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Résumé

La présente étude contribue a la valorisation d'une plante médicinale appartenant a la famille
des Lythraceae (Punica granatum). Le grenadier posséde une vaste histoire ethnomédicale et
représente un réservoir phytochimique de valeur médicinale heuristique. C’est dans ce but que
nous nous sommes intéressés a la valorisation des écorces de cette plante et a 1’évaluation de
ses propriétés phytochimiques et biologiques, a savoir : antioxydantes, antimicrobiennes ainsi
qu’anti-inflammatoires. Le criblage phytochimique des extraits a permis de mettre en évi-
dence la présence des principaux métabolites secondaires. Ceci a été confirme par une analyse
quantitative basée sur le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides, des tanins conden-
sés. L'extrait aqueux préparé par macération démontre un contenu riche en composés poly-
phénoliques estimés a (40,422 + 0,042 mg EAG/g Ex), (8,207 £ 0,29 mg EQ/g EXx) et (6,892 +
0,291 mg EC/g Ex) pour polyphénols totaux, flavonoides et tannins condensés respective-
ment. Une considérable activité antioxydante des extraits aqueux a été révélée par 1’utilisation
de trois méthodes ; le piégeage du radical libre DPPH, la réduction du fer ferrique et le blan-
chiment du B-caroténe. Un forte capacité d'inhibition contre les radicaux libres estimée par
(IC50 = 0,031 + 0,001 mg/mL) par rapport au FRAP, qui donnait une capacité d'inhibition
inférieure (EC50 = 0,977 £ 0,007 mg/ml), tandis que le test B carotene préservait la couleur de
I'extrait avec un excellent pourcentage (91,495 + 0,07 %). L'activité antimicrobienne de I'ex-
trait d'écorces de grenade, par étalement des disques en milieu gélosé, a conduit a des zones
d'inhibition variant de 7 a 13 mm contre P. aeruginosae, S. aureus et B. subtilis. Une étude de
toxicité in vivo chez la souris a montré que l'extrait n'a pas des effets toxiques jusqu'a une
concentration de 200 mg/L. L’application d’extrait aqueux des écorces de grenade comme
anti-inflammatoire a montré une inhibition hautement significative de I’cedéme des pattes des
souris, d’une maniére dose dépendante aprés 6 h de I’injection de la carraghénine. Ces résul-
tats ont été confirmés par I'étude de certains parametres biochimiques, notamment le FNS et
le CRP. En conclusion, la présente étude révele une preuve biologique qui soutient l'utilisa-

tion de I'écorce du fruit du grenadier comme antioxydant, antiinflammatoire.

Mots clés : Punica granatum, Ecorces, Composés phénoliques. Antioxydants, antimicrobiens,

anti-inflammatoires.



Abstract

This study contributes to the valorization of a medicinal plant belonging to the Lythraceae
family (Punica granatum). The pomegranate has a rich ethnomedical history and is a phyto-
chemical reservoir with heuristic medicinal value. For this reason, we have been interested in
valuing this plant's peels and evaluating its phytochemical and biological properties, namely
antioxidant, antimicrobial, and anti-inflammatory. The phytochemical screening of the ex-
tracts revealed the presence of the main secondary metabolites. This was confirmed by a
quantitative analysis based on the dosage of total polyphenols, flavonoids, and condensed
tannins. The aqueous extract prepared by maceration procedure demonstrates a high content
of polyphenolic compounds estimated at (40.422 + 0.042 mg EAG/g EXx), (8,207 £ 0.29 mg
EQ/g EX), and (6,892 + 0,291 mg EC/g EXx) for total polyphenols, flavonoids, and condensed
tannins, respectively. A considerable antioxidant activity of aqueous extracts has been re-
vealed through the use of three methods: the trap of the free radical DPPH, the reduction of
ferric iron and the bleaching of B-carotene. A high free radical inhibition capacity was esti-
mated by IC50 = 0.031 £ 0.001 mg/mL compared to FRAP, which gave a lower inhibitory
capacity (EC50 = 0.977 £+ 0.07 mg/ml), while the p-carotene test preserved the color of the
extract with an excellent percentage (91.495 + 0.07%). By extending the discs in an agar me-
dium, pomegranate peels extract's antimicrobial activity resulted in areas of inhibition ranging
from 7 to 13 mm against P. aeruginosae, S. aureus, and B. subtilis. An in vivo toxicity study
in mice showed that the extract has no toxic effects up to a concentration of 200 mg/L. Appli-
cation of aqueous pomegranate peels extract as an anti-inflammatory has shown a highly sig-
nificant inhibition of mouse leg edema in a dose-dependent manner after 6 h of carrageenin
injection. These results were confirmed by the study of certain biochemical parameters, in-
cluding FNS and CRP. In conclusion, this study reveals biological evidence that supports the

use of pomegranate fruit bark as an antioxidant and anti-inflammatory.

Keywords: Punica granatum, Peels, Phenolic compounds, Antioxidants, Antimicrobials, An-

ti-inflammatory agents.
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Introduction

Introduction

La nature est une source tres riche de ressources végétales qui se caractérisent par une
nature thérapeutique et depuis des milliers d'années, I'nomme utilise ces plantes pour traiter
tous les types de maladies. Environ 65 a 80 % de la population mondiale utilise la médecine
traditionnelle pour répondre a ses besoins en soins de santé primaires en raison de la pauvreté
et du manque d'acces a la médecine moderne (Ma et al., 1997).

La plante a été considérée comme contenant des ingrédients biologiquement actifs
(Shiban et al., 2012). En tant que polyphénols, flavanoides, tanins et propriétés antiseptiques,
les médicaments a base de plantes sont utilisés a ce jour comme principale source de traite-
ment médical (Greenwell & Rahman., 2015).

La grenade est lI'un des arbres d'occasion les plus populaires en médecine alternative
pour son histoire médicale étendue et ancienne (Padmaja & Prasad., 2011). Son fruit (gre-
nade) est la partie la plus utilisée contenant des composants tels que les fibres biologiquement
actives, les caroténoides, les composés phénoliques et les vitamines, en plus de ses graines, de
son écorce, de son jus et de ses écorces (Edeas, 2010). Par conséquent, la grenade est devenue
I'objet d'un regain d'intérét, que ce soit au niveau médical, pharmaceutique ou cosmétique
(Wald.2009).

Bien que les écorces de grenade soient considérées comme des déchets, elles contien-
nent des ingrédients biologiquement plus actifs que les fruits comestibles (Akhtar et al., 2015
; Rahmani et al., 2017). Ces ingrédients ont de fortes propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires et de nombreuses autres maladies telles que les ulcéres infectieux.

Les écorces de grenade sont un domaine de recherche scientifique prometteur, dans le
but de découvrir davantage de leurs propriétés thérapeutiques et de développer de nouveaux
médicaments.

Cette note vise a étudier la contribution des écorces de grenade a I'activité des antioxy-
dants, des antimicrobiens et des anti-inflammatoires. Et il cherche a répondre a la question
suivante : l'extrait d'écorces de grenade affecte-t-il I'anti-oxydation, les bactéries et I'inflam-
mation ?

Ce mémoire est structuré en deux parties, chaque partie étant divisée en deux chapitres:
*  La premiére partie débute par une synthése bibliographique. Le premier chapitre de
cette partie met I'accent général sur les écorces de grenade. Dans un deuxiéme chapitre, nous
abordons général sur certaines activités biologiques.

*  La deuxiéme partie de ce mémoire présente notre contribution expérimentale a I'esti-

mation de teneur quantitative de certains composés phénoliques et a I'étude de leurs activites



biologiques. C'était lors de son premier semestre, le chapitre des matériels et méthodes. Le
deuxiéme chapitre de cette partie s'est concentré sur I'analyse et la discussion des résultats ob-
tenus. Enfin, nous avons conclu notre mémoire par une conclusion générale qui comprend la
réponse au probleme souleveé ci-dessus et quelques suggestions possibles pour des études fu-

tures.
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1. Historique de la grenade

Depuis des millénaires, la grenade et ses multiples déclinaisons (graines, écorces, fleurs,
jus) font partie de I'alimentation humaine(Smith.,2014). Des traces de son utilisation se re-
trouvent dans les textes anciens grecs, égyptiens, bibliques et coraniques, ainsi que dans les
traditions populaires de nombreux pays. (Chahnez.,2013).

La grenade figure parmi les plus anciens fruits comestibles connus. Son apparence n'a
que peu changé depuis I'apparition de I'agriculture il y a plus de 1000 ans (Seeram et al.,
2006 ; Cam et al., 2009). Appréciée des caravaniers et des navigateurs, sa pulpe gorgée d'eau

et [égerement acidulée permettait d'étancher la soif lors des longues traverses (Vanier., 2005).

Symbole puissant, la grenade revét de nombreuses significations : la vie, la fertilité, la
longévité, I'immortalité et la divinité (Amjad.,2005 ; Lansky &Newman, 2007). Sa forme
ronde et ses nombreuses graines symbolisent la prospérité et I'abondance (Ruis, 2015).
2.La grenade (Punica granatum L.)

Est un fruit cultivé par I'hnomme depuis I'Antiquité. Elle appartient a la famille des Puni-
caceae et pousse dans les régions tropicales et subtropicales. Son nom dérive du latin "Malum
granatum™ qui signifie "pomme granuleuse” (EIl Barnossi et al., 2021). L'arbre posséde un
tronc tortueux et épineux, des feuilles allongées vertes a la surface lisse et des pétales de cou-
leur orange ou cramoisie. Il s'adapte tres bien a des conditions climatiques variables. Le fruit
est globuleux et mesure de 6 a 12 cm de diamétre. La coloration de la peau de la grenade varie
du jaune, vert et rose, pouvant aller jusqu'au rouge intense et au violet foncé (Holland et al.,
2009). Selon (Fawole & Opara 2013), la partie comestible représente 50% du poids total, les
50% restants correspondant & la peau. A son tour, la partie comestible est composée de jus

(78% poids/poids) et de graines (22% poids/poids).
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Figure 1.Arbre du Punica granatum (Willemse,2023)

3.0ringe

Originaire d'lran et d'Afghanistan, le grenadier y pousse spontanément depuis plus de
4000 ans. Son histoire est riche et remonte a I'Antiquité, comme en témoignent les représenta-
tions sur des bas-reliefs égyptiens datant de 2500 avant J.C. et sa présence dans le jardin bota-

nique de Thoutmosis 111 créé en 1450 avant J.C (Camouretti & Comet, 1992).

Les principaux pays producteurs de grenades se situent en Orient : Iran, Turquie, Trans-
caucasie et Inde. La zone méditerranéenne est également un important producteur avec : Tu-

nisie, Maroc, Espagne, Italie et Grece (robert e. smith, ph.d.,2014).

La Californie aux Etats-Unis se distingue par une culture de grenade trés développée. La
production mondiale de grenade connait une nette augmentation ces derniéres années
(Wald.,2009).

4.Nomenclature
Selon Hmid (2013), la nomenclature de Grenadier est :
e Nom scientifique : Punica granatum

e Nom commun : Grenadier



Chapiter 1 Ecores de grenade

5.Classification

La position du grenadier dans la classification APGIII est la suivante:

Tableaul : classification En 2009 APGII du grenadier

Clade Angiospermes

Clade Dicotylédones vraies

Clade Rosidées

Ordre Myrtales

Famille Lythraceae

Genre Punica

Espéce Punica granatum
(Wald,2009)

6.Quelques cultivars de grenade

* Gordo de Jativa: Origine espagnole, maturité fin septembre, fruit moyen a gros (325
g), jaune orange, peau fine (2 mm), graines tendres, roses, sucrées (°Brix 14, acidité 0,32
9/100 g jus) (Oukabli, 2004).

* Bedana (Inde): Fruit moyen a grand, écorce marron, graines grenat ou rose clair, su-

crées, pépins tendres (Morton, 1987).

» Kandhari (Inde): Fruit large, rouge foncé, graines d'un rose intense ou rouge sang, un

peu acidulé, pépins durs.

* Zhéri (Tunisie): Deux clones: Zhéri précoce et Zhéri tardif, maturité fin septembre -
mi-octobre, fruit jaune-orange, calibre moyen (300-350 g), graines tendres, roses (précoce) ou
blanches (tardif), juteuses et sucrées (Oukabli, 2004).

* Sefri (Tunisie): Floraison début mai, maturité début octobre, fruit gros calibre (500 g),
jaune, pulpe épaisse (6 mm), graines rose-clair, demi-tendres, juteuses et tres sucrées (°Brix
14, acidité 0,24 g/100g jus (Oukabli, 2004).

* Djeibi (Tunisie): Floraison début mai, maturité mi-octobre, fruit moyen a gros (350 g),
jaunatre, graines demi-tendres, rose-claires et trés sucrées (°Brix 16, acidité 0,2 g/100 g jus)
(Oukabli, 2004).
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 Autres variétés (Stover et Mercure, 2007) :
- Ahmar, Aswad, Holwa (Irak).

