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Résumé

Résumé
Depuis son existence sur terre, I’lnomme reconnaissait et utilisait les plantes pour sa nutrition ainsi que pour
traiter diverses maladies
.Le grenadier ‘’Punica granatum L.”” est un arbre de la famille des Punicacée. La grenade est trés appréciée
pour ses nombreuses vertus, notamment au niveau cardiovasculaire. Riche en vitamine C et en
antioxydants, elle est tonifiante et peut étre consommee sous la forme de fruit frais ou transformée en jus.
Les extraits naturels des plantes contiennent une variété de composés phénoliques auxquels sont attribuées
diverses activités biologiques
Etude expérimentale pour déterminer les composés phénoliques totaux et flavonoides totaux utilisant
spectrophotomeétre d'une part et dautre part une étude sur l'activité antibactérien .par methodes
antibiogramme
Les rendements des différents extraits des écorces de Punica granatum L. obtenus sont : 23.38 g pour
I'extrait méthanoique brute et 10.93g pour I'extrait méthanol aqueux.
La teneur totale en composé phénolique a éte determinée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, elle est
de (402.26 pg/ml) et (364.90 pg/ml) dans les extraits méthanoiques et méthanol aqueux de I'écorce du
Punica granatum L, respectivement. Les flavonoides ont été évalués en utilisant la méthode de chlorure
d'aluminium (AICI3), leur teneur est de (1.258 pg/ml) et (1.597 pg/ml) dans les deux extraits méthanol
aqueux et méthanoique respectivement.
L'extrait méthanoique de I'écorce de Punica granatum a représenté une teneur plus élevés en polyphénol et
en flavonoides par rapport a I'extrait méthanol aqueux.

Les antibiotiques utilisés dans notre expérimentation ont tous montré une réponse positive. La
Nitroxoline a montré une efficacité d’inhibition dont la zone est de 20 mm de diamétre avec Escherichia
coli et la Streptomycine et pénicilline G, la zone d’inhibition a été de 15 mm avec les Staphylococcus aureus
et enfin la Streptomycine a monté un diametre de 17mm avec Pseudomonas aeruginosa .L'extrait
méthanoique a montré une activité antimicrobienne considéerable contre les trois souches bactériennes
testées par rapport a I'extrait méthanol aqueux pour des doses qui varient entre 50mg et 100mg.
L'évaluation du pouvoir antimicrobien des deux extraits par les deux methodes de diffusion des puits et des
disques dans un milieu solide, a montre que les deux extraits possedent un pouvoir antimicrobien sur toutes

les souches testées (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa).



Résumé

.Mots clés : Punica granatum L., Activité antimicrobienne Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

polyphénols, Pseudomonas aeruginosa. Polyphénols, flavonoides.
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Dicton

Autrefois, les conteurs orientaux posaient des devinettes

au cours des soirées au clair de lune-

Le conteur s’écriait : « Je ne suis ni roi, ni reine, je

porte la couronne, qui suis-je 7 »

Et devant le silence perplexe de I’assistance, il tonitruait :

« C’est la grenade ! »




Introduction

Introduction

Ces derniéres années, les plantes médicinales ont suscité beaucoup d’intérét dans le
domaine thérapeutique. En effet, les substances naturelles extraites de ces plantes ont permis
de grandes avancées en raison de leur valeur ajoutée dans la préparation de nombreux
produits en particulier dans les domaines pharmaceutique, la cosmétique et les parfums. Les
enjeux politiques, économiques, sociétaux, et environnementaux incitent également les
industriels a innover sur le plan technologique et a améliorer I'efficacité énergétique et
environnementale de leurs procedés, grace au développement d’une chimie dite verte en
remplacement des procédés chimiques traditionnels.

Les techniques traditionnelles d’extraction de ces substances naturelles a partir des
plantes nécessitent d’importantes adaptations afin de réduire les risques pour la santé, la
sécurité et I’environnement. En conséquence, la recherche de produits et de procédés
alternatifs plus respectueux de I'homme et de son environnement occupent une place
primordiale en recherche et développement, y compris en ce qui concerne des opérations
unitaires du génie chimique avec les technologies séparatives associées, telle que I’extraction
plante-solvant. Pour répondre aux besoins des différentes industries qui doivent satisfaire a la
fois les demandes economiques changeantes et le respect de I'environnement tout en restant
mondialement compétitives, des approches scientifiques modernes du génie chimique et des
procedés ont vu le jour.

Pour la présente étude, le choix s’est porté sur une espece commune, le grenadier
(Punica granatum L.) et pour se faire, un plan en trois chapitres est proposé :

Le premier chapitre est une synthése bibliographique qui donnera un apergu sur la
phytothérapie, les polyphénols, la pathologie bactérienne et une présentation détaillée sur
I’espece utilisée, ainsi que les techniques d’extraction conventionnelles. Dans le second
chapitre, nous détaillerons le matériel et les méthodes employés et nous décrirons les moyens
d’analyses et des extraits obtenus. Le troisieme chapitre présentera les résultats obtenus
relatifs a I’identification des compositions chimiques des Polyphénols, leurs dosages et les
activités biologiques. Cette s’achévera par une discussion des résultats obtenus, suivi d’une

conclusion.




Chapitre | :
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I- Introduction

Depuis son existence sur terre, I’homme reconnaissait et utilisait les plantes pour sa nutrition
ainsi que pour traiter diverses maladies.

Au cours de ces dernieres années, les résultats des recherches conduites par les spécialistes
(Médecins, biologistes, chimistes, ethnologues, botanistes, agronomes, écologistes, économistes)
concourent a démontrer les effets néfastes des médicaments a base des produits chimiques pour
I’organisme de I’étre humain et I’importance et I’efficacité des plantes médicinales et des produits
provenant de I’agriculture biologique.

Les plantes médicinales et les produits biologiques : fruits, légumes, huile d’olive...
constituent un véritable trésor de santé, de dynamique et de beauté pour I’organisme de I’étre
humain. Ces produits naturels sont tres demandés a travers le monde, dont il est temps de multiplier,
par I’application des résultats des recherches scientifiques et des techniques appropriées de

production, de protection, de conservation et d’exploitation rationnelles (Sassi, 2008).

I1- Historique

En Occident, dans la Grece antique, Hippocrate (460-377 av. J-C.) Surnommé le pere de la
médecine recommandait déja beaucoup de plantes pour leurs vertus diurétiques.

Un autre médecin grec, Dioscoride, établit le premier herbier des plantes médicinales. Traduit
en arabe et persan, ce traité sera utilisé quelque siécles plus tard par les savants musulmans, qui
influenceront les grandes universités de I’époque, notamment celle de Montpellier ; le centre
européen le plus réputé en botanique (Iserin, 2001).

Grace aux échanges avec I’Afrique et I’Asie, la pharmacopée végétale occidentale va
s’enrichir de nombreuse plantes et épices exotiques. On y trouvera désormais camphre, gingembre,
cannelle, noix de muscade, santal, curcuma et ginseng.

Qu’il s’agisse de plantes locales ou de végétaux d’origine plus lointaine, leur usage sera
longtemps basé sur croyances plus ou moins fantaisistes. Pendant tout le Moyen Age, superstition,
magie et observations empirique s’entremélent dans la thérapeutique par les plantes. A partir de la
renaissance, la science, pour la premiére fois, rejeter les élixirs d’alchimistes et autres remedes
magiques. Les plantes locales, soigneusement récoltées, sont largement employée sous forme de
tisane, de décoction ou d’onguent : elles constituent I’essentiel des traitements dont on dispose pour
se soigner, selon des formules transmises par la tradition (Iserin, 2001).
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I11- Les différentes methodes de préparation des plantes medicinales

L’utilisation des plantes médicinales, quel que soit le principe de la préparation des essences a
base des plantes médicinales ou & partir de I’utilisation directe, est différente selon le principe actif
ainsi que la maladie souhaitant traitée (Sassi, 2008).

I11-1- L’infusion

Elle consiste a verser de I’eau bouillante sur des plantes au moment précis, ou I’eau entre en
ébullition. 1l faut alors couvrir le récipient et laisser infuser le temps nécessaire (de dix minutes a
une heure selon les plantes) (Sassi, 2008).

I11-2- La décoction

Il s’agit de faire bouillir I’eau dans laquelle on a mis les plantes. Le temps d’ébullition va de
10 minutes a une heure selon la (ou les) plante (5).

I11- 3- La macération

Les plantes sont trempées dans un liquide (eau, alcool, huile, miel, vin, vinaigre etc...)
pendant une période d’au moins 15 jours. Les préparations obtenues sont un peu plus compliquées
mais se gardent plus longtemps. On peut donc toujours en avoir sous-main (Lacoste, 2011).

I11- 4- Le suc

Il suffit de réduire la plante en puree. Il est préférable de le faire avec des plantes fraiches,
mais parfois quand la plante est trop épaisse ou donne peu de jus. Il est nécessaire de la cuire dans
un peu d’eau. Une fois la purée de pulpe obtenue est filtrée, le suc est bu dilué dans un peu d’eau ou
utilise en compresse. Cette méthode est rarement employé, car le produit obtenu est souvent tres
amer et ne se conserve pas (Herisset, 1974).

I11-5- Les compresses et les cataplasmes

Compresses et cataplasmes sont principalement utilisés dans les cas de problemes de peau, les
entorses, les fractures, et les douleurs musculaires ou articulaires.

La phytothérapie a pris son origine de puis I’ancien temps ainsi les textes et les traces
historiques nous ont prouvé cette utilisation. Depuis, elle a évolué par le développement intellectuel
de I’homme et elle s’est transformée d’une utilisation ethnique, d’ou I’ethnoécologie vers une
utilisation ethno-pharmacologique, avec la découverte des molécules et de leurs activités
biologiques qui a valide I’utilisation traditionnelle de ces plantes dans la plus part des temps, et qui

a corrigé des fois la mauvaise utilisation de ses vertus.
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Dans le chapitre qui va suivre, on va discuter une famille ainsi que les molécules
intéressantes dans la pharmacognosie et qui ont prouvé leurs pouvoirs médicamenteux (Sassi,
2008).




