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Les Bestiaux (sourate 6),99 « Et c’est Lui qui, du ciel, a fait descendre l’eau. 

ftuis par elle, Nous fîmes germer toute plante, de quoi Nous fîmes sortir une 

verdure, d’où Nous produisîmes des grains, superposés les uns sur les autres ; et 

du palmier, de ces ombelles, pendent des régimes de dattes. Et aussi les jardins de 

raisins, l’olive et la grenade, si semblables ou dissemblables. Regardez leurs fruits 

au moment de leur production et de leur maturation. En vérité, voilà bien là des 

signes pour ceux qui ont la fois. » 

 

Les Bestiaux (sourate 6), 141 : « C’est Lui qui fait pousser des jardins aves 

des vignes en espaliers ou non, et les palmiers dattiers et les champs de céréales, 

aux récoltes diverses et l’olive et la grenade, si semblables et dissemblables. 

Mangez de leurs fruits, quand ils en portent, mais payez-lui les droits au jour de 

la récolte et ne gaspillez point. En vérité, Il n’aime pas ceux qui ont des excès. » 

 

Le Miséricordieux (sourate 55), 68 : « Dans les deux, il y aura des fruits, des 

palmiers et de grenadiers.



 

 

           Résumé  

 
      L'utilisation des plantes médicinales à des fins thérapeutiques est une pratique ancienne. La 

grenade (Punica granatum ) a fasciné toutes les civilisations par sa beauté et sa jutosité du fruit. 

Utilisé de manière empirique dans les médecines traditionnelles, pour traiter les maladies gastro-

intestinales et les maladies parasitaires, ainsi que des propriétés antimicrobiennes. Cette 

recherche porte sur l'étude phytochimique et le dosage des composé polyphénolique de 

différents extraits phénoliques de l'écorce de la grenade (Punica granatum) d'une part, et 

l’évaluation de leur activité antibactérienne in vitro ainsi que l'étude in vivo de la toxicité aiguë 

de l’extrait methanolique et l’évaluation de sa propriété antibactérienne sur la flore intestinale 

d’une autre part.  

      Toutefois ,Punica granatum révèle une immense richesse en composées phénoliques 

particulièrement les polyphénols totaux ,flavonoides,flavones et tannins condensés dans les 

extraits de Punica granatum avec des valeurs allant jusqu’à 336.14 ug EAG/mg pour les 

polyphenols totaux , 27 ug EC/mg pour les flavonoïdes tandis , 39.01 ug EQ/mg pour les 

falavones ,tandis que les tannins condensé sont de153 ug EC/mg .Selon les résultats de 

l’antibioaromatogramme, l’ensemble de nos extraits phénoliques ont prouvé un effet 

antimicrobien sur toutes les souches testées avec une fort pouvoir inhibiteur comme les 

antibiotiques ou des fois plus.  

     Dans la présente étude la DL50 de l'extrait méthanolique calculée est incluse entre 500mg/kg 

et 8000mg/kg (6000 mg/kg). On en conclut que l’extrait méthanolique de punica granatum est 

considéré comme étant faiblement toxique .Une absence du germe pathogene est mentionnée 

dans la majorité des organes des rats infectés traités, ce qui prouve son élimination par l’extraits 

phenolique de punica granatum, sauf pour les l’intestin Ce qui prouve son activité 

antibactérienne contre Bacillus cereus qui peut contribuer à la lutte contre les maladies 

infectieuses.  

      Sachant que Punica granatum se caractérise par un réservoir assez important de métabolites 

secondaires avec des caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particulières qui 

demandent d’être exploitées par les recherches ultérieures.  

 

Mots-clés: Punica granatum ; extrait phénolique ; analyse phytochimique ; activité 

antimicrobienne ; étude in vitro et in vivo 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract  

    The use of medicinal plants for therapeutic purposes is an old practice. The pomegranate 

(Punica granatum) has fascinated all civilizations by its beauty and juiciness of the fruit. Used 

empirically in traditional medicines, to treat gastrointestinal diseases and parasitic diseases, as 

well as antimicrobial properties.This research focuses on the phytochemical study and the 

determination of the polyphenolic compound of various phenolic extracts of pomegranate bark 

(Punica granatum) on the one hand, and the evaluation of their antibacterial activity in vitro as 

well as the study in vivo the acute toxicity of the methanolic extract and the evaluation of its 

antibacterial property on the intestinal flora on the other hand. 

     However, Punica granatum reveals an immense richness in phenolic compounds especially 

total polyphenols, flavonoids, flavones and tannins condensed in extracts of Punica granatum 

with values up to 336.14 ug EAG / mg for total polyphenols, 27 ug EC / mg for flavonoids 

while, 39.01 μg EQ / mg for falavones, while condensed tannins are 153 μg EC / mg.According 

to the results of the antibioaromatogram, all of our phenolic extracts proved an antimicrobial 

effect on all strains tested with a high inhibitory power such as antibiotics or more times. 

     In the present study the LD50 of the calculated methanolic extract is included between 

500mg / kg and 8000mg / kg (6000mg / kg). It is concluded that the methanolic extract of punica 

granatum is considered to be of low toxicity.An absence of the pathogenic germ is mentioned 

in the majority of the organs of the infected infected rats, which proves its elimination by the 

phenolic extracts of punica granatum, except for the intestine which proves its antibacterial 

activity against Bacillus cereus which can contribute to the fight against infectious diseases. 

      Knowing that Punica granatum is characterized by a rather large reservoir of secondary 

metabolites with particular therapeutic and pharmacological characteristics that require to be 

exploited by subsequent research. 

Keywords: Punica granatum; phenolic extract; phytochemical analysis; antimicrobial activity; 

in vitro and in vivo study  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 ملخص

 الهبجم الحضارات جميع الرمان فتن وقد. قديمة ممارسة هو علاجية لأغراض الطبية النباتات استخدام      

 لهضميا الجهاز أمراض لعلاج  التقليدية الأدوية صناعة في تجريبيا يستخدم لذيواالمميز تهفاكه ريوعص

 .للميكروبات مضادةال ه خصائص عن فضلا ، الطفيلية والأمراض

 فاكهة حاءل من المستخلصة الفينولية مقتطفاتال مختلفل  يةكيميائبيوال دراسة على البحث هذا يركز     

 الحادة ميةلسل الحي الجسم في الدراسة وكذلك المختبر في للبكتيريا المضاد هاشاطن وتقييم جهة، من الرمان

 .خرىأ ناحية من المعوية ميكروباتال على للبكتيريا المضادة هخصائص وتقييم الميثانول لمستخلص

 البوليفينول، الإجمالية خاصة الفينولية المركبات من هائلة ثروة يكشف الرمان ،البحث هذا خلال من 

 معادلة ميكروغرام 336.14 إلى يصل القيم مع الرمان من مقتطفات في مكثف والعفص فلافون الفلافونويد،

 معادلة ميكروغرام 27 البوليفينول، لمجموع بالنسبة المستخلص من الواحد الميلغرام في القاليك لحمض

 للكيرستين معادلة ميكروغرام 39.01 لفلافونويد،ل بالنسبة المستخلص من الواحد الميلغرام في للكيرستين

 معادلة ميكروغرام 153 مكثف العفص أن حين في ، فلافونلل بالنسبة المستخلص من الواحد الميلغرام في

 مقتطفات جميع أظهرت ،للبكتيريا المضاد النشاط لنتائج ووفقا.  المستخلص من الواحد الميلغرام في للكاتشين

 أو لحيويةا المضادات مثل قوية مثبطة قوة مع اختبار سلالات جميع على للميكروبات مضاد تأثير الفينولية

 .المرات بعض في أكثر

 غك/  لغم 500 بين المحسوب الميثانول مستخلص من 50 المميتة الجرعة إدراج تم ، الدراسة هذه في     

 يعتبر الرمان من الميثانول مستخلص أن إلى الدراسة وخلصت(. كغ/  غلم 6000) كغ/  غلم 8000 و

 المصابة الفئران أجهزة معظم في للمرض المسببة ومةالجراث غياب الى ايظا يشار . السمية منخفض

 مضادال هنشاط يؤكد مما لأمعاءا باستثناء لرمان،ل الفينول مقتطف قبل من عليه القضاء ثبتي  مماالمعالجة،

 .المعدية الأمراض مكافحة في هماسي أن يمكن والذي العصوية البكتيريا ضد للجراثيم

 جيةالعلا الخصائص ذات الثانوية المستقلبات من نسبيا كبير بمستودع يتميز الرمان  أن العلم مع      

 اللاحقة البحوث خلال من استغلال إلى تحتاج التي الخاصة والدوائية

 

 ; المختبر في للميكروبات مضاد نشاط ; كيميائيبيوال التحليل ; فينولي مستخلص ؛ الرمان :البحث كلمات

 الحي الجسم في الدراسة
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Depuis plusieurs années, l’homme qui vit côte à côte avec les plantes, est habitué à les 

consommer pour leurs propriétés médicinales et nutritives. Les  produits  naturels  présentent  un grand 

intérêt comme matière première destinée aux différents secteurs d’activité tels que : le cosmétique, la 

pharmacie, l’agroalimentaire et l’industrie (Encyclopédie Larousse, 2001). 

 

Malgré les progrès réalisés en médecine au cours des dernières décennies, notamment la 

disponibilité d’une gamme large de produits  de  santé,  les  traitements  médicamenteux  actuels restent 

insuffisants .(Hamimed , 2009). 

 

Aussi, au vu de la propagation du phénomène de résistance et du nombre  limité d’antibiotiques 

en  cours  de  développement, la  découverte  de  nouveaux  agents  antibactériens, est devenue plus 

qu’indispensable. Pour  être innovants et contourner les mécanismes de résistance bactériens, les  

antibiotiques  de  demain  devront  viser  de  nouvelles  cibles  d’action chez les bactéries. Les pistes 

de recherche sont nombreuses mais l’exploration des ressources naturelles apparaît comme des plus 

prometteuses car celles-ci  constituent,  de  par  leur  biodiversité, la plus grande réserve de substances 

actives (Yagupsky, 2006). 

 

Le règne végétal constitue une source inépuisable de nouvelles  molécules  utilisables directement 

comme principe actif ou  pouvant  servir  comme  molécule  guide  pour  le développement de nouveaux 

agents antioxydants. La  recherche  de  nouveaux  médicaments d’origine naturelle constitue un axe 

important de recherche au niveau mondial. 

 

La grenade  est  un  arbuste  indigène de l’Asie occidentale et  l’Europe  méditerranéenne  qui 

a une riche histoire de l’utilisation traditionnelle de la médecine (Jayaprakasha ,2006).Récemment 

devenue un  grand  intérêt  pour  les  scientifiques  qui  se  livrent  eux  même  dans la recherche 

pharmaceutique , nutritionnelle et  dans  le  développement  de  nouveau médicament en  raison  de  ces  

multiples  distinctif  pièces  officinale  et  bioactivité  multiples  tels que, antidiabétique ,antivirale, 

antibactérien et antioxydant (Rufeng et al.,2010). 

 

Ces plantes sont douées d’un très large éventail d’activités biologiques grâce à leurs métabolites 

secondaires  actifs  tels  que  les  composés  phénoliques  qui  ont  l’avantage  d’être d’une grande 

diversité de structure chimique (Zeghad ,2009). 

 

Notre travail s’inscrit dans le cadre d’une contribution à une valorisation de cette plante 

médicinale et de découvrir certains constituants de cette plante qui possèdent des activités 

biologiques. 
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L’objectif de notre travail vise à  quantifier  nos  extraits  en  polyphénols  et  à  déterminer leurs 

propriétés biologiques. La valorisation de cette plante englobe plusieurs aspects, dont le premier  est  

d’ordre  phytochimique  basé  principalement  sur   l’extraction   et   la   quantification des composés 

phénoliques. Le second aspect consacré à une  évaluation in vitro et in vivo de  l’effet de ces extraits 

sur la flore gastrique. 

Notre manuscrit est scindé en deux parties principales 

La première consacrée à l’étude bibliographique comporte trois chapitres : 

 chapitre I : le grenadier (punica granatum) 

 chapitre II : les composes phénoliques 

 chapitre III : la flore intestinale 

 
 

La deuxième aborde la partie expérimentale est divisé en trois parties : 

 Préparation des extraits phénoliques de la plante étudiée et ces analyses qualitatives et 

quantitatives 

 La mise en évidence in vitro  du  pouvoir  antibactérien  de  ces  extraits  vis-à-vis  les 

souches bactériennes testées. 

 Evaluation  in  vivo de  l’effet de  l’extrait  methanolique administrée par voie orale 

aux rats infectés par Bacillus cereus. 

 
A la lumière des résultats trouvés, nous aborderons une discussion sur les  intérêts  et  les avantages 

des tests biologiques réalisés ,  pour  interpréter  l’action  biologique  des  composés actifs 

Enfin, nous présentons une conclusion générale de ce travail ainsi que les perspectives envisagées. 
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Punica granatum (L.) 
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1. Introduction 

Depuis des milliers d’années, le grenadier (Punica granatum), ses fruits ainsi que ses graines, 

son écorce et ses fleurs, sont utilisés, au Moyen-Orient et en Asie,  régions  dont  cet arbuste est  

originaire,  pour  leurs  propriétés  médicinales.  La  plus  ancienne  représentation  qui nous a été 

transmise sous forme  d’image  se trouve  dans  une  tombe  de l’époque  d’Amenhoteps IV (1375-

1358 avant notre ère) près de Tell el Amarna (Egypte) (Benzi , 1999). 

D’abord disséminé par les nomades arabes, puis introduit en Chine  au début  du IIème  siècle 

avant JC, le grenadier est importé à Rome  par  les  Romains  de  retour  des  guerres  puniques, après 

leur victoire sur les Carthaginois. Plus tard, le grenadier sera introduit dans la péninsule  ibérique,  où  le  

nom  de  son  fruit,  la  grenade,  sera  donné  à  l’une  des  plus  grandes villes d’Espagne. 

Connu depuis plus  de  4000  ans,  le  grenadier  n’a  cessé  de  fasciner  toutes  les civilisations 

par sa beauté  et  la  succulence  de  son fruit,  à  la  symbolique  nombreuse.  Le  calice  de la grenade, 

en forme de couronne, en fait un fruit majestueux. 

Ce fruit est mentionné dans le livre sacré du coran comme de  nombreuse  plantes  comestibles 

et non comestibles sont  cités  et en faire  un  fruit  du paradis,  et la  science  moderne est venu pour 

nous révéler quelques-uns des secrets  de  ce  fruit  étonnant  et  de  ses  avantages Qui suscité l’intérêt 

de nombreux chercheurs (Ajaikumar , 2005). 

 
1. Origine géographique et aire de répartition du grenadier 

1.1 Origine géographique 

Punica granatum serait originaire de la région de l’Asie englobant la Géorgie, l’Iran, l’Arménie,  

l’Azerbaïdjan  et  l’Afghanistan  où  il  vit   couramment   à  l’état  sauvage   depuis  plus de 4000 ans 

se distinguant des  variétés  cultivées  par  ses  épines  et  les  dimensions  réduites  de ses fruits  et  

forme  même des peuplements presque purs. Il est particulièrement  abondant  dans la zone côtière 

de la Mer Caspienne. Il se serait répandu en Asie Mineure et dans la région méditerranéenne où il est 

souvent probablement réalisé en divers lieux indépendants situés  à l’intérieur de son aire (Baum , 

1988). On le retrouve  également  sur  des  bas-reliefs  égyptiens datant de 2500 ans avant le Christ et 

au jardin botanique  de Thoutmosis  III  créé  en 1450 avant JC. 

 
1.2 Aire de répartition géographique 

Air de distribution du grenadier comprend le Moyen-Orient, sa terre d’origine. S’étend 

jusqu’en Inde et Chine ainsi fait le tour de la méditerranéen (Espagne, Italie, Grèce,Algérie, 

Tunisie et Maroc) (Boullard , 2001). 
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On le rencontre déjà plus rarement  dans  le  midi  de  la  France,  au  Portugal,  en Bulgarie et 

en Crimée. De même en Amérique, la culture du grenadier reste très sporadique. Il est présent 

en Californie, dans l’Utah, en Alabama, Louisiane et Floride (Wald, 2009). 

 
1.3 Production de la grenade 

Dans le monde, les plus importants pays producteurs de grenades sont  les  pays d’Orient 

dont  l’Iran, la Turquie, la Transcaucasie et l’Inde mais aussi dans la zone méditerranéenne la Tunisie, 

le Maroc, l’Espagne, l’Italie et la Grèce. Aux Etats-Unis et plus particulièrement en Californie, la 

culture de la grenade est très développée (Walali , 2003). 

La production de grenade est en nette augmentation ces dernières années, montrant  un regain 

d’intérêt pour ce fruit oublié depuis plusieurs décennies. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 01: Répartition géographique de la grenade en Afrique. 
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2. Classification de Punica granatum 

Le grenadier  (Punica granatum) a été  décrit  par  Linné  et  introduit  dans  sa classification 

en 1753 (Tableau 01). 

Cette classification a été révisée en 2003, donnant naissance à la  classification  phylogénétique 

APGII, qui comporte 457 familles réparties dans 45 ordres. Au sein de cette classification, la position 

du grenadier est représentée dans le tableau 01 (Spichiger , 2004) 

Il convient donc  de retenir que  dans  cette   nouvelle  classification,  la  famille  des Punicacées 

n’existe plus. Le grenadier appartient alors à la famille des Lythracées,  famille comportant 30 genres 

et 600 espèces (Spichiger , 2004). 

 
Tableau 01 : Classification botanique de Punica granatum (Spichiger , 2004). 

 

 
 

 Classification 1753 Classification 2003 

Embranchement Spermaphytes Angiospermes 

Sous-embranchement Angiospermes Dicotylédones vraies 

Classe Magnoliopsida Rosidées 

Ordre Myrtales Myrtales 

Famille Punicaceae Lythraceae 

Genre Punica Punica 

Espèce Punica granatum Punica granatum 

 

3. Autres dénominations 

4.1. Synonymes 

L’espèce Punica granatum est  mieux  connue  sous le  terme  de grenadier. Cependant, dans la 

culture française, cet arbre  s’est  vu  attribuer  d’autres  noms  vernaculaires,  moins  courants. Ainsi, 

grenadier est synonyme de : Balaustier, Miouganier,  Arosse,  Granatier,  Migranier, Miougranié et 

Baloufié. 

De même, la fleur du grenadier est également  appelée  balauste  (Wald  ,  2009).Aussi,  le fruit, 

la grenade, porte  quelquefois  le  nom  de  : Pomme  vénitienne,  Pomme  grenade  et  Pomme de 

Carthage. Quant au mot malicorium, il désigne l’écorce  du  fruit  du  grenadier.  (Verbois  , 2009). 
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4.2. Les dénominations communes dans différentes langues : 

Selon les langues parlées dans chaque pays, le nom vernaculaire de Punica granatum 

varie. Ainsi le nom de cet arbre sera : 

   En arabe : الرمان 

   En anglais : Pomegranate ou Pome Granate. 

   En allemand  : Granatapfelbaum,  Granatbaum,  Gemeine Granat, Balluster. 

   En espagnol : Granado coltivado, Mangrano. 

   En italien : Granato. 

   En chinois : Ngan Che Lieou, Shi Liu (Verbois , 2009). 

 
 

4. Description botanique de grenadier 

Punica granatum est un petit arbre  ou  un  arbuste  pouvant  atteindre  8m  de  haut, caducifolié 

à  branches  nombreuses  et  minces,  ascendantes,  parfois  érigées  aux  rameaux  souvent épineux. 

Les feuilles ont un pétiole très court et sont entières, opposées, oblongues- elliptiques à obovées lisses 

et brillantes (Godet , 1991). 

Les fleurs hermaphrodites sont terminales, solitaires ou dispersées par  paires.  Le  calice  

tubuleux est épais, persistant, rouge, pourvu de 5- 6 lobes triangulaires ; la corolle comporte 5 

– 7 pétales écarlates et abrite de nombreuses étamines (Ducourthial , 2003). 

Le fruit sphérique à  oblong,  brun  rougeâtre  ou  jaunâtre,  à  un  calice  épais,  l’exocarpe  en est 

coriace.  Des  graines  nombreuses, anguleuses,  au  tégument  rouge, translucide  et  juteux, sont 

renfermées dans deux séries de loges séparées par des parois minces. 

 

      Le péricarpe du fruit est une coque épaisse, de consistance dure, de saveur amère et 

astringente qui varie selon les cultivars poussant dans différentes régions du monde. 

      Il est très coloré, généralement de teinte brun-rougeâtre (Chakass et al., 2007) ou rouge vif, 

peut, selon les variétés, avoir une peau lisse de teinte blanc-jaunâtre, ou jaune foncé marbré de 

rouge ou encore violet très foncé de l’extérieur et d’un beau jaune à l’intérieur du fruit. Erken 

et Kader (2011), indiquent qu’il existe plusieurs cultivars exceptionnels avec des écorces de 

fruits de couleur noire.
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Figure 02 : Cracteristiques botaniques du grenadier 

Graine au mésocarpe 

charnu et gélatineux 

Feuilles Graines (semances). 
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5. Valeur nutritionnelle 

Déjà au  XIXème  siècle,  le  grenadier  suscite  un  intérêt  chez  les  chercheurs  qui,  avec des 

moyens très rudimentaires, ont  ainsi  mis  en évidence  certains  principes  actifs  de  cet  arbre, tel  que  

la  pelletiérine.  Grâce  aux  relativement  récents  procédés  d’analyse  chimique, comme les techniques 

de chromatographie, de résonance magnétique ou  encore  de  spectrométrie  de masse, il a été possible 

d’identifier avec précision la composition des  différents  organes  du grenadier synthétisée dans le 

tableau 2 (Wald, 2009). 

La grenade est une bonne source de fibres alimentaires et de folate et une très  bonne  source 

de vitamine C. 

Tableau 02 : Valeurs nutritionnelles de la grenade, pour 100g de portion comestible 

(USDA, 2002). 
 

 

eau : 81 g fibres : 1 g valeur 
énergétique : 74,2 kcal 

valeur 
énergétique : 315 kJ 

protéines : 0,95 g lipides : 0,3 g glucides : 16,2 g sucres 

simples : 16,2 g 

Sels minéraux et oligo-éléments 

potassium : 259 mg phosphore : 8 mg calcium : 3 mg magnésium : 3 mg 

sodium : 3 mg fer : 300 µg zinc : 120 µg cuivre : 70 µg 

Vitamines 

vitamine C : 11,4 

mg 

vitamine B1 : 30 µg vitamine B2 : 30 µg vitamine B3 (ou 
PP) : 300 µg 

vitamine B5 : 590 

µg 

vitamine B6 : 200 µg vitamine B9 (folate) : 

6 µg 

vitamine B12 : 0 µg 

bêta-carotène : 20 

µg 

rétinol : 0 µg vitamine E : 0,55 mg vitamine D : 0 µg 

 
6. Propriétés thérapeutiques : 

 

Le grenadier est utilisé depuis des  centaines  d’années  en  médecine  traditionnelle.  La grande 

diversité des propriétés qui lui sont attribuées laisse à penser que cet arbre est une véritable panacée. 

La grenade renferme de nombreuses  vertus :  hémostatiques,  anti-inflammatoire, antivomitive, 

antidiarrhétique, antihémorragiques, antidysentériques, antirhumatismales, emménagogues, 

antibactériennes,  apéritive,  échauffante,  tonique  et  refroidissante,  elle  est  l’un des fruits les plus 

appréciés en Inde tant par ses qualités alimentaires que pour ses capacités curatives (Bernard , 2001). 
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Antioxydante majeure, diurétique, purgative, antiparasitaire et vermifuge, la grenade 

protège et purifie le corps, chassant les parasites indésirables de l’organisme et du psychisme. 

Consommée en prévention, elle possède des capacités anticancéreuses, ses propriétés 

thérapeutiques freinant la croissance de certains cancers  (prostate,  sein).  Tonicardiaque,  elle 

renforce l’énergie du cœur, dissipe l’amertume, dissémine les douleurs et les regrets (Verbois 

, 2009). 

Elle régénère les tissus,  réduit  la  pression  sanguine systolique et son action astringente agit 

de façon excellente sur sphère intestinale, qu’elle revivifie. En même temps que  l’un  des meilleurs 

remèdes contre le ténia, ou ver solitaire et  capable,  en  décoction,  sous  forme  de tampons vaginaux, 

de maîtriser des leucorrhées et autres affections vaginales. 

Elle est réputée pour posséder le don d’accroitre la fertilité et de développer la 

fécondité, qu’elle soit organique ou créative (Verbois , 2009). 

De ces graines on extrait une boisson appelée « sambu », utilisée dans les cures de réjuvénation 

et de drainage interne,  facilitant  ainsi  l’élimination  des  surcharges  pondérales générées par une 

désaffection relationnelle ou parentale (Wald , 2009). 

 
10. Toxicité du grenadier 

L’écorce du grenadier, au XIXème siècle, souvent utilisée pour  ses propriétés 

anthelminthiques, semble montrer quelques effets secondaires non négligeables. Ainsi, après 

administration d’une décoction  d’écorce de racine, il fut observé,  chez plusieurs patients, l’apparition 

de vertiges, d’étourdissements, d’une sorte d’ivresse, parfois des  syncopes,  et  de  légers mouvements  

convulsifs.  Cependant,  ces  accidents  étant  fugaces  et  ne  laissant  aucune trace après leur 

manifestation, ils furent tolérés par les médecins de l’époque (Wald , 2009). 

Un  cas  d’intoxication  est cependant  rapporté.  Chez  un  malade,  l’administration  de deux 

doses de 0,30g de sulfate de pelletiérine a provoqué une paralysie spasmodique, que  les auteurs 

rattachent directement à l’ingestion du médicament (Seeram et al., 2006). 

  



 

 

 

Chapitre II 
Substances antimicrobiennes 

d’origine végétale 
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1. Généralités 

Le terme polyphénol est  introduit  en  1980.  Il  remplace  le  terme  ancien de  Tanin végétal. 

De la lignée  des  grandes  familles  de  molécules  largement  présentes  dans le  règne végétal, on 

retrouve tout  un  panel  de  composés  phénoliques  allant  de molécules  simples (acides phénoliques) 

à des molécules complexes (Tanins) (Martin  et  Andriantsitohaina,  2002). Les polyphénols sont des 

métabolites secondaires présents chez toutes les plantes vasculaires (Lebham, 2005) pour  se défendre  

contre  les  agressions  environnementales.  Ils peuvent  être  définis comme des molécules indirectement 

essentielles à la vie des plantes (d’où la dénomination de métabolites secondaires). Par opposition aux  

métabolites primaires   qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal, mais ils sont essentiels 

dans l'interaction de la plante avec son environnement. (Urquiaga et Leighton, 2000). 

           Les polyphénols sont localisés  dans  différentes  parties  des  plantes  selon  l’espèce végétale et 

le groupe polyphénolique considérés. Ces composés regroupent une multitude de molécules et 

représentent l’un des groupes les  plus  importants  présents  dans  le  règne  végétal  avec plus de 8000 

structures phénoliques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). 

 
2. Définition des polyohénols 

Nous pouvons dire que  les  polyphénols  sont  des  composés  phénoliques  hydrosolubles, de 

poids moléculaire compris  entre  500  et  3000  Dalton,  et  ayant,  outre  les  propriétés habituelles 

des phénols, la capacité de précipiter les alcaloïdes, la gélatine et  autres  protéines (Dangles et al., 

1992 ; Hagerman et al., 1998 ; Sarni-Manchado et Cheynier 2006). 

Les  polyphénols  regroupent un  vaste   ensemble   de  substances  chimiques   comprenant au 

moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, libre ou engagé avec des 

glucides (Bamforth ,2000). 

 
3. Rôle des polyphénols 

Comme la majorité des composés secondaires, les polyphénols  sont  produits  par  les plantes 

afin d’accomplir des fonctions précises, les plus notoires étant : 

   Défense contre les pathogènes ; principalement les moisissures et les bactéries 

phytopathogènes. 

 

    Dissuasion alimentaire. On parle  du  phénomène  d’allélopathie  :  certaines  plantes 

émettent des substances pour inhiber la croissance des autres plantes. 
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   Attraction des pollinisateurs : les couleurs, mais aussi les odeurs  attirent  les  insectes. Exemple 

: certaines orchidées synthétisent des phéromones sexuelles qui  sont  des substances volatiles 

émises par les insectes femelles pour attirer les mâles. 

   Protections contre les rayonnements UV. 

   Molécules qui  donnent  des  arômes  et  parfums  aux  plantes.  Ce  qui  sert  principalement à  

repousser  les  herbivores.  Exemple  :  les  polyphénols  des  pélargoniums   (Druyne, 1999 ; 

Schiestl et al., 2000 ; Yi-Cai et al., 2000 ;Sasaki et Takahashi , 2002). 

D'un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes  actifs  que  l'on trouve 

chez les plantes médicinales, alliées à leur difficulté de production. Chez l'homme, ces molécules  traces  

jouent  un  rôle important  en  agissant  directement  sur  la  qualité  nutritionnelle des fruits et légumes 

et leur impact sur la santé des consommateurs (effet antioxydant, effet protecteur contre l'apparition 

de certains cancers, cardio-vasculaires...) (Macheix et al., 2005). 

 
 

Figure 03 : Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002). 