Loufani, Ras el Baghl (Palestine).

Sefri Zhéri prcoce Zhéri d'automne

Figure 2.Quelques cultivars de grenade (Oukabli, 2004)

7. Ecorce de grenade
L'écorce de grenade, qui représente environ 50% du poids du fruit, est une source pré-
cieuse de composés bioactifs. Elle est composée a 80% d'eau et de polysaccharides complexes

(environ 8%), dont des pectines et de I'némicellulose (Spilmon, 2013).

Elle est également riche en minéraux tels que le potassium, le calcium, le magnésium, le
phosphore et le sodium. Sa richesse en polyphénols est particulierement remarquable.
L'écorce contient environ 25% d'ellagitanins, tels que la punicaline, la punicalagine, la corila-
gine, la granatine A et la granatine B, ainsi que des flavonoides spécifiques a la grenade

comme la lutéoline, la quercétine et la punicaline (Seeram & Schulman, 2006).

On y trouve également deux importants acides hydroxybenzoiques, l'acide gallique et
I'acide ellagique, ainsi que des anthocyanines responsables de la couleur rouge du fruit
(Lansky & Newman, 2007). D'autres composés comme les acides gras, les catéchines, les

quercétines et les rutines sont également présents (Hmid, 2013).
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Figure 3.Ecorce du Punica granatum (Zatoun & Ghanem, 2017).

8. Métabolites secondaires des plantes

Les métabolites secondaires des plantes sont des composés chimiques produits par les
plantes en plus des métabolites primaires nécessaires a leur croissance et a leur développe-
ment. 1ls jouent un réle crucial dans l'interaction des plantes avec leur environnement, en as-
surant des fonctions telles que:

» Défense contre les agents pathogénes: en repoussant les attaques des insectes, des
champignons et des bactéries.

* Dissuasion des herbivores: en conférant aux plantes un godt amer ou toxique.

* Attraction des pollinisateurs: en produisant des couleurs et des parfums attractifs.

* Protection contre les UV: en absorbant les rayons ultraviolets nocifs (Akroum, 2011).

X Classification des composés phénoliques
Les composés phénoliques constituent un groupe important de métabolites secondaires.

Ils sont classés (Figure 4):
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Composés
phénolique

i R D

Tanins Acides Lignanes Flavonoides | Stilbénes | Coumarines Curcuminoides

phénoliques

Tanins condenses . Resveratrol i Curcumine Demethox-
Hydroxybenzoique . . Umbelliferone
Ecoisolariciresinol

Piceatannol Aesculetin ycurcumine Bisde-

Polyméres de catéchines - - A methoxycurumine
Acide gallique Matairesinol Astringine

Polyméres d’épicatéchines  acide ellagique Medioresinol

Tanins hydrolysables Hydroxycinnamiques
Ellagitanins Acide p-coumarique
Gallotanins Acide caféique

Acide férulique

l ! ! !

Anthocyani

Flavones Isoflavones Flavonols Flavan-3-ols Flavanones

dines

Figure 5. Les grandes familles de composés phénoliques (Fessard, 2017).

9.Utilisations de la grenade
9.1.Utilisations industrielles
9.1.1.Teintures naturelles

Les écorces des fruits sont utilisées pour teindre le textile. L'écorce de la grenade a été
utilisée en Inde comme une teinture depuis les temps les plus anciens (Morton, 1987).
9.1.2. Tannage et la teinture des cuirs

D'apres (Wald, 2009) I'écorce de grenade servait au tannage et a la teinture des cuirs.
Ainsi, c'est I'écorce du fruit qui était employée, pour donner la couleur jaune aux cuirs

marocains, utilisés par exemple pour la réalisation des chaussures "babouche".

10
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9.2.Utilisation médicinale
L'ancienne science médicinale indienne I'a identifiée comme une plante médicinale,
(Kulkarni et al., 2004). Dans le monde, la plus célébre utilisation a été celle d'un vermifuge,
tueur et expulseur des vers intestinaux. Les alcaloides contenus dans I'écorce du fruit
induisent le relachement du ténia et de son emprise sur la paroi intestinale, ce qui facilite son
expulsion (Lansky et al., 2000). L'écorce de grenade a été utilisées en décoction pour traiter
les diarrhées, les troubles digestifs et stopper les hémorragies. (Stover & Mercure, 2007).
D'autres utilisations ont éteé mentionnées dans la littérature : empécher la fécondation et
avorter, traitement des morsures de serpent, du diabete, de la lépre et de bralures (Lansky et
al., 2000).
9.3.Utilisation dans les produits cosmétiques
Plusieurs tests démontrent la capacité des polyphénols et particulierement de I'acide
ellagique et de ses dérivés, composés présents dans I'écorce du fruit.
9.3.Autres utilisations
= Au Japon, un insecticide est dérivé de I'écorce de I'arbre(Stover et Mercure, 2007).
= Les études récentes ont démontré I'effet thérapeutique de quelques-unes de ces
utilisations (Stover et Mercure, 2007).

11.Maladies traitées par P. granatum

Maladies coronariennes

‘Trouble neurologique‘

\ //'/. Hypoxie

‘ Hyperlipidemie ‘
DE— ___—> | Cancer du poumon ‘

SIDA

‘ Troubles cardiaques ‘ - Punica granatufn

4““ Cancer de la pean ‘

| Cancer du colon ‘

Ischémie

Diabéte
s Cancer de la rostate‘
Vieillissement ‘ P

Inflammation ‘

Figure 6.Maladies traitées par P.granatum (Seeram et al., 2006).
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Graines et

écorces

Tableau 2: Propriétés pharmacologiques

Antidiabétique

L'extrait des graines et
d’écorces a montré une
réduction de I'augmen-
tation de la glycémie
induite par l'alloxane.
L’extrait d’écorce a
présenté une activité si-
gnificativement meil-
leure quel'extrait de

graines.

(Das et Sama, 2009).

Ecores

Protection contre la

néphrotoxicité

L'administration
d’écorce de fruits a
montré une améliora-
tion notable des ano-
malies liéesa lan

phrotoxicité.

(EI Habib, 2013).

(Douaouri, 2018).
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I. Activité antioxydante
La biologie des radicaux libres présente un large champ d'intérét en raison de son réle ac-
tif dans les phénomeénes aigus et dans de nombreuses maladies chroniques telles que le cancer

et les maladies cardiovasculaires (Guinebert et al., 2005).

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes, car ils sont bénéfiques pour I'or-
ganisme en quantités spécifiques car il existe un équilibre entre antioxydants et pro-oxydants
(Favier, 2003).

Dans une situation anormale, un déséquilibre se produit dans cet équilibre, qu'il s'agisse
de I'incapacité des antioxydants a faire leur travail ou d'une production excessive de radicaux

libres, et cet exces de radicaux est appelé stress oxydatif (Favier, 2003).

I.1. Stress oxydantle
Stress oxydant a été comme étant un déséquilibre entre les oxydants que sont les espéces
oxygénées activées (EOA incluant radicaux libres, peroxyde d’hydrogéne, oxygene singulet,

acide hypochloreux) et les antioxydants (Pincemail et al., 2014).

Les systemes de défense jouent un réle majeur dans la protection contre les dommages
oxydatifs moléculaires (Derouiche et al., 2018), ce qui conduit a dommages cellulaires irré-

versibles par les radicaux libres pouvant causer des dommages importants.

a la structure cellulaire et au métabolisme en dégradant de nombreuses cibles : protéines,
lipides et les acides nucléiques (Angelos et al., 2005).Le stress oxydatif est impliqué comme
un mécanisme physiopathologique de différentes maladies et constitue un sujet d'actualité in-
térét, si le stress oxydatif n’est pas une maladie en soi, il constitue un facteur favorable terrain
propice au développement de diverses pathologies (Derouiche et al., 2018).Pour enrayer le
stress oxydant, il faut donc aider la cellule et I’organisme par 1’apport d’antioxydants secon-

daires (vitamine C, E, caroténoides, polyphénols) (Kohen et Nyska, 2002) (Figure 7).

14



Chapiter 02 Les activtés biologiques

= = Reins :
Les articulations : Glomérulonéph Yeux
Arthrite rite cataracte
Rhumatisme I'insuffisance
rénale Maladie de la rétine
chronique

Cerveau : % Poumons :
Alzheimer asthme

Parkinson
Stress E> la bronchite chronique
Perte de mémoire

Dépression
Accident vasculaire cérébral @ %
. . i - Feetus
Les vaisseaux cardiaques : Plusieurs organes : Prééclampsie
o Cancer Vieillissement P
hypertension Diabéte Retard de croissance intra-
- . utérien
Ischémie Inflammation
Cardiomyopathie
Arrét cardiaque Inféction

Figure 8. Stress oxydatif et ses conséquences (Nagar et al., 2017)

I.2. Radical libre

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié,
Cette propriété rend ces éléments trés réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-
apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent a
leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement ce

qui se passe lors de la peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).

I.2.1. Sources de radicaux libres

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il con-
vient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un rdle particu-
lier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui dérivent directement
de I'oxygene. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires (radical peroxyle ROOe,
radical alkoxyle RO¢), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés
biochimiques de la cellule (Novelli, 1997). L’ensemble des radicaux libres primaires est sou-
vent appelé “especes réactives de I’oxygene” (ROS). Cette appellation n’est pas restrictive.
Elle inclut les radicaux libres de 1’oxygéne proprement dit : radical superoxyde O2¢ , radical

hydroxyl OHe, monoxyde d’azote NOe, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non ra-

15
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dicalaires dont la toxicité est importante : 1’oxygene singulet 102, peroxyde d’hydrogéne

H202, peroxynitrite ONOO (Favier, 2003).

I.2.1.1. Sources endogenes

ROS comprennent les mitochondries, le métabolisme du cytochrome P-450 (lors de la dé-
toxication des xénobiotiques), les peroxysomes, les réactions impliquant le fer et d'autres mé-
taux de transition, I'activation des cellules inflammatoires (les macrophages neutrophiles con-
tiennent une classe d'enzymes connue sous le nom de The). plasmatique la membrane et le
réticulum endoplasmique, ainsi que le complexe NADPH oxydase, qui, lors de son activation,
produit des radicaux qui sont des superoxydes et des peroxydes d'hydrogéne (Barou-
ki & Morel, 2001; Bhattacharya, 2015).

1.2.1.2. Sources exogénes

Des facteurs externes tels que les bactéries buccales, les rayonnements ionisants et ultravi
olets, la nourriture, I'alcool, les substances lourdes métaux, et certains médicaments chimiothé
rapeu iques peuvent également générer des ROS et RNS ( Zukowski et al., 2018 ; Santo et
al.2016), la couche d'ozone, les pesticides, I'anesthésie, les solvants industriels et les facteurs
environnementaux comme les polluants atmosphériques ou la fumée de cigarette (Birben et
al., 2012), ainsi que des facteurs physiologiques (états mentaux comme le stress et les émo-
tions, etc.) ( Kumar, 2011).

1.3. Antioxydants

Toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible concentration comparée a celle du
substrat oxydable, retarde ou prévient de maniere significative I’oxydation de ce substrat est
appelée antioxydant (Halliwell, 1990).Les antioxydants sont donc nucléophiles et des molé-
cules réductrices et suffisamment stables capables de réagir avec les oxydants, ce qui sont gé-
néralement électrophiles, leur donnant un ou deux électrons (Espinosa-Diez et al., 2015). Ce
qui lui fait jouer un réle trés important dans la protection biologique systemes contre la toxici-
té et les effets nocifs des radicaux libres, en les réduisant et ainsi prévenir ou traiter les mala-
dies liées au stress oxydatif (Valko, 2007 ; Birben et al ., 2012). Les antioxydants sont pré-
sents en quantités importantes dans fruits, légumes, boissons (jus, thé, café), noix et produits

céréaliers (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).
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.3.1. Classification des antioxydants
3.1.1. Antioxydant enzymatique

Les principales enzymes antioxydantes sont la superoxyde dismutase (SOD), la catalase
(CAT), le glutathion peroxydase (GPx) et glutathion réductase (GRx) (Pham-Huy et al.,
2008) a l'intérieur des mitochondries se trouve un glutathion peroxydase qui agit pour réduire
le H202 dans I'eau et les peroxydes lipidiques aux alcools correspondants (ghodaro & Akin-
loye, 2017) I'O2 est converti par la SOD en H202 car il contient des minéraux qui catalyser
I'élimination du superoxyde, ainsi que converti par CAT en eau et en oxygene, qui empéche la
production de radicaux hydroxyles (Krishnamurthy & Wadhwani, 2012 ; Liguori et al.,
2018) La catalase, essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, est
capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire (Delattre

et al., 2005).