Chapitre 11 :

|_es composees
phénoliques
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I- Les composés phénoliques

Les composés phénoliques appartiennent a la classe des métabolites secondaires des végétaux.
Ils interviennent dans la défense des plantes contre les agressions environnementales (Gee et
Johnson, 2001). En effet, de nombreuses fonctions peuvent étre attribuées a ses molécules, ils
peuvent résister aux diverses agressions des organismes pathogenes, ils participent de maniére tres
efficace a la tolérance des végétaux aux divers stress et jouent le r6le des signaux de reconnaissance
entre les plantes (Allélopathie) et entre les plantes et les symbioses (Macheix et al., 2005).

Ils correspondent a une grande variété de substances les plus hétérogenes, les plus
nombreuses et les plus distribuées dans le regne végétal, avec plus de 8000 structures phénoliques
identifiées (Wollgast et Anklam, 2000 ; Bruneton, 2009). Ces composés ont tous en commun la
présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles
libres ou engagées dans une fonction ester, éther ou hétéroside (Urquiaga et Leighton, 2000).
Ceux présents sous forme de glucosides sont les constituants des veégétaux supérieurs les tres
largement répandus (Tanguy, 1971 ; Brzozowska et al., 1971). La structure des composés
phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les
molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés) (Macheix et al., 2005). Le ou les
noyaux aromatiques peuvent étre produites soit par la voie des shikimates (Kening et al., 1995), la
voie de I’acétate (Bruneton, 2009), ou bien de [I’association des deux ; la voie des
phénylpropanoides (Hoffmann et al., 2004) induit la synthése de composés mixtes (Bruneton,
1999). Les composés phénoliques regroupent essentiellement les phénols simples, les acides
phenoliques, les stilbénes, les flavonoides, les tanins hydrolysables et condensés, les coumarines,
les lignanes, les lignines et les xanthones (Stalikas, 2007). Dans cette classe de métabolites

secondaires, se trouvent de nombreux composés, qui peuvent étre classés selon leurs structures :

I-1- Les acides phénoliques

Les acides phénoliques constituent les formes les plus simples des composés phénoliques. Ils
se divisent en deux classes : celle qui dérive de I’acide benzoique avec une structure (C6-C3 ou C6-
C1) et celle qui dérive de I’acide cinnamique (C6-C3) (Hollman, 2001).

La concentration de I’acide hydroxy-benzoique des plantes comestibles est généralement tres
faible, a I’exception de certains fruits rouges, le radis noir et les oignons, qui peuvent avoir des
concentrations de plusieurs dizaines de milligrammes par kilogramme de matiere fraiche. Le the est
une source importante d’acide gallique, les feuilles peuvent contenir jusqu’a 4,5 gramme par

kilogramme de matiere fraiche. Cependant, les acides hydroxy-cinnamiques
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I-2- Biosynthése

A partir du phosphoénol-pyruvate et [I’érythrose 4-phosphate, I’aldocondensation et la
déshydratation de ce dernier conduisent au déshydroshikimate, qui est réduit au shikimate a I’aide
du NADH:. L’acide shikimique produit réagit ensuite avec le phosphoénol-pyruvate, qui suite aux
réactions de phosphorylation, déshydratation, déshydrogénation, décarboxylation et amination
forment la phénylalanine ; précurseur de la synthese des phénols (Richter, 1993 ; Dewick, 2002).
Dans le genre Citrus, les acides phénoliques dérivent essentiellement de I’acidehydrocinnamique
(King et Young, 1999). Les concentrations des acides pheénoliques (acide féerulique, acide
sinapique, acide p coumarique et acide cafeique) sont significativement plus élevées dans la peau
des fruits par rapport a la pulpe. L’acide férulique est le composant principal dans la pulpe et la
peau suivi I’acide p coumarique, sinapique et I’acide caféique qui représente la concentration la plus
faible chez les différentes especes d’agrumes (Gorinstein et al., 2004a .Gorinstein et al., 2004b ;
Gorinstein et al., 2001). Contrairement aux orangers et pamplemoussier, les citronniers accumulent
des concentrations plus élevées (Gorinstein et al., 2001). Par ailleurs, les acides phénoliques qui
dérivent de I’acide benzoique sont moins représentés chez les agrumes. Ainsi, (Swatsitang et al.
2000) rapporte la présence, chez Citrus sinensis, des acides galliques, procatéechique, chlorogénique,
p hydroxybenzoique et I’acide vanillique.

R2 R1

O
R3

OH
R4

Figure 1: Structure chimique des acides hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)

OH

Figure 2: Structure chimique des acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier,
2006)
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I1- Les Flavonoides

11-1- Généralités

Le nom flavonoide provient du terme flavus c'est-a-dire jaune (MaleSev et Kuntié¢, 2007). lls
sont largement distribués dans les fruits, les légumes, les jus de fruits, le thé et le vin. Dans les
tissus végétaux, les flavonoides ont montré de nombreuses fonctions : la protection contre les
radiations UV (Shirley, 1996 ; Rousseaux et al., 1998 ; Gitz et al., 1998), le rOle des
phytoalexines, la protection contre les herbivores et les insectes, roles des composés chimiques
allélopathiques, initiateur de I’interaction symbiotique (Aoki et al., 2000), régulation du transport
d’auxine et stimulateurs du pollen (Dixon et Paiva, 1995).

Les flavonoides ont été mis a profit dans I’industrie alimentaire, cosmétologique et en
dermopharmacie. En plus de leurs fonctions biochimiques, physiologiques et écologiques, de
nombreux flavonoides jouent un réle de protecteur dans la santé humaine (Martens et al., 2003) ;
ils sont surtout illustrés en thérapeutiques comme anti-carcinogénes, anti- inflammatoires,
antitumoraux et anti-oxydants. Des travaux plus anciens ont montré que les phénols sont associés a
des processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la différenciation organogéne, la

dormance des bourgeons, la floraison et tubérisation (Heimeur et al., 2004).

11-2- Distribution

Les flavonoides sont synthétisés dans les chloroplastes, puis migrent et se dissolvent dans les
vacuoles des cellules (Piquemal, 2008). Ces substances sont présentes dans les différents organes
des végétaux superieurs : racines, tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens (Verhoeyen et al.,
2002), varient quantitativement et qualitativement selon le stade de développement du végétal
(Fritch et Griesbach, 1975) ou avec I’interaction de la plante avec son environnement (Boudet,
2000). Ainsi, certaines classes de flavonoides sont présentes exclusivement chez certaines especes
végétales ; les flavanones dans les agrumes, les isoflavones dans le soja, les anthocyanes dans les

fruits rouges, les flavonols dans les choux, les brocolis, les oignons et le raisin (Heller et al., 1998).

11-3- Biosynthese
Deux classes de génes codent la voie de biosynthése des flavonoides :

1- Les genes de structure codent les enzymes, qui interviennent directement dans la synthese
des flavonoides ;

2- Les genes de régulation, qui contrélent I’expression des genes de structure (Schijlen et al.,
2004).
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Les flavonoides sont formés dans les plantes et sont synthétisés a partir des acides amines
aromatiques, phénylalanine et tyrosine, avec des unités acétates (Middleton et al., 2000). La
phénylalanine-ammonialyase catalyse la transformation de la L-phénylalanine en acide
transcinnamique par desamination, lequel est I’intermédiaire principal dans la biosynthése des
composés phénoliques (Rivero et al., 2001). La chalcone synthase catalyse la condensation de trois
molécules d’acétates activées (malonyl CoA) avec p-coumaryl CoA pour former la 4,2°,4°,6’
tétrachalcone (Schijlen, 2004). Cette chalcone est métabolisée en flavanone (naringénine) sous
I’action de la chalcone isomérase. Ces deux formes de naringénine : le chalcone et le flavone sont
les précurseurs pour tous les composes phénoliques produits par les plantes.

Le flavone est probablement modifié dans un mode réactionnel en plusieurs dérivés par

hydroxylation, méthylation glycosylation et rhamnosylation (Moringuschi et al., 2003).

11-4- Structure

Les flavonoides présentent tous la méme structure de base (Fig. 3), ils sont constitués de 15
atomes de carbone (C6-C3-C6), répartis sur deux unités aromatiques en C6 (A) et (B) et reliés par
une chaine a 3 carbones formant ainsi I’hétérocycle (C) (Cook et Samman, 1996 ; Fawe, 1997 ;
WErdman et al., 2007).

OH
catéchol

OH

Figure 3 : squelette de base des flavonoides. (Moringuschi et al., 2003).

11-5- Classification

Comme le laisse supposer, sa dénomination historique (du latin flavus = jaune). Ce groupe est
tres important et trés étendus et comprend des composés de couleur jaune. Les flavonoides sont des
composés polyphénoliques présents dans les veégetaux et plus de 4000 différents types de
flavonoides ont été décrits (Hollman, 1997). D’apreés Shahidi et Naczk (1995), les flavonoides
appartiennent aux groupes des phénols qui ont un squelette de base diphényle-propane (Cs-C3-Cs).
Avec different niveau d’oxydation au centre du cycle pyrane est ouvert (Fig. 3), et la plupart des

flavonoides se trouvent sous forme d’aglycones liés a des glucosides ces constituants glycosidiques
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sont fixés aux groupes hydroxyles du cycle A et plus fréquemment a la position 3 de I’hétérocycle
(Richter, 1993).

Parmi les flavonoides présentant le plus intérét, nous citerons :

11-6- Les anthocyanes

Se sont des pigments, qui par suite de leur ionisation, présentent des couleurs différentes

pour divers pH, de rouge orange en milieu acide au bleu mauve en milieu alcalin ; et dans certain
cas forment des complexes avec les métaux (Richter, 1993). Les anthocyanes se trouvent dans la
plupart es especes de plantes et plus de 200 anthocyanes différents ont été identifiés dans les plantes
environ 70 dans les fruits (Fig.3).