 
 

4. Classification des composés phénoliques 

Il existe différentes classes de polyphénols, notamment : les acides phénoliques, les flavonoïdes, 

les tanins, les stilbènes, les lignanes, les saponines, les  phytostérols  ou  bien phytostanols. Les plus 

importants sont: les acides phénols, les flavonoïdes et les tanins. 
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4.1 Les acides phénoliques et les coumarines 

4.1.1 Les acides phénoliques 

Les acides phénoliques sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et 

médicinales   (Psotovà  et al., 2005). Ils Ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénols. 
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Ils sont incolores et  rares  dans  la  nature.  Ce  sont  les  dérivés  hydroxylés  de  l’acide  benzoïque 

et de l’acide cinnamique. 

 Les acides phénols dérivés de l’acide benzoïque sont très communs aussi bien sous forme libre 

que combinée à l’état d’esters ou d’hétérosides. Ils sont formés d'un squelette à sept atomes de 

carbones  qui incluse plusieurs molécules et les  plus  fréquentes  sont;  L'acide gallique, l'acide 

vanillique, l'acide  syringique  et  le  p-hydroxybenzoique  (Nagendran, 2006). 

 
 

Figure 05 : Exemple de quelques acides phénoliques de la série benzoïque. 

 
 

 Les acides phénols dérivés de l’acide cinnamique sont souvent estérifiés et possèdent une 

structure du type C6-C3. Les composés les plus fréquents sont l’acide  saticylique, l’acide 

caféïque, l’acide p-coumarique et l’acide sinaptique (Newsletter, 2005). 

 
 

Figure 06 : Exemple de quelques acides phénoliques de la série cinnamique. 

4.1.2. Les coumarines 

Les  coumarines  tirent  leur  nom  de  « coumarou »,  nom  vernaculaire  de  fève   tonka (Dipterix 

ordorota Wild., Fabaceae) d’où fut isolée en 1982 (Bruneton, 1993). Le squelette  de base des 

coumarines est  constitué  de  deux cycles  accolés  avec  neuf  atomes  de  carbone (Ford et al., 

2001). 
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Les coumarines constituent une classe  importante  de  produits  naturels,  elles  donnent  une odeur 

caractéristique semblable à celle du foin fraichement  fauché.  A  l’exception  des  algues, ces  

composés  sont  les  constituants  caractéristiques  du  régne  végétal  chlorophyllien.  Les familles les 

plus riches en  coumarines  sont :  les  légumineuses,  Rutacées,  Apiécées.  Elle  se trouvent dans toutes 

les  parties  de  la  plante  et  notamment  dans  les  fruits  et  les  huiles essentielles des graines (Guignard, 

1998 ; Deina et al., 2003 ; Booth et al., 2004) . 

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur 

concentration et aussi  selon  l’espéce.  Dans  la  cellule  végétale  elles  sont  principalement présentes 

sous forme glycosylée , cette glycosylation est une  forme  de  stockage  permettant  d’éviter les effets 

toxiques de ces molécules. Elles sont  considérées  comme  des  phytoalexines, c’est  –à-dire  des  

métabolites  que  la  plante  s’ynthétise  en  grande  quantité  pour  lutter  contre une infection causée 

par des champignons ou par des bactéries (Hofmann, 2003). 

 
On peut classer les coumarines en cinq catégories (Guignard, 1998,  Deina  et  al.,  2003, 

Booth et al., 2004). 

1. Coumarines simples : Coumarines, Ombelliferone. 

2. Coumarine prenylées : Rutaculine, Osthol. 

3. Furanocoumarines : Furanocoumarines lineaires (Bergaptene, Imperatorine) et 

Furanocoumarines angulaires (Angelicine, Pimpinéline). 

4. Pyranocoumarines : La visnadine. 

Les coumarines peuvent également exister à l’état dimerique ou trimerique 

5. Dicoumarines (coumarines dimerique) ; Dicoumarol. 

6. Tricoumarines : Triumbellattine. 
 

 

Figure 07 : Quelque exemple des principaux types de coumarines (Macheix et al., 2005). 
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4.2. Les flavonoïdes 

Ce sont des composés phénoliques des végétaux constituent un groupe d’une extrême 

diversité. Plusieurs milliers de molécules ont été identifiées à ce jour (Alan et Miller, 1996 ; 

Rajnerayanama et al., 2001). Ce sont des pigments quasi  universels  des  végétaux  presque toujours 

hydrosolubles. Ils sont  responsables  de  la  coloration  des  fleurs,  des  fruits  et  parfois  des feuilles 

assurant ainsi  la  protection  des  tissus  contre  les  agressions  des  ultraviolets (Bruneton, 1993 ; 

Rajnerayanama et al., 2001). Ils existent le plus souvent  à l’état naturel sous forme d’hétérosides 

(Fiorucci, 2006). 

 
Ces molécules ont un poids moléculaire  faible,  consiste  à  15  atomes  de  carbones arrangés 

comme suit : C6-C3-C6 sont  composés  de deux noyaux aromatiques  A et B,  liés  par  un pont de 

3 carbones souvent sous forme d'un hétérocycle (Nagendran et al., 2006). 

Les substitutions variées au sein de l'hétérocycle  C  donnent  les  différentes  sous  classes des 

flavonoides : 

 Flavonols: quercétine, myricétine, rutine, kaemopférol… 

 Flavones : apigénine, lutéoline… 

 Flavanones : eriodictyol, naringine, naringénine… 

 Isoflavones : génistéine, daidzéine… 

 Anthocyanidines : alpha-tocophérol, malvidine, cyanidine, delphinidine, 

pélargonidine, (Sarmi et Cheymer, 2006). 

 
De plus, le noyau pyranique central peut être ouvert (chalcones) et recyclisé en un 

noyau furanique (Bruneton, 1999 ;Marfak, 2003 ; Skerget et al.,2005). 

Les flavones, et  les  flavonols  sont  les  plus  connus  grâce  à  leur  pouvoir  antioxydant élevé, 

et les plus  divers  sur  le  plan  structural.  Les  substitutions  touchant  les  noyaux  A  ou  B  qui peuvent 

parvenir dans chaque classe des flavonoides sont : une oxydation, alkylation, glycosylation, acylation, 

et sulfation. 
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Figure 08 : Définition des différents types de flavonoïdes (Hummer et al.,2008). 

4.3. Les tanins 

Le mot tanin fait référence à un large groupe de  composés  (poly)  phénoliques  naturellement 

produits par les plantes. Ces composés,  solubles  dans  l’eau,  se  caractérisent  par leur faculté à se 

combiner aux protéines et  à  d’autres  polymères  organiques  tels  que  des  glucides, des acides 

nucléiques, des stéroïdes et des alcaloïdes, pour former avec eux  des  complexes stables. Ce sont des 

molécules assez volumineuses avec un poids moléculaire généralement compris entre 500 et 3000 Da 

(Zhu et al.,1997 ;Makkar , 2003). 

Du point de vue  structural,  les  tanins  constituent  un  groupe  chimique  hétérogène,  avec des  

structures  moléculaires  variées. En  général,  ils  sont  subdivisés   en  deux  groupes  distincts en 

fonction du type de l’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la réactivité 

chimique de la molécule (Khababaee et Van Ree , 2001). 

 
4.3.1. Les tanins hydrolysables 

Ce sont  des  hétéropolymères possédant  un  noyau  central  constitué  d’un  polyol.  Il s’agit 

souvent d’un D-glucose sur lequel les  groupements  hydroxyles  sont,  en  partie  ou  en totalité, 

estérifiés avec  l’acide  gallique  (cas  des  gallotanins)  ou  un  dimère  de  l’acide  gallique qui est 

l’acide hexahydroxydiphénique (cas des ellagitanins)  (Figure  9).   
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Comme  leur  nom l’indique, ces substances s’hydrolysent facilement en milieux acides et 

alcalins ou sous l’action d’enzymes (telle que la tannase), pour donner des glucides et des acides 

phénoliques (Leinmüller et al.,1991). 

4.3.2. Les tanins condensés 

Les tanins condensés sont chimiquement définis comme étant des oligomères ou des polymères 

d’unités flavanoïdes. Les  monomères  précurseurs  de  ces  molécules  sont  les  flavan-  3- ols 

(catéchine) et/ou  les  flavan-3,4-diols  (leucoanthocyanidines),  liés entre eux  par  des liaisons 

carbone-carbone très  résistantes à l’hydrolyse (Figure.9). Les tanins condensés  sont  appelés 

proanthocyanidines parce que leur  oxydation en  milieu  alcool-acide  entraîne  la formation de  

pigments  anthocyanidiques  tels  que  les  cyanidines  (à  partir  de  procyanidines)  et les delphinidines 

(à partir de prodelphinidines). Les anthocyanidines sont responsables de  la coloration variée des  fleurs,  

des  feuilles  et  des  fruits  en  rose,  rouge,  mauve,  violet  et  bleu. Leur présence dans les plantes est, 

de ce fait, détectable à l’oeil nu (Leinmüller et al.,1991 ;Hedqvist , 2004). 

 

Figure 09 : Classification des tanins (Hedqvist , 2004). 

5. Intérêts des composés phénoliques 

Les polyphénols  prennent  une  importance  croissante,  notamment  à  cause  de  leurs  effets  sur la 

santé. En effet leurs rôles d’antioxydants naturels suscitent de plus en plus d’intérêt pour la prévention 

et le traitement du  cancer,  des  maladies  inflammatoires,  des  maladies cardiovasculaires,   des   

maladies   neurodégénératives.   Ils   sont   également   utilisés   comme additifs pour  l’industrie  

agroalimentaire,  pharmaceutique  et  cosmétique  le  tableau  suivant, englobe les activités biologiques 

des polyphénols les plus importantes : 
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Tableau 03: Activités biologiques des composés polyphénoliques (Frankel et al., 1995). 
 
 

Polyphénols Activités Auteurs 

Acides phénols 
(cinnamique et 
benzoïque) 

Antibactériens Antifongiques 
Antioxydants 

[Didry et al., 1982] [Ravn et 
al., 1984] [Hayase et Kato, 

1984] 

Coumarines Vasoprotectrices et 
antioedémateuses 

[Mabry et Ulubelen, 1980] 

Flavonoides Antitumorales Anticarcinogènes 
Anti-inflammatoires Hypotenseurs 
et diurétiques Antioxydants 

[Stavric et Matula,  1992] 
[Das et al., 1994] [Bidet et 
al., 1987][Bruneton, 1993] 

[Aruoma et al., 1995] 

Anthocyanes Protection des veines et capillaires [Bruneton, 1993] 

Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagène 

Antioxydants Antitumorfales 

Antifongiques Anti- 

inflammatoires 

[Masquelier et al., 1979] 

[Bahorun et al., 1996] [DE 

Oliveira et al., 1972] 

[Brownlee et al., 1992] 
[Kreofsky et al., 1992] 

Tanins galliques et 
catéchiques 

Antioxydants [Okuda et al., 1983] 
[Okamura et al., 1993] 

 

 

6. Polyphénols de grenade 

Parmi les substances végétales secondaires de la grenade, on trouve un taux très élevé de 

polyphénols glucoconjugués. Parmi les polyphénols de la grenade, on compte les acides carbo-

phénoliques (acide ellagique, acide gallique, acide caféïque, acide chlorogénique), les ellagitanines 

(comme la punicalagine)  et  des  flavonoïdes   (comme   la   catéchine,  la   quercétine, le camphre, la 

lutéoline et d’anthocyanes). 

 
Dans le fruit comme dans le jus, les polyphénols présents sont liés essentiellement à des molécules 

de sucre.  Pour  être  résorbés  correctement  par  notre  intestin  et  pouvoir  déployer leurs effets santé, 

ces  liaisons  glucosidiques  doivent  être  scindées  et  les  molécules  complexes liées  sucre  

décomposées,  dégradées en plus petites molécules.  Les   ellagitanines quantitativement très 

importantes dans la grenade (molécules complexes d’acide ellagique polybrochuremère) doivent  

d’abord  être  déstructurées  par  des  enzymes.  Ce  qui  importera alors surtout pour bénéficier des 

effets santé du fruit, ce sera la qualité des processus de fermentation de la flore intestinale (Cerda et 

al., 2004 ;Cerda et al., 2005). 
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Tableau 04: Composition phénolique du pur jus de grenade 

 

ACIDES-PHENOLS en mg/100g MF 

ACIDES HYDROXYBENZOIQUES ACIDES HYDROXYCINNAMIQUES 
acide ellagique : 2,06 acide 5-caféylquinique : 0,12 

glucoside d'acide ellagique : 3,97 acide caféique : 0,07 

acide gallique : 0,45 acide o-coumarique 0,01 
galloyl glucose : 4,81  

punicalagine : 43,60  

FLAVONOIDES, en mg/100g MF 

FLAVANOLS ANTHOCYANIDOLS DIHYDROCHALCONES 

(+)-catéchol : 0,37 (instables) (sous forme hétéroside ) 

(-)-épicatéchol Delphinidol phloridzine : 0,10 
(-)-épigallocatéchol cyanidol,  

(+)-gallocatéchine Pélargonidol  

PROANTHOCYANIDOL 

S oligomères 
(mg/100 g d'arille) 

(astringence) 

Procyanidol B1 : 0,13 
Procyanidol B3 : 0,16 

ANTHOCYANOSIDES 

(pigment rouge) 
delphinidol 3-glucoside : 1,36 

delphinidol 3,5-diglucoside : 1,56 

cyanidol  3-glucoside : 3,43 

cyanidol 3,5-diglucoside : 3,39 

pélargonidol 3-glucoside : 0,33 

pélargonidol 3,5-diglucoside : 0,06 

FLAVONOL 

 
quercétol : 0,25 

 
6.1. Activité neuroprotectrices 

Il est récemment apparu que les polyphénols de grenade développent une activité antioxydante  

protectrice  du  système  nerveux.  L’état  actuel  des  données  brochure  grenade laisse entrevoir un 

potentiel prometteur dans le  domaine  de  la  prévention  des  attaques d’apoplexie, du Parkinson, de  

l’Alzheimer  et de  la  sclérose.  Dans  une  étude  in  vivo  de  Loren et ali (2005) l’incidence de lésions 

cérébrales chez le nouveau-né dues au manque d’oxygène pendant l’accouchement a été réduit de 

60% par rapport au groupe contrôle  par  une consommation  régulière  de  jus  de  grenade.  Les  

lésions  cérébrales  dues  à  un  manque d’oxygène qui apparaissent suite à  des  dégâts  causés  aux  

cellules  par  des  radicaux  libres  jouent un grand rôle  chez  les  nouveau-nés  comme  après  des  

attaques  d’apoplexie  (Loren  et al., 2005). 

Selon les avancées actuelles de la médecine,  l’Alzheimer  et  le  Parkinson  sont  soit d’origine 

héréditaire soit la  conséquence  d’un  stress  oxydatif  et  de  processus  inflammatoires. Une étude de 

Hartmann a démontré que le jus  de  grenade  réduit  de  50%  le  dépôt  de  la  protéine bêta-amyloïde 

dans le cerveau. Celle-ci joue un rôle décisif dans l’apparition de la maladie d’Alzheimer (Hartmann, 

2006). 

On a découvert en outre que les polyphénols de grenade inhibent la production de TNF-alpha 

dans les cellules inflammatoires au niveau du cerveau (Jung et al., 2006). Et de 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Flavono%C3%AFde
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nouveau  les  effets  neuroprotecteurs  du  jus  de  grenade  s’expliquent   aussi  probablement  par une 

action  favorable  sur  les  voies  de  signalisation  cellulaires,  les  systèmes  enzymatiques  ainsi que sur 

la régulation traductionnelle de l’information génétique (Hartmann ,2006). 

 
6.2. Activité protectrice de l’estomac et du foie 

Evidemment,  d’autres  organes  peuvent  aussi  profiter  de  l’effet  protecteur  antioxydant des 

polyphénols de grenade : ainsi, on a constaté de forts effets protecteurs antioxydants sur la muqueuse  

de  l’estomac  contre  les  ravages  de  l’alcool  et  de  l’acide  acétylsalicylique  (Ajaikumar et al.,  

2005) ainsi que  sur  le  foie  (Kaur  et  al.,  2006).  Ces effets peuvent protéger  le foie contre les 

conséquences  d’inflammations  et  de  séquelles  dues,  entre  autres,  à  l’alcool (par exemple : cancer 

et cirrhose). 

 
6.3. Activité anti-inflammatoire 

Les processus inflammatoires sont étroitement liés à l’oxydation excessive. 

L’inflammation  provoque  en effet  un stress  oxydatif  qui  épuise  nos réserves  en antioxydants. 

Les polyphénols de grenade permettent non seulement de lutter efficacement contre les 

radicaux libres par le renforcement des systèmes  de  protection  du  corps  mais  également  d’inhiber 

le processus inflammatoire. L’effet anti-inflammatoire du jus de grenade s’explique notamment par leur 

action inhibitrice sur plusieurs facteurs responsables de l’inflammation : 

   Inhibition des protéines pro-inflammatoires NFkappa- B (nuclear factor Kappa-B) et TNF-

alpha, qui provoquent l’apparition de phénomènes inflammatoires, de maladies autoimmunes, 

et le développement de certains cancers. (Khan et al., 2007 ; Syed et al., 2006 ; Huang, 2005 

; Ahmed et al., 2005 ; Afaq et al., 2005 ; Schubert et al., 1999 et 2002). 

   Inhibition de l’enzyme pro-inflammatoire COX-2 (cyclooxygénase) (Adams et al. 

,2006 ; Schubert et al., 1999). 

 
 

6.4. Activité préventive des maladies cardiovasculaires 

Une des causes principales des maladies cardiovasculaires est  l’athérosclérose.  Il  s’agit d’un 

phénomène provoqué par  le  dépôt  de  cholestérol  LDL  sur  les  parois  vasculaires, diminuant leur 

élasticité et rétrécissant le passage du sang. Si elle n’est pas  traitée, l’athérosclérose peut provoquer 

de l’hypertension artérielle, des infarctus et des attaques cérébrales. 

Il a été démontré que les polyphénols de jus de grenade exercent des effets protecteurs 

importants au niveau cardiovasculaire : 
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   Diminution du risque d’infarctus (Sumner, 2005). 

   Diminution des facteurs d’athérosclérose (Aviram et al., 2004).    

Diminution de la pression artérielle (Aviram et al., 2004) 

   Diminution de l’oxydation du cholestérol LDL et total (Aviram et al., 2004). 

L’étude d’Aviram et  al  (2004).(Randomisée  contre  placebo)   chez  des  patients  atteints d’un 

rétrécissement de la carotide a montré qu’après  un an de consommation de jus de grenade 

concentré (50 ml/jour) les dépôts  dans  l’artère  carotide  ont  diminué  de  35%,  la pression artériel 

e a baissé de 12% et l’oxydation du cholestérol  LDL  a  diminué  de  90%  (Aviram et al., 2004). 

 
6.5. Activité préventive d’arthrite 

Des études pré-cliniques actuelles montrent que les polyphénols de grenade peuvent combattre  

la  dégénérescence  inflammatoire  du  tissu  cartilagineux  en  particulier   en   cas d’arthrite rhumatoïde 

(Salahuddin et al., 2005 ; Shukla et al., 2008) Dans le cas d’arthrite rhumatoïde, le tissu cartilagineux 

des articulations est endommagé et détruit par des processus inflammatoires. On a  démontré  ici  que  

les  polyphénols  de  jus  de  grenade  lyophilisés   inhibent la formation des protéines inflammatoires 

(par ex. COX2, MAP kinases, TNF-alpha) et la distribution de substances  pro-inflammatoires  

(interleukine-6,  prostaglandine  E2)  et  protègent ainsi  le  cartilage.  Les  polyphénols  de  grenade  

ont  pu  atténuer  nettement  le   déclenchement  et la gravité de la crise d’arthrite. 

La dégénérescence des os et des cartilages  était  plus  faible  que  dans  le  groupe témoin.  En  

outre,  les  polyphénols  de  jus  de  grenade  lyophilisés  influent   sur   l’inflammation   du  cartilage, 

foyer de l’arthrite, via encore d’autres mécanismes (Salahuddin et al., 2005). 

Les polyphénols freinent la formation des métalloprotéases qui sont en grande partie co-

responsables de la destruction du cartilage. Ces résultats  pourraient  signifier  un  gain  de mobilité et 

de qualité de vie pour les patients atteints d’arthrite (Salahuddin et al., 2005). 

 
6.6. Activité antidiabétique 

Même si le jus de grenade est naturellement  constitué  d’une  forte  concentration  de glucides 

(65 gr de fructose pour  135  gr  de  jus,  valeur  100  ml,  soit  une  densité  de 1,35), il a, sur les  

diabétiques,  un  effet  bénéfique  vasoprotecteur  et  provoque  une  réduction  du cholestérol. Dans la 

grenade, les molécules de sucre naturel sont liées en grande partie à des polyphénols antioxydants. 

Rosenblat   et  al  (2006) ont   démontré   que   le    jus   de   grenade   ne   provoque pas 

d’augmentation   du  taux  de  glycémie,   du  cholestérol,   des  lipides   et  des  acides  gras  chez les 

http://jn.nutrition.org/search?author1=Salahuddin%2BAhmed&amp;sortspec=date&amp;submit=Submit
http://jn.nutrition.org/search?author1=Salahuddin%2BAhmed&amp;sortspec=date&amp;submit=Submit
http://jn.nutrition.org/search?author1=Salahuddin%2BAhmed&amp;sortspec=date&amp;submit=Submit
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diabétiques, mais a un effet tout à fait positif sur leurs taux dans le sang tout en diminuant 

nettement le stress oxydatif . 

Etant donné les risques  cardiovasculaires  encourus  en  raison  de  leur  métabolisme  modifié, 

l’effet vasoprotecteur des polyphénols du jus de grenade est très  bénéfique  aux  diabétiques. Des 

patients atteints d’un diabète de type 2  non  insulino-dépendant  ont  bu pendant 3 mois 50 ml de 

jus concentré de grenade tous les jours. Des effets antioxydants et vasoprotecteurs évidents ont été 

mesurés dans le sérum et dans les phagocytes (macrophages). Rozenberg et ses  collaborateurs (2006)  

ont  montré  que  l’effet  vasoprotecteur  du  jus  de grenade est imputable surtout à la forme gluco-

conjuguée des polyphénols. 

 
En outre, le métabolisme du cholestérol total semble être favorablement influencé. 22 

diabétiques souffrant de troubles  du  métabolisme  des  lipides  et  d’hypercholestérolémie  ont  bu 30 

ml de concentré de jus grenade par jour (Esmaillzadeh et al., 2006). Après 8 semaines on a constaté  

une  diminution  notable   du  cholestérol  LDL  et  du  cholestérol  total.  Les  triglycérides et la fraction 

HDL n’ont pas été modifiés. 

 
6.6. Activité anticancéreuse 

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

différenciation.  Les  flavonoïdes  peuvent  induire  cette  différenciation  avec  une   toxicité plus  faible  

que  les  rétinoïdes,  ce  qui  les  rend  intéressant  pour  le  traitement  de  la  leucémie, mais aussi des 

cancers du sein ou de la prostate. 

Ainsi, les fractions riches en polyphénols de grenade ont une activité anti-proliférative, anti-invasive, 

anti-eïcosanoïde, anti-angiogène et pro-apoptose sur des  cellules  cancéreuses  de sein et de prostate. 

Une étude réalisée  sur des promyélocytes  humainsde  leucémie  (HL-60) montre que des extraits 

riches  en flavonoïdes  obtenus  l’un  à  partir  de  jus  de  grenade  fermenté et l’autre à partir de  

péricarpe  de  grenade  sont  fortement  promoteurs  de  différenciation  alors que l’extrait de jus de 

grenade frais  a  un  effet  plutôt  faible.  Les  extraits  de  grenade  ont  aussi une  action  inhibitrice  de  

la  prolifération   des  cellules   cancéreuses,  les  extraits  de  jus  fermenté et de peau de grenade étant 

plus efficaces (Kawaii , 2004). 

Quatre espèces chimiques pures toutes présentes dans la grenade, l’acide ellagique, l’acide 

caféique, la lutéoline et l’acide punicique, ont été testé en tant qu’inhibiteurs de la croissance in 

vitro de cellules cancéreuses humaines de prostate  (PC-3). Chaque molécule (4µg/mL) inhibe de 

manière significative la prolifération des cellules cancéreuses et lorsque l’acide 



Partie bibliographique Substances antimicrobiennes d’origine végétale 

 

23  

 

caféique, l’acide pucinique et la lutéoline sont utilisés en combinaison au mêmes 

concentrations une inhibition supplémentaire est observée (Lansky ,2005). 

Seeram et al. ont par ailleurs montré que les  différents  antioxydants  du  jus  de  grenade agissent 

de  manière  synergique  puisque  le  jus  de  grenade  a  une  activité  antioxydante  plus élevée qu’un 

extrait de tanins de grenade totaux seul, que la punicalagine seule et que  l’acide ellagique seul. Ainsi le 

jus de grenade a la plus forte activité antiproliférative  sur  des  lignées cellulaires de cancer du côlon 

(inhibition de 30 à 100%) ( Seeram , 2005). 

 
 

6.7. Activité cicatrisante 

Comparé à un produit topique  antibactérien  du commerce,  une  préparation  à  base d’extrait de 

peau de grenade (44% de composés phénoliques) à 5% permet une bonne cicatrisation, nettement 

visible par examen  histopathologique  des  blessures  des  rats  Wistar  utilisés.  Au  bout de 10 jours, 

les rats traités au gel à l’extrait de peau de grenade  sont  guéris  alors  que  16 à 18 jours sont 

nécessaires à  la  cicatrisation  des rats  témoins.  Les  analyses par HPLC  montrent que  les composants 

majoritaires de l’extrait sont la catéchine et  l’acide  gallique,  molécules  qui pourraient donc avoir un 

intérêt dermatologique (Murphy , 2004). 

6.8. Activité antivirale 

Une étude récente (Haidiri  et  al.,  2009)  montre  que  les  polyphénols  de  grenade  ont non 

seulement un effet  anti-inflammatoire  mais  qu’ils  tuent  même  le  virus  de  la  grippe Influenza-A  et  

inhibent sa multiplication ; ils renforcent l’efficacité d’un  traitement  à l’oseltamivir (Tamiflu®). 

Les polyphénols de grenade ont aussi des effets antivirale intéressants contre les virus 

HIV-1 (Neurath et al., 2004 et 2005). 

 
 

7. Toxicité des polyphénols de grenade 

Il a été dit que la punicalagine, tanin ellagiquehydrosoluble et polyphénol antioxydant très abondant 

dans le jus de grenade (≥ 2 g/L), était toxique pour le bétail. Une  étude  a donc  été  réalisée sur des 

rats Sprague-Dawley pour évaluer la toxicité potentielle de ce composé  via  un régime enrichi en 

punicalagine à 6% administré sur une période de 37 jours. La  quantité d’aliments  ingérés,  l’index  

d’utilisation  alimentaire et le taux de  croissance  sont  plus  faibles chez les rats  traités durant les 

15 premiers jours sans effet adverse significatif. Cela pourrait être dû à la plus faible valeur 

nutritionnelle de la ration enrichie en  punicalagine  ainsi  qu’à  sa moindre appétence. Aucune différence 

significative n’a été  observée  lors  des  analyses  de  sang sauf pour  l’urée et les triglycérides qui sont 

restés  à des valeurs faibles durant toute 
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l’expérience. L’analyse histopathologique du foie et des reins a confirmé l’absence de  toxicité 

(Cerda ,2003) 

8. Biodisponibilité des polyphénols de grenade 

Des scientifiques ont recréé  in  vitro  les  conditions  physiologiques  de  l’estomac  et  de l’intestin 

grêle pour  étudier les conditions de libération des anthocyanes, de la vitamine C et des phénols  

totaux  contenus  dans  le  jus  de  grenade  ainsi  que  les  transformations  subies pendant la digestion. 

D’après  cette étude de Perez-Vicente (2002)  ,il  apparaît  que  les composés phénoliques de la 

grenade sont biodisponibles en proportion assez élevées (29%). Cependant, à cause du pH, les 

anthocyanes  seraient  pour   la  plupart  transformés  et/ou   dégradées (97%) tout comme la vitamine 

C (>95%) (Vicente ,2002). 

Dans une autre étude menée par Seeram et al., une analyse de sang a été  effectuée  chez un sujet 

ayant consommé 180 mL de  jus  de  grenade  contenant  25 mg d’acide ellagique  et 318 mg de tanins 

ellagiques hydrolysables (majoritairement des punicalagines).  Une  concentration plasmatique maximale  

d’acide  ellagique  de  31,9  ng/mL  est  détectée  1h après  ingestion  du jus et au bout de 4h il n’y 

en a plus trace ( Seeram ,2004). 



 

 

  

Chapitre III 
La flore gastrique 
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Le  microbiote  intestinal  est  un  écosystème  extrêmement   complexe,   comportant   environ  1014 

microorganismes, estimés à 1,5 kg, recouvrant près de  400  espèces  bactériennes,  soit, suivant l’âge, 

dix à 20 fois le nombre de cellules de l’organisme. C’est dire l’importance de ce « monde  

microbiologique  vivant »,  que  nous  abritons  (Goulet,   2009).  C’est  un  élément   actif de la 

physiologie intestinale, avec des fonctions métaboliques,  de  flore  de  barrière  et  de stimulation du 

système immunitaire intestinal (Campeotto et al., 2007). 

