthanolique respectivement dans la région de Tiaret. Par contre, une autre

étude menée par a rapporté des teneurs Orak et al. (2012) en polyphénols de I’ordre de 60,67+0,40
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et 54,13+ 0,29 mgEAG/g ES pour I’extrait éthanolique et aqueux respectivement. Ces résultats sont

largement supérieurs par rapport a ceux obtenus dans notre étude.

Le résultat retrouvé pour le jus de la grenade est de 8,84 mg EAG/g d’extrait sec. Ce résultat
est inférieur par rapport a ceux rapportés par Konsoula (2016). Ce dernier a trouvé des valeurs de
34,2 et 26,8 mg EAG/g d’extrait sec pour un extrait méthanolique et éthanolique respectivement.
Une autre étude menée par Alogbi et al. (2016), la teneur des polyphénols était de 118,56 mg

EAG/g d’extrait sec, cette teneur supérieure est a la notre.

Généralement, le contenu polyphénolique varie selon les facteurs géographiques et
climatiques (exposition solaire élevée, température chaude et salinité), les facteurs génétiques, la
période de récolte et le stade de développement de la plante (Hesni & Moumine, 2020).

Selon Garcia-Salas et al. (2010), la polarité du solvant affecte la solubilité des composés

phénoliques ce qui peut causer une différence dans les teneurs en polyphénols totaux obtenus.

2.3.2 Dosage des flavonoides :
Les flavonoides dans les systéemes biologiques sont réputés pour leurs capacités
antioxydantes, leurs capacités a transférer des électrons, a activer les enzymes antioxydants et a

inhiber les oxydases (Hesni & Moumine, 2020)

Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé par la méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium (AICl3) et la soude (NaOH). La teneur en flavonoides dans nos échantillons a été
déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage ¢laborée avec différentes concentrations (0.2- 0.4 -

0.6 - 0.8 - 1 mg/ml) d’une solution standard de quercitine.

Notre courbe d’étalonnage comprend une équation de la régression linéaire (y= 0,5281x+0.0191) et

un coefficient de corrélation de (R2= 0,9886) qui sont reportés sur la figure 20.
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Figure 20: La courbe d'étalonnage de la quercitine.
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Figure 21: Les teneurs en flavonoides des extraits des différentes parties
des fruits de Pnica granatum.

Toutes les sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avect I’écartype.

Suivant les données obtenues (figure21), le taux le plus élevé en flavonoides est réparé
dans le jus avec 8,37 + 0,044mg EQ/ g d’extrait Sec suivi par I’extrait éthanolique d’écorce et des
graines avec 7,90 + 0,006 et 6,35 £ 0,033 mg EQ/ g d’extrait Sec respectivement, suivi I’extrait
hydroéthanolique d’écorce avec 3,35 £ 0,02 mg EQ/ g ES, puis I’extrait aqueux d’écorce avec 2,61
+ 0,009 mg EQ/ g ES et I’extrait hydroethanolique des graines avec 2,46 + 0,025 mg EQ/ g ES.

Enfin ’extrait aqueux des graines qui présente une faibles teneur en flavonoides correspondant a
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2,22 £ 0,004 mg EQ/ g d’extrait sec. L’analyse statistique indique une différence significative entre
les extraits (P < 0,05).

Nos résultats obtenus sont contradictoires avec ceux de 1’¢tude effectuée par Okra et ses
collaborateurs en 2012 ou I’extrait ethanolique des écorcées présente la teneur la plus élevée en

flavonoide.

La teneur des flavonoides du jus de la grenade est de 8,37 mg EQ/g ES. Ce résultat est en
supérieure avec ceux rapportés par Konsoula (2016). En effet, pour une centration 0,25g/ml, les
teneurs étaient de 4,3 et 3,4 mg EQ/g ES pour un extrait méthanolique et éthanolique
respectivement. Tandis que pour une autre étude menée par Alogbi et al. (2016), la teneur des
flavonoides est de 31,5mg EQ/g d’extrait sec, cette teneur est supérieure a la notre.