La plupart des anthocyanes sont des produits comme monoglycosides et diglycosides de
pelargonidine, cyanidine, malvidine, et peonidine (Shahidi et Naczh, 1995).

Les anthocyanes dérivent du phenyl-2-benzopyrylium ou flavylium et le cation pyrilium est
un ion oxonium dans lequel I’atome d’oxygéne tétravalent est chargé positivement ressemblants a
une structure qui rappelle celle de I'azote dans les ions ammoniums et dans le cas du pyrilium, alors
que le caractére aromatique est du a la présence de double liaisons conjuguées responsables de la
stabilité de la molécule (Aissani et Maata, 1998).

Ils sont présents dans la nature sous forme hétérosidiques ou anthocyanidines, cependant le

nombre d’aglycones, ou I’anthocyanidines est assez limité (Ribereau et al, 1968).

11-7- Les flavones et flavonoles

Les flavonoles de teinte jaune en générale sont caractérises par la présence d’un groupement
carbonyle en position 4 et d’un groupement glucidique est le plus souvent relié en position 7. Parmi
les flavonoles les plus répandus, on trouve essentiellement le quercétol et le myricetol.

Les flavones proprement dires ont un réle moins important que les flavonoles. Ils se trouvent
dans les plantes sous forme O-glucoside. La seule différence avec les flavonoles est la présence de
groupe hydroxyle en Cz dans les flavonoles qui peut étre considéré comme trois hydroxy flavonole
(Hertog et al., 1992).
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R1
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OH
Fig 4: base des flavonoides Fig 5 : base des anthocyanes (Richter, 1993)

Hertog et al., 1992).

I11- Les tannins

Les tannins représentent le principal groupe des composés phénoliques, avec pas moins de
4000 composes différents dénombreés dans le régne végétal (Aoki et al., 2000). Les tannins forment
avec leurs dérivés la quatrieme famille de composés par ordre d’abondance dans les plantes apres la
cellulose, la lignine et les hemicelluloses (Peronny, 2005). Dans I’énorme diversité des tannins
végétaux, on distingue essentiellement deux groupes chimiques : les tannins hydrolysables et
condensés.

Les tannins hydrolysables sont généralement des esters de glucose que I’on classe en deux
catégories : Les gallotannins et les ellagitannins (Fig6). Leur hydrolyse provoque la libération des
acides tels que les acides galliques pour les gXallotannins et les acides ellagiques pour les
ellagitannins (Muller-Harvey, 2001 ; Kraus et al., 2004). lls sont synthétisés par la voie de I’acide
schikimique, a partir de laquelle découle I’acide gallique suite a une oxydation de I’acide 3-
déshydroshikimique. Une gallolylation de I’acide gallique permet d’obtenir le B -glucogalline en
présence de I’uridine diphosphate- glucose (UDP-G) qui sera par la suite transformé par addition de
nouveau groupements galloyles en : 1,6 digalloylglucose, 1, 2,6 trigalloylglucose et 1, 2, 3,6
tétragalloylglucose. Les deux types de tannins hydrolysables (les ellagitannins et les gallotannins)
sont formés a partir du « 1, 2, 3, 4, 6,- penta- D- galloyl-B-D-glucose » par I’ajout d’un autre
groupement galloyle sur le noyau (Grundhofer et al., 2001).

De leur part, les tannins condensés, appelés aussi « proanthocyanidines », ce sont des
polymeéres de flavane-3-ols, et de flavane-3,4-diols. Elles peuvent contenir dans leurs structures de

10

——
| —
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deux a cinquante unités de flavanoides (Xie et Dixon, 2005 ; Takos et al., 2006). Leurs poids
moléculaires se situent entre 5000 et 12000 daltons (Kouki et Manetas, 2002).

Les proanthocyanidines se caractérisent par une variation structurale considérable (Schofield
et al, 2001; Xie et Dixon, 2005). Leur structure complexe est formée d’unités répétitives
monomériques. On distingue ainsi : la catéchine, [I'épicatéchine, I’épicatéchine gallate et
I'épigallocatéchine (Fig7). Les unités monomériques sont reliées entre eux par une liaison entre le
carbone 8 et le carbone 4 (C 8 - C 4) (Schofield et al., 2001). Selon le nombre d’unités
monomeériques et le type de liaisons qui les reliant entre-elles, les tannins condensés peuvent étre
classés en : procyanidine, prodelphinidine, profisetinidine, prorobinetinidine (Xie et Dixon, 2005).

La biosynthése des tannins condensés commence par I’action du flavanones 3-hydroxylase
qui catalyse la transformation des flavanones en dihydroflavonols, suivi des dihydroflavonols
réductase qui vont participées a la reéduction des dihydroflavonols en 2R, 3S, 4S
leucoanthocyanidine. La formation des anthocyanidines se fait grace a I’action des anthocyanidines
synthase qui conduira par la suite a la synthese des anthocyanines sous I’action des anthocyanidines
glycosytransférase. Les proanthocyanidines sont obtenus par I’action de deux enzymes
anthocyanidines réductase et leucoanthocyanidine réductase pour obtenir les deux polymeres des

tannins condensés : — (-) Epi- flavan-3-ols et (+) - Flavan-3-ols (Dixon et al., 2004).

Figure 6: Structure chimique de I’acide ellagique (Schofield et al., 2001)
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Figure 7: Structure chimique Ellagitannins (Schofield et al., 2001)
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I- Staphylocoques aureus

I-1- Généralités

Staphylocoques aureus occupe une place trés importante dans la pathologie infectieuse
humaine et animale ; en effet sa découverte dés I’aube de I’ere pasteurienne, le 3 mai 1880, Pasteur
et koch décelent sa présence dans des pus de furoncle d’ostéomyélite. Un parasite microscopique en
forme de gains sphériques associés plus freqguemment en amas ou en grappe de raisin et apres une
coloration de Gram, ces coccis regroupes en amas retiennent le violet et gentiane. Les
staphylococcus aureus produisent une catalase et coagulase, ils sont aéro-anaérobies et poussent

facilement sur un milieu ordinaire.

Elles sont répondus dans la nature, aussi bien dans I’air que dans le sol ou dans I’eau, elle
est trés souvent responsable d’infection pyogeénes graves, depuis la peau jusqu’a la moelle osseuse
(Awvril, 2002).

Figure 8 : Aspect des colonies de Staphylococcus aureus (Enelkirk ,2008).

12
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I-2- Classification

Ordre : micrococcales (coques)

Famille : Micrococcaceae

Genre : Staphylococcus

Espéce : Staphylococcus aureus (Bourgeois et al., 1996).

I-3- Habitat

Staphylococcus aureus est une germe ubiquitaire, retrouvé dans le sol, I’air, et I’eau
(Fauchére et Avril , 2002). La bactérie est trés répondue chez I’lhomme et dans de nombreuses
espéces animales. Chez I’homme environ un tiers des sujet sont porteur sains, ils hébergent la
bactérie au niveau des muqueuses (principalement de la fosse nasale antérieure, ainsi que sur la
peau, la bouche, le pharynx et le périnée.) et les zones cutanées humides (périnée, aisselles)
(Nauciel et vildé, 2005).

Staphylococcus aureus peut diffuser sous le mode épidémique (maternités, créches, services
de chirurgie et de réanimation), elle suivre aussi dans le milieu extérieur et est retrouvé dans
I’environnement notamment hospitalier (base de transmission indirecte des souches a partir des

vétements, de la literie, du materiel médical, de I’air et des poussieres) (flandrois , 1997).

I-4- Caracteres morphologiques et culturaux

Les Staphylocoques apparaissent a I’examen microscopique comme des coccis a Gram
positif, bactéries sphériques de 0.8 a 1 mm de diametre (figure 08), regroupés en diplocoques ou
en petits amas (grappes de raisin). Ils sont immobiles, sporulé habituellement sans capsules. Ces
bactéries sont aéro-anaerobies, a métabolisme respiratoire et fermentaire, se cultivant facilement
en 24 heures sur milieux ordinaires. S. aureus peut étre aussi isolé sur milieux sélectifs

(Chapman), les colonies sont connexes, lisses de 1 a 4 mm de diametre (Berche et al, 1989).

I-5- Caracteres biochimiques

De nombreuses souche de S. aureus produisent un pigment jeune doré ou citrin, non
diffusible (caroténoides), et sont hémolytiques a la gélose du sang.
Toutes les espéces du genre Staphylococcus sont catalase positif. L espéce S. aureus est capable

de fermenter le mannitol, et le produire des enzymes extracellulaires (Staphylocoag ulase et DNA
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ase), et il est possible de mettre en évidence la protéine A de la paroi, chez prés de 90% des
souches (Berche et al, 1989).

En résumé, le Staphylococcus aureus présente :

e Une catalase active.

e Absence d’Oxydase

e Existences de cytochromes D et E, de coegulase, d’une bétalactamase et d’une lipase.

e Présente d’une gélatinasse (Holt J.G et al, 1994).

e Elle ala capacité de reduire la tellurite de Potassium, d”hydrolyser I’hippurite de Sodium et

de produit de I’Ammoniaque a partie de I’arginine (Avril J.L et al., 1992).

I-6 - Mode de transmission
La transmission directe de Staphylococcus aureus est possible de Iésion ouvertes, telles que
les infections cutanees ou muqueuse (Rhinopharyngites, Sinusites). Elle se fait directement par des

gouttelettes, par la poussiére, des squames cutanées et des objets.

Epidémiologique entre la source du contage et le sujet infecté, donc I’air et ses poussiéres
sont des vecteurs indiscutables de S. aureus qui se trouve sur les squames cutanées émises en

permanence dans I’air.

A cet égard, de personnel hospitalier représente un vecteur important des Staphylocoques
hospitalier (Ferron, 1984).