 
1. Classification de la flore intestinale 

 
 

La microflore intestinale compte trois groupes de microorganismes : les résidents,  les intermédiaires, 

et les transitoires  encore  appelés :  dominants,  sous  dominants  et  flore  de  passage. Chaque groupe 

agit, ensemble ou séparément, selon  l’étage  intestinal  où  il  se  situe, mais tous interviennent sur les 

fonctions physiologiques de l’intestin (Rollan, 1997). 

 
La  flore  intestinale  normale,  également  appelée  flore  autochtone   ou  résidente,  comprend des 

espèces présentes de façon constante dans le tube digestif et capable de s’y multiplier, s’opposant à 

une flore de passage dite allochtone correspondant aux espèces bactériennes, fongiques ou 

protozoaires qui traversent le tube digestif sans pouvoir le coloniser sauf lors de circonstances 

pathologiques. Très  polymorphe,  cette  flore  est représentée  par  des entérobactéries du genre 

Citrobacter, Klebsiella, Proteus,  Enterobacter,  des  Pseudomonas, des Staphylococcus et des 

Candida (Cano et al., 2007). 

 
La  microflore  autochtone  sera  présente  tout  le  long  de  notre  vie,  fixée  préférentiellement dans 

les cryptes intestinales, elle participe au processus d’absorption en stimulant le renouvellement  plus  

rapide  des  entérocytes,  en  augmentant  la   taille   des  villosités  intestinales ; ce qui a  pour  effet  

d’accélérer  le  transit  duodénal.  Cette  stimulation  libère  des  cellules  mortes et leur cortège de  

vitamines  et d’acides  aminés,  qui pourront  être  absorbés  par  les  cellules  de la muqueuse jéjunale 

(Rollan, 1997). Elle se répartit  entre  flore  dominante,  essentiellement constituée de germes anaérobies 

stricts Bacteroides, Eubacterium, Peptostreptococcus, Ruminococcus Clostridium et 

Bifidobacterium principalement) et la flore sous-dominante, constituée de bactéries aéro-anaérobie 

facultatives (Enterobacteriaceae, Streptococcus, Enterococcus et Lactobacillus principalement) 

(Cano et al., 2007). 
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La  microflore  intermédiaire  encore  dire  transitoire  est la  microflore   acquise   par l’alimentation, 

le mode de vie, elle est changeante tout le long de notre vie selon  notre  environnement, et  nos  

conditions  socio-professionnelles.  En  effet,  elle  est  plus  ou  moins fixée sur les villosités intestinales 

en renouvellement  permanant.  L’acceptation  par  la  microflore résidante de cette flore intermédiaire 

entraîne « l’effet de barrière », c’est-à-dire d’une part l’impossibilité pour la flore de passage de rester 

et d’autre part la protection contre les infections   des  germes   exogènes   (Rolland,   1997).  La   

flore   sous  dominante   présente  environ 

106   à  108  UFC/g,   elle   se  compose  de  bactéries   aéro-anaérobies  facultatives,   appartenant à 

différentes espèces de la famille des Enterobacteriaceae et aux genres Streptococcus, 

Enterococcus, Lactobacillus. Une multiplication exagérée et non  contrôlée  des  bactéries  de  cette 

flore, appelée pullulation bactérienne, peut être à l’origine  d’effets  pathogènes (Wilson,  2005). 

 
2. Répartition topographique de la flore intestinale 

 

La  flore  intestinale  varie  longitudinalement  tout  le  long   de   l’intestin   et   transversalement entre 

lumière  et  muqueuse  intestinale.  En  fonction  des  niveaux  de  l’intestin  se  situent  des  niches 

écologiques spécifiques.  Elle  se  densifie  de  l’intestin  grêle  à  motricité  importante  au côlon à 

motricité réduite (Rambaud et al., 2004). 

 
Chez un individu donné, la  flore  colique  gauche  est  très  stable,  alors  que  celle  du  côlon  droit, 

largement influencée par les substrats qu’elle reçoit, est plus variable (Goulet, 2009). De nombreux  

facteurs  sont  impliqués dans le contrôle de  la  stabilité  du  microbiote  intestinal  tel que le pH 

intestinal, le potentiel redox,  l'interaction  microbienne,  le  péristaltisme,  les  acides biliaires,  le  mucus,  

la  pharmacothérapie,  les  défensines  et  les  réponses  immunitaires  (Ojetti  et al, 2009). 

 
Dans l’ensemble, la distribution de la flore intestinale dépend essentiellement du pH  et  du gradient 

d’oxygène. Un gradient croissant  du  nombre  des  espèces  est  observé  de  l’estomac vers le côlon. 

Le pH, très bas dans l’estomac (pH 2),  augmente  progressivement  jusqu’au  voisinage d’un pH 7-8 

dans le côlon distal. Ce gradient est créé par  les  cellules  de  notre organisme, via la sécrétion d’acide 

gastrique, mais également via le métabolisme de  la  flore elle-même (Burcelin et al., 2009). 
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Figure 10. Flore intestinale dans les différents compartiments du tractus gastro-intestinal 

(Tiihonen et al., 2010). 

 
Les bactéries lactiques, comportant  notamment  le  genre  des  lactobacilles  et  des bifidobactéries, 

sont davantage présentes dans la partie de l’intestin grêle correspondant au jéjunum et à l’iléon. Le 

gradient d’oxygène décroît tout au long du  tube  digestif.  Ainsi,  des  bactéries à fort métabolisme 

oxydatif  (aérobie)  se  retrouvent  dans  l’intestin  proximal  et dépriment le milieu environnant  en  

oxygène.  Cette  caractéristique  permet  aux  bactéries anaérobies facultatives de se développer, puis 

à la flore  anaérobie  de  proliférer  dans  l’intestin distal. 

La  dépression  en  oxygène,  induite par le métabolisme  oxydatif  de  certains   genres bactériens,  

laisse  la  place  à  l’utilisation  des  nitrites  et  des  sulfites  comme  accepteurs d’électrons  puisés  dans  

le  milieu  intestinal  en  remplacement  de   l’oxygène.   Ces   sulfites peuvent être issus de l’alimentation 

ou également produits par  les  bactéries  avoisinantes.  Il  est donc concevable que  cette  écologie  

mutualiste entre les bactéries soit le siège d’un équilibre très bien orchestré entre les différents 

genres bactériens (Burcelin et al., 2009). 
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2.1. Estomac 
 

En raison de son pH très acide et du  contenu  gastrique,  l’estomac  contient  habituellement moins 

de 10 bactéries viables par ml du fluide gastrique. Ce sont surtout des représentants des genres 

Streptococcus, Staphylococcus, Lactobacillus, Peptostreptococcus, Sarcina et des levures telles 

que Candida (Prescott et al., 2003). 

 
2.2. Intestin grêle 

Après le passage de l’estomac à pH acide,  le  pH redevient neutre,  l’oxygène  se raréfie et la  flore 

bactérienne qui a survécu au  passage  gastrique  va  augmenter  progressivement  du duodénum à 

l’iléon. La flore du duodénum-jéjunum n’excède pas 104 à 106 UFC/g de contenu intestinal et est 

composée  d’espèces aéro-anaérobie  facultatives (Streptococcus, Lactobacillus, 

Enterobacteriaceae) appartenant à la flore de passage. La flore iléale est plus importante, atteignant 

105 à 107 UFC/g du contenu intestinal avec une flore anaérobie stricte prédominante appartenant au 

genre Bacteroides associée à une flore  anaérobie  facultative (Rambaud et al., 2004). 

 

2.3. Côlon 

Le colon est le segment le plus riche en bactéries. Les taux atteignent 109 à 1011 UFC/g du contenu. 

Dans le colon le transit, très  fortement ralenti et associé à un très bas potentiel d’oxydoréduction, est 

à l’origine de l’augmentation importante de la population bactérienne anaérobie. Le colon, où la 

compétition pour l’espace et les nutriments contribue à maintenir l’intégralité de la microflore, est la seule 

zone colonisée  de  façon  permanente  par  une  flore résidente (Rambaud et al., 2004). 

 

3. Facteurs contrôlant la microflore intestinale 

 
La composition et les  fonctions  de  la  microflore  du  tractus  gastrointestinal  sont  influencées par 

divers facteurs liés au changement des conditions physiologiques de l’hôte (âge,  état  de santé…), de 

la composition du régime alimentaire et des circonstances environnementales (antibiothérapies, 

chimiothérapie, climat, stress, hygiène…) (Hopkins et al., 2002). 
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b) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

attachés dans le colon 

a) à la muqueuse intestinale, b) à des particules alimentaires (Wilson, 2005). 

 

3.1. Le pH 

La  sécrétion  d’acide  gastrique,  constitue  un  facteur  de  défense  majeur  contre   la colonisation 

du tube digestif par des  pathogènes.  Le  risque  d’infections  intestinales  est modérément mais 

significativement,  augmenté  en  cas  d’achlorhydrie  (Rambaud  et  al.,  2004). Les genres 

Lactobacillus, Streptococcus, Veilonellae et Micrococcus  poussaient  avec  succès aux pH 

inférieurs à 5 (Hill et Marsh, 1990). 

 
3.2. L’oxygène 

 

Nombreuses  espèces  bactériennes nécessitent un  minimum  d’oxygène,  mais  de  tels organismes 

sont capables de proliférer  si  un  accepteur  d’hydrogène  alternatif  est  disponible. Ainsi 

Pseudomonas spp., Micrococcus spp., Neisseria spp., sont toutes capables  de pousser  dans des 

conditions anaérobies  en  présence  de  nitrate  ou  nitrite.  À  la  différence  des organismes aérobies 

stricts, les genres anaérobies stricts, sont incapables de  survivre  pour  de longues périodes 

d’expositions même à des faibles concentrations en oxygène (Hill et Marsh, 1990). 

 
3.3. L’âge 

 

L’estomac secrète très peu d’acidité à la naissance et n’atteint l’optimum de sécrétion d’acides 

qu’au 15 ou 20 premiers jours, durant lesquels elle ne constitue pas une  barrière bactéricide,  ainsi  les  

microorganismes  passant   colonisent  la  totalité   du  tractus  digestif.   Chez les  personnes  âgés  la  

muqueuse  gastrique  devient  progressivement  moins  active  dans  la sécrétion des acides, jusqu’à être 

incapable de maintenir un  pH  inférieur à 4 où le suc gastrique perdra son activité bactéricides et 

une microflore résidente s’établie dans la lumière gastrique (Hill et Marsh, 1990). 

a) 

Figure 11. Microbes 
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3.4. L’alimentation 

 

L’effet de l’alimentation sur la microflore est dû  à  la  fois  aux  bactéries  présentes  dans  l’aliment 

(oraux ou exogènes), et à  l’effet  de  l’aliment  sur  la  microflore  résidente  à  différents sites. Dans un 

environnement tel que le colon, où l’espace et la nourriture sont limités, les bactéries capables 

d'assimiler les nutriments aux plus rapides cadences, sous les conditions en vigueur apparaîtront en  

plus  grand  nombre.  Les  bactéries  capables  de  digérer  les  nutriments non utilisés par les autres 

bactéries auront aussi un avantage écologique (Hill et Marsh, 1990). 

 
3.5. La motricité intestinale 

 

La  fonction  du  mouvement  péristaltique  dans  l’œsophage  est  d’accélérer  le   déplacement du 

bol alimentaire de la bouche vers l’estomac, par  contre  le  péristaltisme  dans  le  petit  intestin tend à 

le ralentir. Ces mouvements associés à la sécrétion de fluides maintiennent ces deux compartiments 

relativement nettoyés. Quand une stagnation apparaît à  n’importe  quel  site  du tractus  digestif,  une  

microflore  bactérienne  résidente s’établie. Cette   motricité   peut   être affectée par des maladies ou 

par des médicaments accélérant  le  transit  ou  le  ralentissant (Rambaud et al., 2004). 

 
3.6. Interactions hôtes – Microbes 

 
 

L’adhésion des microorganismes aux surfaces est essentielle. Des recherches récentes suggèrent  

que  les  cellules  épithéliales  de  l’hôte  peuvent  exprimer  des  glycoconjugués spécifiques en réponse 

à la microflore intestinale indigène. (Lei et Walker, 2001). 

La bile est  un  puissant  agent  sélectif,  puisqu’elle  élimine  la  majorité  des  espèces bactériennes 

à  des  concentrations relativement   faibles,   quelques   espèces  y  sont   résistantes. Le suc  

pancréatique qui  est  riche  en  enzymes  protéolytiques,  lipolytiques,  et  saccharolytiques est  aussi  

un  puissant  agent  antimicrobien  exerçant  une  action  sélective  sur  la   microflore   (Hill et Marsh, 

1990). 

 
3.7. Interactions Microbe-Microbe 

a) Interactions négatives 

Un   exemple   classique    est    la    réduction    de    la    dose    infectante    de    Salmonella  (103 

organismes) jusqu’à moins de 10, quand la  microflore  normale  intestinale  est  exposée  à des 

antibiotiques. Un organisme occupant une niche écologique et produisant des 
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bactériocines serait  ainsi  capable  de  protéger  son  environnement  local  de  la  colonisation  (Hill 

et Marsh, 1990). 

 
b) Interactions positives 

 
La réduction du contenu en oxygène et du potentiel redox par les bactéries aérobies et les anaérobies 

facultatives, permet la survie des espèces micro-aérophiles et anaérobies strictes. Certaines  espèces  

ne  sécrétant  pas  d’hydrolases  sont  incapables  de  digérer   les macromolécules et sont donc 

dépendantes à d’autres organismes, pouvant les dégrader  en molécules plus simples. Les taux 

d’enzymes impliquées dans la dégradation des composants insolubles des parois végétales sont élevés  

pour   les  organismes  fixés  sur  les  particules alimentaires.  Finalement,  plusieurs  résidents du  tractus  

digestif  produisent   des   métabolites finaux pouvant être dégradés par d’autres organismes (lactate, 

acétate) (Wilson et al., 2005). 

Le quorum sensing est une modalité de communication intercellulaire,  qui  regroupe  un ensemble  

de  signaux  complexes permettant aux  bactéries  de  communiquer  grâce  à  l’échange de molécules 

chimiques (Taga et Bassler, 2003). 

 
4. Mise en place du microbiote intestinale 

 

Lorsque la naissance se passe de  façon  naturelle,  le  profil  de  colonisation  bactérienne intestinale 

du nouveau-né est assez stéréotypé. On peut le diviser  en  4  phases  durant la  première année chez 

l'enfant allaité. Au-delà,  le  profil  bactérien  de  la  flore  intestinale  se rapproche de celui de l'adulte 

avec 1010–11 UFC/g de contenu colique (Langhendries, 2006). 

 
5.1. Phase 1 

 

La colonisation du tube digestif débute dès la rupture des membranes fœtales et se poursuit pendant 

plusieurs mois. À la naissance, le nouveau-né  se  colonise  principalement  à  partir  des flores  

maternelles  fécale  et  vaginale,  L'écologie  bactérienne de  l'environnement   immédiat   du lieu de la 

naissance est également importante, avec une flore  assez  rudimentaire  qui  atteint cependant en une  

semaine  un  niveau  quantitatif  de  l’ordre  de  1010  à  1011 unités  formant colonie (UFC) par gramme 

de selles (Goulet, 2009). 



Partie bibliographique la flore gastrique 

 

32 

 

 

5.2. Phase 2 
 

Dans les  jours  qui  suivent,  la  concentration  des  germes   anaérobies  stricts   augmente Par 

ailleurs, le profil bactérien se  diversifie  avec  augmentation  en  nombre  d’entérobactéries. Cette 

deuxième phase est clairement influencée par l'alimentation (Langhendries, 2006). 

 
 

Figure 12. Évolution de la flore bactérienne fécale au cours de la vie (Goulet, 2009). 

 
 

5.3. Phase 3 

 

La  troisième  phase  démarre  avec  le  début   de  la  diversification  alimentaire.  La  flore anaérobie 

stricte plus diversifiée augmente également durant cette phase, au profit de variétés microbiennes très 

spécifiques du côlon tel que Fusobacterium, Eubacterium  (Langhendries, 2006). 

 

5.4. Phase 4 

 

À la fin de la première année, la composition de la flore intestinale se  rapproche de celle  de l'adulte. 

Cette quatrième phase est marquée  par  la  très  grande augmentation  de  la  flore anaérobie stricte 

dans  la  partie  distale  du  côlon.  Des  différences  peuvent  persister  entre  enfant et adulte 

(Langhendries, 2006). 
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5. Facteurs influençant l’installation du microbiote intestinale chez le nouveau-né 

 

De nombreux facteurs exogènes sont connus pour modifier cette cinétique d’implantation, parmi  

lesquels  le  mode  d’accouchement,  l’âge  gestationnel  de  naissance,   le   type d’alimentation,  

l’environnement,  ainsi  que  l’antibiothérapie  administrée  à  la  mère  en  per- partum et/ou à l’enfant 

après la naissance (Rambaud et al., 2004). 

 
6.1. Le type d’alimentation du nouveau-né 

 
Dès le dixième jour de vie, le mode d'alimentation a un impact significatif sur le  type  de  bactéries  

présentes  dans  l'intestin.  L'alimentation  au  sein exclusive dès le  premier   jour,  favorise  une  flore  

abondante  composée essentiellement, pour  ce qui concerne  la  flore anaérobie stricte, de 

Bifidobacterium et de bactéries acidolactiques (Langhendries, 2006). 

 

6.2. Influence du mode d'accouchement 

 

En effet, lors de  l’accouchement  par  voie  naturelle,  le  nouveau-né  est colonisé immédiatement 

par le microbiote vaginal  et intestinal  de  la  mère.  Puis,  lors  des  heures  et jours qui suivent la 

naissance, l’intestin acquiert un microbiote composé de bactéries issues de l’environnement, telles  que  

celles  issues  de  l’hôpital,  de  la  famille,  puis  de  l’habitat  (Burcelin et al., 2010). 

Les  enfants  nés  par césarienne  rencontrent  majoritairement en premier lieu  les bactéries  de   leur   

environnement :   air   et   personnel   soignant.   L'implantation   de   leur   flore est donc différente de 

celle des nouveau-nés nés par voie basse. Les premières bactéries implantées sont  toujours les  

anaérobies  facultatifs  (entérobactéries,  entérocoques, staphylocoques),   mais   la    flore    anaérobie    

stricte    s'implante    beaucoup    plus    tardivement, ce retard portant principalement sur les genres 

Bifidobacterium et Bacteroides, bactéries d'origine entérique (Campeotto et al., 2007). 

Par     ailleurs,     la     flore     recto-vaginale     maternelle      étant     le      déterminant      essentiel de 

la qualité de  la  flore  bactérienne  colonisatrice  du  nouveau-né,  il  est  important  de  préserver sa 

diversité en évitant de donner à la mère dans la période périnatale des antibiotiques  à large spectre,     

qui     la     modifient     significativement.     L'influence      du     mode      d'accouchement sur la colonisation 

bactérienne du nouveau-né doit interpeller les obstétriciens et les pédiatres. (Tiihonen et al., 2010). 
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6.3. L’influence   de l’environnement 

 
 

L'environnement et  l'écologie  bactérienne  du  lieu  de  naissance  joue  un  rôle  important  dans la 

colonisation intestinale.  Certaines  études  ont  mis  en  évidence  la  colonisation  à  plus  haut niveau et 

plus fréquente chez les enfants nés dans les pays en voie développement par les bifidobactéries.   Ces   

différences   de   flore    sont    vraisemblablement    liées    aux    conditions plus strictes d'hygiène 

entourant les accouchements dans  les  pays  industrialisés,  réduisant l'exposition  de  l'enfant  aux  flores  

fécale  et  vaginale  de  sa  mère  (Campeotto  et  al.,  2007). Les  mesures  d'hygiène  hospitalière  

susceptibles  de  diminuer  l'essaimage  des  bactéries pathogènes doivent être respectées, le lavage des 

mains et leur alcoolisation répétée  étant  les mesures les plus efficaces (Langhendries, 2006). 

 
6.4. Influence du terme de naissance 

 
 

Peu d’études  portent  sur l'implantation  de  la  flore  intestinale  du  prématuré. Les  faits notables 

de l'implantation de la microflore digestive chez ces nouveau-nés sont  d'une  part  un  retard de 

colonisation important, par rapport aux enfants nés à terme et d'autre part  une  colonisation par un 

nombre plus réduit  d'espèces  bactériennes.  Si  la  flore  aérobie (entérobactéries, entérocoques, 

staphylocoques) colonise assez rapidement le prématuré, l'implantation de la flore anaérobie tel les 

Bifidobacterium  et  Bacteroides  est  retardée.  Ce  retard  d'implantation  peut  s'expliquer  par  le  

fait  que  ces  enfants  sont  plus  fréquemment   nés par césarienne, sont rapidement  séparés  de  leur  

mère  et  placés  dans  un  environnement  de soins intensifs très aseptisé et  fréquemment  soumis  à  

une  antibiothérapie  à  large  spectre.  En outre, chez ces prématurés  hospitalisés  plusieurs  semaines  

la  diversité  de  la  flore  d'un  enfant  à un autre décroit au cours de leur hospitalisation (Campeotto et 

al., 2007). 

 
L'étude de la flore des enfants nés prématurément en milieu hospitalier confirme que la  colonisation   

bactérienne   néonatale   peut-être    aussi    influencée    par    les    soins    périnatals. Les traitements 

antibiotiques ou les soins en couveuse ont été  corrélés  à  une  colonisation insuffisante en  

Bifidobacterium  et  en  Lactobacillus,  ainsi  qu'à  une  colonisation  plus importante  avec  des  

germes   pathogènes  anaérobies,  notamment   Clostridium  qui  est  associé  à une  morbidité  néonatale  

accrue.  Par  ailleurs,  ces  modes  de  traitement  augmentent  le  risque de   colonisation   par   des   

germes   pathogènes   anaérobies   facultatifs,   parfois   multirésistants aux antibiotiques (Klebsiella, 

Citrobacter, Enterobacter) (Langhendries, 2006). 
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6.5. Influence de l’antibiothérapie 
 

Les  effets  de  l’antibiothérapie  vont  être,  soit  une  sélection  de germes résistants à l’antibiotique, 

soit une modification de la flore de barrière. L’antibiothérapie conduit à une redistribution     de     la     

population     bactérienne      de     l’écosystème,      à     la      pullulation  de  microorganismes  insensibles   

au   traitement   et   à   l’émergence   de   bactéries   résistantes  aux antibiotiques. Il est à  noter  les  

effets  délétères  de  la  réduction  de  la  flore  anaérobie  dans les suites d’une antibiothérapie,  par  

l’altération  de  la  fonction  de  protection  contre  la colonisation. La diarrhée au décours d’une 

antibiothérapie classiquement observée est la conséquence d’une réduction du métabolisme des 

hydrates  de  carbone  et  des  sels  biliaires  par les bactéries anaérobies (Abély, 2010). 

 
6. Intérêt et rôle du microbiote intestinal 

 
 

La   flore   intestinale,   véritable   organe   microbien,   assure   de   multiples    fonctions primordiales 

:  des  fonctions  métaboliques  telles  que  la  fermentation  des   résidus   non  digestibles, des 

constituants  endogènes  de  l’hôte  avec  production  d’acides  gras  à  chaines courtes ; source 

d’énergie, de vitamines, de fonctions trophiques sur la muqueuse intestinale, développement de 

l’angiogenèse intestinale, développement du  système  immunitaire  local, motricité digestive, maintien 

de l’homéostasie pondérale et glucidique (Abély, 2010). 

 
7.1. Effet barrière de la flore intestinale 

 
 

Le  premier  rôle  de  la  microflore  intestinale  normale  est  d’occuper  une  niche   écologique, que  

pourrait  envahir  des  entéropathogènes.  De  nombreuses  souches  intestinales  sont antagonistes de 

bactéries  pathogènes.  En  effet,  la  stabilité  de  la  flore  intestinale  acquise  en  fin de la première 

année, est associée à une résistance à la colonisation par toute nouvelle bactérie exogène. Cette 

résistance dite  « effet  barrière »,  est  en réalité  un  moyen  de  défense  naturel  de la muqueuse 

intestinale (Langhendries, 2006). 

L’équilibre  de  la  flore  intestinale   résulte   d’interactions   microbiennes   au   sein   du microbiote 

intestinal, sous la forme de compétitions pour les substrats nutritifs ou les sites d’adhérence,    et    de    

modifications     de     l’environnement     intestinal     par     des    produits du métabolisme bactérien : 

pH, bactériocines, acides organiques (Goulet, 2009). 
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Au niveau du côlon, la flore  commensale  apporte  plusieurs  facteurs contribuant  à  la prévention 

de la colonisation  par  des  microorganismes  non  commensaux  :  les  acides  gras volatils produits 

par les bactéries anaérobies sont délétères  pour  d’autres  espèces bactériennes, dont les 

entérobactéries ; la production de bactériocines  par  les  entérobactéries ;  les  streptocoques et les 

bactéries anaérobies limite la pullulation microbienne (Abély, 2010). 

 
Ainsi la flore intestinale participe à réguler le transit intestinal, à empêcher la pénétration d'antigènes 

hostiles et à éviter  la  pullulation  de  germes  pathogènes.  Les  mécanismes  évoqués pour l'inhibition 

de la flore pathogène sont multiples et souvent concomitants: 

 
 Production  de  substances  inhibitrices  tels  que  les  acides   organiques,   notamment  

d'acide lactique, de bactériostatines, de peroxyde d'hydrogène (H2O2) ; 

 Occupation des sites d'adhésion sur la muqueuse intestinale ou sur le mucus qui la 

tapisse, contrecarrant ainsi la possibilité pour d'autres microorganismes de s'y fixer ; 

 Dégradation de sites récepteurs de toxines ; 

 Stimulation des fonctions immunitaires telles que la production d'IgA ; 

 Compétition vis à vis des nutriments (Tiihonen et al., 2010) 

 
 

7.2. Effet métabolique 
 

L'activité     métabolique     de     la     flore     intestinale      joue      un      rôle      fondamental. Par 

la transformation des antigènes  alimentaires,  elle contribue  à  rendre  les  aliments  plus tolérables par 

la muqueuse.  Cette  activité  est  intense  et  très  diverse  allant  de  la  dégradation des polyosides à 

la fermentation des sucres complexes, de la protéolyse à la putréfaction, de la fermentation,  entre autre 

celle  des  acides   aminés,   à   l'élimination   d'hydrogène,   métabolisme des acides biliaires, production 

de mutagènes et de vitamines et  surtout  l’augmentation  de  l’efficacité  alimentaire en fermentant les  

aliments   indigestibles,   telles   que   les   fibres alimentaires. L'intensité de cette activité est variable en 

fonction du type et du nombre de bactéries et de leur localisation. Elle est nettement  moins  diversifiée  

chez  le  jeune  enfant,  se  limitant notamment à  la  production  d'acides  lactique  et  acétique chez  le  

nourrisson exclusivement alimenté au sein (Burcelin et al., 2010). 

 
Chez l’adulte, la qualité de l’activité métabolique dépend d e  la nature des résidus alimentaires 

qui atteignent le côlon. La  diversité  des  substrats  dégradés  et  métabolisés  par  la flore, rend compte 

de la diversité des espèces bactériennes, de leur localisation et de celle des 
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métabolites qu’elles produisent (Leverve et al., 2001). La production de CO2 et d'acides gras à 

chaînes courtes (AGCC) résultant de ce métabolisme est très importante. En effet, une partie contribue 

à l'apport énergétique de l'entérocyte et  de  l'organisme  après  absorption (Burcelin  et al., 2009). 

 

 

Figure 13. Différences métaboliques entre colon ascendant et colon descendant (Leverve 

et al., 2001). 

Ces métabolites exercent des effets nutritionnels, métaboliques et trophiques, contribuant ainsi 

au maintien en bonne santé de l’hôte. Leur perturbation peut entraîner des désordres importants allant  

de simples  troubles  du transit  intestinal  à des pathologies inflammatoires, voire cancéreuses (Goulet, 

2009). 

 
7.3. Rôle de la flore intestinale dans la mise en place du système immunitaire intestinal 

 
Le microbiote intestinal orchestre la mise en place des  défenses  immunitaires,  lors  des  premiers 

jours suivant  la  naissance ;  ce  qui  permet  un  maintien  de  l’homéostasie  intestinale  et de l’intégrité 

immunitaire de l’hôte (Burcelin et al., 2010). 

 
Il existe un lien formel entre la flore bactérienne, la muqueuse intestinale et  le  système immunitaire, 

notamment par l’intermédiaire du  système  immunitaire  inné,  dont  les  toll-like receptors   (TLR)   

sont  les   principaux   acteurs.   La   muqueuse   intestinale,   avec   une   surface de plus de 300 m2, est  

en  permanence exposée  à  une  quantité  très  importante  d’antigènes, qu’ils   soient   d’origine   

alimentaire   ou   bactérienne.   La    flore    bactérienne    intestinale    joue des rôles essentiels au niveau 

des systèmes immunitaires intestinal (Goulet, 2009). 
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La  microflore  intestinale  semble  influencer  le  nombre  et  la  répartition  des   cellules   du GALT 

(tissu lymphoïde associé du tractus gastro-intestinal), qui représente environ les 2/3 du système immun 

de l’organisme, et de ce fait joue un rôle  dans  la  maturation  du  système  immunitaire du nourrisson. 