1.3.1.2. Antioxydants non enzymatiques
A. Antioxydants endogenes

Ils sont produits par métabolisme dans le corps (Gupta et al., 2017) L-carnitine, acide
alpha-lipoiqu,bilirubine, de I'atocophérol, de I'albumine (Kedar, 2015 ; Xuejun et al.,
2015).Ce sont des molécules qui interagir avec RONS et mettre fin aux réactions radicalaires.
Il comprenait des non-antioxydants enzymatiques GSH ou composés nutritionnels produits de

maniere endogéne (Zhao & coll., 2017).

B. Antioxydants exogenes

ce sont des composés qui ne peuvent pas étre produits dans le corps et doit étre apporté
par des aliments ou des suppléments (Gupta et al., 2017) molécule d’antioxydant piége un
seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule d’antioxydant doit donc
étre régénérée par d’autres systémes(Dacosta,2003).Ce sont des composés polyphénoliques,
qui comprennent des minéraux (sélénium,cuivre,fer,manganése, zinc) Elles incluent : la vita-
mine E, ’acide ascorbique, le B-caroteéne, les flavonoides, les composés phénoliques,...etc.

(Kohen & Nyska, 2002).

1.3.2. Mécanismes d’action des antioxydants
Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygéne
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de radi-

caux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).
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1.3.3. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante

d'aliments, d'extraits ou de composés individuels. Ces tests peuvent se diviser en deux catégo-

ries: les tests mesurant le transfert d'électrons ou d'hydrogene vers un radical coloré stablefa-

cile a détecter (DPPH, FRAP) et ce faisant intervenir une compétition (Oxygen Radical Capa-

cité d'absorption ORAC, fabriqué de B-caroténe et de crocine) entre I'antioxydant et une cible

a protéger (pigments, lipides) (Bensouici, 2015)techniques d'évaluation de I'activité antioxy-

dante diverses techniques sont utilisées pour évaluer I'activité antioxydante d la fois in vitro et

in vivo.

Mécanismes

Réactionnels

Nature des
molécules

testées

Expression

des résultats

Avantages

Tableau 3 Quelques tests d'antioxydants in vitro

Transfert d'électron

majoritaire

Hydrophiles et
lipophiles

CI50 et/ou en mg
ou umol équiva-
lent d’une molé-

cule de référence

Trés facile a
mettre en ceuvre,

peu couteux

Transfert
d'électron et
de proton

Hydrophile et
lipophiles

CI50 et/ou en
mg ou umol
équivalent
d’une molécule
de

référence

Treés facilea
mettre en
ceuvre, Ciné-
tique de réac-
tion trés rapide,

peu couteux
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Transfert d'élec-

tron

Hydro-
philes

En mg ou pmol
équivalent
Fe2+

Tres facile
a mettre en
auvre, pcu

couteux

Transfert de proton

Hydrophiles et li-
pophiles

CI50 et/ou en mg ou
pmol équivalent
d’une molécule de

référence

Facile a mettre en
ceuvre, couteux
(nécessité d’un

fluorimetre), Utili-

sation d'un généra-
teur de radicaux
(ROO»)
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IL.Activité antimicrobienne

Les infections bactériennes sont causées par divers micro- organismes et sont la cause ra-
cine des maladies les plus mortelles et des épidémies les plus répandues. De nombreux anti-
biotiques ont été développés pour les traiter, mais c'est leur mauvaise utilisation que ce qui

aconduit a ce probléme. de I'émergence de la multirésistance bactérienne (Rahal, 2006).

I1.1. Antibiotiques

Produit chimique synthétisé par des micro-organismes ou produit artificiellement, un an-
tibiotique est une substance qui inhibe ou élimine la croissance des micro-organismes. Les
antibiotiques peuvent étre classés en fonction de leur origine, de leur composition chimique et
de leur mode d'action et le spectre d'action. Cependant, la classification des antibiotiques la
plus largement utilisée est basée sur leurs mécanis es d'action (Tamert et al., 2017).Les médi-
caments antimicrobiens tuent les bactéries en attaquant directement leurs composants structu-
rels clés (membrane plasmique, ribosomes, parois cellulaires et ADN) et/ou en interférant
avec leurs processus métaboliques et, par conséquent, leur capacité a fonctionner (Tortora et
al., 2003).
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I1.2.Méthodes d’évaluation de ’activité antibactérienne
I1.2.1.Méthode de dilution en milieu gélosé

Les dilutions antimicrobiennes sont ajoutées a une gélose Mueller-Hinton qui est bouillie
dans une boite de Petri. Chaque boite contient une concentration antibactérienne unique. La
surface de la gélose est renforcée par des matrices de suspension bactériennes. Dix souches
peuvent étre mis a I'épreuve sur une boite. Le CMI est équivalent a la concentration antibacte-
rienne la plus faible qui empéche la croissance bactérienne (pas de colonie a la sur la surface)
(Rahal, 2006).

I1.2.2.Méthode de dilution en milieu liquide
Dans un environnement liquide, la croissance bactérienne est visible sous la forme d'une
tache ou d'une colonie bactérienne. En diluant, on peut obtenir une gamme de concentrations

d'antibiotiques qui diminuent. les uns apreés les autres (Balouiri et al., 2016).

I1.2.3 Méthode E-test

Une bandelette est contaminée par des quantités croissantes d'antibiotiques.Elle est positi
onnée sur une gélose pour antibiogramme classiquement ensemencée. L'antimicrobien se pro-
page en formant un gradient de concentration : la zone d'inhibition a la forme d'une ellipse et
la lecture se concentre sur la bandelette 14 ou la zone d'inhibition la rencontre.A la jonction de
la bandelette et de la zone d'inhibition, la concentration antibactérienne correspond au CMI de

la souche étudiée (Caron, 2012).

III. Activités anti-inflammatoires
IIL.1.Inflammation

Lorsqu'une attaque externe se produit, le corps utilise le mécanisme de défense physiolo-
gique complexe appelé inflammation pour éliminer ou isoler l'agresseur et preserver l'intégrité
des tissus infectés. Ses caractéristiques incluent des rougeurs, un cedéme, une plumerie et une

souffrance et une perte de fonction (Besbas, 2020)

De nombreux systémes biologiques qui interviennent a différents moments et degrés sont
activés par une réponse inflammatoire, y compris des réactions biochimiques, I'activation cel-
lulaire, la coagulation, la fibrinolyse et autres détruire ou éliminer la substance étrangére
(Weill & Batteux, 2003).

Cependant une activation trop longue ou trop importante peut entrainer des altérations
plus ou moins permanentes. Etant donné que I'objectif de l'inflammation est d'éliminer les

agents pathogenes et de réparer les Iésions, il s'agit généralement d'une activité bénéfique. Ce-
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pendant, cela peut étre négligé en raison de l'agression, de la persistance ou de la régulation
aberrante des processus inflammatoires de I'agent pathogéne. Elle active a la fois les méca-
nismes du systéme immunitaire inné et les mécanismes du systeme immunitaire plus com-

plexes et a action plus longue qui constituent I'immunité adaptative (Weill & Batteux, 2003).

II1.2. Types d’inflammation
L’inflammation est classée en deux catégories selon la durée et la cinétique du processus

inflammatoires :

II1.2.1.Inflammation chronique

D'un point de vue morphologique, la présence de plasmocytes, de macrophages et de
lymphocytes dans les tissus caractérise une inflammation chronique. Dans de nombreux cas,
la réponse inflammatoire des affections chroniques peut durer pendant des périodes prolon-
gées (des mois ou des années). On pense qu'elle est causée par le fait de s'engager de maniére
persistante dans des réponses immunitaires acquises et enracinées (Ferrad-
ji, 2011).L’inflammation chronique est une réponse ubiquiste de I’organisme face a un agent

persistant (Pépin, 1993).

II1.2.2.Inflammation aigue

La réponse immédiate du corps a I’agent agressif est une inflammation aigué. Selon la
gravité de l'infection, sa durée peut varier de quelques jours a plusieurs semaines. (Ragha-
vendra et al., 2015) Ses principales caractéristiques sont I'exsudation des protéines et des li-
quides plasmatiques (cedéme) et la migration des leucocytes, en particulier des neutrophiles,
des vaisseaux sanguins vers le site de l'inflammation (tissu infecté). (Raghavendra et al.,
2015). Le systeme immunitaire inné contribuera a 1’élimination immédiate de 1’agent patho-
gene, mais peut également initier une réponse adaptative qui contribuera a 1’élimination de la
menace (Noack et al.,2018). Les infections aigués guérissent d’elles-mémes ou avec un trai-
tement, méme si elles peuvent laisser des cicatrices en cas de Iésions tissulaires importantes.

L'inflammation aigué comporte trois étapes:

I11.2.2.1.Phase vasculaire

Est instantanée et associée a I'apparition des principaux symptémes qui conduisent a I'ap-
parition de la congestion et de 1'eedéme (Sellal, A. H.2009) . Le recrutement et I'activation de
cellules inflammatoires telles que les monocytes et les neutrophiles par l'utilisation de facteurs

promoteurs de croissance et de cytokines produites par des plaquettes. L'activation de la fibri-
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nolyse décompose les filaments de fibrine et produit de la plasmine, qui active le complément

et provoque sa libération (Figure 9).

Activation

Capture Transmigration
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Figure 10.Migration des leucocytes des vaisseaux sanguins vers le site inflammatoire.
(Douaouri, 2018).

II1.2.2.2. Phase cellulaire

L'origine des cellules inflammatoires du foyer provient de deux sources : soit le tissu lui-
méme, comme les cellules phagocytaires, soit le chant comme les neutrophiles. (Duyckaerts,
et al., 2002).

®,

<> Cellules de sang

Phénomene qui provoque la migration des cellules polyneutres, des monocytes et lym-
phocytes dans le ganglion lymphatique est appelé chimiotaxie. Aux stades subaigu et chro-
nique, des infiltrateurs lymphocytaires sont observés (Duyckaerts et al., 2002 ; Roussel et
al., 2005).

X Cellules originaires du tissu

Histiocytes sont des macrophages qui vivent dans les tissus qu'ils habitent, comme les mi-
croglies du cerveau, les macrophages alvéolaires du poumon et les cellules de Kipffer du foie.
Les mastocytes, qui ont des granulations d'histamine et de sérotonine hautes, sont trouvés dans
les tissus (Duyckaerts et al., 2002).

II1.2.2.3.La phase de résolution et réparation

Aprés I'élimination de l'agression, les macrophages nettoient les débris et sécrétent des
cytokines pour la réparation tissulaire (Noack & Kolopp-Sarda., 2018). Les cytokines anti-
inflammatoires, comme I'lL-10, remplacent les médiateurs inflammatoires et inhibent leur ac-

tion (Noack & Kolopp-Sarda., 2018). Les cellules immunitaires quittent le site ou meurent
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(Noack et al., 2018). La résolution complete restaure I'homéostasie tissulaire (Noack & Ko-
lopp-Sarda., 2018).

Les cytokines anti-inflammatoires, comme I'IL-10, jouent un role crucial dans ce proces-
sus en regulant lI'activité des médiateurs inflammatoires et en favorisant la réparation tissulaire
(Noack & Kolopp-Sarda., 2018).
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Figure 11.Etape de Anti-inflammatoire aigue (patrice,2014 ).

II1.3.Cellules et médiateurs de I’Inflammation
I11.3.1.Cellules de I’inflammation
e Polynucléaires neutrophiles (PNN)

Sous-type important de globules blancs, sont les premiers a répondre aux infections et a
I'inflammation (Fiset et al., 2003 ; Sherwood & Toliver-Kinsky, 2004). Leur prolifération
sur les sites infectés est cruciale dans la réponse immunitaire, influencant le recrutement et
I'activation d'autres cellules immunitaires. De plus, ils jouent un réle dans la différenciation

des macrophages et sont impliqués dans la réparation de la thyroide (Nathan, 2006).

e Mastocytes

Disperses dans les tissus vascularisés, tels que les muqueuses, la peau et les voies respira-
toires, les mastocytes, sentinelles immunitaires, se retrouvent également dans le systéme ner-
veux, les articulations et les os (Frenzel et Hermine, 2013 ; Da Silva et al., 2014). Leur role
crucial réside dans le maintien de I'noméostasie par la dégranulation, libérant un arsenal de
médiateurs inflammatoires, dont I'nistamine, I'héparine, des cytokines et des protéases de neu-
trophiles (Krystel-Whittemore et al., 2016). Ces médiateurs orchestrent une reponse immu-

nitaire complexe face aux infections, aux allergies et aux Iésions tissulaires.

e Lymphocytes
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Troisieme ligne de défense immunitaire et se divisent en deux groupes : les lymphocytes
T et les lymphocytes B. Les lymphocytes T se forment dans le thymus et sont essentiels pour
la réponse immunitaire a médiation cellulaire, tandis que les lymphocytes B mdrissent dans la
moelle osseuse et jouent un rdle dans la production d'anticorps. Les lymphocytes T régulent
les fonctions des lymphocytes B et des macrophages, tandis que les lymphocytes B activent

les macrophages via la libération de cytokines(Chaplin, 2010).