Cependant, Mousavinejad et al. (2009) n’ont pas détecté par HPLC UV-VIS de flavonoides
autre que les anthocyanines dans le jus de huit variétés de grenade étudiées. Cela pourrait
s’expliquer par le fait que lors de la maturation du fruit, la teneur en anthocyanine augmente alors

que celle des autres composés phénoliques diminues (Mousavinejad et al., 2009).

Cam & Hisil (2010) ont mesureé la teneur des flavonoides pour trois extraits de 1’écorce de
grenade a une concentration de 0.16 g/ml : la teneur de I’extrait hydro-éthanolique (13 mg EQ/g
d’extrait sec) est supérieure au résultat trouvé avec notre extrait, par contre la teneur de 1’extrait
aqueux (6,2 mg EQ/g ES ) est similaire a la notre et 1’extrait éthanolique (18,1 mg EQ/gES ) est
Iégerement supérieur comparé a une autre étude Elfalleh et al. (2012) qui a obtenue 51,52 mg EQ/g

pour le méme type d’extrait.

Les résultats obtenus par Li et ses collaborateurs en 2006, ont révélé que les écorces sont

plus riches en flavonoides que les graines.

Cette grande variation peut étre due a la différence des solvants utilisée, aux procédures
d’extraction utilisée, la partie de la plante utilisée ou les conditions de stockage et de travail.

2.3.3. Evaluation de I’activité antioxydante :

2.3.3.1Test de piégeage du radical liber DPPH :

Le DPPH est un radical libre stable qui est largement utilisé pour 1’estimation simple de la
capacité antioxydante des composés phénoliques (Achat et al., 2016). La méthode est basée sur la
mesure spectrophotométrique de la variation de concentration en DPPH résultant de la réaction avec

un antioxydant (Pyrzynska & Pekal , 2013).
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Le pouvoir antioxydant est déterminé de fagon a ce qu’une quantité de I’extrait d’une
concentration bien déterminée neutralise 50% du radical. Le parametre 1C50 représente la
concentration équivalente a 50% de DPPH perdu. Les résultats exprimés en IC50 qui sont calculés a
partir des courbes de la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction de la concentration de
chaque extrait. 1l faut rappeler que plus la valeur de 1C50 est petite, plus I’activité antioxydante des
extraits est grande (Zeghad, 2009).

Les résultats sont résumés dans le tableau :

Tableau 1: Les concentrations inhibitrices IC50 (mg/ml) du radical DPPH des différents extraits

de grenade et les antioxydants de référence BHA et BHT.

Extrait IC50 (mg/ml)
Extrait éthanolique de I’écorce 0,13
Extrait hydrohéthanolique de I’écorce 0,35
Extrait aqueux de I’écorce 0,18
Extrait éthanolique des graines 0,15

Extrait hydrohéthanolique des graines 0,51

Extrait agqueux des graines 0,19
Jus 1,14
BHT 0,1

BHA 0,09

D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau 1, la valeur d’IC50 est inversement
proportionnelle a la capacité antioxydante d’un composé car elle reflete la quantité d’antioxydant

nécessaire pour réduire 50% de la concentration initiale en DPPH*.

L’analyse des donnés obtenus montre que les antioxydants de référence BHA et BHT
présentent les plus faible valeurs d’IC50 estimées a 0,09 mg/ml et 0,1 mg/ml respectivement.
L’extrait éthanolique de 1’écorce a monté une valeur d’IC50 de 0,13 mg/ml, proche de celles de
BHT et plus faible par rapport aux autres extraits et au jus de fruit. Cela signifie que leur pouvoir

antioxydant est plus important que celui des autres extraits.

Nous pouvons donc classer les différentes fractions par ordre décroissant de leurs activités
comme suit: BHA > BHT > extrait éthanolique de ’écorce > extrait éthanolique des graines >

extrait aqueux de I’écorce > extrait aqueux des graines > extrait hydrohéthanolique de 1’écorce >

w ]
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extrait hydrohéthanolique des graines > jus. Tous les extraits montrent une différence significative
(P >0,05).