La flore joue donc un rôle  de  régulation  du  système  immunitaire. Celui-ci est immature et caractérisé 

par une réponse déséquilibrée des lymphocytes  T helper  2 (Th2) supérieure à  celle  des  Th1  de  

même qu’une insuffisance de T régulateurs. La colonisation bactérienne progressive du  tube  

digestif  est,  à  cet  égard,  essentielle  pour  établir un équilibre entre les Th2 et les autres  types  de  

lymphocytes  (Th1  et Th3).  La  flore  intestinale joue donc   un  rôle  dans  l’acquisition  de  tolérance  

et  par  conséquent  dans  la  prévention  de  l’allergie.  Parallèlement  à  la  colonisation  bactérienne 

de  surface, on   observe  une  augmentation des immunoglobulines rapidement après la naissance; 

IgA surtout, IgG et IgM transitoirement,  ainsi  qu’une  élévation  des  lymphocytes  T  au  niveau  de   

la   muqueuse intestinale (Goulet, 2009). 

 
 

Figure 14. Interactions microflores  et  système  immunitaire  et  orientations  de  la  réponse 

immune (Goulet, 2009). 

 

On distingue deux parties  distinctes  du  système  immunitaire  ;  la  première,  la  voie 

adaptative, déclenche une réponse spécifique pour un antigène qui nécessite une concertation 
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parfaite  entre  cellules  présentant  un  antigène,  puis  différents   lymphocytes   T  et  B,  permettant de 

déclencher une réponse  cellulaire ou humorale. La colonisation  par  une  flore  commensale met en 

place et sensibilise le système immunitaire adaptatif et spécifique,  pour   le  rendre opérationnel en vue 

d’une lutte contre des bactéries  potentiellement  pathogènes.  Le  rôle  de  la flore intestinale est plus 

large que l’immuno-stimulation. Les bactéries de la flore rentrent en compétition avec les pathogènes 

pour les nutriments,  ainsi  que  pour  des  récepteurs  sur  les  cellules intestinales ;  évitant  une  invasion  

importante  de  pathogènes.  L’hypothèse  d’une production de colicines bactéricides par la microflore 

toxique pour les pathogènes a aussi  été avancée (Ruemmele, 2007). 

 
La seconde  voie, celle du système immunitaire inné, au champ  d’application  plus  large, reconnaît 

directement les bactéries, mais aussi des virus et champignons à  partir  de  motifs microbiens conservés. 

Chaque fois qu’un pathogène approche, il est immédiatement reconnu, permettant une réponse 

appropriée en quelques secondes ou minutes. Ce système fonctionne sans présentation d’antigène, 

via des récepteurs  spécifiques  (pathogen  recognition  receptors- PRR), qui  sont  exprimés  à  la  

surface  et  dans  le  cytoplasme  des  cellules  immunocompétentes du système   immunitaire   inné,  et 

notamment de l’entérocyte (Ruemmele, 2007). 

 
Une sélection supplémentaire provient de la production de défensines par l’organisme. Ces 

protéines sont sécrétées par les cellules de Paneth présentes dans les cryptes des villosités intestinales. 

Environ 5 à 15 cellules de  Paneth  sont  localisées  dans  les  bases  cryptiques  de chaque  villosité.  

Ces  défensines  ont  des  propriétés  antimicrobiennes.  Les  cellules  productrices se développent très  

tôt après la naissance, ce qui  confère d’emblée une  résistance aux  pathogènes opportunistes 

(Burcelin et al., 2010). 

 
7.4. Flore intestinale et insulinorésistance 

 
 

Il  existe  une  forte  relation  entre  le  type  de  flore  intestinale  et  l’insulinorésistance.  En  effet,  il  

s’est  avéré  qu’une  alimentation  riche  en  lipides  favorise  la  prolifération   d’une   flore intestinale 

riche en bacilles Gram négatif dont on sait que les parois sont riches en lipopolysaccharides. Or, il 

s’avère que le LPS est considéré comme le plus fort inducteur  de sécrétion de cytokines. En effet, le  

récepteur  au LPS  est  le  CD14,  glycoprotéine  membranaire qui contrôle la  synthèse  et  la  

production  de  cytokines  inflammatoires.  Celles-ci,  à  leur  tour, sont  impliquées  dans  la  genèse de  

l’insulinorésistance   en  induisant  de  multiples   altérations  de la voie de signalisation de l’insuline 

(Yazigi et al., 2008). 
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L’excès  lipidique,  en  modifiant  la   flore   intestinale,   augmente   la   disponibilité   du  LPS ce  

qui  favorise  la  production  de  cytokines  inflammatoires  via  le   CD14   puis  l’insulinorésistance,  ces  

conditions  nutritionnel es  par  le  biais  de  la   flore   intestinale   peuvent ainsi favoriser non seulement  

l’obésité,  mais  également  des  anomalies  métaboliques  graves comme  l’insulinorésistance ;  en  

revanche  une   alimentation   riche   en   fibres   fermentables connues pour  favoriser la croissance de 

bactéries de  type  Bifidobacterium  est  capable  de réduire le niveau d’endotoxine en modifiant les 

propriétés de la muqueuse intestinale,  ce  qui normalise les paramètres  inflammatoires  et  les  

paramètres  métaboliques  altérés, insulinorésistance, et intolérance au glucose (Delzenne et al., 

2009). 

 
7.5. Prévention  du cancer colique 

 
 

La viande peut être convertie en amines hétérocycliques durant sa cuisson, la fermentation 

bactérienne des protéines,  idem,  produits des  amines  et  de  l’ammoniaque  fortement toxigéniques. 

Deux enzymes capables  de  produire des  carcinogènes  sont  la  -glucoronidase chez l’hôte et la  -

glucosidase  chez la  microflore,  bien  que  cette  dernière  catalyse  d’autre  part la production de 

substances antimutagèniques. 

Les bactéries lactiques sont capables de réduire  les  taux  de  ces  deux  enzymes  dans  les fèces. 

Cela peut-être dû  à  l’inhibition  de  l’enzyme  ornithine  décarboxylase,  ou  par  le  blocage du gène 

promoteur  de  la  tumeur  (ras-21).  De  plus  la  stimulation  du  système  immunitaire  devrait être un 

autre mécanisme anticancéreux de certaines bactéries de la flore intestinale (Vernazza et al., 2006). 

 
7.6. Réduction du cholestérol 

 
 

Des recherches in vitro et in vivo ont révélées que  certaines bactéries  de  la  flore intestinale, 

peuvent faire baisser  le  niveau  du  cholestérol  sérique,  quatre  mécanismes  sont suggérés :  la  

production  de  propionate,  l’assimilation  du  cholestérol  par  les  bactéries,  la fixation du cholestérol 

aux parois bactériennes et la dégradation enzymatique (Burcelin  et  al., 2009). 
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7.7. Autres bénéfices sanitaires 

 

Dans le cas de  mal  digestion  du  lactose  (déficience  en  β-  galactosidase),  les  produits  du lait 

fermenté sont mieux tolérés que le lait, grâce  à  la  présence  de  bactéries  lactiques  qui possèdent 

cette enzyme. La lyse des  bactéries  dans  le  tractus  gastro-intestinal  libère  cette enzyme  permettant  

une  meilleure   digestion  du  lactose.   Mécanisme   également   remarqué   pour la digestion du sucrose 

chez les enfants déficients en sucrase où Saccharomyces cerevisiae a montré une action similaire 

(Vernazza et al., 2006). 

 
7. Facteurs d’agression de la flore intestinale 

Un certain nombre de facteurs thérapeutiques ou diététiques altèrent durablement la flore 

intestinale (Goulet, 2009). 

 
7.1. L’antibiothé rapie 

Chez le nourrisson et l’enfant,  l’emploi  d’une  antibiothérapie  est  fréquent  et  peut  entraîner une 

modification de cet écosystème  au  niveau  de  l’intestin  et  du  côlon,  en  particulier  aux phases 

cruciales  d’implantation  et  de  développement  d’une  flore  bifide  dominante ;  et  altérer  les fonctions 

bénéfiques du microbiote (Goulet, 2009). 

L’antibiothérapie conduit à  une  redistribution  de  la  population  bactérienne,  à  la  pullulation  de 

microorganismes insensibles au traitement et à l’émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques. 

Il est à noter les effets délétères de la réduction de la flore anaérobie suite à une antibiothérapie : 

 Par  modification  de  la  flore  intestinale,  l’antibiothérapie  peut  altérer  la  fonction  de 

protection contre la colonisation. 

 La diarrhée au décours d’une antibiothérapie  classiquement  observée  est  la  conséquence d’une 

réduction du métabolisme des hydrates de carbone et des sels biliaires par les bactéries 

anaérobies ; 

 La  survenue  d’infection  fongique  au   décours  d’une   antibiothérapie.   La   pullulation fongique 

est tout particulièrement  observée lorsque l’antibiothérapie réduit la flore commensale anaérobie  

 L’acquisition de résistance vis-à-vis diverses classes d’antibiotique (Abély, 2010). 

 
 

7.2. L’utilisation des traitements antiacide 

Elle altère également la flore notamment dans le cadre  du  reflux  gastro-œsophagien. L’absence 

de prokinétiques (médicaments accélérant la digestion) efficaces a conduit à une augmentation majeure 

de la prescription d’inhibiteurs de la pompe à protons.  L’alcalinisation gastrique supprime l’une des 



Partie bibliographique la flore gastrique 

 

42 

 

principales barrières à la colonisation par des bactéries de l’environnement, éventuellement pathogènes. 

Il a été montré que les traitements  antiacides augmentent le risque de diarrhée infectieuse et de 

pneumonie (Goulet, 2009). 

 
7.3. Carence en fibres alimentaires 

 
Une alimentation ne comprenant pas ou si peu de fibres alimentaires ne favorise  pas  l’implantation  

et   surtout   le   maintien   d’une   flore   équilibrée   avec   une   proportion  suffisante de bifides (Goulet, 

2009). 

 
7.4. Gastroentérite aiguë 

 
 

Une  banale gastroentérite aiguë (GEA)  virale ou,  plus   rarement,   d’origine   bactérienne altère 

la flore intestinale. La plupart des enfants des pays à haut niveau de vie guérissent rapidement. 

Cependant, certains développent le classique tableau de diarrhée grave prolongée post-infectieuse, 

dont un déséquilibre durable de la flore intestinale avec toutes les conséquences que ses nombreux 

rôles physiologiques laissent supposer (Goulet, 2009). 

 
Il ne  faut  sous-estimer  aucun  de  ces facteurs.  En raison du rôle  de  la  flore  intestinale  dans  le 

développement des  fonctions  immunitaires  et  dans  l’acquisition  de  tolérance,  des modifications 

durables de celle-ci,  notamment  en  raison  d’antibiothérapies  répétées,  ont forcément un impact  

même  s’il  est  difficile  de  le  mesurer  avec  précision  (Dessein  et  al., 2009). 
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I. Matériel et Méthodes 

 

 Objectif du travail 

 
Devant le problème posé par l’apparition de microorganismes résistants, la recherche de 

nouvelles substances actives  antimicrobiennes  d’origine  naturelles,  plus  efficaces  et  moins toxiques  

s’imposent.  Partant  de  ce  principe,  nous  avons  choisi  d’étudier  les  extraits phénoliques obtenus 

à  partir  de  l'épicarpe  de  Punica  granatum  issus  de  la  région  de  Mascara comme une source 

de ces substances antimicrobiennes. 

 

Notre travail s’articule sur 

 Préparer les différents extraits phénoliques à partir de l'épicarpe de Punica granatum 

 Caractériser dans les extraits  phénoliques  les  principaux  groupes  et  composants 

chimiques et le dosage phytochimique de différents extraits 

 Évaluation   in   vitro   de   l’activité   antibactérienne   des extraits   phenoliques sur les 

souches bacteriennes . 

 Evaluation de la toxicité aigüe des extraits de végétaux étudiés in vivo 

 Évaluation   in   vivo    de   l’activité    antimicrobienne  de  l’extraits  methanoliques de Punica 

granatum sur la flore gastrique. 

I.1. Matériel végétal 
 

Le choix de la plante utilisée dans ce  travail  était  basé  non  seulement  sur  une  enquête 

pharmaco-traditionnelle auprès d’une population ayant connaissance de leur usage traditionnelle mais 

aussi sur un choix spécifique de valorisation des plantes tel que le grenadier, qui  n’ont  pas  été étudiée 

à ce jour, pour  essayer  de  contribuer  à  l’évaluation  de  d’autres  activités  biologiques  non élucidées 

auparavant sur ces plantes surtout in vivo. 

 

Les fruits de grenadier (Punica granatum) sont récoltés à maturité le mois d'Octobre (2014), 

dans la région de Mascara. L'épicarpe de ces  fruits  est  isolé,  séché  à  l'air  libre  et  à l’abri de la 

lumière, puis broyé à l’aide d'un mortier jusqu'à l'obtention d'une poudre  fine  nécessaire à la 

préparation de différents extraits. 
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Matériel biologique 

Macération 24 h 

Extrait Methanolique 

Evaporation des trois filtrats 

3emme Filtration 

3emme macération 

2emme Filtration 

2emme macération 

Méthanol/Eau (70/30) 

 

 

 

Figure 15 : Grenade ; Ecorce de grenade et poudre d’écorce séché 
 

I.2. Extraction des polyphénols 
 

I.2.1. Préparation des extraits phenoliques 
 

10g de la poudre végétale de punica granatum sont mises à macération pendant 24 heures à 

température ambiante, dans un  mélange  solvant-eau  (70:30  V/V)ou  dans  100  ml  eau  distillée  , le 

tout par la suite est filtré sur papier Whatman, l’extraction est refaite plusieurs fois avec renouvellement 

du solvant. Le solvant est éliminé du filtrat par évaporation rotative  dans  un rotavapor (BÜCHI). La 

série d’extraction permet d’obtenir trois extraits ; l’extrait aqueux, ethanolique  et  méthanolique  .  Les  

extraits  sont  séchés  et  conservés   jusqu’à   utilisation ultérieure 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure16 : protocole expérimentale d’extraction. 

1er Filtration 
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c 
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Figure 17 : les différentes étapes d’extraction (a-macération, b-filtration, c-évaporation, d- 

aspect de l’extrait phénolique.) 

I.2.3. Rendement des extraits 
 

Le calcul du rendement est définit comme étant le rapport  entre  la  masse  de  l’extrait  

obtenu et la masse de matière végétale à traiter (Belyagoubi, 2006) : 

 

 
R : Rendement en extrait fixe en g/100g. 

m : Quantité d'extrait récupéré en g. 

m0 : Quantité de la matière végétale utilisée pour l'extraction exprimée en g. 

R = (m/ m0) x100 
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I.3. Screening phytochimique 

 

La méthode de détection des  différentes  familles  de  composés  consiste  en une  précipitation ou 

une coloration par des réactifs spécifiques. En  effet,  ces  réactions  se  traduisent  par  l'apparition 

d'une turbidité, floculation ou changement de couleur qui nous renseigne sur la nature des familles 

existantes dans la plantes. 

 

 Les flavonoïdes 

À 5 ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes d’HCl concentré et quelques  milligrammes 

de tournures de magnésium. La présence des flavonoïdes est  confirmée  par l’apparition d’une couleur 

rouge ou orange. (Karumi et al, 2004). 

 Les tanins 

 
Un volume de 2 ml de chacun des deux extraits,  est  additionné  à  2  à  3  gouttes  de  la solution  

de  FeCl3 à 1%. Après  quelques minutes d’incubation,  le  chlorure  ferrique développe une 

coloration verdâtre qui indique la  présence  des  tanins  catéchiques ou  bleu- noirâtre qui révèle 

l’existence des tanins galliques. (Karumi et al, 2004). 

 

 Les alcaloïdes 

 
Pour chaque extrait on réalise la procédure suivante : on ajoute 5 ml d’HCL 1% à  1ml  de chaque 

extrait, le  tout  est  chauffé  au  bain  marie,  puis  on  divise  chaque  extrait  en  deux volumes égaux. 

Un volume est  traité  par  le  réactif de  Mayer,  l’autre  par  le  réactif de Wagner. La formation d’un 

précipité blanc ou brun révèle la présence des alcaloïdes. (Majob, 2003). 

 

 Les quinones libres 

Sur un volume de chacun de nos extraits, quelques gouttes de NaOH à 1% sont ajoutées. 

L’apparition d’une  couleur  qui  vire  au  jaune,  rouge  ou  violet  indique  la  présence   des quinones 

libres. (Oloyede, 2005). 

 

 Les terpénoïdes 

 

      À 5 ml de chaque extrait, on ajoute 2 ml de chloroforme et 3 ml de H2SO4 concentrée. La 

présence des terpénoïdes est révélée par l’apparition de deux phases et une couleur  maron en 

interphase ( Edeoga et al .,2005)  

  



 

47  

 

 Les coumarines 

 
Une quantité de quelques milligrammes de chaque extrait est solubilisée dans 2 ml d’eau 

chaude. La solution obtenue est divisée en deux parties égales dont : 

- La première représente un témoin ; 

- La deuxième est traitée avec 0.5 ml de NH4OH à 10%. 

L’examen est réalisé sous la lumière ultraviolette et l’apparition d’une fluorescence intense  

révèle la présence de coumarines. (Benmehdi, 2000) 

 

 Les anthraquinones 

 
À 10 ml de chacun de nos extraits, on ajoute 5 ml  de NH4OH à 10% et on agite.  L’apparition 

de couleur violette indique un test positif (Oloyede, 2005). 

 

 Les sucres réducteurs 

 
On ajoute 1 ml de liqueur de Fehling à 5 ml de chaque extrait. Un test positif est indiqué 

par l’apparition d’un précipité rouge brique. 

I.4. Dosage phytochimique 
 

1.4.1. Dosage des poly phénols totaux 
 

Le dosage  des polyphénols totaux  a  été  effectué  avec  le  réactif  colorimétrique  Folin -

Ciocalteu selon la méthode cité par (Wong et al., 2006). 

 Principe 

 
La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le 

spectrophotomètre  UV-Vis  en  utilisant  l’essai  de  Folin-Denis  ou  généralement   Folin- Ciocalteu. 

Ces essais sont basés principalement sur la réduction du  réactif  acide  phosphotungstique 

phosphomolybdique (réactif  de  Folin)  dans  une  solution  alcaline  (Wong  et al., 2006). 

 

Brièvement 200 μl de chaque  extrait  (dissous  dans  le  méthanol)  ont été ajoutés  à 1 ml  de 

réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois. Les solutions ont été mélangées et incubées pendant 5 minutes 

à 25 °C.
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      Après l’incubation 800μ l de la solution de carbonate de sodium Na2CO3 à 7.5 % (p/v) a été 

ajoutée dans les tubes.  Le  mélange  final  a  été  secoué  et  puis incubé pendant 2 heures dans 

l'obscurité à  température ambiante.  L'absorbance  de  tous  les extraits a été mesurée par un 

spectrophotomètre à 760 nm. 

 Expression des résultats 

La concentration des poly phénols  totaux est  calculée  à  partir  de  l’équation  de  régression de 

la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon  l’acide  gallique  (5-200µg/ml)  et exprimée en 

microgrammes  d’équivalents  d’acide  gallique  par  milligramme  d’extrait  (µg EAG/mg). 

 

I.4.2. Dosage des flavonoïdes 
 

La quantification des flavonoïdes  a  été  effectuée  par  une  méthode  colorimétrique adaptée 

par Dewanto et al (2002). Une quantité de 500 µl de solution méthanolique de catéchine  à  

différentes  concentrations  ou  de  l’extrait  méthanolique   dilués   est  ajoutée  à  1500 µl de l’eau 

distillée. Au temps zéro, 150 µl de nitrite de sodium (NaNO2) à 5 % est ajouté au mélange. Après 5 

min, 150 µl de trichlorure d’aluminium (AlCl3) à 10 % (m/v) est rajouté. Après l’incubation de 6 

min à la température  ambiante,  500  µl d’hydroxyde de sodium (NaOH) (1 M) est additionné. 

Immédiatement, le mélange est complètement agité. L'absorbance  de la solution de couleur 

rosâtre est mesurée à 510 nm contre le blanc. La  teneur  en  flavonoïdes  totaux  des extraits  des  

plantes  médicinales  est  exprimée  en  milligramme (mg)  équivalents   de  catéchine  par gramme (g) 

du poids de la matière sèche (EC)/g) . Chaque échantillon est répété trois fois. 

 

I.4.3. Dosage des flavones et flavonols 
 

       La méthode utilisée pour l’estimation de taux de  flavonols  est  celle  décrite  par  (Kostova  , 

2005). 

 

Mode opératoire 

 
Mettre 0.50 ml d’extrait dans un tube à essai ; ajouter 1.5 ml d’éthanol, 0.1 ml de solution 

méthanolique de chlorure d’aluminium  à  10  % puis  0.1  ml  d’acétate  de  sodium et 2.8 ml d’eau, 

laisser incuber 30 min à température ambiante. Lire les absorbances à partir du spectrophotomètre UV-

visible à 415 nm. 
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La concentration des flavonoïdes dans les extraits est calculée à  partir  de  la  gamme d’étalonnage  

établie  avec  la  quércétine  (2-14  µg/ml)  et  exprimée  en   microgramme d’équivalents de quércétine 

par milligramme d’extrait (μg EQ/mg d’extrait) . 

 

I.4.4. Dosage des tannins condensés 
 

La détermination de la teneur en tanins condensés a été effectuée en utilisant la méthode 

spectrophotométrique  (Julkunen-Titto,  1985).  Un  volume  de  0.5   ml  d'extrait  polyphénolique ou 

standard (catéchine) ajouté au mélange de 3 ml au mélange 4% vanilline et de méthanol (v/ v), 1.5 ml 

d'acide chlorhydrique puis homogénéisé. 

Le mélange résultant a été laissé au repos pendant 15 min à température ambiante, l'absorbance 

de chaque calculée à 500 nm  en  utilisant  le  spectrophotomètre  UV-Visible (Shimadzu UV-1800, 

Japon).  La  teneur  totale  en  tanins  condensés  est  calculée  comme  étant mg équivalent de catéchine 

(CTE mg / g) en utilisant l'équation obtenue à partir de la courbe d'étalonnage , les  résultats  présentés  

sous  forme  des  moyennes  (±  SEM)  et  sont  analysées avec trois expériences séparées. 

I.5. Identification et quantification des composés phénoliques de l’extrait methanolique 

par HPLC 

Les analyses HPLC sont réalisées sur une chaîne HPLC de marque Agilent (HP  1100 Waldbronn,  

Allemagne)  équipée   d’un   système   de   dégazage,   d’une   pompe   quaternaire, d’un système 

d’injection automatique thermostaté et d’un détecteur à barrettes de diodes. 

 

Les  composés  phénoliques  sont  séparés  en  appliquant  un  gradient  d’élution  sur   une colonne 

en phase inverse Nucleodur® C18 Gravity (250  x 4,6  mm,  ayant  des  particules  de  5 µm et des 

pores de 110 Ǻ) (Macherey Nagel,  Allemagne),  thermostatée à  30°C.  Les solvants  (A)   et   

(B)   correspondent  respectivement  aux  solutions   eau/acide  formique   95/5 (v/v)  et   

acétonitrile/eau/acide   formique   80/15/5   (v/v/v).   .   L’extrait  methanolique de Punica granatum 

est injecté (10 µL) et l’élution des composés  phénoliques se fait pendant 90 min après application 

du gradient 

 
Les chromatogrammes ont été enregistrés  et  leur  traitement  a  été  exploité  en  utilisant  le logiciel  

ChemStation  (Agilent, Allemagne).  Les  composés  phénoliques  sont  identifiés   à  partir de leurs 

longueurs d’onde et de leurs temps de rétention.  
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L’identification des composés phénoliques est effectuée en comparant les pics trouvés à des étalons 

de  références  bien  déterminés. Le pic de chaque molécule  est  intégré  et  sa  surface  est  ainsi  notée  

en  tenant compte des solutions  standard  qui  nous  ont  permis  d’étalonner  l’appareil  HPLC.   Les 

composés sélectionnés pour la calibration sont analysés à leur longueur d’onde d’absorption maximale. 

 

I.6. Etude in vitro de l’activité antimicrobienne des extraits phénoliques 
 

I.6. 1.Souches bactérienne utilisées 
 

Les souches bactériennes sont  fournies  par  laboratoire  de  microbiologie,  faculté  de science 

de la nature et de la vie, université de Mascara. Leur croissance est réalisée  sur gélose nutritif. .Ce sont 

des espèces Gram négatif /ou Gram positif, pathogènes  et  responsables d’infections graves chez 

l’homme  et  dont  la  plupart  sont  résistantes  aux  antibiotiques.  Elles  sont revivifiées à 37 °C par 

repiquage sur Bouillon nutritif. 

Tableau 05 : Les bactéries utilisées pour l’étude de l’activité antibactérienne in vitro 
 

Genre et espèce Gram 

E.coli - 

Staphyloccoccus aureus + 

Lactobacillus + 

 Clostridium sulfito-réducteur + 

 Streptococcus intermedius + 

 Citrobacter amalonaticus - 

 Klebseila pneumoniae - 

 Pseudomonas aeruginosa - 

 Enterobacter agglomerans - 

 Proteus vulgaris           - 

 

 
I.6.2. Sensibilité des souches vis-à-vis des antibiotiques 

 

Le but de la réalisation  d’un  antibiogramme  est  de  prédire  la  sensibilité  d’un  germe  à  un  ou  

plusieurs  antibiotiques   dans   une   optique   essentiellement   thérapeutique   (Burnichon   et texier, 

2003).  

On a utilisé le milieu  de  Mueller-Hinton  coulé  dans  une  boîte  de  Pétri de  façon  uniforme et 

jusqu' à une épaisseur de 4 mm Les géloses sont séchées avant l’emploi. L'ensemencement de 

l'inoculum de 1 mL est inondé en surface  du milieu  Mueller  Hinton,  jeter  l’excès  après  05 min. 

Technique (OMS, 2002 ; IPA, 2008) 
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 Application des disques d’antibiotiques 

Il est préférable de ne pas mettre plus de 6  disques  d’antibiotiques  sur  une  boîte  de  

90mm de diamètre.  Les  disques d’antibiotiques  doivent  être  espacés  de  24mm,  centre  à 

centre. Presser chaque disque d’antibiotique à l’aide de pinces stériles pour s’assurer de son 

application. Une fois appliqué,  le  disque  ne  doit  pas  être  déplacé.  Incuber  les  boites  pendant 

18 heures à 37°C. 

 Lecture 

Mesurer  avec  précision, les  diamètres  des  zones d’inhibition à l’aide d’un  pied  à coulisse 

métallique, à l’extérieur de la boîte fermée. 

I.6.3. Activité antibactérienne par technique de diffusion en milieu solide 
 

L’activité antibactérienne des  extraits  a  été  déterminée  par  la  méthode  de  diffusion  en  milieu 

gélosé standardisée par (NCLLS) cité par (Celiktas et al., 2007). NCCLS :( National committe for 

clinical laboratory standards) 

 

I.6.3.1. Préparation des concentrations 

 

Les extraits ont été repris avec  l’eau  distillée stérile.  Des dilutions  en série  de 1/2  à 1/8  ont 

été ensuite réalisées pour obtenir des concentrations de 100 à 12.5mg/ ml. 

I.6.3.2. Préparation de l’inoculum bactérien 
 

A partir d’une culture de 18 h, une suspension bactérienne a  été  préparée  de  façon  à obtenir 

une densité équivalente au  standard  de  0,5  Mac  Farland.  Cette  densité  correspond  à une 

concentration de 106 – 108 UFC/ml (Wade et al., 2001). 

I.6.3.3. Ensemencement 

 

Dans les 15minutes suivant l’ajustement de  la  turbidité  de  la  suspension servant d’inoculum 

(0.5 McFarland), on a trempé un écouvillon dans la suspension  et  on  a  étalé  la surface entière de 

la gélose (Gélose Mueller Hinton ) à trois reprises , en tournant la boite à environ 60° après chaque 

application dont le but d’avoir une  distribution égale  de l’inoculum .  Enfin, on a écouvillonné partout 

autour du bord de la surface de la gélose. 
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I.6.3.4. Incubation 

 

Les disques stériles imprégnés des  concentrations  croissantes  d’extraits  à  raison  de  10  μl par 

disque (Ngameni et al., 2009), ont été déposés stérilement à l’aide d’une pince sur la  surface de 

la gélose. Les boites ont été incubées 24 h à 37 °C en atmosphère normale. 

I.6.3.5. Expression des résultats 

La lecture se fait par  la  mesure  de  diamètre  de  la  zone  d’inhibition  autour  de  chaque 

disque à l’aide d’un pied à  coulisse  en mm  (figure  14).  Les  résultats  sont exprimés par le 

diamètre de la zone vierge  et peut être  symbolisé  par des signes  d’après la  sensibilité  des souches 

vis-à-vis les extraits phenolques. (Ponce et al., 2003). 

 Non sensible (-) ou résistante : diamètre < 8 mm. 

 Sensible (+) : diamètre compris entre 8 à 15mm. 

 Très sensible (++) : diamètre compris entre 15 à 20 mm. 

 Extrêmement sensible (+++) : diamètre > 20 mm. 
 