I11.3.2. Médiateurs de ’inflammation

% Cytokines et chimiokines

molécules de signalisation cruciales dans la réponse inflammatoire. Les cytokines, telles
que I'IL-1, I'IL-6 et le TNF-a, sont produites par diverses cellules, activant les leucocytes et
I'endothélium. L'IL-10 agit comme une puissante cytokine anti-inflammatoire en inhibant les
cytokines pro-inflammatoires. Les chimiokines, comme les chimiokines CC et CXC, guident
les leucocytes vers les zones inflammatoires, régulant ainsi leur migration et leur infiltration
dans les tissus affectés (Zhao et al., 2007).

¢ Peptides vasoactifs

Jouent un réle crucial dans la réponse inflammatoire. Certains sont stockés dans des vési-
cules de sécrétion (comme la substance P), tandis que d'autres sont produits par protéolyse de
précurseurs inactifs (comme les kinines). lls provoquent la vasodilatation et I'augmentation de
la perméabilité vasculaire, souvent en induisant la libération d'histamine par les mastocytes.
Le facteur Hageman coordonne ces réponses en activant la cascade de kallikréine-kinine, pro-
duisant notamment la bradykinine qui agit sur le systeme vasculaire et stimule la douleur,
alertant ainsi I'organisme sur I'état anormal du tissu endommagé (Medzhitov, 2008).

« Enzymes protéolytiques

Comme l'élastase, les cathepsines et les MMP, dégradent la matrice extracellulaire, favo-
risent la migration des leucocytes, contribuent au remodelage tissulaire et renforcent la ré-

ponse immunitaire contre les agents pathogénes(Medzhitov, 2008).

II1.3.3. Anti-inflammatoires

La thérapie anti-inflammatoire vise & prévenir la transition de la phase aigué de I'inflam-
mation vers une phase chronigue en limitant la réponse spécifique des tissus (Muster, 2005).
Typiquement, elle est guidée par des molécules de synthéses de type non-stéroidiens ou anti-

inflammatoires stéroidiens (Corticordes). Il s'agit de médicaments couramment utilisés avec
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des effets secondaires parfois graves, notamment liés a leur toxicité sur les systemes rénal et

digestif (une irritation digestive peut entrainer un ulcération gastrique) (Trabsa, H. 2015).

I11.3.3.1.Définition

Selon les définitions, les médicaments anti-inflammatoires sont définis comme des com-
posés qui agissent sur la douleur et I'enflure qui se développent aprés I'attaque d'un agent pa-
thogene. Ils empéchent la dégradation ou l'activation de certains meédiateurs chimiques de
I'inflammation, comme les prostaglandines) et donc réduisent I'inflammation et I'impression
de douleur (Diallo, 2020) .

I11.3.3.2. Types d’anti-inflammatoires
A.Anti-inflammatoires stéroidiens

Moins de glucocorticoides protegent la peau des anti-inflammatoires (AIS) et utilisent le
cortisol. En ce qui concerne les maladies auto- immunes et les arthrites rhumatoides chro-
niques, est constituant le traitement le plus eficace (Trabsa, 2015). Lors de I'introduction de
I'AINS, l'utilisation de glucocorticoides est liée a un certain nombre d'effets indésirables. Plus
la période de traitement est longue et plus le risque est élevé, plus le risque que ces effets se-

condaires puissent se produire est éleve (Mouffouk, 2019).

B. Anti-inflammatoires non-stéroidien

Ce sont certaines des classes thérapeutiques les plus utilisées dans le monde en raison
de leurs propriétés anti- inflammatoires, analgésiques, antipyrétiques (contre la fiévre) et, pour
certaines, antigrégantes plaquettaire propriétés. Il s'agit d'une classe de médicaments qui pro-
duit de nombreuses molécules telles que I'indométhacine, le diclofénac, I'ibuprofene et I'aspi-
rine (Diallo, 2020).

C.Anti-inflammatoires poly phénoliques d’origine végétale

La médecine traditionnelle utilise des plantes pour traiter une variété de maladies inflamm
atoires. Les ingrédients actifs dans les plantes sont de nature chimique diversement . De nom-
breuses études ont démontré les propriétés anti- inflammatoires des polyphénols, et plus parti-

culierement les flavonoides, sur plusieurs modéles animaux inflammatoires

Ces propriétés anti- inflammatoires sont liées a leur capacité a moduler le fonctionnement

du systéme immunitaire. De nombreux mecanismes d'action cellulaires (Benkhaled,2018).
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1. Matériel
1.1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal

Le 6 novembre 2023, des grenades ont été achetées au marché d'El Oued. Leurs écorces
rouges ont été soigneusement lavées, puis sechées a I'ombre pendant 7 jours dans des condi-
tions rigoureuses : absence de lumiere, de soleil et d'humidité, et sur une surface propre pour
éviter les impuretés et la poussiére. Ensuite, les écorces ont été broyéees en une poudre de taille

moyenne et stockees dans des bocaux en verre foncé pour une étude ultérieure de leurs pro-

Gx ?‘Q

priétés et applications.

Figure 12. Obtention d'une granulométrie moyenne a partir de I'écorce de grenade
séchee
a : Grenade utilisée / b : Séchage de I'écorce de grenade / ¢ : Ecorce de gre-
nade séchée et broyée a granulométrie moyenne

1.1.2. Matériel animal

Ont été utilisées dans I'étude in vivo 20 souris femelles de la souche Wistar albino agées
de 7 semaines et pesant entre 110 et 135 grammes, issues de I'Institut Pasteur d'Alger. Elles
ont été placées dans des cages leur permettant de se déplacer librement pour manger et boire.
Ces souris ont bénéficié d'une période d'adaptation de 15 jours .lls ont été élevés dans une
animalerie de niveau collégial Sciences naturelles et de la vie a I'Université Echahid Hamma
Lakhdar EI Oued, Dans des conditions environnementales standards: a une température de
25+2°C et a la lumiére Durée : 12 heures / 24 heures lls ont été constamment surveillés et
nourris, et leur espace de vie a été nettoyé et stérilisé pendant toute la durée de I'expérience

étudiée.

28



Chapiter 1 Matériel et méthods

il
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Figure 13. Les souris utilisé dans étude in vivo

1.1.3. Matériel d'activité antimicrobienne

Afin d'évaluer I'activité antimicrobienne et fongique de I'extrait d'écores de grenade, 5
souches des microorganismes ont été sélectionnées sont des souches de référence de
I’ American type culture collection (ATCC), conservées a -4 °C dans des tubes a essais conte-
nant de la gélose inclinée et fournies par I’institut Pasteur. Les 05 souches de microorga-

nismes étudiées sont présentées dans le tableau suivant:

Tableau 4: les souches des microorganismes utilise a I'étude d'activité antimi-
crobienne in vitro

Escherichia coli ATCC Bacilles agram négatif

25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC Bacille pyocyanique
27853 gram négatif
Staphylococcus aureus ATCC Cocci agram positif
25932
Bacillus subtilis ATCC Gram- positives

25973

Candida albicans ATCC Un type de champignon
10231 et une forme de levure
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1.1.4. Matériel de laboratoire

Les appareils

_ v’ Agitateur
v’ Balance sensible.

_ _ v/ Bec Bunsen
v/ Bain-marie

v" Autoclave
v Etuve

v Fume hood
v’ Centrifugeuse

v’ Réfrigérateur
v spectrophotometer UV-vis

v VITEK® DENSICHEK®
McFarland

1.2. Les Produits chimiques

Tableau 5 : Les produits chimiques utilise dans étude in vitro et in vivo

- Réactif - Vanilline - Méthanol
Folin- Cio- - Acide Hydro- - DPPH

calteu (10%) chlorique
- Na2C03 (7,5

- Tampon de solution de - B- carotene - DMSO (20 %) - \- carragénine
phosphate (0,2 M ; pH : - chloroforme - Geélose Mue - Solution sa-
6,6) -acide lactique ler- Hinton line physio-
-K3Fe (CN)6al% -Tween 80. - Gélose Sabouraud logique sté-
- TCA, a10% -BHT - Glucose rile (NaCl a
- fraichement prépa- - Boites de Pétri 0.9
rée(FeCl3, 6H20) a0,1% - Pipette Pasteur %)
- Solution saline - Médica-

physiologique sté- ment de Di-

rile (NaCl a 0.9 clofénac so-

%) dium

- Bouclé stérile

- Ecouvillon stérile

- Standard McFar-
land N° 0.5
(1.5x10"8 CFU/mL)

- Eau distillée stérile
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2. Méthodes

Une série de tests a été realisée sur les écorces de grenade pour étudier leurs composés
polyphénols, leurs propriétés antioxydantes, I'études microbiologie et anti-inflammatoires in
vitro et in vivo
In vitro

2.1. Préparation ’extrait des écores de grenade

Aprés avoir obtenu la poudre de écores de grenade (Figure 09), Macéraation 10 g
d'écorces de grenade dans 100 ml d'eau distillée a température ambiante dans I'obscurité pen-
dant 24 heures (repeter 3 fois). Le solvant a été filtré sur papier Whatman, évaporé et concen-
tré dans tuve a 50°C.(Chouikh et al .,2018)

Figure 14. Etapes obtenu extrait des écores de grenade

2.2. Rendement d'extraction

Le pourcentage de rendement pour extrait a été calculé par la formule suivantes se-
lon(Guettaf et al., 2016):

Rendement (%) = (M1 /MO0) x 100
e M1: Masse en gramme de l'extrait sec résultant

e MO : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

3. Dosagesdes composé phénolique
3.1 Dosage polyphénol total
3.1.1. Principe

L'ensemble du mélange de composés phénoliques est oxydé via la réaction de Folin- Cio-
calteu. Ce dernier est de couleur jaune et est constitué d'un mélange d'acide phospho-
tungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdate (H3PM0O12040), qui sont réduits lors
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de l'oxydation des phénols en un mélange bleu d'oxydes de tungsténe et de molybdéne (Ri-
béreau-Gayon, 1968) . La teinte bleue produite est proportionnelle a la quantité de composes
phénoliques présents avec une absorbance maximale d'environ A=765 nm (Ojeil et al. 2010).
La réaction d'oxydation est accélérée dans un environnement alcalin (dans notre cas, en ajou-
tant du Na2CO3) (Collin & Crouzet, 2011). Et l'acide gallique est fréquemment utilisé
comme référence pour générer des courbes d'étalonnage

3.1.2. Mode opératoire

La quantité totale de composes phénoliques dans I'extrait a été déterminée selon la mé-
thodeFolin-Ciocalteu méthode de Singleton-Rossi (Chouikh&Rebiai., 2020b) avec une petite
modification : 0,2 ml de solution d'échantillon ont été ajoutés a un tube expérimental conte-
nant 1,0 ml de réactif Folin-Ciocalteu (10%) et 0,8 ml de Na2CO3 (7,5%). Apres quelques
minutes d'incubation a température ambiante, un spectrophotometre a été utilisé pour mesurer
I'absorbance & A=765 nm.

La courbe de gravure a été préparée a l'aide de solutions d'acide gallique a une force de 0,02 a

0,12 mg/ml. La teneur totale en polyphénols est exprimée en mg d'équivalents d'acide

gallique(AG E)/g d'extrait)

\<765 Acide gallique
0.8
07 y=5.5262x +0.025
R2=0.9988 ,-°
0.6 .
0.5 ot
0.4 —
0.3 o
0.2 . —
' .
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Figure 15. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphé-
nols.
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3.2. Dosage de flavonoides total
3.2.1. Principe

En position 5, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre qui peut
former, avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure d'aluminium. Une colo-
ration jaunatre se développe aprés l'ajout de la solution de chlorure daluminium (AICI3).
Cette coloration est due au complexe formé entre le chlorure d'aluminium et les flavonoides;
cela s'exprime par la perte de deux électrons par le métal (Al) pour s'unir a deux molécules
d'oxygeéne agissant comme donneurs d'électrons (Ribéreau-Gayon, 1968). La formule du
complexe entre le chlorure d'aluminium et un composé phénolique O- hydroxy carbonylé est

la suivante:

Figure 16. Réaction du Chlorure d’aluminium et les Flavonoides (Ribéreau-Gayon,
1968).