Ces résultats sont contradictoires avec ceux obtenus par Kanatt et al. (2010) qui ont trouvé

que I’IC50 du BHT était 4 fois plus élevée que celle de 1’extrait de la peau de grenade.

L’activité antiradicalaire de 1’extrait ethanolique des écorces est plus élevée que celle
I’extrait aqueux et hydroéthanolique. Ces résultats sont confirmeés par plusieurs études Elfalleh et al.
(2012) ; Malviya et al. (2014), ou I’extrait méthanolique et éthanolique donne une activité plus

élevée que I’extrait aqueux

L’activité antiradicalaire des extraits des écorces sont plus élevée que celle des graines. On
remarque une corrélation entre la teneur en phénols totaux, flavonoides et tannins et I’activité

antiradicalaire équivalente a celle du pouvoir réducteur.

Li et al. (2006) confirme dans leur études, que les écorces est plus riche en composés
phénoliques, ce qui fait que leurs activités antiradicalaires soient supérieures a celles des graines.

La teneur ¢levée en composés phénoliques contenue dans I’extrait de I’écorce de grenade
peut expliquer sa forte activité antioxydante. Dans les investigations sur les activités antioxydantes
de certains extrais de peau de fruit y compris la grenade et la banane, la peau de grenade a montré

I’activité de piégeage du radical DPPH la plus élevée (Okonogi et al., 2007).

Les résultats de test de piégeage du radical libre DPPH suggerent que les composants qui se
trouvent dans 1’écorce de la grenade sont capables de piéger les radicaux libres par I’intermédiaire
des mécanismes de donation d’¢lectrons ou d’hydrogéne et pourrait donc étre en mesure
d’empécher I’initiation des réactions en chaine des radicaux libres délétéres induites dans les
matrices sensibles comme les membranes biologiques. Ceci indique que les composants de 1’écorce
de grenade peuvent étre des agents thérapeutiques utiles pour le traitement des dommages
pathologiques liés aux radicaux (Iskounen & Tadount, 2018)
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Conclusion

Conclusion :

Ces derniéres décennies, un intérét croissant été accordé a la mise au point de composés
antioxydants naturels via le screening de ressources végétales et de plants médicinales. Ce qui a
abouti a la découverte d’un grand nombre de ces composés utiles qui peuvent jouer un role majeur
dans le traitement de nombreuses maladies et aussi un role dans les industries agroalimentaires.
C’est dans ce but nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’activité antioxydante des différentes

parties du fruit Punica granatim (écorce, graines, et le jus).

Le calcul des rendements apres extraction a monté que 1’éthanol est le meilleur solvant

d’extraction pour les écorces et les graines.

Le dosage des composés phénoliques révele la richesse des extraits de 1’écore, les graines et
I’extrait naturel de grenade en polyphenols totaux avec des valeurs variant entre 2,46 mg EAG/g
d’extrait sec et 8,91 mg EAG/g d’extrait sec et en flavonoides avec des valeurs variant entre
4,39mg EC/g ES et 7,9 mg EC/g d’extrait sec.

L’étude de ’activité antioxydante montre une grande capacité des différents extraits a
neutraliser le radical DPPH. Cette activité est hautement dépendante de la teneur en composes
phénoliques. L’extrait éthanolique a représenté le pouvoir antioxydant le plus important par rapport

aux autres extraits.

Notre étude confirme I’efficacité de 1’'usage de le grenade en médecine traditionnelle et
constitue une source d’informations qui ouvre le chemin pour la réalisation d’autres études plus

approfondies telles qu’:

* Une évaluation de I’activité antioxydante de différents partie de Punica granatum L par des tests
supplémentaires tels que la méthode de blanchissement de la B-caroténe et la méthode de réduction
des radicaux cations (ABTS).

* Une étude de d’autres activités biologiques (anti-inflammatoire et antimicrobienne).

* Un isolement des molécules bioactifs par des techniques chromatographiques afin de les identifier

par des méthodes spectrales.

*Une évaluation de I’effet thérapeutique de molécules isolées par des essais in vivo sur les animaux

m
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