 

Figure 19 : Principe de la méthode de diffusion en milieu gélosé (Ponce et al., 
2003) 

 

I.6.4. Etude la cinétique de croissance et la CMI par la microplaque 

 

La méthode de dilution en milieu liquide permet de  déterminer  les  paramètres  (CMI,  CMB) 

d’inhibition de la croissance bactérienne par les extraits ou les composés actifs. La concentration 

minimale bactéricide (CMB) est définie comme étant la concentration minimale d’extrait (ou de 

composé) ne laissant pas de bactéries survivantes de l'inoculum après incubation à 37 °C pendant 

18 à 24 heures. (Dramane, 2010) 
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Les CMI  sont  déterminée  par  la  méthode  standardisée  de  micro-dilution  en  milieu liquide. 

L’étude est réalisée  en  microplaque  en  matière  plastique  comportant  96  puis  (08 rangées et 12 

puis numérotés de 01à 12)  en  bouillon  Muller  Hinton.  Avec  un  inoculum  de densité finale situé en 

précédente, les microplaques sont incubées 18h à 24h. Les dilutions de l’échantillon ont  été  distribuées   

en cascade dans  les  cupules  de la concentration la plus forte (10 mg/ml) à la plus faible  (  0.004  

mg/ml),  les  dilutions  des  extraits  sont  réalisées  dans  le DMSO . 

La CMI correspond à la première dilution où la croissance est négative (pas de culture visible) 

(DRAMANE et al,.2010) , la cinétique est évaluée par la mesure de la DO  des microplaques à 620  

nm  à  l’aide  d’un lecteur  de microplaque  (TECAN)  à t0 et après  4h,  8h, 16h et 24 heure. (Wade 

et al., 2001 ; Radojevic et al., 2012). 

 

 
Figure 20 : Schéma d’utilisation de microplaque 

 

 
I.6.5. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) 

 

Pour déterminer la CMB, le  jour  suivant  lecture  de  la  CMI,  un ensemencement  de 10µl de 

culture en stries de 5 cm chacune a été effectué à partir des cupules ne présentant pas de croissance 

visible à l’œil nu. Après 18h d’incubation à 37°C, le nombre de  colonies  a  été déterminé. La CMB 

sera la plus  faible  concentration  en  extraits  phénoliques  où le pourcentage de bactéries survivantes 

est ≤ 0,01% de l’inoculum initial  (SFM, 2012). 

  

50µl de MH + 50µl  de Suspension 

50µl d’extrait dilué en cascade 

Souche 02 

Souche 01 50µl d’extrait 

dilué en cascade + 

50µl de 

Suspension 
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I.6.6. Le rapport CMB/CMI 

 

Le rapport CMB/CMI a été calculé  pour  chaque  extrait.  Dans  la  mesure  où ce rapport  est 

supérieur à 32, la souche  bactérienne  présente  donc  une  tolérance  à  l’agent  antibactérien testé ( 

Jacquiera et al.,2007). 

 

I.7. Etude in vivo 
 

I.7.1. Les animaux 

 

Des rats de race Wistar de sexes opposés (un male et une femelle réunis dans  la  même cage) 

choisis de façon aléatoire qui font un sujet de choix dans notre étude. 

Le choix et le type d’espèce pour l’étude a été opté sur le rat, car il existe une certaine similitude 

entre sa physiologie et  celle  de  l’homme, mais aussi pour  des  raisons  pratiques,  le rat présente 

en outre d’autres avantages : 

 Leur petite taille qui occasionne peu de contraintes liées à l’hébergement. 

 Leur durée de vie réduite qui  permet  de  faire  des  études  sur  plusieurs 

générations. 

 Leur période de gestation réduite et la taille des portées, utile pour les études en 
reproduction. 

 

I.7.1.1. Accouplement 

 

Apres accouplements, les rats  sont mis séparément dans des cages individuelles en plastique 

translucide avec une  grille  adaptée  pour  la  nourriture  et  les  biberons  comme  couvercle.  Les  

biberons   d’alimentation  en  eau,  sont  fait  par  une  matière  translucide  de  façon à pouvoir vérifier  

le  niveau  de  remplissage,  s’agissant  de  rongeurs  les  bouts  d’extrémités  sont en structure métallique 

dure, d’autre part ces cages sont remplies par  le  scieur  dans le  but de garder une température 

ambiante et être facilement  nettoyable  pour  que  l’entretien  se  déroule  dans les meilleures conditions 

hygiéniques. 

On place le couple dans la même cage pendant cinq  jours,  ensuite  un  nouveau  male  est introduit 

dans la cage pendant cinq jours, afin d’augmenter la chance d’accouplement 
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Figure 21 : Accouplement. 
Les femelles gestantes sont ensuite séparées de leurs congénères en vue de les protéger 

contre tout stress jusqu'à la mise bas où la mère commence à préparer son nid. 

 
 

Figure 22: femelle gestante 
 

I.7.1.2. Elevage 
 

Les rats ont été placés dans un environnement protégé à l’abri des bruits. C’est une pièce à 

température   ambiante    du  moment    qu’elle fait partie des  facteurs  environnementaux  critiques à 

maitriser car ce paramètre possède un effet direct sur le métabolisme des  animaux, une température 

trop élevée peut être  l’origine  de  la  mort  de  certains  animaux,  de  stérilité  suite  à une trophie 

bilatérale des testicules, d’une augmentation de la mortalité embryonnaire, d’une diminution  de  la  

lactation  d’une  part,  et  le  froid  retarde   la  puberté  et  diminue  la  fertilité d’autre part. 

 

La salle est éclairée 12 heures sur  24  heures car  l’éclairage  à  une  influence  sur  la reproduction, 

le comportement et la physiologie des mammifères ainsi que sur le  poids  des  ovaires et de l’utérus, 

le temps d’ouverture du vagin, la longueur du cycle œstral.  
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En outre l’endroit est menu d’un système  de  ventilation  qui  a  pour  but  d’amener  de  l’air  pur 

dans le  local d’hébergement, de réduire les odeurs, les gaz toxiques, la poussière, les agents infectieux 

potentiels, la chaleur et l’humidité excessive. 

La  salle  et tout  le  matériel  nécessaire  ont  été préalablement désinfectés. 

Cette étude a été réalisée sur quarante (40) rats  males,  de type  Wistar  dont le poids varie de 150 

à 180g et présentant une génération descendante d’une race qui n’est pas passée par un traitement 

médical. Les  rats  sont  logés  dans  des cages  avec  accès libre  de nourriture  et d’eau  et à 

température ambiante avec un cycle naturel de lumière et d’obscurité. 

 

 

Figure 23 : L’élevage des rats 

 

Les principaux microorganismes incriminés dans la contamination des aliments sont les bactéries.  

La  contamination  des  produits  par  les  bactéries  est  un  véritable  fléau   pour l’industrie 

agroalimentaire. En effet, Bacillus  cereus  peut  être  déjà  la  cause  de plusieurs cas  de toxi-infection 

alimentaire  parmi les  60% des cas dont  l’agent  est inconnu  (Ziane,  2015).  Parmi  les  bactéries  

responsables,  les  4  les  plus  incriminées  sont  les  salmonelles,  les  staphylocoques, les Clostridium 

et les bactéries du groupe Bacillus cereus  (Delmas  et  al.,  2010). L’implication  des trois premières 

a été  mise  en évidence  depuis  de nombreuses  années  et dans  le  cas toxi-infection alimentaire 

leur implication est systématiquement recherchée. En ce qui  concerne  les  Bacillus  cereus  la preuve 

de leur implication dans les toxi-infections a été plus longue à être mise en évidence. 
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Vu  sa  pathogénicité  et  son  implication  dans  deux  pathologies  distinctes  de  type émétique  

et  diarrhéique  d’une  part,  et  Vu  le  problème  d’antibiorésistance  entamé précédemment qui risque 

de toucher l’efficacité de traitement de ce genre de pathologie par antibiothérapie,  ce  présent  travail  

s’est   focalisé  dans  la  recherche  de  traitement  alternatif naturel à base de plante in vivo via notre  

extrait methanolique de Punica granatum  déjà  prouvé  d’avoir  un  effet  antimicrobienn modéré vis-

à-vis l’ensemble des souches. Mais Afin d'appréhender ce chapitre dans de bonnes conditions, la 

vérification de la toxicité aigüe de l’extrait phénolique était indispensable. 

 

I.7.2. Evaluation de la toxicité de l'extrait methanolique de l'épicarpe de Punica 

granatum 

 

L’étude de la toxicité aiguë est une analyse qualitative et quantitative de l’altération irréversible 

des fonctions vitales après administration unique d’une substance dans un délai de quelques minutes à 

quelques jours  (2  semaines).  Cette  toxicité  est  évaluée  en  déterminant  la dose létale  (DL50) c’est-

à-dire, la dose unique qui provoque la mort  de 50 % des animaux traités. 

 

L’évaluation de la toxicité aigüe a été réalisée selon les Directives du Journal Officiel des 

Communautés Européennes code 423 OECD (2001) 

Pour déterminer la toxicité (dose létale DL50) de l'extrait étudié, différentes doses sont 

administrées par voie  orale  à raison  de 10 ml/kg  aux différents  lots  de rats âgés  de 2 à 3 mois 

(6 rats dans chacun). un lot témoin recevant de l'eau physiologique pour chaque voie 

d'administration est nécessaire pour comparer les résultats. 

Les animaux sont mis à jeun pendant 24  h et  les  différentes  solutions  sont  administrées  par voie  

orale,  .  L’administration  est  réalisée  par  gavage  à  l’aide  d’une  sonde  rigide  à  bout olivaire au 

cours desquels sont notées les variations de poids corporel, les signes de toxicité éventuels 

(modifications comportementales dans et hors cage, chute  de  poils,  éruptions, larmoiement,  

manifestations  digestives  et  autres,  ainsi  que   le   taux  de  mortalité  (Baba  Ahmed et al., 2010). 

I.7.2.1. Préparation des extraits 

 
Comme étant non toxique et permettant la solubilisation des extraits phénoliques, l’eau 

physiologique (9 ‰ Na Cl) a été choisi pour la préparation des différentes doses. Les concentrations 

choisies sont : 

 Extrait phénolique : 500, 1000, 2000, 4000,6000 mg/kg de poids corporel 
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Figure 24 : Administration de l’extrait par gavage 

 
 

Après l'administration de l’extrait phénolique, les  animaux  ont  été  observés   individuellement 

toutes les 30 minutes pendant 6 heures le premier  jour  et  tous  les  jours  pendant  15  jours. Pendant 

cette période, nous avons enregistré le nombre des rats morts ainsi  que  le  poids corporel et le 

comportement et les troubles symptomatologiques observés à l’œil nu. 

Les principaux signes recherchés sont :(Tahraoui et al., 2010). 
 

 Contraction abdominale ; 

 Activité : démarche anormale, activité réduite; 

 Respiration : changement de rythme ; 

 Convulsion ; 

 Diarrhée ; 

 Coma ; 

S’il existe de mortalité, la dose médiane DL50  de  l’extrait  doit  être calculée.  Elle peut en effet 

être déterminée par la méthode de  Miller  ET  Tainter  (1944)  décrite  par  Randhawa  en 2009 et 

par l’équation de Dragstedt et Lang (1957) citée par El Allaoui et ses collaborateurs (2011) après 

application de la formule : 

 

X2 : Dose supérieure encadrant DL50; 

X1 : Dose inférieure encadrant DL50; 

Y2 : Pourcentage de mortalité correspondant à X2; 
Y1 : Pourcentage de mortalité correspondant à X1. 

  

DL50 =  
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I.7.3. Evaluation de l’activité antibactérienne vis à vis B. cereus 

 

Cette partie est complexe, elle nécessite tant de paramètres à évaluer pour avoir des résultats 

plus précis et plus fiables. 

I.7.3.1. Préparation de l’inoculum de Bacillus cereus 

 
A partir d’une culture jeune de 18 à  24h  isolée  et  identifiée  auparavant,  nous  avons  prélevé 

3-5 colonies identiques à l’aide d’une pipette Pasteur,  puis  transférées  dans un tube  de 10ml de l’eau 

physiologique stérile. Les  tubes  sont  incubés  à  37C°  pendant 30min.  Le  criblage  est  effectué  à  

l’aide  d’un  spectrophotomètre    à une longueur d’onde de 580nm, afin d’obtenir une suspension 

ayant une charge  de 1,5.108 UFC/ml, une dose susceptible  de  provoquer  une  infection  intestinale  

chez  les  rats (Logan, 1988). 

 

1.7.3.2. Choix de la dose 

 

Suivant  les  résultats  de  l’étude de la toxicité  aigue   trouvés   auparavant   ,nous avons 

choisi une dose qui n’a provoqué aucun signe  de  toxicité  grave  ou de  mortalité  pour l’étude in vivo 

qui est 600 mg/kg pour l’extrait méthanolique de punica granatum, 

 

I.7.3.3. Répartition des lots 

 

Deux protocoles ont été réalisés : 

Les rats sont répartis (lot A, lot B, lot C, lot D), chaque lot est constitué de dix (10) rats : 

 Lot A « témoin = placebo » : recevant par voie  orale  (par  gavage),  1  ml  d’une  solution 

d’eau distillée (Alwashli et al., 2012). 

 Lot B « traité non infecté» : recevant par voie orale une solution de  l’extrait methanolique 

dilué dans 1ml d’eau distillée à raison de 600mg/kg/j pendant 07 jours 

 Lot  C  « essai  +  infecté » : recevant  200  µl  d’un  inoculum de ufc / ml de Bacillus 

cereus par gavage puis traité  avec  une  dose  de  600  mg/kg/j  par  voie  orale  pendant sept 

(07) jours. 

 Lot  D  « infecté  non  traité » : recevant  200µl d’un  inoculum  de cellules/ml au jour 0 

et restant sous le suivie dans les huit (08) post inoculations. 

Pour les rats du lot  C,  ils  suivent  un traitement  thérapeutique  de 600 mg/kg de l’EMPG  par 

voie orale. Le traitement commence 24h après l’inoculation de la souche de Bacillus cereus et se 

poursuit sept (07) jours (Chami , 2005), la figure  25 illustre le  protocole  établi. 
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Figure 25 : Protocole expérimental du Traitement curatif chez les rats wistar traités avec 600 

mg/kg 

I.7.3.4. Evolution pondérale 

 
L’état physiologique des animaux influe sur leur apport en nutriments, ainsi leurs poids corporels. 

Une diminution de  ces  derniers  peut  donc  traduire  la  présence   de  certains problèmes fonctionnels 

chez les rats. 

Les rats sont pesés quotidiennement tout au long de la  période  d’expérimentation  à  l’aide d’une 

balance électrique (Havelaar et al., 2001).Le poids  initial  et  le  poids  final  de  chaque groupe ont 

été enregistrés et le taux de croissance a été calculé par la relation  suivante : 

 

Dont : 

 Pf : le poids final des rats 

 Pi : le poids initial des rats 

  

Pi 

× 100 Taux de croissance (%) = 

Pf - Pi 



 

61 
 

 

I.7.3.5. Détection de Bacillus cereus 
 

Après l’induction de l’infection, la matière fécale des rats de différents lots est collectée chaque 

jours, jusqu’à la fin  de  l’expérimentation  dans  des  sachets de prélèvement  stériles  à partir des cages 

individuelles pour déterminer  le  nombre  des  rats  excrétant  Bacillus cereus  dans  leurs crottes d’une 

part et de détecter un symptôme diarrhéique suite à la toxi-infection par la détermination d’humidité 

de la matière fécale d’autre part (Aranda et Gianella, 1999). 

 

Bacillus cereus dans chaque échantillon est quantifiée comme suite: 1 g of matière fécale et 

additionnée de 9 ml de d’eau physiologique, homogénéisée et incubée à 37C° pendant 2 heures, la 

suspension  diluée  après  en  série  (10-1  to  105) dans  l’eau physiologique  stérile.  Chaque  tube  est 

mis dans un bain-marie à 80C°/10mn (Test de thermorésistance). Un  Aliquote  (0.lml)  de chaque 

dilution est ensemencé en triplicata dans une gélose Mossel (milieu sélectif).  Après incubation à 37C° 

pendant 8-24 h, des colonies roses confirment la présence de B.cereus. 

 

I.7.3.6. Sacrifices 

 

Avant d’amorcer le sacrifice, on pèse les rats. 

Ensuite après  avoir  préparé  le  matériel  nécessaire  préalablement  stérilisé  et  vu  la  douleur  qui 

sera infligée à l’animal lors  des  manipulations,  pour  cela  et  selon  le  protocole  et  la  nature des 

espèces animales , il est recommandé de  pratiquer  le  sacrifice  et la  dissection  sur  l’animal sous  

anesthésie  au  vapeur  de  chloroforme  dans  un  dessiccateur  pendant  quelques   minutes dans les 

meilleurs conditions hygiéniques (Ronald et al., 1993 ; Huberd , 2008). les différents organes internes 

de translocation (Foie, rate, rein,  poumons,  cœur,  Intestin  et colon) sont prélevés soigneusement dans 

des conditions d’aseptie, pesés, et  divisés  en  deux parties, une partie pour l’analyse microbiologique 

est mise dans un pot stérile remplis de 9ml d’eau physiologique  et  l’autre  partie est mise dans 

le formol(10%)  pour  une  étude histologique, le sang est aussi prélevé.( Figure :26) 

I.7.3.7. Le poids relatif des organes internes 

 

Le poids relatif des organes (foie, rein, rate,   cœur  et  poumons)  de  chaque  rat  des différents 

lots a été déterminé par la formule suivante (Baba Ahmed et al., 2010) : 

  

 

Poids relatif (%) =        
= =  

Poids de l’organe  

X 1OO 

Poids corporel 
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Figure 26 : Prélèvement des organes 

 

I.7.3.8. Prélèvement de l’appareil digestif 

 

Le   sang   est   prélevé   par  ponction   cardiaque   (Suzuki   et  al.,   1988), un  aliquote est 

récupéré dans des tubes éppendorf stériles pour les analyses microbiologiques. 

 

On prélève l’appareil digestif comme suit : 
 On soulève vers l’avant les lobes du  foie  qui recouvrent  l’estomac.  Ce dernier  a 

un aspect d’une poche volumineuse, blanchâtre et incurvée. 

 On prélève la rate. 

 On ligature et on prélève le tube digestif en le mettant dans une boite de Pétrie  en verre 

stérile contenant de l’eau physiologique stérile afin d’éliminer toute trace de sang 
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

Figure 27 : appareil digestif. 

 

 On coupe avec soin les mésentères dans laquelle circule un riche réseau vasculaire 

pour dérouler l’intestin qui s’étend de l’estomac au caecum du gros intestin. 

 On  fragmente  l’intestin  grêle  au  niveau   des  trois   régions   duodénum,   jéjunum et 

iléon. 

 On fractionne ainsi le gros intestin en prenant uniquement le colon 

 
I.7.4. Analyse microbiologique : 

 

C’est  une  étude  sur différents  organes  des  rats  tout  en  évaluant  l’effet  du Punica granatum 

sur la flore gastrique et qui comprend une étude quantitative de la flore microbienne intestinale en faisant 

appel aux techniques de dénombrement. 

 
I.7.4.1. Traitement des échantillons 

 
 

La préparation de l’échantillon nécessitera un broyage  couplé  à  une  série  de  dilutions décimales 

en solution de l’eau physiologique stérile qui varia selon le segment et la charge microbienne. 

On introduit  aseptiquement  chaque  segment  d’intestin   à analyser dans un sachet de Stomatcher  

stérile  contenant  au préalable  9ml  de  diluant (eau  physiologique  stérile)  puis  on  le  broie.  Cette  

suspension  constitue  alors  la  dilution  mère qui correspond donc à la dilution 10-1. 

Après avoir bien homogénéisé  la  solution  mère  . On prélève à l’aide d’une pipette Pasteur en 

stérile 1ml de la suspension de départ puis on introduit ce dernier  dans  un  tube  à  vis stérile qui 

contient 9ml du même diluant (eau physiologique stérile ). Cette dilution est alors 10-2. On refait les 

mêmes démarches jusqu’à la dernière dilution (Joseph pierre, 1998). 
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I.7.4.2. Recherche et dénombrement des germes dans le sang et dans les organes de 

translocation 
 

La  translocation  bactérienne est définie comme étant le  passage  des  micro-organismes  ou de 

leurs produits (endotoxines et exotoxines),  à  partir  du  tractus  gastro-intestinal  jusqu’à  des sites 

extra-intestinaux les ganglions mésentériques, le foie, la rate  ou le sang suite  à  une  augmentation des 

complications infectieuses (Herek et al., 2000). 

Afin   de  mieux   évaluer   l’effet   du  germe   pathogène   B.  cereus et  l’extrait methanolique de 

punuca granatum sur ce phénomène, nous avons trouvé utile de : 

 voir l’effet de l’extrait methanolique de Punica granatum  et du pathogène sur le microbiote 

intestinal du rat, au niveau de  l’iléon et colon ; 

 rechercher les germes du tractus  intestinal  naturellement  présents  chez  le  rat  dans  

d’autres organes de translocation (tableau 06). 

 vérifier la présence du pathogène dans le sang  et/ou  dans  les  organes  de  translocation 

pour détecter une éventuelle septicémie. 

Tableau 06 : Ensemble des germes recherchés dans les organes de translocation 
 

Germes recherchés Milieux séléctifs utilisés Dilution 

Bacillus cereus Gélose Mossel ou gélose au lait Solution mère 

Flore totale aérobie TGEA 10-5 

Flore totale anaérobie VF 10-4 

Lactobacillus MRS 10-3,10-4 

Entérobactéries Hektoen 10-3 

Enterocoques BEA 10-3,10-4 

Candida albicans Sabouraud 10-4 

 
Pour des raisons  statistiques  et  une  meilleure  interprétation  mathématique,  le dénombrement 

des bactéries viables dans un échantillon  est  exprimé  en  log  Unité  Formant Colonie (UFC) par 

gramme d’échantillon selon la formule 

 

  

Log UFC/g d’échantillon= Nombre de colonies/Dilution .Volume ensemencé 
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Incubation à 37°C /24 à 48h en aérobiose 

Aspect macroscopique 

et dénombrement 

 
 

 
 

 

  0.1ml  de  la  suspension bactérienne  
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I.7.5. Etude histologique 

 
L’étude histologique  a  été  réalisée  à  la  fin  des  expérimentations,  après  sacrifice  des animaux 

et prélèvement d’organes  utilisés dans cette étude : intestin, colon, foie,  rate,  reins, cœur et 

poumons. 

  

 

Mise en culture : isolement sur milieux sélectifs et non 

Broyage des différents segments d’intestin 

dans des sachets Stomatcher stériles. 

Homogénéisation des segments d’intestin broyés 

dans 9 ml de diluant (eau physiologique) 

Préparation d’une dilution 

Examen 

microscopique 

Figure 28 : analyse bactériologique 
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I.7.5.1. Fixation des pièces 

 

Les éléments histologiques sont fixés dans le formol à 10%.  Les  pièces prélevées  ont été mises 

dans des piluliers et recouvertes de formol  à  10%  (Huberd  ,  2008),  hermétiquement fermés. 

 

I.7.5.2. Déshydratation 

 

Au niveau du laboratoire, les pièces du pilulier ont été tirées, mises dans des cassettes à 

inclusion. 

Avant de les inclure dans de la paraffine,  les  pièces  doivent  être   soigneusement déshydratées. 

La déshydratation est  réalisée  automatiquement  via  un  appareil  spécial.  Cet appareil comporte 

plusieurs flacons déposes en série et  remplis  d’alcool  à  concentration croissante (70%, 80%, 90%, 

100%) et de xylène pur selon un ordre bien déterminé ou les cassettes contenant les pièces vont 

séjourner successivement pendant des durées variables. 

Le temps total de passage des pièces dans le technicon est de 16h, après cette période les 

pièces sont récupérées pour passer à l’inclusion. 

I.7.5.3. Inclusion 
 

Le paraffinage à  lieu  grâce  à  un  appareil  muni  d’un  compartiment  alimente  en  chaleur pour 

faire couler la paraffine (65°C), et d’une plaque refroidissant sur laquelle est mis  un  moule 

métallique contenant les cassettes ou les pièces sont mises à nu. Une  fois  les  pièces couvertes  de  

paraffine  liquide  sont  laissées  refroidir  sur  une  plaque  à  froid,  ainsi,   on  obtient les blocs qui seront 

utilisés pour donner de fines coupes (Figure 29). 

                                      

Figure 20 : Inclusion à la paraffine 
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I.7.5.4. Coupe des pièces 

 

Cette étape permet d’obtenir des coupes   destinées  à  l’examen  au  microscope.  Ces coupes 

doivent être minces pour  que la lumière les traverse  aisément  et  avoir  une  solidité suffisante pour 

être manipulées. 

Pour cela un microtome à avance mécanique et couteau d’acier est  utilisé  qui permet  de  faire passer 

les pièces à couper devant la lame, à chaque passage celui-ci  enlève  une  tranche  d’épaisseur variable 

(4 à 6 µm). 

Mettre en place la cassette sur le microtome, convenablement orientée, pour présenter 

correctement la face  à  couper  devant  la  lame.  Celui-ci est  à son tour placé  et orienté  de façon  à 

attaquer la pièce  après quelques  passages.  Pour  enlever l’excès de paraffine,  lorsque la  pièce  est 

affranchie et qu’elle parait complète dans la coupe  sur toute  son  étendue,  on  règle l’épaisseur 

avec un dispositif spécial. Le mouvement remis en marche, à chaque  passage  de  la pièce, il se fait une 

coupe qui  se  colle  automatiquement  au  bord  de  la  coupe  précédente.  Ce qui nous permet 

d’obtenir un ruban de coupe (Huberd , 2008). 

Le ruban fractionné est porté dans un  bain-marie  à  35°C  pour   permettre  un  bon étalement 

et éviter la formation des  plis,  puis  sur  une  lame  de  verre  par  des  aiguilles,  La  lame est mise dans 

un plateau, prête pour la coloration. 

Les lames ont  été  toutes  marquées  sur  leur  bord pour porter la  nature  du tissu considéré à 

l’aide d’un crayon à diamant. 

 

I.7.5.5. Coloration 

 

La coloration est obtenue  en plongeant la  coupe dans  des bains  colorants  comme  suit  : 

1- Déparaffiner la coupe : Plonger la lame dans le  premier  bain de  xylène  pendant  20mn,  puis  

dans le second pendant 20mn, pour dissoudre la paraffine. 

2- Hydrater la coupe : Pour faire disparaitre le xylène faire passer la lame dans deux bains d’alcool 

absolu pendant des durées de trois (03) mn.  Faire passer la  lame  dans l’eau courante,  puis dans 

l’eau distillée. 

3- Coloration a l’hématoxyline : Plonger la coupe bien hydratée dans un bain d’hématoxyline pendant 

05 mn, faire un lavage à l’eau courante puis la faire passer dans l’eau distillée. 

4- Coloration a l’éosine : Plonger la lame  dans  le  bain  d’éosine  pendant  03  mn,  puis  effectuer un 

lavage à l’eau courante. 
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5- Déshydratation : Faire passer la lame dans l’alcool absolu, puis dans le xylène,  ensuite  la plonger 

dans un bain de xylène pendant 03 mn. 

6- Montage : Déposer une goutte d’une solution permettant  l’adhésion  sur  la  lame,  et  présente une 

lame couvre- objet propre et sèche en l’inclinant progressivement de façon que la solution s’étende 

peu à peu et recouvre la coupe sans emprisonner  les  bulles  d’air.  La  solution  ne  doit pas déborder,  

la  lamelle  est adhérente  et  la  préparation  prête  pour  l’observation microscopique. 

7- Observation au microscope et prise de photos : les lames passent ensuite à l’observation au 

microscope optique à différents grossissements X100,  X400.  Un tri judicieux  a  été  réalisé  puis les 

lames sont prises en photo numérique. 

I.7.6. Analyse statistique 

 

Toutes les expérimentations ont été réalisées en duplicata. Les résultats sont exprimés en 

moyenne ± écart type. 

 

      Les résultats de l’activité antimicrobienne in vitro sont  triatés par  le logiciel R , ce dernier 

est un logiciel de statistique créé par Ross Ihaka & Robert Gentleman [RB1]. Il est à la fois un 

langage informatique et un environnement de travail: les commandes sont exécutées grâce à 

des instructions codées dans un langage relativement simple, les résultats sont affichés sous 

forme de texte et les graphiques sont visualisés directement dans une fenêtre qui leur est propre. 

C’est un clone du logiciel S-plus qui est fondé sur le langage de programmation orienté objet 

S, développé par AT&T Bell Laboratories en 1988 [RB2]. Ce logiciel sert à manipuler des 

données, à tracer des graphiques et à faire des analyses statistiques sur ces données 

 

       L’analyse Anova a été réalisé sur les résultats de l’étude  in vivo   et  un  test  « t »  de Student  

a  été appliqué ; un P < 0,05 est considéré comme significatif. 
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II. Résultats et discussion 

II.1. Rendement d’extraction 

La méthode d'extraction doit permettre l'extraction complète des composés  d'intérêt  et  doit éviter 

leur modification chimique. L'eau, les mélanges aqueux  du  éthanol  sont  généralement  utilisés pour 

l’extraction (Turkmen et al., 2007). 