3.2.2. Mode opératoire

Les flavonoides ont été quantifiés a 1’aide d’AlICI3; ceci est basé sur la combinaison de
750 pL concentration différentes d’extraits bruts avec 750 pL de solution AICI3 (2%), aprés
que la bonne nuance du mélange est laissée pendant 1h dans 1’obscurité a la température de
laboratoire, et 1’épaisseur d’absorption de la lumiére est a 420 nm de long par un spectropho-
tométre UV-Vis. La quantité de flavonoides totaux est exprimée en nombre de milligrammes
équivalent a la quercitrine par gramme d’extrait végétal, ou la courbe étalon de la quercitrine
est déterminée a partir d’une série de concentration en terme d’absorbance optique (ALIA et
al., 2021)
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Figure 17. Courbe d’étalonnage de quercitine pour le dosage des flavonoids

3.3. Dosage des tanins condensés

3.3.1. Principe

Le dosage des tanins condensés dans l'extrait écore de grenade est réalisé a l'aide de la
méthode de (Schofield et al.,2001) . Le fondement de ce dosage est la fixation du groupe al-
déhydique de la vanilline sur le carbone 6 du cycle de catéchine. pour créer un chromophore

rouge complexe qui absorbe la lumiére a 500 nm

3.3.2. Mode opératoire

Verser 3 ml de vanilline (4 % dans le méthanol) et 1,5 ml de condensé acide hydrochlo-
rique & 400 uL de échantillon ou standard. Le mélange est incubé pendant 15 minutes. L'ab-
sorbance est de 500 nm. Les concentrations de tanins condenséssont calculées sur la gamme
d'étalonnage établie avec catéchine (0-0,5 mg/ml) et exprimées en milligrammes de catéchine

équivalente par gramme d'extrait (mg E C/g extrait)
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Figure 18. Courbe d’étalonnage de Catéchine pour le dosage des tanins condensés

4.Activité antioxydante
4.1. DPPH
4.1.1. Principe

Le radical connu le plus stable est le 2-2-diphényl 1-picryl-hydrazil (DPPH") contraire-
ment a d'autres radicaux libres, il ne peut pas étre dimere en raison d'un enchevétrement sté-
rique autour de I'atome d'azote qui porte I'électron célibataire Cependant, ce radical peut étre
réduit par le transfert d’hydrogéne qui résulte des nombreux antioxydants présents dans I'envi-

ronnement réactionnel.

La diminution de l'intensité de la couleur, qui est définie par spectrophotométrie a 517

nm, est causée par la réduction du DPPH (Molyneux, 2004).

o A
o,——<c:)§:~—u© ow@g- @

NO 5

Diphenylpicrylhydrazyl (radical) Diphenylpicrylhydrazyl (forme réduite)

Figure 19.Transformation du radical DPPHe en DPPHH (Moon & Shibamoto, 2009).
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4.1.2. Mode opératoire

Selon la méthode de (W. Brand-Williams et al.,1995). L'activité de piégeage des radi-
caux libresa été mesurée avec DPPH. 1 ml de différentes concentrations d'extraits a été mé-
langé avecl ml de méthanol contenant du DPPH (10-4 M) et incubé & I'obscurité pendant 15
min

L'absorbance a été mesuré a 517 nm avec un UV-Vis spectrophotomeétre. Les étalons
d'acide ascorbique eétaient préparé pour une comparaison positive. Le pourcentage de

I'inhibition a été calculée en utilisant ce qui suit formule:
I % = (Ac — As /Ac)x 100

Ac = absorbance du contrdle ; As = absorbance de I'échantillon. Les valeurs 1C50 ont été
calculées a partir de la courbe linéaire équation de I'activité de nettoyage par rapport a la con-
centration des échantillons. 1C50 est défini comme le total antioxydant nécessaire pour dimi-
nuer de 50% sans DPPH radicale (Chouikh et al., 2018). Une courbe d’étalonnage est réali-
sée en utilisant de I’acide ascorbique. Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équi-

valent de I’acide ascorbique par gramme d’extrait (mg EAA/g).

IC 50:[%] 30
25 y = 3.6245x- 2.253
R2=0.9842  _..-"®
20

0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
C: [mg/ml]

figure 20. Courbe des percentages d'inhibition du DPPHe pour l'acide ascorbique

4.2. FRAP
4.2.1. Principe

Gréace a cette méthode, la réduction du fer ferrique (Fe3+) dans le complexe ferricyanure
de potassium en fer ferreux (Fe2+) est facilitée par la présence de réducteurs dans I'extrait de
grenade. Le changement de couleur du fer ferrique de couleur jaune vers le fer ferreux de cou-
leur vert indique la réaction. La spectrophotométrie a 700 nm est utilisée pour mesurer l'inten-

sité de cette teinte (Bougandoura & Bendimerad, 2013)

36



Chapiter 1 Matériel et méthods

4.2.2. Mode opératoire

Le protocole expérimental qui est suivi est-ce de ( Karagozler et al.2008). Un millilitre
de I'échantillon dilué a différents pourcentages dans I'eau distillée est mélangé avec 2,5 mL
d'un Un tampon de solution de phosphate (0,2 M ; pH : 6,6) et 2,5 mL de K3Fe (CN)6 a 1 %
sont ajoutés, et les tubes sont ensuite incubés a 50 °C pendant 20 min. Pour arréter la réaction,
2,5 mL (TCA) a 10 % est ajouté lorsque les tubes ont refroidi a température ambiante. Pen-
dant quelques minutes, les tubes sont centrifugés a 3000 tours / min. Nous mesurons 2,5 mL
de surnageant et y ajoutons 2,5 mL d'eau de distillation. Ensuite, nous ajoutons 500 uL de so-
lution FeClI3, 6H20 a 0,1% fraichement préparée au mélange. A l'aide d'un spectrophoto-
meétre, les absorbances sont lues par rapport a un blanc a 700 nm. L’acide ascorbique est utili-
sé comme contrble positif dans cette expérience, aux mémes concentrations choisies et dans

les mémes conditions expérimentales.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant de 1’acide ascorbique. Les résultats sont

exprimés en milligramme (mg) équivalent de 1’acide ascorbique par gramme d’extrait (mg

EAA/Q).

A=700 0m y = 4.5216x+ 0.4511 _
55 R?=09821 ~°
,
L ]
1.5 o
1
P
0.5 .
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
C: [mg/ml]

Figure 21.Courbe d'acide ascorbique utilisée pour déterminer la valeur EC0.5 dans le test
FRAP.
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4.3.p-carotéene

4.3.1. Principe

Le test de blanchiment du B-caroténe sert a mesurer I'inhibition des composés organiques
volatils et des hydro-peroxydes conjugués diene provenant de I'oxydation d'acide linoléique

pour évaluer l'activité antioxydante (Dapkevicius et al., 1998).

4.3.2 Mode opératoire

Le test B-carotene/acide linoléique a été réalisé en utilisant la méthode modifiée de (Ke-
len &Bektas ,2008) (en utilisant du Tween 80 au lieu du Tween 40). Deux mg de B-carotene
ont été dissous dans un mL de chloroforme et la solution résultante a été ajoutée a un ballon
contenant deux mg d'acide lactique et deux mg de Tween 80. Apres I'évaporation du chloro-
forme a 40 °C, vigoureusement agitationvigoureuse. De cette solution fraiche, 2,5 ml est
transféré dans un tube contenant 350 pl du produit & une concentration (0,5 mg / ml).

Ce systeme d'émulsion est incubé pendant 48 heures dans I'obscurité, avec la méme fre-

que nce de I'oxygénant synthétique néobutyl hydroxytol (BHT) a 0,5 mg/mL et tube en blanc

A partir de 490 nm, l'activité antioxydante relative (AAR) a été calculée selon la formule

suivante:

AAR (%) = (A échantillon / A BHT) x 100

5.Activité antimicrobienne

5.1. Méthode de diffusion sur gélose (méthode par puits)

La méthode de diffusion des disques est généralement employée comme une analyse pré-
liminaire pour étudier l'activité antibactérienne. Dans cette méthode, les paramétres tels que le
volume placé sur les disques depapier, I'épaisseur de la couche de gélose et si un dissolvant est
employé varient considérablement entre les études (Manou et al., 1998; Burt, 2004).
L’activité antimicrobienne d'extrait est estimée en termes de diamétre de la zone d'inhibition
(mm) autour des disques contenant I'extrait a tester contre les germes pathogenes apres 24 h
heures d'incubation a une température adéquate de 37°C. Cette méthode est réalisée selon le
protocole décrit par (Biondi et al.,1993). Le principe de ce test repose sur la diffusion des
agents antimicrobien de différentes concentrations en milieu solide. Aprés un certain temps de

contact entre les composés antimicrobien et la souche, 1’effet du produit antimicrobien appa-
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rait comme une zone d’inhibition, la souche est considérée soit sensible, trés sensible, extré-

mement sensible ou bien résistante

5.2. Préparation du milieu de culture

Des boites de Pétri contenant de la gélose Sabouraud dextrose additionnée de glucose 2%
(pour les Champignon) et de la gélose Mueller-Hinton (pour les bactéries) sont ensemencées
aseptiqguement avec une suspension a 10”6 cellules/ml obtenue a partir d'une petite culture de

microorganismes.

Figure 22.milieu de culture bactérie

5.3. Stérilisation du matériel

Les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes ont été stérilisés
en premier a sec dans un autoclave, les disques en papier Wattman et la gélose nutritive a été

stérilisée a 1’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

5.4. Préparation des dilutions d’extraits des plantes

80 mg d'extrait d'écorce de grenade préalablement préparé ont été dissous dans 1 ml

(DMSO) et les ingrédients ont été bien agités pour obtenir la solution mére.

5.5. Dilution de I’extrait d’écorce de grenade

Les solutions diluées sont préparées a partir de la solution mere et sont présentées ci- des-
sous SO: contient de la solution mére pure. S1: contient 500ul de la solution mere et 500ul du
DMSO (dilution 1/2) S2: contient 500ul de la solution S1 et 500ul du DMSO (dilutionl/4).
S3: contient 500ul de la solution S2et 500ul du DMSO (dilution 1/8).

5.6. Ensemencement et dép6t des disques

Une fois les plagques seches, percez la gélose au milieu a 1’aide du haut d’une pipette Pas-
teur. Les cavités résultantes sont remplies de solutions aqueuses de l'extrait a des concentra-
tions de (80, 40, 20 et 10 mg/mL) (environ 50 uL par puits). Les boites sont incubées dans un
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incubateur a une température de 37 degrés Celsius pendant 48 heures pour les champignons et

24 Heures pour les bactéries

L'action inhibitrice est indiquée par la formation d'une zone d'inhibition autour des
disques. Les résultats sont lus en mesurant les diamétres des zones d'inhibition. Un produit est
considéré comme actif si le diamétre de la zone d'inhibition est supérieur a 6 mm (Kiehlbauch

et al., 2000;Bonev et al.,2008)

Figure 23.Remplissez les cavités résultantes avec des solutions aqueuses d'extrait d'écorce de
grenade

5.7. Lecture
La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diametres des halos

d’inhibition au tour des disques. Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone
d’inhibition (Ponce et al., 2003)

X4

Non sensible (-) ou résistante : diamétre moins de 8 mm.

L)

o

Sensible (+) : diamétre entre 9a 14 mm.

X/
**

Treés sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.

% Extrémement sensible (+++) : diamétre plus de 20 mm.
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Figure 24.Principe de la méthode de diffusion en milieu gélosé (Reguieg., 2019)

In vivo

1. Tests anti-inflammatoires sur les souris

L'objectif de cette étude est de déterminer I'effet de I'extrait aqueux de I'écore de grenade
sur l'inflammation cutanée de la patte de souris induite par la carragénine a 1% comme mo-

déle expérimental d'inflammation aigué selon la méthode de (prekar et al.,2015).

Protocole expérimental: Les souris ont été réparties en cinq groupes:

Groupe 1: Souris inflammées et traitées avec le médicament de Diclofénac sodium

Groupe 2: Souris inflammées et traitées avec I'extrait

Groupe 3: Souris inflammées et traitées avec de I'eau physiologique

Groupe 4: Témoin positif (sans inflammation)

Groupe 5: Souris non inflammeées recevant I'extrait en alternance avec I'eau de boisson

e Testdu premier groupe

Les souris de ce groupe ont été traitées avec un medicament préparé en dissolvant 50 mg
de Diclofénac sodium dans 6 ml d'eau physiologique par gavage ( voie orale ) une volume
équivalente a 1% du poids de chaque souris. Une heure apres, 100ul de A- carragénine ont été
injectés a chaque souris et le périmetre de la patte a été surveillé régulierement pendant 48

heures apreés l'injection.
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* Test du deuxieme groupe

Les souris de ce groupe ont été traitées avec I'extrait a raison de par souris par gavage (
voie orale )une volume équivalente a 1% du poids de chaque souris. Une heure apres, 100ul
de A- carragénine ont été injectés a chaquesouris et le périmetre de la patte a été surveillé régu-
lierement pendant 48 heures apres l'injection.