I-7- Pouvoir pathogene cutané

Staphylococcus aureus peut causer :
Des lésions suppurées : soit en :

e Formes cutanées : atteinte plus ou moins sevére des follicules pilo-sébacés (folliculite,
furoncle, anthrax), atteinte péri-unguéale (onyxis, perionyxis, atteinte du sous-cutané
panaris, phlegmons)

e Certaines formes superficielles (impétigo) peuvent se compliquer de lésions bulleuses
graves lorsque la souche de staphylocoque est productrice d’exfoliatine.

e Elle est aussi responsable de mastites chez les femmes qui allaitent.

e Des atteintes pulmonaires peuvent s’observer notamment chez les nourrissons et chez les

malades sous ventilation assistée ( Nauciel et vildé, 2005).
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I1- Escherichia coli

11-1- Généralités

Chapitre 111 : les souches testés

Escherichia coli appelé colibacilles, est bactérie intestinal des mammiféres tres commune

chez les étres humains. Découvertes en 1985 par Théodore Escherichia, dans les selles de

nourrissons, certaines souches d’Escherichia coli peuvent étre pathogenes.

C’est une bactérie normalement présente parmi la microflore digestive de I’homme et des

animaux a sang chaud.

Cette bactérie était initialement sensible a beaucoup d’antibiotiques, mais d’acquisition de

la résistance est fréquente, surtout en milieu hospitalier ( Nauciel et vildé, 2005).

Cette espéce qui a fait I’objet d’un tres grand nombre d’études, constitue le modele des bacilles

a gramme négatif aérobie (Bernard et Beynaud, 2003).
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Figure 9 : Aspect des colonies d’Escherichia coli (Atif et Ronald, 2012).
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11-2- Classification
Régne : Bacteria

Embranchement : Protebacteria

Classe : Gamma Proteobactéria

Ordre : Entérobactériales

Famille : Entérobactériaceae

Ganre : Escherichia

Espeéce : Escherichia coli (Pilet et al, 1987).
11-3- Habitat

E. coli est un héte normal du tube digestif de I’homme et des animaux. Chez I’homme il est
présent a raison de 10° bactéries/g de selle, de densité cependant trés inférieur a celle des
anaérobies qui constituent la flore dominante. La présence d’E.coli dans I’environnement est le
témoin d’une contamination fécale, on peut les retrouver également au niveau de diverses

mugqueuses chez I’homme et chez les animaux (Fauchére et Avril , 2002).

Chez I’lhomme, cette bactéries se retrouve surtout dans les infections génito-urinaires et
aussi dans les syndromes digestifs (appendicites, lithiase, biliaires infectée), circulatoires a
endocardites), de plus E.coli apparait comme un des agents des infections néonatales (Septicémie
méningite) (Fauchére et Avril , 2002)

11-4- Caractéristiques morphologiques et culturales

Les coliformes sont des batonnets courts, gramme négatifs et peuvent former des chaines.
Dans des conditions de culture défavorable par exemple en présence d’antibiotique), des formes
longue et filamenteuses apparaissent. Dans les certaines variétés d’E-coli produisent de
I’hémolyse sur la Gélose au sang. E-coli décomposent de nombreux hydrates de caractére avec

production de gaz (Jawetz et Malnik et Adelberg, 1973).
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11-5- Caractéristiques biochimiques
E. coli posséde des caractéres biochimiques particuliers permettant de le différencier des

especes voisines, parmi ces caracteres :

e Production d’indole a partir du tryptophane.
e Absence d’utilisation du Citrate comme de Carbone.

e Absence de production d’Acétone (Bernard et Beynaud, 2003).

11-6- Mode de transmission
La présence d’E-coli dans les eaux et les aliments est le témoin d’une contamination fécal.

La transmission a I’homme se fait par voie féco-orale. A partir du tractus intestinal, les bactéries
atteignent facilement le vagin et I’urétre chez la femme et peuvent mener a des naissances par des
souches maternelles d’E-coli provenant de la flore du périnée. Une contamination endogéne peut
étre provoqué par des perforations intestinales ou survenir apres chirurgie abdominales (Goubau
et Gompel, 2000).

e Les principaux vecteurs de transmission d’Escherichia coli sont les suivants :
e Le matériel de traite mal nettoyé et mal désinfecté

e L’excrétion mammaire en cas d’infection a Escherichia coli

e L’emploi de I’eau contaminée

e La mauvaise réfrigération du lait

Le principal rempart contre la contamination du lait par Escherichia coli reste I’hygiene
des aires de vie des animaux et d’hygiéne de la traite, la surveillance des mammites et la qualité de
I’eau (Goubau et Gompel, 2000).

11-7- Pouvoir pathogene
Les E-coli sont responsables de 60 a 80 % des infections des voies urinaires d’autant plus

que I’urine est un milieu de culture qui permet la culture des E-coli, dont lequel les moyen de
protection habituelle contre les infections, anticorps, complétement ; phagocytose, ne peuvent
jouer le role habituelle. Le plus souvent il s’agit de cystites se traduisent par une dysurie, une

pollakiurie et une peu élevée (Pilet et al, 1987).
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I11- Pseudomonas aeruginosa

111-1-Généralite

Pseudomonas est le genre la plus important dans I’ordre des Pseudomonadales, ces bactéries
sont des batonnates droits ou légerement incurvés. Les bactéries du genre Pseudomonas sont des
bacilles a Gram négatif, trés répandues dans a nature et caractérisées par leur résistance aux

antibiotiques et antiseptiques.

Pseudomonas aeruginosa, isolé en 1882 par Gessard. C’est I’espece la plus connu et la plus
répandue du genre Pseudomonas. La plus pathogene (Prescott et al., 2010).

P, aeruginogsa F. geruaingsa F. geruginesa
PAC M FACK A xS

Figure 10 : Aspect des colonies de Pseudomonas aeroginosa (Grosjean et al ,2009).

I11-2-Classification

Uni : Bactéries

Phylum : Proteobacteria

Classe : Gamma Proteobactéria

Ordre : Pseudomonadales

Famille : Pseudomonaceae

Ganre : Pseudomonas

Espéce : Pseudomonas aeruginosa (SKerman et Seneath, 1980).
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I11-4- Habitat

Pseudomonas aeruginosa est un germe dans I’environnement : on le trouve dans les milieux
humides. A I’hopital, ce germe est répandu dans le méme type d’environnement (robinet, éviers,
douches, surfaces des thermomeétres buccaux, nébuliseur, humidificateurs, siphons, etc.). Par
ailleurs, cette bactérie peut vivre en commensale de I’homme au niveau du tube digestif (flandrois
, 1997).

C’est une bactérie ubiquiste qui vit normalement a I’état de saprophyte dans I’eau et le sol
humide ou sur les végéetaux. Elle résiste mal a la dessiccation. Cette bactérie peut vivre en
commensale dans le tube digestif de I’homme et de divers animaux. Le bacille pyocyanique peut
suivre et se multiplier dans une infinie variété de liquides et de milieux, de supports et de

matériels, surtout s’ils sont humides (Eyquem et al., 2000).
I11-5- Caractéristiques morphologiques et culturales

C’est une bactérie a Gram négatif : 1 a 3 um de long, 0,5 a 1 %pum de large.
Parfois entourée d’une pseudo-capsule appelée slime, qui peut jouer un réle important dans la
pathogénécité de cette bactérie.

Il peut étre cultivé facilement sur tous les milieux aérobiose (température de 37°C ou 30°C),
il dégage une odeur aromatique caractéristique de seringa due a la production d’ortho-amino-
acetophénone, intermédiaire de métabolisme du tryptophane et non liée a la production de

pigment.

Les colonies de P.aerugenosa sont particulieres a cette espéece. Une dissociation spontanee

en 03 types principaux observeés :

— Colonies large, grandes avec une partie centrale bombée et contour irrégulier.
— Colonies petites, mates, 1égerement bombé avec un bord circulaire régulier.

— Colonies bombées, opaques, visqueuses (Eyquem et al., 2000).
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I11-6- Caractéristiques biochimiques
Pseudomonas aeruginosa n’est pas capable de fermenter les sucres, mais peut les attaquer

(Glucose en particulier).
D’autres caracteres sont utiles pour le diagnostic de cette espéce :

e Indole (-), Urée (-), TDA (-) : Tryptophane désaminas

e HS (-), Gélatine (+)

e ONPG (-) : Orthonitrophinol-Galactose

e LDC (-) : Lysine-décarboxylase

e ODC (-) :Ornithine-décarboxylase

e Adh (+) : Arginine-dehydogynase (Eyquem et al., 2000).

111-7- Mode de transmission
P. aeruginosa est un saprophyte aquatique largement répandu dans la nature. Chez 10% de
la population saine. P. aeruginosa est principalement un pathogene hospitalier. La bactérie peut

souvent pénétrer dans I’organisme par des blessures et des plaies.

Il a été établi que P. aeruginosa pouvait suivre dans les microgouttelettes et peut demeurer
longtemps en suspension dans des aérosols, d’ou le risque de transmission par voie aérienne
(Clifton et Packham, 2010).

Une des principales voies de transmission est le contact aves de I’eau contaminée, mais
comme la dose orale infectieuse est trés élevée, les voies de transmission qui présentent les plus
grandes risques pour la santé sont I’exposition cutanée (par exemple dans I’eau aérosols inhalé qui

one été projetés par personnes infectées hors de leurs voies respiratoires.

La bactérie peut souvent pénetrer dans I’organisme par des blessures et des plaies.
P.aeruginosa a une survie longue sur les surfaces humides de I’environnement hospitalier, sa
transmission nosocomiale de patient a été montrée dans plusieurs études : le recours a des
ventilateurs mécaniques contaminés dans les hépitaux est également une source courante

d’infections nosocomiales (Banerjee et Stableforth, 2000).