La solubilité des composés phénoliques est en fonction de leur degré de polymérisation, l’interaction 

avec les autres constituants et le type de  solvant  utilisé.  Le  méthanol  a  été recommandé et  

fréquemment  employé  pour  l'extraction  des  composés  phénoliques  (Falleh  et al., 2008). Le 

méthanol aqueux 70% est deux fois plus efficace que le méthanol pur, pour l’extraction des composés 

phénoliques .(Vuorela, 2005). La lecture de rendement d’extraction montre que le rendement obtenu 

par l’extrait méthanolique  est  important  avec  une  valeur  de 28.5℅ (Figure 30). 

 

 

Figure 30 : Rendement d'extraction des polyphénoles 

 
II.2. Analyses phytochimiques 

II.2.1.screnning phytochimique 

L'analyse phytochimique réalisée sur différents extraits de l'épicarpede Punica granatum a donné 

les résultats mentionnés dans le tableau 07. La méthode de détection des différentes familles de 

composés  consiste en  une  précipitation  ou  une  coloration  par  des  réactifs spécifiques. En effet, 

ces réactions se traduisent par l'apparition d'une turbidité, floculation ou changement de  couleur  qui  

nous  renseigne  sur  la  nature  des  familles  existantes dans l’extrait. 

E 

M 

A 
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Tableau 07: Résultats des tests  phytochimiques réalisés sur les extraits phenoliques de 

Punica granalum. 

 

Composés recherchés Résultats 

Flavonoides +++ 

Tanins +++ (galique) 

Saponosides ++ 

Anthocyanosides ++ 

Anthracénosides +++ 

Coumarines - 

Composés reducteurs +++ 

Heterosides - 

Alcaloides - 

Amidon - 

(+++) : Fortement présent; (+) Moyennement présent; (+) : Faiblement présent; (-) test négatif 

 

D'après le tableau précédent, les  tests  phytochimiques  révèlent  que  l'épicarpe   de Punica granatum 

est très riche en tanins, en flavonoïdes, en anthracénosides et en composés réducteurs, tandis que les 

anthocyanosides et les saponosides sont moyennement présents.Les alcaloïdes, les stéroïdes, les 

coumarines et l'amidon sont révélés négatifs dans cette analyse. 

 

II.2.2. Dosage des polyphénols totaux ,flavonoides,flavones et tannins condensés 

 

Les  composés  phénoliques  comme  les  acides  phénoliques,  les  flavonoïdes  et  les  tannins   sont 

considérés comme les contributeurs majeurs à  la  capacité  anti-oxydante  des  plantes  (Li et al., 

2007). Ces composés possèdent aussi diverses activités biologiques telles que les activités anti-

inflammatoire, antibactérienne,  antivirale, antiallergique, antithrombotique et vasodilatatrice qui  peuvent  

être   reliées  à  leur  activité  anti-oxydante  (Gulcin  et  al.,  2010). C’est la raison pour laquelle, les 

dosages  des polyphénols totaux, des flavonoïdes et des tannins de punica granatum ont été 

effectués dans cette étude. 

La teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin- Ciocalteu. 

C’est l’une des méthodes les plus  anciennes  conçue  pour  déterminer  la  teneur  en polyphénols, des 

plantes médicinales et les nourritures . L’acide gallique est le standard   le plus souvent employé dans 

la méthode de Folin-Ciocalteu (Maisuthisakul et al., 2008). 

La teneur des poly phénols totaux de différents extraits est  déterminée  en se  référant  à  la courbe 

d’étalonnage, établie avec le standard étalon l’acide gallique (5-200µg/ml) et exprimée en 

microgrammes d’équivalents d’acide gallique  par  milligramme  d’extrait  (µg EAG/mg) par l’équation 

type : y = 0.01 x +0.05 (figure 31).
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Figure  31. Droite  d'étalonnage de l'acide gallique  pour  le  dosage  des polyphénols   totaux La    

concentration  des   flavonoïdes   dans   les   extraits   est   calculée   à   partir   de   la  gamme 

d’étalonnage établie avec la quércétine (2-14 µg/ml) et exprimée en microgramme 

d’équivalents   de  quércétine   par  milligramme   d’extrait   (μg  EQ/mg  d’extrait)  par  l’équation : y 

= 0.01 x + 0.17 (figure 32). 

Figure 32. Droite d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoïdes 

 
La concentration des tannins est estimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine par 

milligramme d’extrait (μg EC/mg d’extrait par l’équation y = 0.008 x +0.137 (Figure 33) 
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Figure 33. Droite d’étalonnage du catechine pour le dosage des tanins condenséés 
 

La concentration  des  flavones  dans  les  extraits  est  calculée  à  partir  de  la  gamme d’étalonnage  

établie  avec  la  quércétine  (2-14  µg/ml)  et  exprimée  en  microgramme d’équivalents de quércétine 

par milligramme d’extrait (μg EQ/mg d’extrait) par l’équation : y 

= 0.007 x + 0.02 (figure 34) 
 

Figure 34. Droite d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavones 
 

A la  lumière  de  ces  courbes  d’étalonnage, le  contenu phénolique  total  ,flavonoïdes, flavones 

et tannins condensés de l’épicarpe de punica granatum est représenté dans la figure suivante : 
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Figure 35 : la teneur en polyphénols totaux, flavonoides ,flavones et tannins condensés des 

extraits de punica granatum ( ug/mg d’extrait) 

 

Selon les résultats  illustrés  ci-dessus  ,  on remarque  que  la  teneur  en polyphénols  dépend  de la 

polarité de solvant .  Nos  résultats  que  les  extrais  sont  riche  en polyphénols  dont  les  valeurs de 

polyphénols totaux allant de  194.96  ug  EAG/mg  à 336.14 ug EAG/mg , alors  que  la  teneur en 

flavonoïdes varie  entre  9.54  ug  EC/mg  et 27 ug EC/mg  tandis  que  les  valeurs  de falavones et 

tannins condensé variant entre  19.96  ug  EQ/mg à 39.01 ug EQ/mg et de 81.86 ug EC/mg à  153 ug 

EC/mg respectivement. 

Généralement, toutes les plantes de la famille des  Punicaceae  sont  connues  pour  leurs composés 

phénoliques (Walde , 2009). Ceci est en accordance avec nos résultats . 

Les extraits sont des mélanges de  plusieurs  composés,  avec  différents  groupements fonctionnels, 

polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des extraits pourrait mener à des 

résultats dispersés selon l'essai utilisé. (Ozturk et al., 2007). 

Généralement et selon la littérature scientifique, le contenu polyphénolique varie 

qualitativement et quantitativement selon plusieurs facteurs : 

 Facteurs climatiques et environnementaux : la zone  géographique,  sécheresse,  sol, agression 

et maladie …etc. (Ebrahimi et al., 2008). 

 Le patrimoine génétique, la période de la récolte et  le  stade  de  développement  de  la plante 

(Miliauskas et al .,2004), le type de polyphénol,  l’état  de  santé  de  fruit,  la  méthode de 

récolte et de stockage (Stratil et al.,2007). 

  ug/mg  
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 La  méthode  d’extraction  et  la  méthode de  peuvent   également   influencer   l’estimation 

de la teneur des polyphénols totaux (Lee et al.,2003). 

Il a été prouvé  que  les  teneurs  de  polyphénols  totaux sont  élevées  lorsque le  milieux de vie  de  la 

plante n’est pas adéquat,  dans ce cas  la  plante  favorise  la  synthèse  des  métabolites secondaires 

afin de s’adapter et survivre ( Piquemal, 2008 ). 

 
II.2.3. Identification et quantification des composés phénoliques de l’extrait 

methanolique des par HPLC 

 

Les composés phénoliques sont identifiés à partir de leurs longueurs d’onde et de leurs temps 

de rétention. L’identification des  composés  phénoliques  est  effectuée  en  comparant  les pics trouvés 

à des étalons de  références  bien  déterminés.  Le  pic  de  chaque  molécule  est  intégré et sa surface 

est ainsi  notée  en  tenant  compte  des  solutions  standard  qui  nous  ont permis d’étalonner l’appareil 

HPLC. Les 11 composés sélectionnés pour la  calibration  sont  analysés à leur longueur d’onde 

d’absorption maximale. 
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Figure 36. Chromatogramme des composés phénoliques dans l’extrait phénolique de punica 

granatum 

 
Des composés phénoliques purs ont été utilisés dans l’analyse comme standards, en 

comparant les temps de rétention des composés phénoliques standards avec les pics de 

chromatogramme de l’extraits analysé (tableau 08 ). 
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Tableau 08 : Composés phénoliques détectés dans l’extrait méthanolique de punica 

granatum. analysé par HPLC. 

N0 de pic Composés phénoliques détectés Temps de rétention Pourcentage 

1 Acide gallique 4.69 3.86 

2 Catéchine 9,587 2.85 

3 Epicatéchine 14,775 16.08 

4 Phloridzine 19,065 5.16 

5 Acide ellagique 20,107 17.76 

6 Acide chlorogénique 21,71 2.87 

7 Acide caféique 23,329 4.89 

8 Acide p-coumarique 24,67 3.83 

9 Acide férulique 28,278 3.37 

10 Rutine 30,374 5.42 

11 Quercétine 45,804 7.54 

 
Dans cette étude nous avons pu  identifier et quantifier 11  composés  phénoliques,  qui  sont des 

acides hydroxybenzoiques tels que les acides gallique et ellagique, acides hydroxy cinnamiques  tels  

que  les  acides  chlorogénique,  caféique,  p-coumarique  et  férulique,  flavan-3-  ols  comme  la  

catéchine  et  épicatéchine,  dihydrochalcones   tels   que   la   phloridzine,   les flavonols comme la 

quercétine et flavonols glycosides tels que la rutine. 

 

Il faut mentionner que les concentrations indiquées dans ce travail ne  représentent  que  les formes 

libres des composés phénoliques, car aucune hydrolyse n’a été appliquée aux échantillons avant 

analyse HPLC. En  outre,   des  études  antérieures   ont  montré   la   présence  d'acide  gallique,   la  

quercétine, la catéchine, l'acide chlorogénique et o-coumarique dans le grenadier (Artik et al., 1998). 

 

Dans ce présent travail, l’extrait phénolique contient  de  l'acide ellagique,  avec  une concentration 

plus élevée cet  extrait  devrait  avoir  un  effet  bénéfique  sur  la  santé  humaine, puisque  ce  composé 

est connu par ses propriétés antimutagèniques,  antivirales  et antioxydantes (Bhargava et Westfall. 

1968). Amakura et al. (2000)  a constaté  que  l'acide  ellagique est un acide phénolique important 

avec une capacité antioxydante élevée. 
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II.4. Sensibilité des souches vis-à-vis les différentes antibiotiques 

 

L’interprétation   de l’antibiogramme (sensible, intermédiaire et résistante) a été faite 

conformément aux recommandations de la société française (SFM, 2010). (Tableaux 9 et 10 ) 

Tableau.09. Diamètre de la zone d’inhibition des antibiotiques. 

Les souches bactériennes 
Diamètre de la zone d’inhibition *(mm) 
Gentamycine Tétracycline Colistine Aztreoname Pénicilline G 

Klebseila pneumoniae R I I S S 

Pseudomonas aeruginosa R R I S I 

Staphylococcus aureus I S S R R 
Streptococcus intermedius R S S R I 
Escherichia coli R I R R R 
Enterobacter agglomerans R S S S R 

Citrobacter amalonaticus R S R R R 

Proteus vulgaris R R R I R 
Lactobacillus R R R R S 

Clostridium sulfito-réducteur R R R R I 

 

Tableau 10 : l’antibiogramme de quelques souches testées 

 
 

 

Lactobacillus 

 

 

Citrobacter amalonaticus 

 

 

Escherichia coli 

 

 

Proteus vulgaris 
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II.5. Activité antimicrobienne des extraits phénoliques 

 

L'activité antimicrobienne des extraits phénoliques de punica granatum est évaluée sur  10 souches  

bactériennes .  Cette  activité  est  évaluée  par  la   méthode d'aromatogramme, le pouvoir antimicrobien 

des extraits phénoliques est obtenu par la mesure du diamètre de zone d'inhibition en mm. 

 

Le diamètre de la zone d’inhibition  diffère  d’une  bactérie  à  une  autre  et  d’un  extrait  à  un autre 

.Il apparait que la majorité  des  souches  microbiennes  testées  sont  inhibées  au  moins par l’un des 

extraits sauf pour Proteus vulgaris et Citrobacter amalonmerans qui sont révélées résistantes vis-à-

vis les différents extraits phénoliques  , ce qui confirme le  spectre  large  de  l’activité  antimicrobienne  

de  ce  fruit  .Comme cela a été rapporté dans  la littérature, nous avons considéré qu’un extrait a une 

action bactériostatique si son diamètre d’inhibition est supérieur à 12 mm (Ponce et al.,2003). 

 
Selon  nos  résultats, les  extraits  ont  une  activité  très  diversifiée  et  variable,   ils   s’attaquent sur 

les souches testées avec une  intensité  différente  selon  la  concentration  ,  le  type  d’extrait  et les 

souches microbiennes  c’est  pour  ces  raisons  qu’on  les  présentés sous forme  de tableaux de la 

manière suivante : 

Tableau.11. Diamètre de la zone d’inhibition de l’extrait Aqueux. 

 

Les souches bactériennes 
Diamètre de la zone d’inhibition *(mm) 

les concentrations de l’extrait Aqueux en mg/ml 
12.5 25 50 100 

Klebseila pneumoniae 11±0,03 14±0,001 19±0,07 21±0,02 

Pseudomonas aeruginosa 13±0,06 15±0,02 17±0,01 19±0,06 

Staphylococcus aureus 17±0,001 21±0,03 26±0,06 29±0,01 
Streptococcus intermedius 14±0,02 18±0,07 25±0,001 29±0,03 

Escherichia coli 13±0,01 15±0,03 18±0,02 21±0,07 
Enterobacter agglomerans 11±0,05 12±0,002 14±0,09 17±0,01 

Citrobacter amalonaticus 7±0,07 8±0,02 8±0,04 9±0,07 

Lactobacillus 13±0,002 16±0,03 17±0,05 19±0,02 

Clostridium sulfito-réducteur 12±0,002 15±0,07 17±0,05 18±0,04 
Proteus vulgaris 07±0,03 07±0,03 08±0,03 10±0,05 

 

(*) Diamètre de la zone d’inhibition produite autour des disques par l’ajout de 15 μL d’extrait 
(Diamètre du disque est inclus) les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures ±SD. 
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Tableau.12. Diamètre de la zone d’inhibition de l’extrait ethanolique. 

 
Les souches bactériennes Diamètre de la zone d’inhibition *(mm) 

les concentrations de l’extrait ethanolique en mg/ml 

12.5 25 50 100 

Klebseila pneumoniae 12±0,06 13±0,01 18±0,02 22±0,07 

Pseudomonas aeruginosa 13±0,03 16±0,001 17±0,03 19±0,01 

Staphylococcus aureus 17±0,001 20±0,07 25±0,06 29±0,03 
Streptococcus intermedius 14±0,07 19±0,03 26±0,02 29±0,01 

Escherichia coli 13±0,03 16±0,06 18±0,001 22±0,02 
Enterobacter agglomerans 12±0,05 13±0,02 17±0,08 17±0,09 
Citrobacter amalonaticus 10±0,06 11±0,001 10±0,03 11±0,06 
Lactobacillus 14±0,002 18±0,06 20±0,06 21±0,03 

Clostridium sulfito-réducteur 14±0,06 16±0,03 17±0,02 20±0,01 
Proteus vulgaris 07±0,04 08±0,01 10±0,001 8±0,03 

 

(*) Diamètre de la zone d’inhibition produite autour des disques par l’ajout de 15 μL d’extrait 
(Diamètre du disque est inclus) les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures ±SD. 

 
 

Tableau.13. Diamètre de la zone d’inhibition de l’extrait methanolique. 

 
Les souches bactériennes Diamètre de la zone d’inhibition *(mm) 

les concentrations de l’extrait methanolique mg/ml 

12.5 25 50 100 

Klebseila pneumoniae 13±0,03 16±0,06 19±0,02 23±0,06 

Pseudomonas aeruginosa 14±0,001 15±0,03 18±0,001 21±0,03 

Staphylococcus aureus 17±0,07 20±0,02 29±0,01 34±0,01 
Streptococcus intermedius 15±0,03 19±0,06 25±0,07 30±0,001 

Escherichia coli 13±0,06 16±0,001 19±0,03 24±0,06 
Enterobacter agglomerans 12±0,05 14±0,04 16±0,06 19±0,05 
Citrobacter amalonaticus 9±0,001 9±0,03 11±0,001 10±0,07 
Lactobacillus 12±0,02 16±0,02 19±0,02 22±0,01 

Clostridium sulfito-réducteur 14±0,03 19±0,06 25±0,07 21±0,001 
Proteus vulgaris 08±0,04 09±0,006 9±0,03 10±0,05 

 

(*) Diamètre de la zone d’inhibition produite autour des disques par l’ajout de 15 μl d’extrait 
(Diamètre du disque est inclus) les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures ±SD. 
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Tableau 14 : Sensibilité des souches testées vis-à-vis les extraits phénoliques. 

  

Sensibilité de Staphylococcus aureus vis-à-vis 

l’extrait methanolique 

Sensibilité de Staphylococcus aureus vis-à- 

vis l’extrait ethanolique 

  

Sensibilité de Klebseila pneumoniae vis-à-vis 

l’extrait methanolique 

Sensibilité de Klebseila pneumoniae vis-à- 

vis l’extrait aqueux 

 
 

Sensibilité de Streptococcus intermedius vis- 

à-vis l’extrait aqueux 

Sensibilité de Escherichia coli vis-à-vis 

l’extrait aqueux 
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Sensibilité de Streptococcus intermedius vis- 

à-vis l’extrait methanolique 

Sensibilité de Escherichia coli vis-à-vis 

l’extrait methanolique 

  

Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa vis-à- 

vis l’extrait methanolique 

Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa vis- 

à-vis l’extrait aqueux 

 
 

 

 

 

Sensibilité de Lactobacillus vis-à-vis l’extrait 
methanolique 

Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa vis-à- 
vis l’extrait methanolique 
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Sensibilité de Proteus vulgaris vis-à-vis 
l’extrait methanolique 

Sensibilité de Enterobacter agglomerans vis-à- 
vis l’extrait methanolique 

  

Sensibilité de Lactobacillus vis-à-vis l’extrait 
ethanolique 

Sensibilité de Lactobacillus vis-à-vis l’extrait 
methanolique 

 

             

                Tableau 15 : Représentation des résultats de l’activité antimicrobienne par le logiciel R 

                                                     (boite a moustaches) 
 

                            

  

Klebseila pnemoniae Pseudomonas aeruginosa 
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Staphylococcus aureus Streptococcus intermedius 

  

Escherichia coli Enterobacter agglomerans 

  

Citrobacter amalonaticus Lactobacillus 
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       La boîte à moustaches une traduction de Box & Whiskers Plot, est une invention de TUKEY 

(1977) pour représenter schématiquement une distribution. Cette représentation graphique peut 

être un moyen pour approcher les concepts abstraits de la statistique.  

     Cette représentation permet de visualiser plusieurs paramètres de distribution d’une variable 

: la médiane, l’intervalle interquartile et la valeur maximale et minimale de la distribution.  

    Nous pouvons avoir une idée de la tendance centrale des valeurs de chaque boite en observant 

la position de la médiane. Si la médiane n’est pas au centre, on peut juger de la symétrie de la 

distribution (aplatissement et asymétrie). 

     Par la longueur de la boite, il est possible d’estimer la variabilité des valeurs pour chaque 

sous-groupe. Enfin, la longueur des « moustaches » donne une idée de la taille de la queue de 

la distribution. Les resultatas de l’activité antimicrobienne des extraits phénoliques sont 

interprétés de la manière suivante : 

Klebseila pnemoniae  

     La tendance centrale des trois extraits semble supérieur par rapport les antibiotiques. Elle 

exprime une symétrie parfaite pour les extraits . La variabilité des valeurs est sensiblement 

importante pour les extraits methanolique et éthanolique. Ce qui montre que cette souche 

présente une sensibilité forte vis-à-vis ces derniers extrait que l’extrait aqueux 

 

 

  

Clostridium sulfito-réducteur Proteus vulgaris 
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          Pseudomonas aeruginosa 

    La distribution des valeurs des extraits présentent une symétrie, tandis que la longueur de la 

boite des antibiotiques exprime la forte hétérogénéité. Parce que cette souche est inhibé par 

l’ensemble des extrait alors que pour les antibiotiques la sensibilité est hétérogène, sensible , 

intermédiaire et même résistante 

Staphylococcus aureus   

     La position de la médiane des trois extraits est sensiblement découpe les distributions en 

séries de classes égales. L’intervalle interquartile est ainsi la longueur des valeurs sont 

visiblement davantage par rapport les antibiotiques. Ce qui révèle que  les antibiotiques et les 

extraits phénolique présentent une activité antibactérienne identique sur cette souche 

Streptococcus intermedius 

     La tendance centrale des trois extraits semble identique est possède une symétrie parfaite 

parce que les trois extraits phénoliques agissent avec la même façon sur cette souche 

Escherichia coli 

     Les valeurs des trois extraits prennent une longueur par rapport les valeurs des  antibiotiques. 

Les extraits aqueux , éthanolique  et les antibiotique possèdent une symétrie parfaite. Ces 

paramètres indiquent que cette souche présente une résistance vis-à-vis l’ensemble des 

antibiotique tandis que elle trop sensible pour les extraits phénoliques notamment l’extrait 

methanolique. 

Enterobacter agglomerans 

 

     La distribution des valeurs des extraits méthanols suit une loi normale. Les valeurs des 

antibiotiques sont supérieurs par rapport les autres extraits. Les diamètres de la zone 

d’inhibition dans le cas des antibiotiques est des fois plus important que celle chez les extraits 

phénoliques 
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Citrobacter amalonaticus 

     Les valeurs des extraits suivent une loi normale. Malgré l’infériorité des extraits par rapport 

les antibiotiques. Ce qui prouve que les extraits phénoliques ne possèdent aucune activité sur 

cette souche tandis qu’elle est sensible vis-à-vis les antibiotiques 

 

Lactobacillus 

     La longueur et l’intervalle interquartile des trois extrais sont vraisemblablement supérieurs 

par rapport les antibiotiques. Les valeurs des extraits méthanols possèdent une symétrie 

parfaite.  Le pouvoir antibactérien des extraits phénoliques est plus important que celle des 

antibiotiques de même l’extrait methanolique présente la forte activité même avec des 

concentrations faibles 

Clostridium sulfito-réducteur 

     La tendance centrale des extraits suit une loi normale. Les valeurs des antibiotiques reste 

inferieur par rapport les autres extraits. Ce qui montre que cette souche est trop sensible aux 

extraits phénoliques par apport aux antibiotique  

Proteus vulgaris 

     La distribution des valeurs des extraits éthanols suit une loi normale. La longueur et les 

intervalles interquartiles des antibiotique sont supérieurs par rapport les autres extraits. 

Contrairement aux souches précédentes , cette souche  ne présente aucune sensibilité vis-à-vis 

les extraits phénoliques . 

L’evaluation  de  l’activité  antimicrobienne  montré  une  grande  hétérogénéité   dans   les résultats. 

L’extrait méthanolique de punica granatum a présenté le meilleur effet dans cette méthode avec la 

plus grande zone d’inhibition enregistrée contre staphylococcus aureus de 34±0,01 mm, elle est plus 

supérieure au diamètre donné par l’action des antibiotiques. 

Ceci est prouvé par l’étude de Chaabane et al., (2012)  sur  un  écotype  provenant de  Mascara 

ou l’extrait méthanolique avait  une  activité  inhibitrice  intéressante  d’un  diamètre  de 29mm . 

 
Ces  résultats  corroborent  ceux  de  Reddy et  al (2007) qui  ont démontré  que   des extraits de 

grenade présentent une activité antimicrobienne significative contre E.coli, Pseudomonas aeruginosa  



  Partie expérimentale Résultats et discussion 

           

86  

 

et  S.aureus,  ceux de  Al-Zoreky (2009)  qui a  montré  que  les extraits de l’écorce  de grenade 

constituent un puissant inhibiteur de la croissance de S. aureus et E. coli et ceux de Choi et al (2009) 

qui ont étudié l’effet in vivo et in vitro de l’application de diverses concentrations d’extraits 

d’écorce de grenade pour inhiber la croissance de la Salmonelle. 

       

     Cette   activité antimicrobienne de cet extrait est due, au moins partiellement, à la présence 

des polyphénols. Cela est confirmé par d’autres recherches qui ont attribué l’activité antimicrobienne 

à la présence des polyphénols. 

 

    D'après les résultats des tests   antibactériens,  on  constate  que  les  souches  bactériennes  présentent  

une  sensibilité  importante.  Et  cette  dernière  liée à la composition de la membrane de la bactérie  

(Gram  positive  et  Gram  négative)  et  la  nature  de  composant  majeur  de ’extrait. 

    

  Les résultats de l’activité antimicrobienne sur milieu liquide par la méthode de micro dilution 

sont présentés dans le tableau suivant : 

Tableau 16 : cinétique de croissance des souches testées en  présence  et  en  absence  des  extraits 

phénoliques 

 

 

Cinétique de croissance de Klebseila 

pneumoniae en absence de l’extrait phénolique 

Cinétique de croissance de Klebseila 

pneumoniae en présence de l’extrait aqueux 
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7,4 

      

 

7,35 

     

7,35            
      7,3      

7,3            
      7,25      

7,25            

7,2 
     7,2      

7,15 
     

7,15 
     

 t0 t1 t2 t3 t4  t0 t1 t2 t3 t4 

Cinétique de croissance de Klebseila         Cinétique de croissance de Klebseila pneumoniae 

pneumoniae  en présence  de l’extrait ethanolique  en présence de l’extrait methanolique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Cinétique   de croissance de  Pseudomonas  Cinétique de croissance de Pseudomonas 

aeruginosa en absence de l’extrait  phénolique aeruginosa   en présence  de  l’extrait aqueux 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Cinétique de croissance de Pseudomonas  Cinétique de croissance de Pseudomonas 
aeruginosa  en présence de l’extrait  ethanolique      

aeruginosa en présence de l’extrait methanolique
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Cinétique de croissance de Staphylococcus 

aureus en absence de l’extrait phénolique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cinétique de croissance de Staphylococcus 

aureus en présence de l’extrait ethanolique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Cinétique de croissance de Streptococcus 

intermedius en absence de  l’extrait 

phénolique 

Cinétique de croissance de Staphylococcus 

aureus en présence de l’extrait aqueux 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cinétique de croissance de Staphylococcus 
aureus en présence de l’extrait méthanolque 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Cinétique de croissance de Streptococcus 

intermedius  en présence  de  l’extrait aqueux 
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Cinétique de croissance de Streptococcus 

intermedius en présence de l’extrait ethanolique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Cinétique de croissance de Escherichia coli 
en absence de l’extrait phénolique 

Cinétique de croissance de Streptococcus 

intermedius en présence de l’extrait 

methanolique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Cinétique de croissance de Escherichia coli 
en présence de l’extrait aqueux 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Cinétique de croissance de Escherichia col 
en présence de l’extrait ethanolique 

 Cinétique de croissance de Escherichia coli 
en présence de l’extrait methanolique 
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Cinétique de croissance de Enterobacter 

agglomerans en  absence   de l’extrait phenolique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cinétique de croissance de Enterobacter 

agglomerans en  présence de l’extrait  ethanolique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cinétique de croissance de Enterobacter 

agglomerans en présence de l’extrait aqueux 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Cinétique de croissance de Enterobacter agglomerans 

en présence de l’extrait methanolique 

 

 

 

 

 

Log ufc/ml Log ufc/ml 

Log ufc/ml Log ufc/ml 

Log ufc/ml Log ufc/ml 

     Cinétique de croissance de Lactobacillus en présence 

de l’extrait aqueux 
 

Cinétique de croissance de Lactobacillus en 

absence de l’extrait phenolique 
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             Cinétique de croissance de Lactobacillus en  

présence de l’extrait ethanolique 

 

 

 

 

 

 
  Cinétique de croissance de Lactobacillus us en présence 

de l’extrait méthanolque 

 

             

 

 

 

 

Les concentration des extraits phenoliques : 

 

 

6,5

7

7,5

8

8,5

9

t0 t1 t2 t3 t4
7,1

7,15

7,2

7,25

7,3

7,35

7,4

7,45

t0 t1 t2 t3 t4

7,05

7,1

7,15

7,2

7,25

7,3

7,35

7,4

t0 t1 t2 t3 t4
7,14

7,16

7,18

7,2

7,22

7,24

7,26

7,28

7,3

7,32

7,34

t0 t1 t2 t3 t4

Log ufc/ml Log ufc/ml 

                                                                                       

0.004 mg/ml 

0.009 mg/ml 

 1.25 mg/ml 

0.625 mg/ml 

0.312 mg/ml 

10 mg/ml 

    5 mg/ml 

2.5 mg/ml 

0.01 mg/ml 0.156 mg/ml 

 0.07 mg/ml 

0.03 mg/ml 

Cinétique de croissance de Clostridium sulfito-

réducteur en absence de l’extrait  phénolique 

Cinétique de croissance de Clostridium sulfito-

réducteur en présence de l’extrait  aqueux 

Cinétique de croissance de Clostridium sulfito-

réducteur en présence de l’extrait  methanolique 

Cinétique de croissance de Clostridium sulfito-

réducteur en présence de l’extrait  ethanolique 

 10mg/ml 0.156mg/ml 

Log ufc/ml Log ufc/ml 

Log ufc/ml Log ufc/ml 
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Les résultats  de  l’évaluation  des  effets  bactéricides  des  extraits  phénoliques  sont  repris dans  

les  tableaux  suivants  ou  sont  incluses  d’une  part  les   concentrations   minimales bactéricides (mg/ml) 

de l’ensemble des extraits et d’autre part les  valeurs  du  rapport  entre  la CMB et la CMI 

. Tableau 17 : Concentrations minimales bactéricides de l’extrait aqueux et rapport CMB/CMI 
 

Souches bactériennes l’extrait Aqueux en mg/ml 

CMI CMB CMB/CMI Interprétation 

Klebseila pneumoniae 

Pseudomonas aeruginosa 

0.312 

0.625 

2.5 

1.25 

8 

2 

Forte inhibition 

Inhibition modérée 

Staphylococcus aureus 0.07 0.312 2 Forte inhibition 

Streptococcus intermedius 

Escherichia coli 

0.156 

0.156 

0.625 

0.625 

4 

4 

Forte inhibition 

Forte inhibition 

Klebseila pneumoniae 0.312 2.5 8 Forte inhibition 

Citrobacter amalonaticus 0.625 2.5 4 Inhibition modérée 

Lactobacillus 0.07 0.156 2 Forte inhibition 

Clostridium sulfito-réducteur 0.312 0.625 2 Forte inhibition 

 

Tableau   18 : Concentrations minimales bactéricides de l’extrait ethanolique et rapport 

CMB/CMI 

Souches bactériennes l’extrait Ethanolique en mg/ml 

CMI CMB CMB/CMI Interprétation 

Klebseila pneumoniae 0.312 0.625 2 Forte inhibition 

Pseudomonas aeruginosa 0.156 0.625 4 Forte inhibition 

Staphylococcus aureus 0.156 0.312 2 Forte inhibition 

Streptococcus intermedius 0.156 0.312 2 Forte inhibition 

Escherichia coli 0.625 1.25 2 Inhibition modérée 

Enterobacter agglomerans 

Citrobacter amalonaticus 

Lactobacillus 

0.312 

0.156 

0.07 

0.625 

0.625 

0.156 

2 

4 

2 

Forte inhibition 

Forte inhibition 

Forte inhibition 

Clostridium sulfito-réducteur 0.156 0.312 2 Forte inhibition 
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         Tableau 19 : Concentrations minimales bactéricides de l’extrait methanolique  et  rapport CMB/CMI 

Souches bactériennes l’extrait Methanolique en mg/ml 

CMI CMB CMB/CMI Interprétation 

Klebseila pneumoniae 0.312 1.25 4 Forte Inhibition 

Pseudomonas aeruginosa 0.07 0.156 2 Forte Inhibition 

Staphylococcus aureus 

Streptococcus intermedius 

Escherichia coli 

0.03 

0.07 

0.312 

0.07 

0.156 

1.25 

2 

2 

4 

Forte 

Forte 

Forte 

inhibition 

inhibition 

inhibition 

Enterobacter agglomerans 

Citrobacter amalonaticus 

Lactobacillus 

Clostridium sulfito-réducteur 

0.312 

0.07 

0.03 

0.07 

0.625 

0.156 

0.07 

0.156 

2 

2 

2 

2 

Forte 

Forte 

Forte 

Forte 

inhibition 

inhibition 

inhibition 

inhibition 

 

Selon les tableaux précédents le rapport CMB/CMI n’excède pas 8 pour la totalité des essais, 

nous pouvons conclure que les bactéries testées ne présentent  pas  une  tolérance  aux  extraits  

phénoliques  punica  granatum.  Sur  l’ensemble  des  souches,  une  concentration allant de 0.07 à 

2.5 mg/ml est  capable  de  tuer  plus  de  90%  de  la  population  bactérienne  initiale. Pour l’extrait 

methanolique, les CMB varient entre 0.07mg/ml contre les bactéries à Gram- (entérobactéries) et 1.25 

mg/ml contre les bactéries à Gram+. 