* Test du troisiéme groupe

Les souris de ce groupe ont été gavage ( voie orale ) avec de I'eau physiologique de vo-
lume équivalente a 1% du poids de chaque souris. Une heure apres, 100ul de A- carragénine
ont été injectés a chaque souris et le périmétre de la patte a été surveillé réguliérement pendant

48 heures apres l'injection.
« Test du quatrieme groupe

Ce groupe sert de témoin et n'a été traité ni avec I'extrait, ni avec le médicament, ni avec

I'eau physiologique. Il n'a pas non plus été injecté de A- carragénine.
* Test du cinquiéme groupe

Les souris de ce groupe ont été placées dans des conditions de vie spécifiques dans les-

quelles leur eau de boisson a été remplacée par I'extrait aqueux préparé.
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/ Groupe 1 \

Gavage (voie orale)
volume équivalente a 1%
du poids de chaque souris

Diclofénac sodium par
souris. Une heure apres,100
ul de A- carragénine ont été

injectés a chaque souris

/ Groupe 2 \

Gavage (voie orale)
volume équivalente a 1%
du poids de chaque souris .
Une heure aprés, 100ul de
A- carragénine injectés a
chaque souris

/ Groupe 3 \

Gavage (voie orale)
volume équivalente a 1%
du poids de chaque souris

I'eau physiologique par
souris. Une heure
apres,100ul de A-

carragénine ont été injectés
a chaque souris

/ Groupe 4 \ /

Groupe 5 \

N'a été traité ni avecl'extrait,
ni avec le

médicament, ni avec l'eau

physiologique

Des conditions de vie
spécifiques dans lesquelles
leur eau de boisson a été
remplacée par I'extrait
aqueux préparé.

" '""'*?'_I.’w‘r’"“-"»

Figure 25.protocole de etude anti- inflamamtoire sur les souris in vivo
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2. Toxicité

La toxicité est une analyse quantitative et qualitative des changements qui se produisent
dans les systemes du corps apres lI'administration de la dose requise et son suivi pendant
quelgues minutes ou jours. Quatre souris de laboratoire (groupe cing) ont été soumises a des
conditions de vie particuliéres. Leur eau potable a été remplacée par un extrait de pelure de
grenade a une dose de 200 mg/l. Elles ont alterné entre manger et jelner pendant 10 jours
(pendant cette periode, les souris ont été observées et leurs donnees enregistrées) selon meé-
thode (Azzi& Hamida.,2016)avec petit modifé.

2. Méthode de sacrifice

A la fin de I'expérience, les souris sont transférées au laboratoire d'abattage apres une nuit
compléte de jelne, ou elles sont anesthésiées a la chlorofome et abattues au niveau du cou
apres stérilisation des outils et du lieu et prélevement de sang et placés dans des tuyaux
propres. lls ont été centrifugés pendant 15 minutes a 3000 tr/min. Les échantillons de sérum

sont conserveés a -20 °C pour analyse chimique (FNS) et Crp.
3. Méthode de prélévements sanguins

Le prélévement du sang a éeté réalisé le matin a jeun. Le sang est recueilli dans des tubes a

anticoagulants EDTA, héparinés, et citraté

- Le tube a EDTA a été utilisé pour le dosage des paramétres hématologiques et de stress
érythrocytaire (FNS).

-Des tubes stériles ont été utilisés dans le test CRP

-Centrifugés pendant 10 minutes a 3000 tr/min. Les échantillons de sérum sont conservés
a (-20°C).

e Numération formule sanguine (FNS) L’hémogramme est réalisé a 1’aide d’un auto-
mate (mindray BC 31s) sur du sang total prélevé dans un tube contenant de I’EDTA.
L’automate utilis¢é donne directement les parametres hématologiques suivants (nombre de
globules blancs/ul, nombre de globules rouges/ul, taux d’hémoglobine, taux d’hématocrite,
nombre de plaquettes/ul, Volume globulaire moyen en hémoglobine, concentration globulaire
moyen en hémoglobine). Ceci était suivi de 1’établissement de la formule sanguine basée sur
I’observation au microscope optique d’un frottis sanguin apres coloration par le May Grun-

wald-Giemsa
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+ La protéine C-réactive (CRP): est une protéine produite par le foie (Roubille et al.,
2008), et une augmentation des niveaux de cette protéine se produit généralement si le corps
est expose a différents types d'infections. Autrement dit, le test CRP est un test d'inflammation
dans le corps. Sa demi- vie est de 6 a 8 heures. Sa valeur physiologique est inférieure a 10
mg/L. Sa concentration s'éléeve des la 6eme heure de I'inflammation. En moyenne, elle devient
pathologique 24 heures apres le début de I'inflammation et se normalise rapidement aprés la
disparition de la source de I’inflammation. Le retour de la CRP a une valeur physiologique
permet de juger de ’efficacité du traitement.il faut effectuer un prélévement de sang veineux
sur anticoagulant EDTA, de sérum ou de sang capillaire, il est préférable d’étre a jeun.

L’unité de mesure est le mg/l (Boghini, 2013).
4. Etude statistique

Au moyen du logiciel Excel2010, les résultats ont été obtenus sous forme de moyenne et

d'écart type. De plus, les résultats ont été représentés graphiquement (colonnes et courbes).
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In vitro
1. Détermination du rendement

Les résultats obtenus ont montré que I'extrait aqueux de 10 g des écorces de grenade P.
granatum, cela représente un rendement de 44,9% de matiére végétale séche.

R= (4.49/10) x100

En général, le pourcentage de rendement est lié a la méthode d'extraction, au type de sol-
vant et a la durée d'extraction, car en fonction de ces critéres, la valeur du rendement obtenu

peut varier. (Turkmen et al., 2006)

(Younes &Meftah.,2020) peut obtenir 29,9 % lorsqu'il est extrait avec de I'eau distillée,
qui était la méme méthode d'extraction que la méthode d'extraction utilisée dans notre étude
(bouzaid.,2019 ) a obtenu 25,2 % parce qu'elle a utilisé la méthode sous agitation pendant 24
h sur un agitateur magnétique et lors du changement du solvant dans I'expérience (bou-
zaid.,2019 ) ou il a remplaceé I'eau distillée par du méthanol 70 % dans la méme méthode d'ex-
traction avec de I'eau distillée. L'extrait était de 50,2 %. Cette valeur est la preuve que le sol-
vant joue un réle important dans le ratio de rentabilité ainsi que dans le temps et la méthode
Bien que dans les deux études précédentes avec l'extrait aquatique, un bon résultat ait été
donné, dans notre étude, la rentabilité était bien meilleure que celle de ces deux études précé-
dente

2.Teneurs des composés phénoliques

La teneur en composé phenolique a été déterminée par analyse quantitative par le spec-
trophotometre de sorte que les résultats indiqués dans le tableau (tableau6) montrent que I'ex-
trait de I'écore de grenade est riche en polyphénol de sorte que la teneur en polyphénol a été
estimée a 40.422 + 0,042 mg EAG/g Ex tandis que la teneur en flavonoides a été esti-
mée8.207+ 0.29 mg EQ/g Ex ,ainsi que le contenu de tanins 6.892+ 0.291 mg EC/g Ex

Tableau 6: Teneur en composés phénoliques de I'extrait des écorces de grenade

Polyphénols Flavonoides Tanins
Quantité 40.422+0.042 8.207+0.29 6.892+ 0.291
mg EAG/g Ex mg EQ/g Ex mg EC/g Ex
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On remarque que la quantité de polyphénols dans I'extrait aqueux des écorces de grenade
est faible par rapport a d'autres études, qu'elles soient réalisées avec de I'eau ou des solvants
organiques. Parmi les résultats d'études antérieures, on peut citer :I'étude de Rajan (2011):
Polyphénols : 176.00+5.29 mg EAG/g , Flavonoides : 81.33+6.1 mg EQ/g et Tanins :
114.23+12.16 mg EC/g et aussi I'étude de Douaouri (2018): Polyphénols : 227.92 + 92.60 mg
EAG/g , Flavonoides : 31.34+ 0.26 et 21.67+ 0.09 mg EQ/g et Tanins : 214.28 £ 1.79 mg
EC/g

En comparant notre étude avec les deux études citées ci-dessus, nos resultats sont
faibles par rapport a celles-ci. D'autre part, I'étude de Bachiri et Benziane (2022) a ajouté une
proportion de méthanol a I'eau (hydro-éthanolique) et a obtenu les résultats suivants: Poly-
phénols: 152, 53 + 3, 04 mg EAG/g de MS , Flavonoides: 46,249 + 2, 83 mg EQ/g MS et Ta-
nins: 374, 4 + 2, 75 mg EAT/g MS De méme, I'étude d'Abderrezak (2016) a confirmeé que le
méthanol donnait les meilleurs résultats: Polyphénols: 472.46+ 2.39 mg EAG/g de MS ,
Flavonoides: 32.6+ 1.46 mg EQ/g MS et Tanins: 3.99+ 0.32mg EAT/g MS

Ces résultats indiquent que les écorces de grenade extraites au méthanol donnent un ren-
dement plus élevé que celles extraites a I'eau. Cela est attribué a la différence de polarité entre
les solvants et donc a la solubilité du soluté dans le solvant. En outre, I'efficacité du méthanol
dans I'extraction de divers composés phénoliques a partir de différentes parties de plantes a
été démontrée par plusieurs études (Turkmen et al., 2006; Mohamed et al., 2013; Rabita et
Franzina, 2013; Ali et al., 2014; EI-Din et al., 2014).

3. Activité antioxydante

Les écores de grenade sont une source extrémement riche en antioxydants. C'est pourquoi
des tests d'antioxydation ont été réalisés sur I'extrait agueux de pelures de grenade en utilisant
les méthodes DPPH, FRAP et béta-carotene. Les résultats obtenus sont présentés dans le ta-
bleau 7

L'activité antioxydante de nos extrait (dans le test DPPH) est exprimee en IC50 , para-
meétre défini comme la concentration efficace du substrat qui provoque une perte de 50% de
I'activité DPPH. Ces IC50 ont été déterminées graphiquement, lI'abscisse représentant la con-
centration de I'extrait et I'ordonnée représentant I'activité antioxydant en pourcentage. des fins
comparatives, l'acide ascorbique a été utilisé comme un antioxydant standard, il a montré une
activité anti-radicalaire trés puissante avec IC50 de 0.014+ 0.001mg/ml, tandis que l'activité

antioxydant de notre extrait est de 1’ordre de 0.031+ 0.001mg/ml (tableau7). Plus la valeur de
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I’IC50 est faible, plus I’extrait est considéré comme un antioxydant puissant. Nous notons que

la valeur obtenue par notre extrait est moins importante que celle de I'acide ascorbique.

IC 50: [mg/mL] Test de DPPH

0.035

0.03 1

0.025

0.02

0.015 T
0.01

Ex A AA

Figure 26.Résultats des 1C50 du radical DPPH de I'extrait de plante et de I'acide ascorbique.

Le test FRAP traite les antioxydants présents dans I'échantillon comme des agents réduc-
teurs Dans la réaction d'oxydation et de réduction chromatique. (Huang et al., 2012).Nous
pouvons exprimer le pouvoir réducteur d'extrait et de I’antioxydant de référence par la valeur
par laquelle un extrait atteint la valeur 0.5 de 1’absorbance. Cette valeur peut étre appelée la

CEOQ.5 (Concentration efficace).