Il convient donc de respecter les regles d’hygiéne dans le milieu hospitalier. 1l est
recommandé de séparer les patient colonisé des autres afin d’éviter au Maximum une

transmission au sein de I’hépital (Douchain, 2001).
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111-8- Pouvoir pathogéene

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogéne opportuniste, c’est un bacille
commensal du tube digestif et de la peau. Il produit plusieurs toxines, il est a I’origine d’infections
respiratoires chez les immunodéprimés et d’infections cutanées chez les grands brulés avec
formation de pus (Mathieu et Fonteneau , 2008).

Les infections de P. aeruginosa concernaient surtout les maladies recevant un traitement
immunosuppresseur ou ayant une maladie grave sous-jacente, homéopathie ou cancer (Fauchére
et Avril , 2002).

P. aeruginosa est certainement I’espece la plus fréeguemment rencontrée en pathologie
infectieuse, elle est responsable d’infections cutanées, (Impétigo, Furoncles). Le plus souvent, elle
se fixe par I’intermédiaire d’une colonisation sur la peau, superficiellement mais aussi sur une

muqueuse.

Elle devient predominante quand les organismes coliformes sont supprimés. On la retrouve
aussi sur la peau humaine, P. aeruginosa n’est pathogéne que lorsqu’elle s’introduit dans des
zones dépourvues de défenses ou lorsqu’elle participe a des infections mixtes. Elle infeste des
plais. Produisant du pus bleu vert, cause la méningite lorsqu’elle est introduite par ponction
lombaire (Mathieu et Fonteneau , 2008).
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I-Introduction

Depuis des milliers d’années, le grenadier *’Punica granatum’’, ses fruits, son écorce et ses
fleurs, sont utilises, au Moyen-Orient et en Asie, régions dont cet arbuste est originaire, pour leurs
propriétés medicinales (Gubernatis, 1882).

D’abord disséminé par les nomades arabes, puis introduit en Chine au début du lleme siécle
avant JC, le grenadier est importé a Rome par les Romains de retour des guerres puniques, apres
leur victoire sur les Carthaginois. Plus tard, le grenadier sera introduit dans la péninsule ibérigque, ou
le nom de son fruit, la grenade, sera donné a I’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, a la symbolique nombreuse. Le calice de la grenade, en forme de couronne,
en fait un fruit majestueux (Gubernatis, 1882). Utilisé, de facon empirique, dans les médecines
traditionnelles, pour soigner les maladies gastro-intestinales et les affections parasitaires, le
grenadier fait son apparition dans la pharmacopée frangaise en 1818. Abandonné ensuite en raison
de la toxicité de certains de ses principes actifs, le grenadier fait I’objet, depuis une dizaine
d’années, d’un regain d’intérét, tant sur un plan médical et pharmacologique que sur un plan
cosmétologique. En effet, la grenade posséde, par exemple, des propriétés anti- oxydantes
supérieures a celles du vin rouge ou du thé vert (Gubernatis, 1882). Ainsi, aprés une bréve
présentation de I’historique, de la description botanique et de la composition chimique du grenadier
et de ses différents organes, il sera ensuite rappelé les propriétés qui leurs étaient données dans la
médecine traditionnelle. Enfin, il sera abordé, de facon détaillée et avec I’appui des nombreuses
études réalisées sur le sujet, les nouvelles propriétés thérapeutiques que I’on attribue aujourd’hui a
la grenade (Gubernatis, 1882).

I1-Histoire de grenadier

Grenadier, Punica granatum L., riche d’une histoire, de plus de 4000 ans, la grenade, ce fruit
majestueux, ne cesse de nous étonner. Trés apprécié de la mythologie, des récits religieux ou de
I’art, c’est aujourd’hui la science et plus particuliérement la médecine qui s’intéresse a ce fruit aux
vertus etonnantes. Il sera, dans un premiere temps, rappelé I’histoire et la botanique de Punica
granatum L. Dans un seconde temps, la composition chimique et les usages empiriques du
grenadier seront envisagés. Enfin, il sera détaillé les principales propriétés thérapeutiques de cet
arbre, découvertes ces dix derniéres années.

La grenade est un symbole de fécondité et de richesse, un attribut de la royauté dans
I’ancienne Egypte. Elle est considérée comme le fruit des dieux. Elle figure sur les bas-reliefs

égyptiens, notamment sur ceux du temple de Karnak.
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Les anciens Egyptiens préparaient un vin de grenade, le «shehan », obtenu en faisant
fermenter les grains de grenade. De plus, les Egyptiens enterraient ce fruit avec les morts et le
représentaient sur les murs des tombeaux.

En perse, la fleur du grenadier surmontait le sceptre royale.

Dans le temps de Salomon, les fleurs du grenadier ornaient les piliers ainsi que les parements

brodés des vétements sacerdotaux.

Le grenadier poussait dans les jardins suspendus de Babylone (Benzi, 1999).

I11- La grenade dans les civilisations

111.1. Mythologie grecque

Dans la Grece antique, la grenade était attribuée aux divinités des Enfers, Hadés et
Perséphone. Hadés, le dieu des Enfers enleva Perséphone a sa mere Déméter et I’emmena aux
Enfers. Zeus, le pére des dieux, décida que la jeune fille pourrait retourner auprés de sa mére si elle
n’avait rien mange aux Enfers. Peu avant son depart, Hades lui enfonca six arilles de grenade dans
la bouche. Puisqu’elle avait bien mangé quelque chose aux Enfers, elle dut régner la moitié de
I'année aux Enfers (automne et hiver) mais put rejoindre sa mére durant I'autre moitié (printemps et
été) ; le Troyen Paris mit fin a la dispute entre les déesses grecques Héra, Athéna et Aphrodite pour
savoir qui était la plus belle en donnant une pomme (une grenade) a Aphrodite (Martinez et al.,
2012).

111.2. Mention dans la Bible

Dans la Bible, la grenade passe pour un des 7 fruits importants qui étaient une bénédiction
pour la Terre Promise d’Israél42. Selon la description dans Exode 28 au verset 33, les grenades
étaient une partie de I’Ephod (= vétement de cérémonie) du grand prétre dont Dieu aurait ordonné la
confection au peuple d’Israél. Les chapiteaux des 2 colonnes en minerais Jachin et Boas devant le
temple de Salomon étaient décorés de deux rangées de grenades (1R 7, 18). Le premier roi d’Israél,
Saul, habita un certain temps sous un grenadier (1S 14, 2). Dans le Cantique des Cantiques de
Salomon, le mot grenade est utilisé plusieurs fois pour décrire la beauté féminine (Ct 4,3.13 ; 6,7).
Pour finir, on trouve aussi le grenadier chez les prophetes Joél 1,12 et Hag 2,19 (Martinez et al.,
2012).

111.3. Mention dans le Coran
Le fruit est mentionné dans le Coran aussi dans les sourates suivantes :
Les Bestiaux (sourate 6), 99 « Et c'est Lui qui, du ciel, a fait descendre I'eau. Puis par elle,

Nous fimes germer toute plante, de quoi Nous fimes sortir une verdure, d'ou Nous produisimes des
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grains, superposés les uns sur les autres, et du palmier, de ses ombelles, pendent des régimes de
dattes. Et aussi les jardins de raisins, I'olive et la grenade, si semblables ou dissemblables. Regardez
leurs fruits au moment de leur production et de leur maturation. En vérité, voila bien 1a des signes
pour ceux qui ont la foi» (Benzi, 1999).

Les Bestiaux (sourate 6), 141 : « C’est Lui qui fait pousser des jardins avec des vignes en
espaliers ou non, et les palmiers dattiers et les champs de céréales, aux récoltes diverses et I’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 verité, Il n’aime pas ceux qui font des
exCes. »

Le Miséricordieux (sourate 55), 68 : « Dans les deux, il y aura des fruits, des palmiers et des
grenadiers » (Benzi, 1999).

I11.4. Aire de répartition

L’aire de répartition de la grenade se situe en Asie occidentale et centrale ; les pays d’origine
de I’arbre s’étendent de la Turquie via le Caucase (Arménie, Azerbaidjan, Géorgie) et du
Tadjikistan, Turkménistan et Ouzbékistan a I’est jusqu’en Iran, Afghanistan et Pakistan. Dans le
bassin méditerranéen et au Proche Orient, par exemple en Iran, Arménie, Egypte, Espagne, Maroc,
Algérie, Tunisie, Syrie, Liban, Israél et Anatolie, on cultive la grenade depuis des siecles.
(Martinez et al., 2012). Actuellement, les principaux producteurs de grenade sont la Tunisie, la
Turquie, le Maroc, I’Egypte, Israél, I'lran, I'Inde et I’ Afghanistan. L’Espagne, la Turquie et Israél
sont les principaux pays exportateurs. On trouve également d'importants vergers en Californie, au
Mexique, en Chine, au Japon, en Russie, au Pakistan, en Irak, en Birmanie et Arabie saoudite.
Les fruits y sont presque exclusivement destinés au marché intérieur. En Inde, la grenade est aussi
cultivée comme condiment (Gubernatis, 1882).

Quelques variétés de la grenade peuvent étre transplantées dans des régions a hiver doux
d’Europe centrale. Par exemple, un arbuste fleurit chaque année dans le jardin situé devant le musée
des Arts Décoratifs de Budapest. (Gubernatis, 1882).

Avec la colonisation espagnole, la grenade s’est implantée dans les Caraibes et en Amérique
latine (Gubernatis, 1882).

IV- Grenadier dans le regne végétal

Le grenadier (Punica granatum L.), un gros buisson ou arbuste assez épineux, au feuillage
caduc et de bel aspect, appartient a la famille des Punicaceae, division Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida et a I’ordre des Myrtales. 1l est originaire de I’ Asie subtropicale et s’est acclimate a

la région 15 méditerranéenne (Sarkhosh et al., 2006). Il est depuis longtemps cultivé a but
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ornemental et pour ses fruits comestibles. Ses fruits contiennent de nombreuses graines, chacun
enrobe dans une pulpe gélatineuse rouge cramoisi, le tout enveloppe dans une peau (écorce) coriace
dont la couleur peut aller du jaune au rouge fonce. Les fruits sont consommes en frais et sont aussi
utilises pour produire un sirop dont le principal ingrédient est sa pulpe au gout acide. Depuis des
milliers d’anneées, les propriétés astringentes de I’écorce du fruit et de I’arbre sont trés prisses en
médecine, particulierement comme vermifuge. Actuellement, la grenade est cultivée dans la plupart

des régions a climat chaud, car il a besoin de fortes chaleurs pendant toute la période de

fructification (Melgarejo, 1993).