Cette sensibilité accrue est confirmée par les valeurs de la CMB  qui sont  plus  proches de celles 

des CMI pour tous les extraits. D’après Canillac et Mourey (2001), lorsque le rapport CMB/CMI est 

inférieur ou égal à 4, l’agent antibactérien est considéré  comme  bactéricide. Nous constatons que 

l’action de l’extrait méthanolique de punica granatum est bactéricidique. Cependant, pour l’extrait 

aqueux l’action varie selon le germe. 

 
Vue les résultats  phytochimiques  qualitatifs  et  quantitatifs  de  les  extraits  phénoliques  de punica 

granatum  trouvés  auparavant  et la  présence  des  tanins  galiques  dans  ces  extraits  qui se lient à 

des protéines  riches  en  proline  et  qui  peuvent  interférer  avec  la  synthèse  des  protéines des parois 

bactériennes, ceci est proposé comme un mécanisme expliquant l’effet antibactérien de cet extrait 

Shimada et al (2006),Les flavonoïdes réagissent aussi et peuvent former des complexes avec des 

protéines solubles et des parois cellulaires des bactéries   , les saponines présents aussi exercent 

un effet antibactérien qui peut être attribué à sa capacité à provoquer une fuite de protéines ainsi 

que certains enzymes de la cellule 
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Dans l’ensemble l’action inhibitrice est remarquée chez les bactéries à Gram + que celles à Gram -

. Les différences de sensibilité des bactéries  à  Gram-négatif  et  des  bactéries  Gram+ positif indiquées  

par  la  présence  des  substances  antimicrobiennes  vu  à  être  liés  à  la  structure et  la  composition  

de  leurs  parois  cellulaires.  En  effet  les  bactéries  Gram  positif  ont  une couche externe  plus  

perméable riche  aux  peptidoglycane  alors  que  les  bactéries  à  Gram- négatif ont une barrière 

extérieure plus rigide phospholipides . 

 
Les résultats de l’activité antibactérienne ont révélé l’efficacité de tous les extraits contre l’ensemble 

des souches testées. L’activité antibactériennes des extraits de plantes est due aux différents agents 

chimiques présents dans ces extraits, y  compris  les  flavonoïdes  et  les  tannins ainsi que d’autres 

composés  de  nature  phénolique  ou  groupe  hydroxyle  libres,  qui  sont classifiés comme composés 

antibiotiques très actifs . 

 
La richesse de punica granatum en tannins (Gil et al.,2000) et selon Cowan (1999) à suggérer 

que les propriétés antimicrobiennes des tanins pourraient être liées à leur capacité  à  inactiver  

l’adhérence microbienne  ,la  synthèse  de  certains  enzymes  et  protéines  membranaires de 

microorganismes par le complexe avec les polysaccharides, leur capacité de ce fixer a des substrats tel  

que  les  sels  minéraux,  vitamines  et  glucides  ce  qui  les  rende  indisponibles  pour  les 

microorganismes et leur capacité à modifier la morphologie des microorganismes. 

 

 D’autre part, étant donné que les fractions de grenades contiennent un large éventail  de flavonoïdes 

en particulier les anthocyanes (Seeram et al., 2006) pourraient exercer des effets antibactériens 

puisqu’ils sont des puissants inhibiteurs in vitro de l’ADN gyrase . 

 

Autre part, le mécanisme de perturbation de  croissance  est  expliqué  par  l’action  des composés 

phénoliques sur la membrane. Ces extraits vont entrainer une perte de la perméabilité sélective 

de la membrane cellulaire par changement de ces propriétés physiques. 

D’après Wang et al(2006), Le résultat suggéré que la conjugaison de composées 

phénolique et les protéines dans le microorganisme, en particulier l’enzyme clé peut être la voie 

principale pour inhiber la croissance de micro-organisme. 
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             En résumant les mécanismes d’effet antimicrobien des polyphénols 

 Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute très complexe, peut 

impliquer multiples modes d’actions. Parmi les hypothèses avancées, on peut citer : 

1. L’inhibition des enzymes extracellulaires microbiens. 

2. La séquestration de substrat nécessaire à la croissance microbienne ou la chélatation  de 

métaux tels que le fer. 

3. L’inhibition de métabolisme microbien (Milane, 2004) 

4. Dégradation de la paroi cellulaire microbienne 

5. Perturbation de la membrane cytoplasmique, ce qui cause une fuite de composants 

cellulaires. 

6. L’influence de la synthèse de l’ADN et l’ARN ,des protéines, des lipides et la fonction 

mitochondriale. Exemple, les flavonoïdes pourraient exercer des effets antibactériens 

puisqu’ils sont des puissants inhibiteurs in vitro de l’ADN gyrase  

7. Formation des complexes avec la paroi.  

      Ces mécanismes ne sont pas des cibles séparées, certains peuvent être comme conséquence 

d’un autre mécanisme. Le mode d’action des agents antimicrobiens dépend également du type 

de micro-organisme et à l’arrangement de la membrane externe . 

Les différences trouvées peuvent être attribuées aux plusieurs facteurs tels que les facteurs 

inhérents (variété, conditions ambiantes, facteurs écologiques, variations saisonnières), les 

méthodes d'extraction, préparation de l’extrait, le solvant utilisé, la sensibilité des bactéries, et 

finalement l’organe de la plante utilisé (Zhang et al., 2009). 
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II.6. Etude in vivo 

 

II.6.1. Etude de la toxicité aigue 
 

       L’évaluation de la toxicité aiguë consiste à  mesurer  et  enregistrer  les  différents  effets  adverses 

de l’extrait methanolique de Punica granatum qui sont, immédiatement,  apparus   après  

l’administration  d’une  seule  dose  de  la  substance testée (Leblanc, 2010). 

 

II.6.1.1. Suivi de mortalité des rats 

 

L’étude de  la  toxicité  générale  aiguë de l’extrait metanolique de Punica granatum   est   primordiale   

pour déterminer leur innocuité pour leur usage sans risque d’intoxication.  Les  résultats  qui  suivent 

(tableau 19 ), montrent  le nombre de mortalité enregistrés durant les 72 heures qui suivent 

l’administration des différentes doses de l’extraits phénolique  

 

Le premier rat mort à la dose de 4000mg/kg de l’extrait méthanolique de Punica granatum après 

presque  3jours  suivant  le  gavage  suite  à  des  signes  compliqués  d'intoxication.   En  premier jour, 

la rate  a montré une respiration difficile, une perte de  locomotivité,  des  contractions musculaires lors 

du troisième jour, elle meure après  s’être  allongée  sur  le  ventre,  alors  que  les derniers rats qui ont 

survécu jusqu'au 15éme jours sont  des  rats  qui  ont  reçu  des  doses inférieurs à 4000 mg/Kg. Après 

avoir calculé les pourcentages de mortalité dans chaque lot, la méthode de Dragstedt et Lang a permis 

de révéler  une  DL50  pour  l’extrait  méthanolique  de punica granatum qui est de 6000 mg/kg 

 

Dans la présente étude la DL50  de  l'extrait  méthanolique  de   Punica granatum  calculée  est  de 

6000 mg/kg. On en conclut que l’extrait méthanolique de punica granatum est considéré selon la 

classification de Diezi (1989) comme étant faiblement toxique chez les rats par voie orale et par 

conséquent cette plante mérite d’être utilisée avec précaution chez l’homme. 

Une étude réalisée par Belkacem N (2009) ou la DL50 enregistrée par voir orale de l’extrait 

phenolique de punica granatum est de 4000g/Kg de poids corporel. ceci implique le stade de récolte 

, facteurs environnementaux et la composition d’extrait. 

 

II.6.1.2. Suivi du comportement des rats 

 

Après  l'administration  de  l'extrait  phénolique  par  voie  orale,   une   augmentation   régulière des 

signes d'intoxications en liaison avec la dose injectée  a  été  remarquée.  Les  signes  sont résumés dans 

le tableau 20. 
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    Les signes commencent à augmenter à partir de  la  dose  2000mg/kg  .  Les  rats,  à  cette  dose,  

montrent  des  signes  de faiblesse associés à l’isolement individuel. Leurs mouvements et leurs appétits 

diminuent et la respiration devient difficile. 

 

    A la dose 6000mg/kg de l’extrait metthanolique de  Punica granatum  la respiration 

deviennent laborieuse, les rats montrent des signes encore plus forts d'intoxication, leur rythme 

cardiaque s'accélère et après un quart d'heure, les rates commencent à souffrir des convulsions, 

des troubles involontaires de mouvements ce qui les conduisent  à  une  démarche  chancelante,  

certaines  guérisses  de  ces  troubles  et   d'autres finissent par mourir suite à des contractions 

musculaires. 

 

Tableau 20 :L’effet toxique de l’extrait methanolique sur le comportement des rats traités 

oralement 
 

Dose 

(mg/kg) 

Signes de toxicité Morts 

500 Normal 00 

1000 Normal 00 

2000 Normal 00 

4000 Hypoactivité, isolement, redressement des poils 00 

6000 Somnolence, hypoactivité, isolement, redressement des 

poils,bradycardie difficulté de respiration, des 

tremblements légers du corps et dyspnée. 

2 après 24 h 

01 près 48 h 

 

 

II.6.I.3. Suivi du Poids corporel 

 

   Le suivi de la variation de la masse corporelle  des rats  au  cours  de  l'expérience  de  la toxicité 

aiguë par l’extrait phénolique de Punica granatum  a  indiqué  qu'il  y  a  une  diminution  du  poids  tout  

au long des 15 jours comparativement au témoin (figures 38). 
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Figure 38 : Evolution du poids corporel des rats traités avec l’extrait phénolique de punica 

granatum 

 En analysant ces  résultats, et  en  comparant  avec  les  témoins,  on  remarque  une  diminution du 

poids corporel .toutefois la diminution est plus élevée pour les rats recevant 6000mg/kg de l’extrait 

methanolique, .la récupération du poids initial est  remarquée  dans  la  deuxième  semaine  

d’expérimentation néanmoins  pour  les  doses  supérieures 6000 mg/kg,  la  récupération  est  

irréversible,  ceci  est  confirmé  par les symptômes enregistrés auparavant. 

 

  Le changement du poids corporel est utilisé comme un indicateur des effets indésirables des 

composés chimiques Hilaly et al.,  (2004).  La diminution  du poids est corrélée à l’état physiologique 

de l’animal. Cette réduction du  poids  peut  être  expliquée  par  une  réduction de  la consommation  

des  aliments,  mais aussi par  les  possibilités  d’interactions  dose/absorption  et  par la diminution 

de la quantité de nourriture absorbée. 

 
II.6.2. Résultats de l’activité anti-infectieuse in vivo 

 

II.6.2.1. Evolution des signes cliniques 

 

Le  taux de  mortalité  et  les  manifestations   pathologiques observées se diffèrent entre les 

différents lots. cette  mortalité  est  forcément  du  au  rat  lui- même qui n’a pas pu supporter  cette 

dose bacterienne etrangère,  car  selon Backman et al., (1997) une dose de 1,5.108 UFC/ml est 

susceptible de provoquer une infection intestinale chez le rat. 
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Il est aussi à préciser qu’aucun groupe de rat n’a souffert de diarrhée sanglante.  Cependant 100% 

des rats infectés non traités, 60% des rats infectés  traités et 20%  des  rats traités non infectés 

manifestaient respectivement du  symptôme  de  diarrhée  aqueuse  un  jour  après l’infection par Bacillus  

cereus, ce symptôme diarrhétique est typique  suite  à  une  infection  de  ce genre (Griess ,2013). Il 

est lié à l’élaboration par la souche bactérienne d’une entérotoxine thermolable, produite in vivo dans 

l’intestin grêle, et synthétisée au cours de la phase  exponentielle de croissance bacterienne à une 

température comprise entre 32 et 37°C (Teyssou et  al., 1998). 

 

Il a été observé qu'il y avait plus de réduction du nombre de rats qui déféquaient les selles liquides 

sur le temps surtout pour le lot traité   .Ainsi,  la  défécation  de  diarrhée aqueuse par les rats  a  duré  

entre  quelques  heures  suivant  l’induction  de  l’infection  à  1  jour dans le groupe traité. Pour les  

autres,  la  diarrhée  persistait  jusqu’au  quatrième  jour  surtout  pour  les rats infectés non traités (lot 

D), Dans ce dernier groupe; les rats  ont souffert d’une diarrhée abondante provoquant peu la 

faiblesse  avec  diminution  de  l’activité,  perte  d'appétit  et  la  perte de poids ce qui concorde  avec 

les   symptômes  s’associant  à  une  diarrhée  chronique (Tams,1986). 

 

Alors qu’aucun changement pathologique n’a été observé  dans  d'autres  lots  des  rats pendant  

toute  la  durée  de  l'expérimentation.  Globalement,  les   rats  traités  par  l’extrait   phénolique de 

Punica granatum ont été protégés contre la diarrhée qui  est  habituellement  induite  par  l'infection  de  

B. cereus. Ce qui indique que ces extraits phénolique  bloquent  l'accumulation  de  liquide  dans  la  

paroi  intestinale des rats. cet effet est dû à la composition chimique de l’extrait lui-même qui  

est doté d’un pouvoir anti-diarrhéique  (Itelima  et  Agina,  2014).  En  effet  quelques  rapports 

antérieurs ont  démontré  l'activité  antidiarrhéique  des  tanins  Mukherjee  et  al.,  (1998), flavonoïdes 

(Galvez et al., 1993), des alcaloïdes (Gricilda et Molly, 2001), des saponines, des stérols, et des 

terpènes Otshudi (2000), en effet les analyses phytochimiques préliminaires  des extraits de plantes de 

punica granatum ont montré la présence de tous ces composés. 

 
II.6.2.2. Evolution pondérale 

 

Le suivi de la variation de la  masse  corporelle  des  rats au cours  de  l'expérimentation,  ainsi que 

le gain ou la perte de poids de ces derniers sont résumés dans la figure 39. 
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Figure 39 : Poids corporels enregistrés avant et après l’expérience. 

II.6.2.3. Evolution pondérale chez les rats 
 

Chez  Les  rats  recevant  de  l’eau  physiologique (lot A), le poids ainsi que  l’apport  en  nutriments 

évoluaient de façon normale enregistrant un gain de 27,46 g. En  revanche,  une  perte  massive  et  

significative  du  poids  a  été  déterminée chez les rats infectés non traités (lot D) avec (-43,75g). Une 

légère  diminution  de  la  masse corporelle a été remarquée chez les  groupes  recevant  l’extrait  

methanolique  de  punica granatum. 

 

Le  changement  du  poids  est  utilisé  comme  un  indicateur  général  des  effets  indésirables  des 

composés chimiques (El Hilaly et al., 2004). Ainsi, la perte du poids est corrélée à l’état physiologique  

de  l’animal et peut être expliquée par l’altération de son  métabolisme (Mukinda et Syce, 2007). 

C’est  le  cas  des rats infectés  non traités,  dont la  perte de leur  poids est probablement due à 

l’infection causée par Bacillus cereus.  (Hamza,  2011)  a  pu constater aussi l’effet rapide des extraits 

polyphénoliques sur la prise alimentaire. 

 

En  contrepartie,  l’évolution  normale  de  la  masse  corporelle  des  rats  infectés   ayant reçus 

l’extrait phénolique de Punica granatum testé témoigne la capacité de  ces  substances  à  maintenir  

constant  le poids des rats. Cette capacité peut être corrélée à l’atténuation de l’infection à l’origine du 

déséquilibre de l’état physiologique des rats malades (Mc Carthy et al., 1985). 
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II.6.3. Détection de B. cereus 

 

La recherche du germe pathogène B.  cereus  a  été  effectuée  dans  les  selles  des  animaux avant 

l’expérimentation et aucun rat n’est révélé porteur. Le pourcentage de  rats  wistar  qui excrètent B. 

cereus dans les matières fécales  après  induction  de  l’infection  et le  traitement  par des agents 

antimicrobiens a été présenté à la figure 40. 

 

Figure 40 :% des rats porteurs de B. cereus dans leurs matières fécales. 

 
 

Selon les résultats, on remarque que le pourcentage des rats contaminés par  Bacillus  cereus après 

inoculation était très variable entre les rats, ce qui est en accord avec des études de nombreux auteurs 

(Cray et Moon, 1995 ; Hermon et al., 1999 ; Itelima et Agina, 2014). 

Le nombre des rats excrétant Bacillus  cereus  était  plus  élevé  dans  le  lot  D  car  la  quasi-

totalité des rats  infectés  non  traités témoignaient  la  présence  de  ce  germe  dans  leurs  selles,  

pendant les  six jours qui ont suivi l’induction de l’infection pour atteindre 80% à la fin de l’expérience.   

Conformément à nos observations, d'autres études ont  montré  que  les  spores  de  Bacillus  sp. sont 

capables de persister et parfois de germer dans le tractus intestinal.  Trois  souches  de B.  cereus ont 

montré  cette  persistance  dans  le  tractus  gastro-intestinal  de  la  souris  jusqu'à  18 jours de post-

administration (Duc et al.,2004). Une étude plus  poussée  chez  les  animaux  a  montré que le nombre 

de spores de B.  cereus  excrété  dans  les  fèces  de  souris  dans  certains cas, étaient plus  élevés  

que  l’inoculum  original  (Hoa  et al., 2001). Avec  la  présente étude, et à  la lumière des travaux 

antérieures,  nous  constatons  que  les  spores  germent  occasionnellement dans  l'intestin  grêle  riche  

en  éléments  nutritifs, et la formation  de  spores  subséquentes  peut être une bonne stratégie pour 

survivre dans l'environnement plus hostile et en éléments nutritifs rares du grand  intestin  (Wilcks  et  

al.,  2006).  
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     Comme  une  récente  étude  montre  que les cellules végétatives de Bacillus sp. sont sensibles au  

fluide  gastrique  simulé  avec  un  pH inférieur à 4,5 (Clavel et al.,  2004),  tandis  que  les spores de 

la  même  souche  sont résistants à  un pH de 1,5 pendant plusieurs heures. 

Cette résistance peut  être  expliquée  par  le  fait  que  la  surface  est  recouverte  d'appendices qui 

peuvent permettre des spores du germe pathogène d'adhérer à la surface de l'épithélium (Husmark et 

Ronner, 1992) .ceci élucide le déversement continu de B. cereus  dans  le  groupe infecté non traité 

tout au long de l'expérience. 

 

En revanche, pour le lots traité par l’extrait methanolique  de punica  granatum  dans  cette  étude 

supportaient mieux  l’infection  par  ce  qu’il  présent  une  activité   antibactérienne   significative contre 

Bacillus cereus  inoculées  dans  les  rats  en  réduisant  la  concentration  du  germe  dans leurs matières 

fécales à des niveaux indétectables après l'inoculation. 

      En général, l’extrait phénolique de punica granatum présentait un effet antimicrobien vis-à- 

vis de cette infection, ce qui a était confirmé par les résultats trouvés in vitro. 

 
II.6.4. Poids relatif des organes 

 

A la fin du traitement, tous  les  rats  ont  été  sacrifiés  et  les  organes  (foie,  rate,   reins, poumons 

et cœur) ont été prélevés, observés et pesés. 

Les valeurs des masses relatives des organes  internes  prélevés  des  différents  groupes  de  rats  

sont élucidées dans la figure 41. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 41 : Le poids de l’intestin et le colon prélevés lors  de sacrifices des rats des différents 

lots « A, B, C et D » 

* * : P < 0,01 

* 

* 
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Figure  42 : Le poids des organes  prélevés  lors  de sacrifices   des rats des différents  lots « A, 

B, C et D » 

De nombreuses études ont  montré  que,  dans  le  cas  d’une  infection  bactérienne  voir intestinale, 

non  seulement  les  intestins  sont  touchés,  les  organes  viscéraux  peuvent  également être affectés 

par le processus pathologique (Schmidt et al., 2011). 

 

Chez  les  rats  infectés  non  traités,  on  remarque une  augmentation hautement significative des 

poids des foies, rates, reins cœurs et les intestins  par  rapport  aux témoins ce  qu’on  appelle  

phénomène  d’hypertrophie, ces  résultats  sont  en  parfaite concordance avec ceux trouvé par Lima 

et al.,(2015 ) suite à une infection intestinale par Schistosoma mansoni sur des souris. Ce qui peut 

être dû à  l’effet  des endotoxines  produites  par le  germe  pathogène  Bacillus cereus ,  en effet Jothy 

et al., (2011) ont trouvé que les altérations  de  la  masse  relative  des  organes reflètent  la  toxicité  

après  l’exposition  à  une  substance  toxique,  le  cœur,  le  foie,  les  reins,  la rate et les intestins sont  

les  premiers  organes  affectés  par  la  réaction  métabolique  provoquée par le toxique . 

 

A l’exception d’une augmentation  de  la  masse  relative  des  reins  des  rats  traités avec l’extrait 

phénolique de punica granatum toutes les autres valeurs sont  semblables  à  celles  obtenues chez les 

rats sains 

les valeurs que nous avons obtenues indiquent un effet bénéfique de l’extrait  testé  sur  les  organes 

internes, ceci pourrait donc compléter  celui de  l’étude  de  la  toxicité  aigüe  des extraits  car d’après 

Teo et al.,  (2002),  la  variation  du poids  des organes  internes  serait  un bon indice  de l’évaluation 

de la toxicité d’une substance. 

** ** : P < 0,001 
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II.6.5. Evaluation de la translocation bactérienne 

 

II.6.5.1. Détéction de B. cereus dans les différents organes de translocation 

 

La recherche du germe  pathogène  Bacillus  cereus  suite  à  l’infection,  dans  les  organes  internes 

était indispensable pour déceler  d’éventuelles  translocations  bactériennes,  les  résultats  trouvés sont 

illustrés dans le tableau suivant : 

Tableau 21: Détection de Bacillus cereus dans les organes internes 
 

Organes 

Lots 

Sang Foie Rate Poumons Reins Cœur  Colon Intestin 

Lot A - - - - - -  - - 

Lot B - - - - - -  - - 

Lot C - - - - - -  - + 

Lot D ++ ++ ++ ++ ++ ++  ++ ++ 

(-) : Absence d. cereus, (+): Présence de B. cereus 

 

Ce qui a était remarqué en premier lieu est la propagation de Bacillus  cereus dans les différents 

organes de l’ensemble des  rats  infectés  non  traités,  l’atteinte  intestinale  est associée  parfois  à des 

translocations et à des bactériémies (Merret et al., 1994 ; Horgan et al., 1994) ainsi la translocation 

bactérienne de ce germe a était dû à l’altération de la muqueuse intestinale (Plantefeve et Bleichner, 

2001). Pour le lot C, une absence du germe est  mentionnée  dans  la majorité des organes, ce qui 

prouve son élimination  par  l’extraits  phénolique  de  punica granatum, sauf pour les l’intestin 

seulement ce qui confirme les résultats retrouvés lors de  la détection de ce germe dans la matière fécale 

des rats. 

De plus la persistance  du  germe  dans  le  colon  indique  qu’il  n’est  pas  sous  forme  de cellules 

végétatives mais plutôt de spores qui  ont  germiné  à  chaque  fois  les  conditions redeviennent 

favorables car  seulement  ces  derniers  peuvent  résister  à  l’acidité  du  fluide gastrique de l’appareil 

digestif avec un pH de  1,5  tout  au long  de  l’expérimentation  (Clavel  et al., 2004). Si les spores 

avaient traversé le tractus intestinal sous forme  d'objets  inertes,  non soumis  à  la  germination  et  à  

la  prolifération,   il  est  prévu  qu'ils  étaient  complètement  éliminé  de l'intestin après environ 6 jours 

(Mather et al., 1997). Les spores de Bacillus cereus sont plus hydrophobe que d'autres  spores de  

Bacillus (Ronner et al., 1990; Andersson et al., 1998), et que la surface des spores est recouverte 

avec des appendices (Husmark & Ronner, 1992).  
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Ceci peut activer les spores de Bacillus cereus à  adhérer à la surface de l’épithélium,  expliquant  

ainsi  la  présence de  Bacillus  cereus tout au long de l’expérimentation dans la majorité des rats 

traités. 

 

D’une façon globale, les résultats montrent une  absence  totale  de  translocation  bactérienne dans 

les différents lots traités curativement. L’infection par voie orale des rats  se  manifeste  alors,  après  

une  incubation,  par  une hyperthermie, une diarrhée, perte de poids, une anémie hémolytique, une 

excrétion fécale de Bacillus cereus et des perturbations de la flore intestinale. 

 

Après une phase de colonisation, Bacillus cereus se multiplie dans le tube digestif. Elle franchisse  

la  barrière  intestinale  essentiellement  au   niveau   de   l’iléon.   Différents   types cellulaires sont 

envahis : les entérocytes et en particulier les cellules M des plaques de Peyer. L’adhésion et l’invasion 

sont deux étapes indépendantes. (Flandrois ,2002). 

 
 Phase d’adhésion  

Le mécanisme de l’adhésion est encore mal connu. Les  pili  joueraient  un  rôle  dans l’attachement 

bactérien. Les chaînes latérales du  LPS   intervenaient  dans  l’adhésion  et  la formation du complexe 

bactérie-cellule hôte lors de l’invasion. Les flagelles, et la  mobilité bactérienne qui résulte de leur action, 

accroîtraient les capacités adhésives. 