La force de réduction du composé est un indicateur important de son activité antioxy-
dante Potentiel (Depa et al., 2009 ; Kanat et al., 2010 ; Cheng et al., 2011) A des fins com-
paratives, I'acide ascorbique a été utilisé comme antioxydant standard, A montré une tres forte
activité anti-radicalaire avec EC50 = 0,015+0,006 mg/ml, tandis que L'activité antioxydante
de notre extrait est de I'ordre d'EC50 = 0.977 + 0,007mg/ml (tableau7). Notez que la valeur

obtenue par notre extrait est moins importante que la valeur de I'acide Ascorbique Figure 27
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Test de FRAP

EC 0.5: [mg/mL]
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Figure 28.Résultats des ECO0.5 du test FRAP de I'extrait de plante et de I'acide ascorbique

Afin de connaitre l'activité de la béta de caroténe dans I'écore de grenade. Une étude a été
menée sur un extrait aqueux de pelures de grenade ainsi que sur sa comparaison avec le BHT,

nous avons donc obtenu des résultats représentés dans la figure 29

AAR: [%] Test de [ carotene
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Figure 30.Résultats des AAR (%) du B caroténe de l'extrait de plante et de BHT

L'activité antioxydante dans les extraits dépend des additifs Extraits de racines avec des
radicaux libres d'acide linoléique. Les radicaux libres de La linolite attaque les modéles de
béta-caroténe insaturé. Présence de divers antioxydants Il peut endommager lI'importance du
blanchiment du B- caroténe en neutralisant les radicaux libres de Linolite et autres radicaux
libres formés dans le systéeme (Jayaprakasha et al., 2001). L'extrait aquatique des écores de
grenade a fourni un taux d'inhibition d'environ (91,495+0,74 %) et rapport aux résultats du
BHT, la valeur est plus élevée, car le taux d'inhibition de (95,888+0.855 %) (tableau7)
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Tableau 7: Activité antioxydant de I'extrait aqueux des écores des grenade

L'extrait Les standards
DPPH [ICso: mg/mL] 0.031+ 0.001 0,014+0,001
FRAP [ECos: mg/mL] 0.977+0.007 0,015+0,006
p-carotene [AAR: %] 91.495+ 0.074 95,888+0,855

Nos résultats ont révélé que I'extrait d'écorce de grenade a une forte capacité inhibitrice
efficace contre les radicaux libres (DPPH) ou il a été estimé & 0.031+ 0.001 mg/mL par rap-
port au test FRAP, il a été considéré comme il a été estimé a 0.977+ 0.007 mg/ml.Alors que le

test de b-carotane a donné un excellent résultat estimé a 91.495+ 0.074%

D'autres études, comme celles de Rajan et al. (2011) et Manasathin et al. (2012), ont
trouvé des valeurs 1C50 élevées pour les extraits aqueux de pelures de grenade de différentes
variétés, de l'ordre de 0,135 + 39,30 mg/ml et 0,151 + 2,70 mg/ml. Singh et al. (2014) ont
conclu que l'extraction sélective d'antioxydants a partir de sources naturelles a I'aide d'un sol-
vant approprié est trés importante pour obtenir des extraits ayant une activité antioxydante
élevée. Il est clair que notre extrait a une capacité de réduction modérée. Cette contradiction
peut s'expliquer par la différence des composés phénoliques présents dans notre extrait. La
capacité de réduction de notre extrait est due a la présence de polyphénols. Les antioxydants

peuvent étre considérés comme des agents réducteurs et des inhibiteurs d'oxydation

Huang et Prior et al. (2005) ont établit une relation entre la présence des composés phé-
noliques et ’activité antioxydante de certains extraits. Cette relation établie une corrélation
linéaire entre les composés phénoliques et la capacité antioxydante qui s’explique par un
transfert d’¢électrons. Le pouvoir réducteur des €corces de la grenade est plus élevé par rapport
a celui de la pulpe et les graines, qui est d0 a la richesse de celle-ci en flavonoides, et en po-
lyphenols totaux (Singh et al., 2002).

Antioxydant de I'extrait aqueux des écores de grenade nos valeurs sont plus élevées que
I'extrait aqueux et de méthanol de Douaouri.,2018 et la valeur de CE50 a été trouvée respec-
tivement 0.211+0.009mg/ml, 0.173+0.010 mgml L'écorce de grenade meéthanolique et
aqueuse montre un certain degré d'efficacité Le réducteur cependant.

Différences dans la capacité antioxydante des extraits de méthanol Les différences dans
leur teneur phénolique (Jill et al., 2000) peuvent étre attribuées a l'action antioxydante de ces

réductions qui dépend de la perturbation des chaines des radicaux libres. En faisant don de
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graines d'’hydrogéne et en la convertissant ainsi en especes plus non réactives Stable. Les ré-
ductions réagissent avec certains précurseurs de peroxyde, empéchant ainsi I'apparition de La
composition en peroxyde (Huang et Prior, 2005 ) fait référence a I'effet réduit des extraits de
grenade Cela semble étre d0 a la présence de polyphénols qui peuvent fonctionner de maniére

similaire. Réduction par don d'électrons.
Nos résultats était plus élevé que

Douaouri, 2018, ou ils ont constaté que les extraits organiques fournissaient des réponses
différentes a la couleur de la décoloration du -carotene. Par extrait de méthanol avec un taux
d'inhibition d'environ 89,58 + 2,09 %. Alors Que l'extrait aqueux avait un effet antioxydant
plutdt faible (77,78 + 1,20 %).

L'étude actuelle a prouvé que lI'ensemble du fruit de P. granatum est une riche source
d'antioxydants nutritionnels, comme le confirme notre étude grace au pourcentage élevé de
cet extrait. Grace a des études précedentes sur I'extrait de pelures de grenade, qu'elles soient
aqueuses ou au méthanol, et notre étude a montré que les écorces de grenade sont considérées
comme l'un des fruits trés riches en antioxydants, ce qui leur permet de préserver leurs filles

et de les protéger des dommages.

3.Activité antimicrobienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien d'extrait de Pelure de grenade par la
méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide, Mueller- Hinton pour les bacté-
ries et Sabouraud pour la champignon. L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en
termes de diamétre de la zone d'inhibition autour des disques contenant I'extrait a tester vis-a-
vis de cing germes pathogénes qui sont : E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, B. Subtilis et C.
albicans. Le DMSO a éte testé comme solvant, les résultats montrent que le solvant est ap-
proprié et ne présente aucun effet sur la croissance normale des souches microbiennes. Les
souches testées ont montré des sensibilités différentes aux antibiotiques standards utilisés:

Gentamicine. (tableau8)montre les résultats obtenus
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Tableau8:Résultats de tests antimicrobienne

Microbial inhibition

Les souches utilisées 10mg/ml 20mg/ml 40mg/ 80mg/ CN
Escherichia coli ATCC 25922 NI NI NI NI 24
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 NI NI NI 7 25
Staphylococcus aureus ATCC 25932 NI NI 8 13 23
Bacillus subtilis ATCC 25973 NI NI NI 8 15
Candida albicans ATCC 10231 NI NI NI NI /

NI = Non Inhibition, CN = Gentamicine (CN) 30ug Discs.

Il est remarquable que les concentrations de 10 et 20 mg/ml n'aient montré aucun effet
sur aucun des Races. D'un autre c6té concentrations de 40 et 80 mg/ml ont montré des effets
inhibiteurs variables. C'est-a-dire que, selon les résultats obtenus lors de I'étude sur les cing
types de bactéries dans le tableau8 et dans différentes concentrations, nous notons dans la
bactérie E. coli ATCC 25922 qu'il n'y a pas de réponse a l'effet de I'extrait, contrairement a sa
grande réponse a gentamicine, qui était jusqu'a (25 mm) pour la zone d'inhibition, et cela in-
digue que ces bactéries ont pu résister a I'extrait aqueux des cro(tes de grenade, tandis que la
bactérie P. aeruginosa ATCC 27853, nous notons que la bactérie n'ont pas résisté a la concen-
tration 80 mg/ml concentration seulement et au rapport d'inhibition (7 mm) sur le reste des
concentrations, la bactérie a résisté a I'extrait aqueux des coquilles de grenade, et I'absence de
résistance l'inhibition était 24 mm plus élevée) Comme dans la bactérie S. aureus ATCC
25932, nous observons une résistance a deux concentrations et aucune résistance aux concen-
trations suivantes 40 et 80 mg/ml, qui étaient le diametre de la zone d'inhibition (13 et 8 mm)
respectivement, et bien qu'il y ait eu des zones d'inhibition pour un extrait agqueux de pelures
de grenade, I'efficacité de la gentomacine était plus élevée que dans ces bactéries dans la zone
d'inhibition estimée (23 mm). Lors du test de souche de B. subtilis ATCC 25973, nous avons
également observé que I'absence de comparaison de I'extrait de écore de grenade n'était qu'a
une concentration de 80 mg/ml, ce qui a entrainé une zone d'inhibition de (8 mm). Aucune
zone d'inhibition n'a été produite dans le reste des concentrations. Lorsque la gentamine a éeté
appliquée sur les mémes bactéries, il a été observe que la distance de la zone d'inhibition, qui

est (15 mm), est plus élevée que celle de I'extrait de pelures de grenade.

Quant a C. albicans ATCC 10231, elle est résistante aux concentrations d'extrait aqueux
des écores de grenade.L'extrait aqueux de la grenade a montré une certaine activité antimicro-
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bienne contre certains types de bactéries. La souche S. aureus ATCC 25932 était la plus sen-

sible a I'extrait. Cependant, la souche de C. albicans était la plus résistante a I'extrait

E. coli P. aeruginosa S. aureus B. subtilis C. albicans

Figure 31.Zones d'inhibition de I'extrait aqueux d'écorces de grenade chez les bactéries

L'extrait de écore de grenade n'a pas d'activité antibactérienne contre E. coli ni antifon-
gique contre les souches de levure testées. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Singh et
al. (2002) Abdureyim et al., (2011) Qui a rapporté que I'extrait de crodtes P. granatum n'a
aucun effet sur C. albicans une étude (Salah.,2018 )a démontré que lorsque de faibles concen-
trations, certaines souches présentent un faible effet inhibiteur par opposition aux concentra-
tions élevées de I'extrait qui montrent un effet inhibiteur sur le S. aureus, le B.subtilis et le P,
aeruginosa. Ce sont des résultats qui sont cohérents avec nos résultats. Selon le tableau8. Se-
lon la mesure citée par Mina, Sethi (1994) et Ella et al. (1996), Les résultats obtenus peuvent
étre interprétés comme suit : Activité inhibitrice modérée sur S. aureus et P. aeruginosa acti-
vité légérement inhibitrice sur B. subtilis activité non inhibitrice contre E. coli et souches de

champignon de C. albicans.

In vivo

Les écores de grenade sont utilisées comme alternative médicale a I'anti-inflammatoire,
de sorte qu'un essai a été mené sur 20 souris et leur a injecté une substance qui provoque
I'inflammation et les a traités avec diverses solutions, y compris I'extrait écores de grenade, les

résultats de I'injection ont été obtenus dans le tableau suivant :
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Tableau 9: Effet du extrait aqueux des écores de grenade sur volume I'cedéme induit

chez les rats par I'injection de la caragénine.

Volume (mm) de I'cedéme

Oh 1h 4 h 8h 24 h 48 h
Médicament 1.95+0.129 2.625+0.150 2.95£0.173 2.6+0.163 2.325:0.126 2.025:0.17
Extrait 1.85+0.1 2.65£0.129 2.95£0.153 2.65£0.141 237550173 1925%0.15
Controle 2.275:0.171 3.275:0.208 3.775:0.1 3.425:0.15 2.975:0.126 2.375:0.17

Au cours de I'expérience et pendant les premieres heures de l'injection de carragénine, aes
d'une réponse inflammatoire caractérisée par les cing signes de base connus : gonflement,
rougeur, chaleur, perte de fonction et hypersensibilité locale.Parmi les symptémes apparents
figurent la rougeur, les ballonnements et I'incapacité de marcher avec cette jambe, comme le

montre figure 32

.

Avant injection Apres injection

Figure 33.Effet de la caragénine sur la cuisse des souris

Lors de I'observation périodique pendant 48 heures du volume de I'cedéme (nm) chez des
souris traitées avec du diclofénac sodium, ainsi que chez des souris traitées avec I'extrait
aqueux de croltes de grenade et le groupe exempté (compléetement sain), les résultats indiqués
dans le tableau ont été obtenus. La taille de 1'cedéme gonflement pour la jambe du rat a été
surveillée a six fois différentes (0 heure, 1 heure, 4 heures, 8 heures, 24 heures, 48 heures).

Grace aux résultats enregistrés dans le tableau et obtenus, ils peuvent étre divisés en 4 Phases
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La premiéere phases: Lors de I'injection de caragénine directement (O heures) : Nous no-
tons que le volume moyen dans le groupe traité avec le médicament (1,95+0,129) L'extrait

(1,85 + 0,1) est inférieur au volume tumoral au contréle du groupe (2,275 + 0,171)

La deuxieme phase: Pendant les premiéres heures d'injection et de traitement (1 heure a
4 heures), de sorte qu'une augmentation de la taille de la jambe (tumeur) a été observée de
sorte que le groupe de traitement médicamenteux a atteint un maximum de (2,95 + 0,173)
comme pour le groupe Le traitement avec l'extrait a atteint un maximum de (2,95+0,153),
tandis que le maximum était dans le groupe témoin (3,775%0,1) Si la caragénine provoque
réellement une réaction inflammatoire qui provoque un cedéme. Ces résultats sont cohérents
avec le travail de Chu et al. (2011) Ou la taille de I'eedéme Aprés l'injection, la carraghénane

augmente au fil du temps jusqu'a ce qu'elle atteigne son niveau Le maximum

La troisieme phase : a (8 heures), le début de la diminution de la taille de l'cedéme, ou
dans le groupe traité avec le médicament atteint (2,6 + 0,163) et dans le groupe traité avec de
I'extrait a (2,65+0,141), tandis que le groupe a atteint le contréle (3,425+0,15)

Le quatrieme phase (24 heures - 48 heures) diminue davantage de la taille de 1'cedéme au
fil du temps pour atteindre 2,025+0,171 dans le groupe de traitement médicamenteux et

1,925+0,15 Dans le groupe traité avec I'extrait ainsi que 2,375+0,171

48 heures apres l'injection et le traitement On peut dire que I'extrait fait presque la méme
chose que I'extrait en cas d'inflammation pour réduire sa gravité et réduire la quantité de dou-
leur. Afin d'approfondir davantage les résultats, ils ont été formés sous la forme de ratios
d'inhibition (%) par

» Calcul du pourcentage d’augmentation du volume de la patte (206AUG)

Le pourcentage d’augmentation (%AUG) de I’cedéme est calculé pour chaque groupe
de souris. Il est donné par la formule suivante (Douaouri .,2018)

(Dn - Do) x 100
%AUG= ————————
Do

Dn : diamétre de la patte la i*™ heure aprés I’injection de la carragenine.
Do : diamétre de la patte avant I’injection de la carragénine.
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» Calcul du pourcentage d’inhibition de I’cedéme (% INH)

Le pourcentage d’inhibition (%INH) de I’cedéme est calculé pour chaque
groupe de souris traitées par rapport au lot témoin. Il est obtenu par la for-

mule suivante ( Douaouri .,2018)

%AUG témoin — % AUG traité) x 100
% AUG témoin

% INH=

Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableaul0Q: Effet du extrait aqueux des écores de grenade sur pourcentage d'inhibition

(%) de l'cedéme induit chez les rats par l'injection de la caragénine.