Figure 11 : Fleurs et fruits du Grenadier (Punica granatum) (Flora vonDeutschland and Schweiz.
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IVV-2- Classification du Punica granatum
- Regne : Plantae
- Division:  Magnoliophyta
- Classe : Magnoliopsida
- Ordre : Myrtales
- Famille :  Punicaceae
- Genre : Punica

Espere : P. granatum (Garnier et al., 1961).

V- Botanique
V-1- Biologie du grenadier
Description générale du grenadier
Le grenadier est un arbre ou arbuste buissonnant de 2 a 5 m de hauteur, légerement

épineux, au feuillage caduc et au tronc tortueux. Il croit majoritairement dans toute la région
méditerranéenne, de fagon subspontanée ou cultivée (Garnier et al., 1961).

a. Les feuilles

Les feuilles sont opposées. Elles peuvent avoir une disposition alterne sur les rejets ou étre
en touffes sur les pousses courtes. Elles sont glabres sur les deux faces. La face supérieure est vert
foncé et a nervure médiane nettement déprimée. La face inférieure, vert clair, montre une nervure
médiane tres saillante (Godet, 1991). Ces feuilles entieres, lancéolées, assez coriaces, et brillantes,
présentent un limbe elliptique allongé, de 3 a 8 cm de long. Leur sommet peut étre obtus ou allonge.
Elles sont munies d’un court pétiole, de 1 a 5 mm de long, qui est géneralement rougeéatre dessus
(Godet, 1991). Elles ne possédent pas de stipule (Garnier, 1961).
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Figure 12 : Feuilles lancéolées et fruit de Punica granatum (Garnier, 1961).

b. Les fleurs
Les fleurs du grenadier portent également le nom de balaustes (Planchon et Collin, 1875).

Elles sont trés ornementales. Les fleurs rouge pourpre ou grenat, d’aspect froissé, portées par un
court pédoncule, solitaires a I’aisselle des feuilles ou réunies par groupe de deux ou trois au sommet
des branches, s’ouvrent de mai a juillet (Garnier et al., 1961). Les fleurs du grenadier sont
actinomorphes et hermaphrodites (Courchet, 1897). Celles séches sont sans odeur. Elles ont une

saveur apre et astringente et donnent a la salive une teinte violacée (Planchon et Collin, 1875).

Figure 13 : Les fleurs de la grenade (Garnier, 1961).
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V-2- Graines
L’huile, obtenue a partir des graines de grenade, se compose a 80% d’acides gras insaturés, acides
gras présentant au moins une double liaison, essentiellement représentée par I’acide punicique,

acide cis-9,trans-11,cis-15, octadécatrienoique, mais également par les acides oléiques et linoléiques

(Planchon et Collin, 1875). Cette huile se compose aussi d’acides gras saturés, qui ne présentent

aucune double liaison, comme les acides palmitiques et stéariques (Garnier, 1961).

Il a été mis en évidence I’existence d’hormones stéroidiennes dans les graines de grenade (Tsuyuki
et al., 1981). De plus, ces graines contiennent de nombreux stérols, comme le cholestérol ou le
stigmasteérol. Enfin, elles renferment aussi un glycolipide entrant dans la composition des gaines de
myéline des mammiféres et le cérébroside (Garnier, 1961).

Figure 14 : présentation des

~ grains de Punica granatum
+ (Garnier, 1961).

V-3- Ecorces

L’ecorce du fruit contient deux importants acides hydroxy benzoiques, I’acide gallique et
I’acide ellagique. Elle renferme également des acides hydroxy-cinnamiques, des dérivés de
flavones, des molécules de coloration jaune et des anthocyanidines, responsables de la couleur
rouge des grenades. De nombreux ellagitanins sont aussi présents, tels que la punicaline, la
punicalagine, la granatine A et la granatine B (Lansky et al., 2007). Ces tanins représentent jusqu’a
28% de I’épiderme du fruit (Fournier, 1948). La pelletiérine pourrait aussi se trouver dans I’écorce
de la grenade. En effet, la méthode de dosage des alcaloides est basée sur I’utilisation du réactif
Dragendorff. Cette méthode répond positivement a la présence de pelletiérine (Lansky et al.,
2007).
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Figurel5 : L’écorce de Punica granatum
(Lansky et al., 2007).

V-4- Valeur nutritionnelle

La grenade est une bonne source de fibres alimentaires et de folate et une trés bonne
source de vitamine C (Tab. 1) (Sumner et al., 2005).

Tableau 1: représente les déférentes vitamines de la grenade (Sumner et al., 2005)

Grenade fraiche, pulpe et pépins
(d'apres anses &, valeur nutritive pour 100 g)

eau : 8lg fibres : 1¢g valeur énergétique : 74,2 kcal | valeur énergétique : 315 kJ
protéines : 0,959 lipides : 0,39 glucides : 16,29 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 pg zinc : 120 pg cuivre : 70 g
Vitamines

vitamine C : 11,4

i vitamine B1 : 30 ug vitamine B2 : 30 ug vitamine B3. (ou PP) : 300 g
vitamine B5 : 590 pg | vitamine B6. : 200 ug vitamine B9. (folate) : 6 pg vitamine B12 : 0 ug
béta-caroténe : 20 ug | rétinol : 0 ug vitamine E : 0,55 mg vitamine D : 0 ug
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VI-Propriétés thérapeutiques des grenades (Punica granatum L.)

Le grenadier a été utilisé depuis des siécles pour ses vertus thérapeutiques. En médecine
Ayurvedique, le grenadier est considéré comme « une pharmacie en soi »et il été utilisé comme
agent antiparasitaire, un « tonique sanguin » et pour traiter les aphtes, les diarrhées et les ulceres. Le
grenadier a servi aussi de remeéde pour le diabéte dans le systeme Unani de la médecine pratiquee
au Moyen Orient et en Inde (Melgarejo, 1993). Les propriétés thérapeutiques potentielles du
grenadier sont tres variées et incluent traitement et prévention du cancer, les maladies
cardiovasculaire, diabéte, dysfonctionnement érectile et protection contre les radiations
ultraviolettes. Ces activités thérapeutiques sont attribuées a différents mécanisme. La plupart des
recherches se sont concentrées sur les propriétés antioxydants, anticarcinogénique, anti-
inflammatoire et antidiabétique du grenadier (Sarkhosh et al., 2006).

V1.1. Propriétés antioxydants

Parmi une quarantaine de fruits (dont les fraises, les framboises, les bleuets et le cassis), la
grenade se retrouve en téte de liste quant & son contenu en antioxydants (Halvorsen et al., 2002).

Les principaux antioxydants retrouvés dans la grenade sont les flavonoides (particulierement
les anthocyanines), les tannins et I’acide ellagique (poly phénol antioxydant) (Poyrazoglu et
al., 2002 ; Tomas-Barberan et al., 2000). Les anthocyanines donnent a la grenade sa couleur
rouge. Les tannins conférent un golt amer au jus de grenade et aux membranes blanches qui
entourent les graines. L’activité des antioxydants de la grenade et de son jus serait supérieure a
celle du thé vert et du vin rouge. Leur effet protecteur serait également plus puissant que celui
d’autres boissons riches en composés phénoliques, comme le jus de bleuet et de raisin, ou le vin
rouge (Aviram et al., 2002 ; Ignarro et al., 2006).

Selon une étude, la consommation de jus de grenade augmenterait I’activité antioxydante du
sang, permettant ainsi de protéger les lipides sanguins (par exemple le cholestérol) contre
I’oxydation (Aviram et al., 2000, 2002). Toutefois, les chercheurs ont constaté que les effets
bénéfiques du jus de grenade pourraient aussi étre attribuables a des sous-produits de la microflore
intestinale (Cerda et al., 2004). Selon eux, il faut étre prudent avant d’extrapoler ces résultats chez
I”’humain, puisque chaque individu présente un taux d’absorption et un métabolisme différent avec
les antioxydants du jus de grenade (Cerda et al., 2004).

Plusieurs études rapportent que les fruits riches en flavonoides, en anthocyanines et en
procyanidines, comme la grenade, auraient le potentiel de réduire les risques de maladies
cardiovasculaires. Ces composés agiraient en synergie sur différents marqueurs, par exemple dans
les plaquettes sanguines et les vaisseaux sanguins (Chong et al., 2010). Les antioxydants de la
grenade pourraient également participer aux effets bénéfiques observés sur le cancer (Adams et al.,

2006). Toutefois, il a été démontré que I’effet bénéfique du jus de grenade sur les cellules
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cancéreuses serait supérieur a celui des antioxydants pris isolément. Malgré ces résultats
prometteurs, d’autres études cliniques doivent étre menées pour confirmer les effets de la grenade
sur la prévention ou le traitement du cancer et des maladies cardiovasculaires chez I’humain
(Adams et al., 2006).

VI-2-Activité anti-inflammatoire

Des études in vivo ont démontré que I’huile de graines pressées du grenadier inhibe la cyclo-
oxygenase et la lipooxygénase. La cyclo-oxygénase, enzyme clée dans la conversion de I’acide
arachidonique en prostaglandines (principaux médiateurs de I’inflammation), a été inhibée de 37%
par I’extrait d’huile de graines pressées. La lipooxygénase, qui catalyse la conversion de I’acide
arachidonique en leukotrienes, aussi médiateurs importants de I’inflammation, ont été inhibés de
75% par le méme extrait (Planchon et Collin, 1875). Des rats obeses Zucker Fatty ayant recu une
supplémentassions de jus de grenade ou d’extraits de fruits de grenadier durant 5 semaines montrent
une diminution significative de I’expression des marqueurs de I’inflammation vasculaire, la
trombospondine et la cytokine 28 TGF-B1 et une augmentation significative de 1’expression de la
synthétase endotheliale de I’acide nitrique (e NOS) en comparaison avec les rats contrbles
(Planchon et Collin, 1875). Cependant, les propriétés anti-inflammatoires du grenadier dans la
protection de I’endothélium et dans la diminution de I’athérosclérose n’ont pas été encore validées
par des essais cliniques chez I’lhnomme (Adams et al., 2006).