 
 Invasion des entérocytes 

Cette phase, cliniquement silencieuse, commence  quinze minutes  après  l’infection:  c’est  le temps 

nécessaire pour que les bacilles sécrètent les molécules impliquées dans  l’invasion  .Elle débute par 

un effacement des microvillosités, une ondulation de la  membrane  plasmique  de  la cellule hôte, la 

formation d’une vacuole et un réarrangement du  cytosquelette  (accumulation d’actine). Le 

réarrangement du cytosquelette de la cellule hôte est induit par des protéines bactériennes codées par 

les  gènes  sipA,  sopB  et  sopE. Ces protéines modifient la concentration intracellulaire en inositol 

phosphates. Après endocytose, la bactérie  migre  au sein d’une vacuole phagocytaire au travers de 

la cellule et réapparaît sur la face basolatérale. 

Toutefois,  certaines bactéries  semblent  utiliser la voie   paracellulaire   avec   ouverture transitoire 

des jonctions serrées.  Les  mécanismes  d’invasion  épithéliales  ont  complexes  et résultent d’un 

dialogue» entre la bactérie et  la  cellule  hôte  au  cours  du  quels  ont  échangés divers signaux  

biochimiques 
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  Les bacilles sécrètent un ensemble de molécules grâce à un système particule rappel TTSS (Type 

III Secretion System) et sont codées par des gènes spécifiques. Pas moins de 33 protéines sont  

codées  par  les  gènes  du  TTSS.  Certaines  protéines, les «invasines», sécrétées  par  la  bactérie   

se  fixeraient  à  des  récepteurs  spécifiques des cellules M et faciliteraient l’invasion de ces cellules. 

(Nauciel ,2000). 

 

L’invasion de l’épithélium nécessite l’expression de gènes spécifiques: au moins18 gènes 

chromosomiques  semblent  nécessaires   pour  l’invasion  épithéliale.   Le   principal   responsable est 

le locus inv composé de quatre gènes. La Plupart des autres gènes  sont  des  gènes  de régulation: csr, 

spi...L’ensemble de ces gènes code pour les  protéines  Sop  qui  apparaissent comme  essentielles  à  

l’internalisation  des  bactéries.  Les   conditions   environnementales   tel es que  l’anaérobiose  et  

l’osmolarité  élevée   augmentent   significativement   le   niveau   d’expression du phénotype invasif : les 

bacilles répondent aux conditions prévalant au sein de la lumière intestinale.Après avoir franchi la 

barrière épithéliale, les salmonelles sont phagocytées par les macrophages de la lamina propria en 

contact avec les cellules M des plaques de  Peyer.   

 

    Les bactéries sont transportées jusqu’aux nœuds lymphatiques. Les  celules  dendritiques  

transporteraient également  les  salmonelles  jusqu’à   ces   nœuds   lymphatiques.   Leur dissémination 

peut  s’arrêter  là  avec  destruction  de  la  bactérie.  Inversement,  les  bacilles peuvent  gagner,  via  

le  système  réticulo   endothélial,   le   foie   et  la   rate  où  elles  se  multiplient. Elles peuvent alors  

envahir  l’ensemble  des  organes  après  une  phase  bactériémique.  (Avril, 1997). 

 

     Les phénomènes inflammatoires peuvent  être  particulièrement  sévères  dans  certains  cas comme 

le prouvent, les lésions observées à l’autopsie .Ces lésions semblent  liées  au  caractère invasif des 

bacteries et au recrutement  dans  la  paroi  intestinale  de  cellules  inflammatoires (Leyral  ,1996).  

L’accumulation  de  fluides dans la  lumière   intestinale   lors  d’infection  semble liée à la réponse 

inflammatoire. Les prostaglandines produites au  cours  de  la  réaction inflammatoire stimuleraient 

l’adénylcyclase entérocytaire provoquant ainsi  une  sécrétion d’électrolytes et d’eau. Il semblerait 

également que l’entrée des bacilles dans les entérocytes provoque la libération de chémokines et de 

cytokines par les ces cellules  intestinales.  Les chémokines  induisent  alors  la  prolifération  des  

polynucléaires  neutrophiles  vers  les  sites infectieux.  
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      Cet afflux de polynucléaire s’est associé à une expression croissante d’IL-8, G RO (Growth 

Related Onchogene), GCP2 (Granulocyte Chemotactic Protein 2), IL1etIL4, certains 

glycomacropeptides supprimeraient la production d’interleukines IL8 et deviendraient ainsi des 

molécules prometteuses pour la prévention des infections intestinales. 

 

 

 

Figure 43: la pathogénicité de Bacillus cereus 

 
 

II.6.5.2. Etude de la translocation bactérienne de flore résidante et transitoire du tube 

digestif 

 

L’ensemble des résultats de dénombrement  des  germes  résidents  dans  le  tube  digestif,  le  sang 

et les organes internes chez les rats avec ou sans traitement par l’extrait phénolique sont illustrés dans 

les figures qui suivent : 

 

Bacillus  
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Figure 44 : Translocation bactérienne de la flore intestinale au niveau du sang, foie et les 

reins chez les quatre lots de rats **p<0.001. ***p<0.0001 
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Figure 45 : Translocation bactérienne de la flore intestinale au niveau de la rate .cœur et  

poumons chez les quatre lots de rats **p<0.001, ***p<0.0001
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Figure 46 : Translocation bactérienne de la flore intestinale au niveau du colon et l’iléum  

chez les quatre lots de rats **p<0.001 

En analysant ces résultats,  le  phénomène  de  translocation bacterienne a  été  remarqué  dans  la  

plupart des lots et même dans le groupe de contrôle (Lot A), ces résultats sont en accord avec les 

études chez les rongeurs et les lapins en période néonatale (Ogra et Nasonky, 1984). Chez les 

mammifères, il semble aussi que la translocation bactérienne (TB) se produit spontanément au cours 

de la première semaine après la  naissance,  lorsque la  colonisation  de  bactéries  dans l'intestin aura 

lieu (Alverdy et Aoyes, 1991 ; Glod et  al.,  1977; Van Camp  et  al.,  1993 ; Tir Touil Meddah et 

al.,2001). 

Dans le lot  D  (rats  infectés  non  traités).  La  translocation  bactérienne  était  abondante  dans les 

différents organes internes et le sang ce qui peut être  expliqué  par  les  toxines  de  Bacillus  cereus, 

qui peuvent altérer les jonctions serrées de l’épithélium intestinal en modifiant les  structures protéiques 

et ainsi augmenter la perméabilité para-cellulaire.  
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Ainsi les démonstrations du passage de bactéries dans la circulation  systémique  depuis le  tube  

digestif  sont  nombreuses.  L’une des plus évidentes est  l’étude  de  (Sori  et  al.,  1988)  après  

administration  des Escherichia coli marqués au 14C  à des rats.  Une  hémorragique  est survenue  ou 

sept animaux  sur 14 avaient des hémocultures positives à  E.  coli  radiomarqué  au carbone  14.  Il 

semblerait  que le degré de la translocation bactérienne de la lumière entérique est liée  à  la  réponse 

inflammatoire et l'écoulement lent, mais pas au nombre  de  bactéries  présentes  dans  la  lumière. Cela 

indiquerait que  la  perturbation  de  la  barrière  intestinale  est  un  facteur  plus  important  que la 

croissance excessive de la  microflore  intestinale  dans  la  survenue  de  la  translocation bactérienne 

(Tir Touil Meddah et al., 2001). 

Par  ailleurs la diminution  significative  (p≤0,01)  chez  la  majorité  des   rats  traités   par l’extrait 

phénolique de Punica granatum des  germes  de  la  flore  résidante  notamment  les bactéries lactiques 

et les anaérobies stricts dans le tube digestif peut être expliqué  par  l’effet inhibiteur du germe pathogène 

sur la  croissance  de  cette  flore,  en effet  Stabb  et  al.,(1994) ont pu démontré que si les spore de 

Bacillus  cereus sont capables de germiner dans le tractus gastro- intestinal,  ce  qui  pourrait  expliquer  

l'effet  sur la  flore  intestinale  indigène,  parce   que   les  cellules végétatives sont connues  pour  avoir  

propriétés  antibactériennes  et  antifongiques.  Une autre étude intéressante à prouver que les spores 

de Bacillus cereus ont le pouvoir de produire des bactériocines dans l’intestin grêle (Cherif et al., 

2003; Duc et al, 2004). 

L’augmentation du  taux d’entérobactéries  et  d’entérocoques  suite  à  l’infection  par  Bacillus 

cereus est déjà démontré par une autre étude  montrant  que  les  coliformes  étaient significativement  

importants  en  nombre  dans  les  intestins  de  porcelets  nourris  par   le probiotique Bacillus cereus 

var. toyoi (Jadamus et al., 2002). 

La contamination de la rate suite  à  la  translocation  bactérienne  dans  le  lot  infecté  non  traité (lot 

D )est due à la fonction filtre de cet organe qui ne protège  pas  complètement  des  tube  digestif 

(Baykal et al., 1999).  L’infection  par  Bacillus   cereus  a  toutefois  conduit  aussi à  une  augmentation 

de la taille de la rate, la contamination bactérienne du foie, et la colonisation des reins comme 

Clostridium protéolytiques (autre  que  C.  perfvingens),  ceci  a  été  prouvé  par  Tir  Touil Meddah 

et al., (2001). 

D’une façon générale,  trois  facteurs sont  réputés  responsables  de  la  translocation bactérienne: 

l’altération de la barrière muqueuse intestinale  suite  à  des  infections  intestinales prouvée par la 

migration de l’ensemble des germes résidents vers d’autres organes internes, l’altération de la microflore 

intestinale aussi prouvé par la perturbation de quelques germes du tube  digestifs  et  enfin  les  anomalies  

des  défenses  immunitaires  qui  ne  sont  encore  pas élucidées  dans  notre  étude. 
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     Sachant  qu’un  taux  de  la translocation bacterienne   élevé  augmente  la   réponse métabolique, 

ainsi que  le  développement  d'une  septicémie,  une  prédisposition  à  des complications de la 

septicémie et la défaillance de  plusieurs  organes  (Brooks  et  al.,  1993  et Haga et al., 1997) . 

 
II.6.6. Résultats des analyses histologiques 

 

 

II.6.6.1. La rate 

          L'histologie de la rate a été examinée après le traitement par l’extrait phénolique appliqué 

pour déterminer le niveau de l'inflammation et le pouvoir envahissant de la maladie. 

          Considérant cet organe comme un organe lymphoïde (comportent un ensemble des 

cellules lymphocytaires), la rate est faite de deux structures différentes : la pulpe rouge 

(artériole) et la pulpe blanche ; les coupes histologiques des rats du lot C « infecté traité » ont 

démontré une augmentation légère de la pulpe blanche par rapport à la pulpe rouge, 

contrairement au lot D qu’il y avait une augmentation remarquable de pulpe blanche traduisant 

ainsi une réaction immunitaire   de défense. Les deux autres lots A et B n’ont pas présenté un 

tel changement de point de vue inflammation, nécrose ou hémorragie (figures 47 et 48). 

          La rate joue un rôle important en matière de compensation des cellules de Bacillus dans 

le sang (Walbaum et Dujardin, 1985). Notre étude confirme  la présence et la croissance de 

Bacillus dans la rate des rats du groupe D. 

 

  

Figure 47 : Coupe histologique de la rate des rats  

(Lot A) Grossissement (X100) 

 

Figure 48  : Coupe histologique de la rate des rats 

administrés d’extrait  (Lot B) Grossissement (X100) 
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Figure 49 : Coupe histologique de la rate des rats 

infectés traités (Lot C) Grossissement (X100) 

Figure 50 : Coupe histologique de la rate des rats 

infectés (Lot D) Grossissement (X100) Trie jaune : 

pulpe blanche Trie bleu : pulpe rouge 

 

II.6.6.2. Le foie  

        En passant par le foie qui présente une structure assez spéciale caractérisée par une 

restitution idéale dans lequel les coupes histologiques des rats des différents lots ont présenté 

une structure hépatique caractérisée par des veines Centro-lobulaires avec un espace porte, 

l’histologie hépatique n’a montré aucune zone de nécrose, d’abcès ou atrophie (Figure 51).  

  

Figure 51 : Coupe histologique du foie des rats  (Lot    

A) Grossissement (X100) 

Figure 52 : Coupe histologique du foie des rats administrés 

d’extrait (Lot B) Grossissement (X100) 
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Figure 53 : Coupe histologique du foie des rats infectés 

traités (Lot C) Grossissement (X100) 

Figure 54 : Coupe histologique du foie des rats infectés 

(Lot D) Grossissement (X100) 

 

Pour le lot A(témoin), le foie des rats a montré généralement une architecture lobulaire 

Intact et hépatocytes normaux contrairement aux rats présent le lot  D, on a  pu remarquer lors 

de la lecture des coupes des hépatocytes élargies avec de nombreuses vacuoles et les través 

hépatiques dissociées qui est une atteinte tissulaire grave du à persistance de B. cereus dans le 

corps. En effet, l'apoptose ou une nécrose des hépatocytes reste l'un des principaux signes de 

lésions hépatiques dues à des composés toxiques (Gricilda et Molly, 2000). 

En ce qui concerne le lot traité par l’extrait méthanolique , le Foie était caractérisé par des 

ports d’ infiltration, et enfin et ce qui nous intéresse le plus , dans le lot  C (infecté et traité), le 

foie présentait des Hépatocytes avec une ration cytoplasmique nucléaire bien conservée et très 

légère inflammation. 

 

II.6.6.3. Intestin 

           Absence de dommages de l'intestin  après l'inoculation des rats par voies orale « lot D » 

et même ceux infectés traités par l’extrait.  L'intestin de surface conserve, sa couleur normale 

(figure 58). Les villosités des rats des deux groupes ne présentaient  aucune anomalie de point 

de vue trace de destruction ou même atrophie villositaire alors que la présence des cellules 

lymphocytaires a été considérée comme normale. 
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           La muqueuse intestinale est recouverte d'une couche de gel de mucus, qui agit comme 

une barrière de diffusion pour les petites molécules et les protège contre la colonisation par des 

microorganismes pathogènes et leurs toxines, et contre la protéase provenant de micro-

organismes et des cellules muqueuses. Les principales composantes structurelles de mucus sont 

mucines: glycoprotéines de haut poids moléculaire produites par les cellules de l'épithélium de 

surface (Algin C. et al, 2005). 

            Il est probablement que les protéases sécrétées par Bacillus cereus peuvent agir comme 

un facteur de virulence en permettant l'accès bacterien et l'adhésion aux cellules épithéliales, 

envahir les tissus de l'hôte et interférer avec le mécanisme de défense de l'hôte. 

          Il a été approuvé que l'immunité innée est la première ligne de protection contre la 

l’infection bacterienne; ainsi que les macrophages ayant un rôle important dans la  

reconnaissance et l'élimination de ces agents pathogènes. Bonne interaction entre l'inné et le 

système immunitaire adaptatif est nécessaire pour la résistance à Bacillus cereus  (Vazquez-

Torres A. et al, 1999). 

          Concernant le colon, les rats du lot A et B ont présenté une architecture normale  par un 

nombre élevé de cellules caliciformes avec un nombre décroissant de cellules entérocytaires et 

des glandes de lieberkhun ; concernant lot C, nous avons noté la présence des glandes normales, 

une muqueuse normale ( pas de diminution)  avec un épithélium de type colique (Figure 55), 

en signalant la présence de lymphocytes à l’état normal. 

  

Figure 55 : Coupe histologique d’iléon des rats  (Lot 

A) Grossissement (X100) 

Figure 56 : Coupe histologique d’iléon des rats 

administrés d’extrait (Lot B) Grossissement (X100) 
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Figure 57 : Coupe histologique d’iléon des rats infectés 

traités (Lot C) Grossissement (X100) 

 
 

 

Figure 58 : Coupe histologique d’iléon des rats infectés 

(Lot D) Grossissement (X100) Trie rouge : 
Infiltration 

 

 

       D’après Algin C. et al  (2005), La translocation bacterienne dans le tractus gastro-intestinal 

est inhibée par un système immunitaire sain de la défense, de la muqueuse intestinale et de  la 

microflore gastro-intestinale. Les antibiotiques oraux sont particulièrement efficaces pour 

perturber l'équilibre écologique gastro-intestinal, conduisant à la prolifération intestinale par 

certaines bactéries de la flore normale et leur translocation dans le tractus gastro-intestinal. 

 

         Algin C. et al  (2005) ont travaillé sur l’efficacité d’un traitement basé de  saccharomyces 

boulardii contre la translocation  dans le tube digestif chez des rats immunodéprimés dans 

lequel, il avéré que S. boulardii a inhibé la translocation à partir du tractus gastro-intestinal en 

réduisant les niveaux gastro-intestinaux et ils ont constaté que le traitement par voie orale de S. 

boulardii a diminué le nombre de colonies  dans le foie, la rate et les reins des rats 

immunodéprimés. 

 

         D’après Huang W. (2004), au cours de la défense de l’hôte contre les infections, les souris 

ont une anomalie sur les niveaux des neutrophiles, ce qui inclut la mobilisation et la migration 

de ces dernières dans les organes infectés. Les neutrophiles sont considérés comme être des 

cellules de défense de l'hôte les plus importantes dans les infections fongiques systémiques. 

           

Figure 58 : coupe histologique d’iléon des ras 

infectés non traités (lot D) Grossissement (X100) 
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       Il a été approuvé que l'immunité innée soit la première ligne de protection contre l’infection 

; les macrophages avoir un rôle important pour la reconnaissance et l'élimination de l’agent 

pathogène. (Vazquez-Torres A. et al, 1999). 

 

         La formulation des traitements administrés  joue un rôle très important sur le taux 

d’exposition des tissus d’une part et sur l’efficacité du traitement d’autre part. 

         Dans ce contexte, le travail réalisé par Fady I. et al (2012) dans lequel ils ont réalisé une 

telle formulation d’amphotéricine B à base lipidique sur un modèle de candidose invasive. 

Amphotéricine B est une formulation à base de lipides par voie orale qui se disperse dans les 

fluides gastro-intestinaux pour former des nano et micro émulsions. Les gouttelettes de 

l'émulsion ne sont pas susceptibles d'être absorbés dans la circulation systémique, et donc moins 

de possibilité de l’absorption et l'accumulation dans le foie et la rate. 

 

          Cependant, les mêmes chercheurs ont constaté que l’Amphotéricine B émulsionnée de la 

formulation à base de lipides montre une absorption croissante en utilisant des mécanismes 

possibles pour augmenter les propriétés d'absorption limitées d’Amphotéricine B. Ces 

mécanismes impliqués pourraient  fournir le médicament sous une forme moléculaire soluble 

induisant des changements de fluidité dans la membrane de la muqueuse et l'amélioration des 

transports lymphatiques.        

         En signalant que l’efficacité de l’extrait phénolique dans les tissus des organes est 

probablement basée sur des taux thérapeutiques suffisants après l'administration orale pour 

réduire la charge bactérienne dans les tissus. 
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Les  plantes médicinales  restent  toujours  la  source  fiable  des  principes  actifs  connus  par leurs 

propriétés thérapeutiques. Leur utilisation est en  progression  constante,  étant  donné  la toxicité et 

les effets secondaires indésirables des molécules  de  synthèse.  Dans  ce  contexte,  on s’est  intéressé  

à  évaluer  l’activité   antimicrobienne   de  punica  granatum  ,  plante  utilisée  dans la pharmacopée 

traditionnelle de notre région, pour le traitement de plusieurs maladies 

 
Dans le  présent  travail,  nous  nous  sommes  intéressés  aux  effets  antimicrobiens   des différents 

extraits du fruit de Punica  granatum,  plante  largement  utilisée  en  médecine traditionnelle  à  travers  

le  monde.pour  cela  ,  nous  avons  déterminé  la   composition phytochimique  (le  dosage  des  

composés  phénoliques  totaux, des  flavonoïdes,  les   flavonols   , les tannins et la détermination de la 

composition par HPLC) des extraits phenolique de Punica granatum. Ainsi que leur l’activité 

antibactérienne ; étude in vitro et in vivo . 

Toutefois ,Punica granatum révèle une immense richesse en composées  phénoliques particulièrement  

les  polyphénols  totaux  ,flavonoides,flavones  et  tannins  condensés  dans  les quatre extraits de Punica 

granatum avec des valeurs variant entre 194.96 ug EAG/mg et 336.14 ug EAG/mg pour  les  

polyphenols  totaux  ,  alors  que  la  teneur  en  flavonoïdes  varie entre 9.54 ug EC/mg et 27 ug EC/mg 

tandis que les valeurs de falavones et tannins condensé variant entre 19.96 ug EQ/mg à 39.01 ug 

EQ/mg et de 81.86 ug EC/mg à 153 ug EC/mg respectivement 

L’analyse par HPLC  de  l’extrait  méthanolique  de  Punica  granatum  a  permis  la  détection des  

molécules  dotées  d’effets  biologiques  importants  telles  que  l’acide  gallique,   acide tannique, acide 

caféique, acide férulique et l’acide elagique. 

Des propriétés bactéricides très intéressantes des extraits phénoliques de l'écorce de la grenade 

ont été trouvés sur les  bactéries.  Au  terme  des  tests  antimicrobiens,  nous  avons constaté que ces 

extraits  possèdent  une  très  forte  activité  antimicrobienne  avec  des  diamètres des zones d'inhibition  

variant  entre 12  à  34  mm.  L’extrait  méthanolique  a  enregistré  une  activité  antimicrobienne  la  plus  

élevée  Cette  activité  pourrait  être  expliquée   par  la   présence des composés phénoliques comme 

l’acide  gallique  et  l’acide  caféique  qui  sont  connus  pour leurs potentiels antibactériens. Les CMI 

de l'extrait variaient entre 0.01 et 0.31 mg/ml. 
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Dans la présente étude la DL50  de  l'extrait  méthanolique  calculée  est incluse entre 500mg/kg 

et 8000mg/kg (6000 mg/kg). On en conclut que l’extrait méthanolique de punica granatum est 

considéré comme étant faiblement toxique chez les rats par voie orale et par conséquent cette plante 

mérite d’être utilisée avec précaution chez l’homme 

Le lot traité par l’extraits de punica  granatum  dans  cette  étude  supportaient  mieux  l’infection 

par ce qu’il présent une activité antibactérienne significative contre Bacillus cereus inoculées dans les  

rats en réduisant la concentration du  germe  dans  leurs  matières  fécales  à  des niveaux indétectables 

après l'inoculation. 

Sachant que Punica granatum se caractérise  par  un  réservoir  assez  important  de métabolites 

secondaires  avec  des  caractéristiques  thérapeutiques  et  pharmacologiques particulières qui 

demandent  d’être  exploitées  par  les  recherches  ultérieurs.  Donc  nous proposons les perspectives 

suivantes: 

 Séparer et caractériser les composés bioactifs et étudier leurs mécanismes d’action 

séparément. 

 Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies et 

complémentaires in vivo de l’activité antibactérienne, antioxydante et anti- 

inflammatoire des extraits phenolique de Punica granatum 

 Exploiter ces résultats au niveau de l’industrie  agro-alimentaire  pour l’utilisation  de 

ces composés bioactifs comme additifs alimentaires naturels 
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Tests phytochimiques preliminaries des extraits polyphénoliques 

1-Les Alcaloides 

La poudre des extraits  obtenus  (10  g)  de chaque  plante  est mise dans un  erlenmeyer  de 250 

ml+ 50 ml  de  H2SO4  diluée  au 1/10  (50  ml).  Ensuite  une  agitation et macération pendant 24 

heures  à  la  température  ambiante  du laboratoire  est  faite.enfin  une  filtration  sur  papier  lavé  à 

l’eau distillée est appliquée de manière à obtenir environ 50 ml de filtrat. 

Réactions de caractérisation 

 
- 1 ml de filtrat + 5 gouttes  du réactif de MAYER (5  g de KI et 1,358 g de HgCl2  solubilisés  dans 

100 ml d'eau distillée), s'il apparaît un précipité c'est qu'on est en présence d'alcaloïdes. (Précipité 

blanc-jaunâtre) 

Les Dérivés Anthracéniques: y compris les quinones et les anthraquinones 

 
-Extrait chloroformique : A 1 g de l’extrait en poudre, on ajoute 10 ml de  chloroforme  et  on chauffe 

au bain-marie pendant 3 mn, puis on filtre  à  chaud  et  on  complète  à  10  ml  si  nécessaire. 

-Hydrolysât : A une  partie  du résidu  de  la  poudre  épuisée  par  le  chloroforme,  on  rajouter10 ml 

d’eau distil ée et 1 ml  d’acide  chlorhydrique  concentré,  on doit  Maintenir  le  tube  à  essai dans le 

bain-marie bouillant pendant 15 mn. Ensuite on refroidir sous  un  courant  d’eau et  on filtre.et enfin 

on complète à 10 ml avec l’eau distillée. 

       Dérivés anthracéniques libres 

 
1 ml d’extrait chloroformique + 1 ml de NH4OH dilué  puis  agitation;  la  coloration  plus  ou moins 

rouge indique la présence d’anthraquinones libres. 

Dérivés anthracéniques combines 

Hétérosides 

Prélever 5 ml d’hydrolysât  et  agiter  avec  5  ml  de  chloroforme,  soutirer  la  phase  organique et 

l’introduire dans un tube à essai, ajouter 1 ml de NH4OH dilué. Agiter, la présence d’anthraquinones 

est révélée par la coloration rouge plus ou moins intense. 

a-C-hétérosides 

Reprendre la phase aqueuse qui a été conservée au cours de  la  caractérisation  des  O - hérosides  

par 10 ml d’eau distillée et ajouter  1 ml de FeCl3 à 10%. Maintenir  le  tube à essai dans un bain- 

marie bouillant pendant 30 mn,  refroidir  et  agiter  avec  5  ml  de  chloroforme, soutirer la phase 

chloroformique dans un tube  à  essai.  Ajouter  1 ml de NH4OH dilué  et agiter.  Une coloration rouge 

plus ou moins intense indique la présence de génines de C-hétérosides. 
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1- Flavonoïdes (Anthocyanes) 

 
A 5 ml d’infusé à 5% présentant une coloration plus ou moins foncée ; ajouter 5 ml d’acide sulfurique 

puis 5 ml de NH4OH. Si la coloration s’accentue par acidification  puis  vire  au bleu violacé en milieu 

basique, on peut conclure la présence d’anthocyane. 

2- Tanins 

 
La préparation de l’infusé : l’extrait sec (5 g) dans de  l’eau  distillée  bouillante  (100  ml) contenue 

dans un erlenmeyer de 250 ml puis infusion pendant 15 mn (infusé à 5%).  A 30  ml d’infusé à 5%, 

nous  avons  ajouté  15  ml de  réactif de  Stiasny (10  ml de  formol à 40% plus  5  ml HCl concentré) 

et chauffé au bain-marie à 90°C pendant 15 mn. L’obtention d’un précipité montre la présence de 

tanins catéchiques. Filtrer et saturer  le  filtrat d’acétate  de  sodium pulvérisé. Ajouter 1 ml d’une  

solution  de  FeCl3  à  1%.  Le  développement  d’une  teinte  bleu noire indique la présence de tanins 

non précipités par le réactif de Stiasny : ce sont les tannins galliques. 

3- Saponosides 

 
Elle se fait sur le décocté à 10% de la drogue. Dans une série de 10 tubes à essai de 160 × 

16mm, répartir 1, 2, …, 10ml d’extrait et ajuster le volume à 10 ml dans chaque tube. 

Agiter ensuite dans le sens de la longueur pendant 15 secondes en raison de 2 agitations  par seconde, 

laisser reposer 15 mn et mesurer la hauteur de la mousse dans chaque  tube.  Celui (X) dans lequel la 

hauteur fait 1cm indique la valeur de l’indice de mousse. 

Réactifs et réactions de caractérisation des tests phytochimiques 

Réactif de Wagner : 

           Dans 75 ml  d'eau distillée  dissoudre  29 de KI et 1.27g de I2, le volume  obtenu  est ajusté à l00ml  

Réactif de Mayer : Dissoudre 1.358 g d'HgC12 dans 60m1 d'eau distillée puis 5g de KI dans 

 l0 ml d'eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total à 100 ml. 

Réaction de Libennann Burchardt 

Mélanger 5 ml de la solution à tester avec 5 ml d'Anhydride acétique et quelques gouttes 

d'acide sulfurique concentrée.  Agiter  et laisser  la  solution  reposer 30 min  à 21°C. Les 

stéroïdes donnent avec cette réaction une coloration violacée fugace virant au vert. 

Réaction de Borntrger 

En milieu alcalin aqueux (NH40H), les  anthracénosides  et emodols  donnent  à la  solution une 

teinte vive variant, selon  la  structure  et les  substi  tuants  de la  quinone,  de l'orangé  rouge au 

violet pourpre plus au moins violacé. 
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Réactif d'amidon 

Dissoudre 1.2 g d'iode dans 50 ml d'eau distillée contenant 2.5g d'iodure de potassium. 

chauffer, dans un bain mari 5 m1 de la solution à tester avec 10 ml d'une solution de NaC1 saturée 

jusqu'à ébullition. L'apparition d'une couleur bleue violacée révèle  la  présence d'amidon. 
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