Pourcentage d'inhibition (%) de I'eedéme

Oh 1h 4h 8h 24 h 48 h
Médicament 0 19.853+1.544 21.867+2.479 24.107+2.759 21.809+3.86 147772592
Extrait 0 19.072+0.783 21.849:0.645 22.612+2.384 20.196+2.85 18.955:2.134

Controle -- -- -- -- -- --
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Gréace aux résultats obtenus, nous notons que I'efficacité du médicament dans la réduction
de l'inflammation au cours des premiéres 24 heures 21,809+3,868 a été plus efficace que I'ex-
trait 20.196+2,859 Cependant, aprés cette période, I'efficacité du médicament pour inhiber
I'inflammation a diminué a 14,777+2592. L'efficacité de I'extrait a diminué de 18,955 + 2,134,
cependant, I'efficacité de I'extrait était supérieure a I'efficacité du médicament dans les 48

heures suivant I'injection et le traitement.

Malgré la réponse rapide au médicament, I'effet de I'extrait est meilleur pour réduire
I'inflammation parce que l'effet de ce médicament est temporaire, mais I'extrait est capable

d'éliminer complétement I'inflammation, mais pour une période illimitée.

Alors que la toxicité de I'extrait a été testée sur des souris, qui ont recu une dose de 200
mg / litre, et il a été assuré que l'extrait est non toxique et ne cause aucun effet secondaire sur
le corps, de sorte que les souris n'ont pas changé ni leur comportement ni leur masse, et n'ont

pas non plus conduit a leur mort.

Des études menées par Baiju et al. (2015) ont révélé que I'extrait méthanolique de gre-
nade posséde une capacité remarquable a inhiber la formation d'cedémes. Ces résultats rejoi-
gnent ceux d'autres recherches qui attribuent l'activité anti-inflammatoire de la grenade a sa
richesse en composés polyphénoliques, tels que les tanins hydrolysables et les flavonoides
(Zarfeshany et al., 2014). Ces composés, reconnus pour leurs propriétés anti-inflammatoires,
sont largement présents dans les plantes. En effet, certains flavonoides ont démontré une ac-
tion inhibitrice efficace dans divers modéles d'inflammation animale, notamment 1'cedéme de

la patte, I'eedéme de 1'oreille et la pleurésie (Kim et al., 2017).

De plus, de nombreuses études suggerent que les parties végétales riches en tanins, fla-
vonoides et acides phénoliques présentent des propriétés analgésiques et anti-inflammatoires
chez les animaux expérimentaux (Mills et Bone, 2000; Morteza-Semnani et al., 2006). Ces
effets pharmacologiques sont attribués a la présence de ces composés bioactifs. L'étude phy-
tochimique realisée dans ce contexte a confirmé la présence de plusieurs composeés bioactifs
dans l'extrait d'écorces de grenade, ce qui renforce I'hypothése de son activité anti-

inflammatoire.

L'inflammation se propage dans le sang par plusieurs mécanismes, dont le plus important
est le flux lymphatique, dans lequel les vaisseaux lymphatiques transportent les cellules in-
flammatoires du site de l'inflammation vers d'autres parties du corps, et la circulation san-

guine, qui permet aux cellules inflammatoires de pénétrer dans la circulation sanguine. Les
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vaisseaux sanguins dilatés dans la zone affectée. Ainsi, une série d'analyses ont été réalisées, a
savoir : FNS (WBC, RBC, HGB, PLT) ainsi que CRP pour cing groupes de souris (traitées

avec Médicament, Extrait, Control, (Temoin, Toxicité Les résultats obtenus sont consignés
dans le tableau 11

Tableaull: Résultats des analyses chimique de sang

WBC RBC HGB PLT (103uL) CRP
Médicament 8.7+1.783 6.325+1.197 11.833+1.274 1043.5+20.825 0.133+0.066
Extrait 8.425+1.846 6.9+0.081 11.813+0.375 1224.25+62.480 0.453+0.042
Controle 9.5+1.152 6.37+0.369 11.2+0.577 1121+33.506 0.933+0.046
Témoin 5.8+0.707 5.565+1.082 9.25+1.485 1158.5+74.246 0.865+0.064
Toxicité 5.1+0.624 6.537+0.288 10.4+0.624 859.333+20.008 0.34+0.062
Normale 4~11 3,8~5.4 10~15.5 150~450 0~5

D'apreés les résultats du blog dans le tableau, nous notons que :

e Le nombre de globules blancs :a Temoin était de (5,8 + 0,707), ce qui se situe dans
la plage normale pour le nombre de globules sanguins & 4~11. De méme, dans le groupe
toxcisite, contrble, médicament et extrait, les valeurs étaient tous dans la plage normale. Cela
prouve qu'il existe une réponse immunitaire contre I'inflammation en raison de la présence
d'une quantité de globules blancs capables de réduire I'inflammation et sa gravité, les globules
blancs jouent un rdle important dans la lutte contre I'infection et la régulation la réponse im-
munitaire.

e Le nombre de globules rouges :a 5,565 + 1,082 était dans la plage La normale est
d'environ 3,8~5,4 Quant au groupe traité avec le médicament, l'extrait, le contréle et la toxici-
té, le nombre de cellules sanguines était supérieur a la normale. Cela indique que
I’inflammation n’affecte pas les globules rouges.

e L'hemoglobine : tous les groupes se situait dans la plage normale de 10~15,5, bien
que le groupe témoin ait connu une trés légere diminution de 9,25 + 1,485.

e Plaquettes : On remarque une augmentation significative du nombre de plaquettes

pour I’ensemble du groupe, méme le groupe témoin, en dehors de sa fourchette normale de
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150~450. L'inflammation stimule le corps a produire plus de plaquettes pour aider le corps a
combattre I'infection et a réparer les tissus endommagés.

Certaines protéines inflammatoires peuvent augmenter la durée de vie des plaquettes et
empécher leur dégradation. Donc Un taux élevé de plaquettes peut étre le signe d’une in-
flammation dans le corps.

e Lesvaleurs CRP: pour les cing groupes se situent dans la plage normale de 0~5

En général les résultats des analyses de sang n’indiquent aucune inflammation grave dans
aucun des cing groupes. Plaquettes élevees : cela peut indiquer une inflammation, mais ce
n’est pas un indicateur concluant car il existe de nombreuses autres causes d’une numération

plaquettaire élevée. On ne peut donc pas dire que le sang contient une inflammation.

En 2002, Singh et al. (2002) ont extrait des composés phénoliques de la peau, du corps et
de la pulpe du fruit de la grenade en utilisant du méthanol, de l'acétone et de I'eau; ils ont
trouvé que le méthanol donnait le meilleur rendement. Le méthanol est généralement recom-
mandé comme meilleur solvant pour I'extraction des composés antioxydants en raison de sa
polarité et de sa disponibilité. L'efficacité et la capacité du méthanol peuvent étre augmentées
en utilisant I'eau comme solvant auxiliaire, en particulier lors de I'extraction d'antioxydants a
partir de matrices complexes. De plus, l'utilisation de différents types d'eau (deionisee, distil-

Iée, etc.) peut influencer I'extraction (Igbal et al., 2005).

En général, les composés phénoligues dans les plantes sont des composés polaires, qui
sont souvent extraits a l'aide de solvants polaires tels que I'acétone aqueuse et le méthanol.
Cependant, les profils phénoliques peuvent également varier en fonction des solvants utilisés
(Kylli, 2010). Hagir et al. (2016) ont révelé la présence flavonoides et tanins dans I'extraits

de I'écorce du fruit de P. granatum aqueux.

Des résultats similaires ont été rapportés par Bhandary et al. (2012); Hegde et al.
(2012); Uma et al. (2012); Shabibi et Al-Falali (2013); Moorthy et al. (2013); Narasimha
Reddy et al. (2015). Ozkal et Dink (1994) ont confirmé que les flavonoides et les tanins sont
les composés les plus abondants dans I'écorce de cette plante. La grenade est connue pour étre
I'un des fruits les plus riches en polyphénols. En particulier, I'écorce du fruit contient des
guantités élevées de composés phénoliques, tels que les acides puniciques, galliques et ella-
giques et les anthocyanines (Bingham et al., 2003; Fischer et al., 2011). Des études ont rap-
porté que la teneur en phénols des écorces de grenade était 10 fois plus élevée (249,4 mg/g)
que celle de la pulpe (24,4 mg/g) (Li et al., 2006).
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Conclusion

Le lien des gens avec la nature existe depuis I'Antiquité est la raison de I'héritage de I'uti-
lisation des plantes comme source de traitement. C'est pourquoi notre étude a mis en lumiére
les écorces du fruit de la grenade, ainsi que la connaissance du contenu de certains composés
phénoliques. est I'objectif principal de I'étude, la connaissance d'un extrait qui contient des
antioxydants, des antimicrobiens et des anti-inflammatoires, car les grenades ont été utilisées
sur le marché local de I'état de Wadi Souf, d'ou le rendement de notre étude sur l'eau I'extrait
d'écorces de grenade était de 44,9%, ce qui représente un bon pourcentage de rendement. Ce
rendement se traduit par une teneur en polyphénols 40,422+0,042 mg EAG/gEX, flavanoides
8,207+ 0,29 mg EQ/g EXx et tanins condenses 6.892+ 0.291 mg EC/g EXx. Ainsi, les écorces de

grenade sont riches en polyphénols par rapport aux flavanoides et aux tanins condensés.

Alors que I'extrait aqueux d'écorces de grenade a donné une forte capacité antioxydante
dans le test DDPH, qui a été estimée 0.031+ 0.001 mg/mL par rapport au Frap, qui a été esti-
mé a 0.977+ 0.007 mg/mL. En revanche, le test B carotane a grandement préservé la couleur
de I'extrait de 91.495+ 0.074%, la valeur du test DPPH étant la meilleure par rapport aux ré-

sultats du reste des tests.

En sélectionnant cing tranches de microbienne et en placant I'extrait par disques d'étale-
ment dans un milieu gélosé, I'extrait a donné des zones d'inhibition pour certains types de bac-
téries a des concentrations de 40 et 80 mg/ml, dont les diameétres variaient de 7 a 13 pour cha-

cune des bactéries. P. aeruginosa, S. aureus et B. subtilis.

Bien que la toxicité de I'extrait ait été testée sur des souris ayant recu une dose de 200
mg/litre, il a été confirmé que I'extrait n'est pas toxigque et ne provoque aucun effet secondaire
sur I'organisme, de sorte que les souris n'ont pas changé non plus. leur comportement ou leur
masse, et cela n'a pas entrainé leur mort. L'effet anti-inflammatoire de celui-ci a également été
déterminé en traitant des souris présentant une tumeur au niveau de la patte avec l'extrait
aqueux et en surveillant la taille de la tumeur pendant 48 heures. aprés traitement, on re-
marque que la taille de la I'oedeme diminue avec le temps pendant les premiéres 48 heures de
traitement, et cela est confirmé par des analyses biochimiques du sang de souris infectées par
FNS et Crp, indiquant que I'extrait a éliminé I'inflammation parce qu'il I'a fait n'atteint pas le

sang.

Au terme de ce travail, et a travers les résultats obtenus, on peut affirmer que les écorces

de grenade ont un effet antioxydant, antimicrobien et anti-inflammatoire efficace.
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Conclusion

Nos résultats sont merveilleux et peuvent avoir de grandes perspectives dans le futur.
Compte tenu de I'utilité des écorces de grenade, les chercheurs, les médecins et les pharma-
ciens peuvent prendre en compte 1’étude et la développer davantage pour I'utiliser comme
source alternative de médecine synthétique ou méme 1’utiliser comme matériau de base dans

la fabrication de médicaments.
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