VI-3- Activité antidiabétique

Une étude pilote sur des patients diabétiques de type 2 avec hyperlipidémie a démontré que le
jus concentré de grenade diminue I’absorption et augmente I’excrétion fécale du cholestérol et
réduit significativement le taux total de cholestérol et du LDL cholestérol en améliorant les ratios
total/HDL et LDL/HDL cholestérol. La consommation du jus de grenade réduit significativement le
stress oxydatif chez les patients diabétiques (Chong et al., 2010). sans affecter les parametres
diabétiques. Plusieurs études ont montré, en utilisant différents modéles animaux et mémes des
patients diabétiques, des effets bénéfiques du traitement avec les extraits de grenadier (Adams et
al., 2006).

VI-4-Action anticancéreuse

Des études in vivo utilisant des lignées cellulaires du cancer de la prostate ont démontré que
divers extraits de grenadier (jus, huile de graine, écorce) inhibent potentiellement la prolifération et
I’envahissement des cellules cancereuses, causent une perturbation du cycle cellulaire, induisent
I’apoptose et inhibent le développent de la tumeur (Piquemal, 2008). Le mécanisme

anticarcinogénique du grenadier peut étre expliqué par une modulation des protéines régulatrices de
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I’apoptose (Rivero, et al., 2001). Une étude clinique en phase Il portant sur 46 hommes ayant le
cancer de prostate récurent a illustré que 35% des patients montraient une diminution significative
du taux sérique de PSA (Prostate specificantigen) durant le traitement avec du jus de grenade. La
méme étude a indiqué que le grenadier pourrait affecter le cancer de prostate grace a la combinaison
de ses propriétés antiproliférative, apoptotique, antioxydant et anti-inflammatoire (Tanguy, J.
1971).

VI-5-Action antimicrobienne

Les polyphénols de grenade ont des effets antiviraux et antimicrobiens intéressants. Le jus de
grenade contient des inhibiteurs d’entrée du HIV-1 qui peuvent étre isolés par adsorption sur de
I’amidon de mais. L’étude de ce complexe montre qu’il bloque la liaison du virus avec certains
récepteurs cellulaires (Xie et Dixon, 2005).

Prashanth et al. (2001) ont étudié, in vitro, I’action de différents extraits d’écorce de grenade
(péricarpe) sur six especes bactériennes : Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Salmonella typhi. Les extraits d’écorce de grenade
employés sont obtenus a partir de solvants différents, permettant d’isoler les divers principes actifs
de ce fruit. Ainsi, en utilisant comme solvant I’eau a température ambiante. 1l y aura isolement des
tanins et d’autres composés phénoliques, tandis qu’avec le méthanol, des tanins et des alcaloides
sont extraits. Toutefois, le chloroforme permet d’extraire les alcaloides et enfin avec I’éther de
pétrole, des stérols. Les résultats de cette étude ont montré que tous les extraits testés présentent une
activité antibactérienne, quelle que soit I’espéce bactérienne cultivée. Néanmoins, I’extrait
méthanoique semble posséder une activité antibactérienne plus importante que les autres extraits,

essentiellement sur S. aureus, P. vulgaris et B. subtilis.
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I- Matériels et méthodes

I- 1- Problematique

Les maladies causées par les bactéries a travers le monde occupent la premiére place par
leur fréquence, et sont vécues avec une acuité particuliere qui justifie une réelle demande
d’information.

L’incidence des maladies a augmenté durant ces derniéres années, surtout chez les patients
immunodéprimés. Elles affectent environ 20 a 40% de la population mondiale, principalement
les enfants en age scolaire.

La phytothérapie joue un réle essentiel dans le domaine du traitement de ces maladies, car
les plantes peuvent contribuer & les soigner. A cet effet, peut-on considérer le grenadier comme
étant reméde efficace dans le traitement de ces maladies.

I-2- Objectifs

L’objectif visé, dans le cadre de notre étude expérimentale, porte sur :

> La quantification des composés phénoliques totaux et des flavonoides ;

> L’évaluation in vitro de I’effet antimicrobien de I'écorce du fruit de Pinuca

granatum L. « Grenadier» sur quelques souches pathogénes d'origine bactérienne.

I- 3- Matériel végétal et site d’échantillonnage

Des fruits frais de la grenade ont été récoltés, d’une maniére aléatoire, durant le mois
d'Octobre 2015, a partir d'un champ de grenadier *’ Punica granatumm L.”’, dans une zone
localisée dans la commune de Hadjdj a 32km a I’Est de la ville de Mostaganem (Algeérie).

Figure 16 : Vue générale d’un grenadier (Photo originale)

33

——
| —



Partie expérimentale Chapitre | : Matériels et méthodes

I-4- Méthodes

I-4-1- Préparation de la drogue végétale

Apreés récolte, les écorces des fruits ont été prélevées et mises a sécher a l'air libre et a I'abri
de la lumiére.

Les écorces sechées ont été, ensuite, broyées en poudre fine & l'aide d'un broyeur
électrique (Fig.17). Pour son utilisation ultérieure et afin d’empécher son photo-oxydation, la
drogue a été conservée a I’obscurité dans des bocaux sombres hermétiquement fermés. Les
précautions prises visent a réduire les divers mécanismes de dégradation relatifs aux caractéres
organiques de ses matieres premiéres (Ferrari, 2002), a savoir la dénaturation des métabolites
secondaires tels que les huiles éthérées (évaporation au dela de 40° C) (kuimkele et Lobmeyer,
2007).

Figure 17 : Pesée et préparation de la drogue végétale (Photo originale)

I-4-2- Préparation des extraits
Deux procédés d’extraction ont éte adoptés. Se sont les méthodes traditionnelles d’extraction
les plus couramment utilisées.

1-4-2-1- Méthode de Soxhlet

La méthode d’extraction employée est I’extraction soxhlet 10% (w /v). Cent grammes de
drogue végétale broyée a été mise dans une cartouche d’extraction, en présence de 1000ml de
méthanol pur. Aprés quarte cycles d’extraction, I’extrait obtenue a été soumis a une filtration
sous vide a I’aide d’un filtre en microfibre de verre de Wattman #1. Le filtrat, ensuite, a été

récupéré dans un flacon opaque.
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Apres évaporation du solvant a I’aide d’un rotavapor de type Biichi a 40° C, un mélange
aqueux a été recupéré aprés adition d’une quantité d’eau distillée. Enfin, la lyophilisation
constitue la derniére étape de la préparation d’un extrait sec (Fig. 18). Celle-ci permet la
meilleure conservation de la matiére végétale. Le lyophilisat obtenu a été conservé dans des
flacons sombres hermétiquement fermés.

Figure 18 : Matériel utilisé pour la méthode Soxhle (originale)

I-4-2-1- Méthode d’agitation

L’extraction de I’échantillon a été assistée d’un homogénéisateur Blender, selon le procédé
de Kim et al. (2003). La matiere seche de I’écorce du fruit, finement broyée (100g), a été extraite
avec 1000ml de méthanol aqueux (80%) pendant 20mn, a raison de 20000 tours/mn. Apres
filtration sous vide a 1’aide d’un filtre en microfibre de verre de Wattman #1, le résidu a été
ensuite rincé avec 500ml de solvant aqueux et extrait a nouveau, dans les mémes conditions,
avec 1000ml de méthanol aqueux. Les filtrats obtenus ont été mis sous évaporateur rotatif afin
d’éliminer le méthanol. Comme précédemment, I’extrait aqueux ainsi résultant a été également
lyophilisé.
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Figure 19 : Matériel utilisé pour la méthode d’agitation
(Photo originale)

I-5- Détermination des composés phénoliques totaux
Le dosage des composés phénoliques totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique
de Folin-Ciocalteu selon la méthode de Miliauskas et al. (2004). Un volume de 1ml de
I’échantillon a doser (I’extrait méthanolique de I’écorce ou substance de référence) a été mélangé
avec un volume de 5ml de Folin Ciocalteu (2M dilué 10 fois dans I’eau distillée) et un volume de
4ml de carbonate de sodium (Na2CO3) a concentration de 75g/l. Aprés une incubation de 60mn
a la température ambiante, I’absorbance du mélange a été lue avec un blanc fait & partir d’eau
distillée a une longueur d’onde de 765nm, a I’aide d’un spectrophotométre Jenway 6715 UV-
Visible.
La teneur des composés phenoliques totaux, exprimée en équivalent acide gallique
(GAE)/g de lyophilisat, a été déterminée en se basant sur une courbe d’étalon obtenue a partir

d’une série de dilution, allant de 10 a 100ug/ml.
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I-6- Détermination des flavonoides totaux

La teneur des flavonoides totaux contenus dans les extraits étudiés a été determinée en
appliguant la méthode décrite par Chang et al. (2002).

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5, susceptible
de donner avec le groupement CO un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium. Ils forment
des complexes jaunatres par chélation des métaux (Fer et Aluminium). Ceci traduit le fait que le
métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique
agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau-Gayon et al., 1972).

Un volume de 0,75ml d’AlCls (2%) a été melangé a un volume égal d’extrait. Les densites
optiques ont été lues a 430nm aprés 10 minutes d’incubation a I’aide du spectrophotomeétre, contre
un courbe étalon préalablement tracée avec la quercétine comme substance de référence. Les
expressions des résultats ont été obtenues a partir de I'équivalence du standard (quercétine) par

gramme de lyophilisat (mg EQ/Q).

|I-7- Test anti-microbien

I-7-1- Préparation des dilutions des extraits

A partir des deux extraits, plusieurs solutions filles ont été préparées.

Dans un tube épendorff, une solution mere préalablement ajustee a raison de 0,1mg/ml dans le
DMSO a subit des dilutions allant de 0,01 — 0,2dmg/ml. (Tab.2).

Tableau 2 : Préparation des dilutions

Solution mere Solution mere
Concentration Extrait DMSO Extrait méthanol DMSO

% meéthanoique aqueux

10 0.1 0.9 0.1 0.9
20 0.2 0.8 0.2 0.8
30 0.3 0.7 0.3 0.7
40 0.4 0.6 0.4 0.6
50 0.5 0.5 0.5 0.5
60 0.6 0.4 0.6 0.4
70 0.7 0.3 0.7 0.3
80 0.8 0.2 0.8 0.2
90 0.9 0.1 0.9 0.1
100 1 0 1 0
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Figure20 : Préparation des dilutions (photo originale)

1-7-2- Les Souches bactériennes

Les microorganismes utilisés dans cette étude sont des germes pathogenes et ont été fourni
par 1é laboratoire de microbiologiel et 3 de I’université Abdel Hamid Ben Badis Wilaya de
Mostaganem, leur prélévement et leur isolement de faisaient en respectant les normes
d’hygiéne et en utilisant les milieux de culture sélectifs adéquats.
Les germes sélectionnés pour cette étude sont :

e Escherichia coli

e Staphylococcus aureus

e Pseudomonas aeruginosa
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e

ESCHERICHIA PSEUDOMONAS  STAPHYLOCOCCUS

e

Figure 21 : Les trois souches bactériennes (photo originale)
I-8- Identification des souches bactériennes

L’identification des souches bactériennes citées est basée surtout sur I’étude de leurs

caractéres morphologiques et biochimiques
I-8- 1- Etude microbiologique

1-8-2- Examen macroscopique :
Cet examen se base sur I’observation des plusieurs caractéristiques principales qu’il faut
les prendre en considération pour évaluer I’aspect macroscopiques, parmi ces

caractéristique on cite :

La croissance de colonie soit : glabre, poudreuse, duveteuse, pateuse, soyeuse, laineuse,
floconneuse, etc...

La surface soit : Plante, en déme, plissee.

La présence des rayons fins ou larges, courts ou longs, s’enfoncant dans la gélose ...

La couleur du recto et verso.

La présence d’un pigment diffusible dans la gélose ou non.
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1-8-3- Examen microscopique :

Cet examen est réalisé par une coloration de Gram qui permet de connaitre le type de
Gram de la bactérie (positif ou négatif) ainsi que leur morphologie (batonnet ou Cocci)
.Les bactéries qui apparaissent en violet sont dites bactéries a coloration de Gram positive
et celles qui présentent une couleur rose sont appelées bactéries a coloration de Gram

négative.

1-8-3-1- Coloration de Gram
e Principe

C’est la coloration de base en microbiologie, elle permet de déterminer le Gram des
bactéries .Elle est réalisée a partir des colonies ou partir de I’urine.

e Technique

A I’aide d’une anse de platine on prend une goutte de la suspension bactérienne qu’on
dépose au centre d’une lame propre et dégraissé celle-ci est étalée en cercle allant du centre
.Le frottis doit étre mince homogene. Le frottis est ensuite séché et fixé a la chaleur :

-Séchage du frottis au séchoir.
-Fixation par passage trois fois dans la flamme de bec bunsen.

Une fois le frottis préparé, on réalise une coloration (Frangoit et al ; 2011).

e Coloration
-Inonder le frottis de violet de gentiane pendant 1minute.
-Chasser le violet de gentiane avec le lugol, laisser agir pendant 30secondes.
-Rincer la lame avec I’eau.
-Décolorer en inondant le frottis d’alcool a 95°C pendant 5S.
-Recouvrir la lame de fuchine dilué pendant 10a20 S.
-Rincer avec un filet d’eau.
-Sécher et observer a I’immersion au Gx100 (Frangoit et al ; 2011).
e Lecture
Coloration en violet — Gram positif

Coloration en rose —Gram négatif
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Gram Positive Gram Negative

Fixation

~ Crystal violet '~
lodine treatment ’ &3
Alcool acetone & :
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&3
=
D
@
e
@

Figure 22: Coloration de Gram ( Francoit et al ; 2011).

1-9- Etude de I’activité antibactérienne des différents extraits :

I-9- 1- Technique d’antibiogramme :

Un antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la sensibilité d'une
souche bactérienne vis-a-vis d'un ou plusieurs antibiotiques supposes ou connus.

Le principe consiste a placer la culture de bactéries en présence du ou des
antibiotiques et a observer les conséquences sur le développement et la survie de celle-ci.
On peut par exemple placer plusieurs pastilles imbibées d'antibiotiques sur une souche
bactérienne déposée dans une boite de Petri. Il existe trois types d'interprétation selon le
diametre du cercle qui entoure le disque d'antibiotique : souche ou bactérie sensible,
intermédiaire ou résistante.

e Application des disques d’antibiotiques

Les disques sont déposeés a I’aide d’une pince stérile sur la surface de gélose Mueller
Hinton (MH).

Une distance minimale de 15mm doit séparer un disque périphérique du bord de la boite et
deux disques doivent étre éloignés au minimum de 30 mm de sorte que les zones
d’inhibitions ne se chevauchent pas.

Les boites ensemencees sont incubées a 37°C pendant 24h. (Khouli, 2012).
e Lecture

Mesure le diamétre d’inhibition de chaque disque d’antibiotiques au moyen d’un
pied a coulisse.

Comparer ces résultats aux valeurs critiques
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e Les antibiotique utilisé

Tab 3 : les antibiotiques utilisés

Numéro 1 2 3 4

Nom Gentamycine | Pénicilline G | Pénicilline P | Nitroxoline

1-9-2-Application sur les souches bactériennes

1-9-2-1- Préparation de disques d’antibiogramme

Les disques sont préparés a partir du papier Wattman n°3 a raison de 5 mm de diametre,
les disques ont subi une stérilisation a 120C° pendant 20 minutes en vue sont ensuite
immergés durant 30 minutes respectivement dans chaque extrait expérimental préparé

précédemment.

1-9-2-2- Préparation d’inoculum :

L’inoculum est préparé a partir des colonies jeunes. Un prélévement d’une seule colonie
est effectué a I’aide d’une anse a platine, puis mis dans 10 ml de bouillon nutritif puis porté
a I’incubation pendant 03 heures a 37 C° pour voir une pré-culture, la densité optique lue a
I’aide d’un spectrophotometre de type JENWAY, 6715 UV/Vis a 625 nm est justifiée de
0.08 & 0.1 soit environ 108 UFC/ml

1-10- Etude de I’activité antimicrobienne des déférents extraits

I-10- 1- Diffusion sur milieu gélosé par la méthode des disques :
L’étude qualitative détermine le degré de sensibilité des micro-organismes a la substance

ajoutée au milieu. Différentes techniques sont utilisées pour étudier cet effet. La plus
importante est la méthode des disques dont le principe se base sur la diffusion des

substances testées du disque vers le milieu de culture solide.

Pour réaliser ce test on utilise le milieu Muller-Hinton agar pour la culture des
différentes souches bactériennes examinées. Le milieu est coulé dans des boites de Pétri
avec epaisseur de 4 mm, puis les boites sont séchées a 37° pendant 30 min avant
I’utilisation. (Lesure et al., 2007).

e Technique
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Apres I’étalement de chaque suspension bactérienne prélevée de I’inoculum sur Muller
Hinton par la méthode d’écouvillonnage. Les disques de chaque dilution préparée sont
placés stérilement sur la surface de la gélose a distances égales.

Chaque boite de Pétri réalisée comprend disques sont imprégnés dans I’extrait a
concentration différentes (100mg/ml, 80mg/ml, 50mg/ml) et une boite témoin contient un

disque vierge sert de disque control et de trouve imprégné d’eau distillée stérile.

Les boites ont été incubées a 37c® pendant 24h, I’activité antibactérienne a été traduite par
I’apparition des zones d’inhibition autour des disques, le diametre obtenu est mesuré en

mm, ¢a nous permis de déterminer le taux d’inhibition de I’extrait de Pinuca granatum.L

Antibiogramme /& o\
| .. '.
\l\_ / Culture pure de 24h

Colonies
Isoltes

Préparer inoculum

Ensemencer par stries serrées dans
trois sens en tournant la boite de 1/3
de tour chaque fois

Figure 23 : Diffusion sur milieu gélosé par la méthode des disques (Francoit et al ; 2011,
originale).

1-10-2- Diffusion sur milieu gélosé par la méthode des puits ou cylindre

Proposé par Cooper et Woodman en 1946, reprise par Shroder et Messing (1949), elle
mesure une diffusion radiale de I'HE a partir d'un puits en donnant une zone d'inhibition
claire et facilement mesurable. Elle consiste a découper un tronc circulaire vertical dans la
gélose et d'y verser une solution d'HE de concentration connu. L'HE diffusant radialement
créant une zone d'inhibition circulaire a la surface de la gélose préalablement ensemencée

avec la suspension bactérienne ou fongique. (Bousbia, 2004).
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e Préparation des bofites

Couler la gélose dans les boites de Pétri apres refroidissement, percer a I'emporte-pieces
des trous réguliérement espacés.

e Dépots des extraits

Dans le puits central déposer I'extrait dans la premiére boite.

empore-piéce pipette

petsade Pasteur
Fdjzitdsermer :} le liguide descend
trous équidistants par gravite

Figure 24 : Diffusion sur milieu gélosé par la méthode des puits ou cylindre (Bousbia,
2004).

Lors de ces dépots, on veillera a ne faire ni débordement ni éclaboussures et a remplir
suffisamment chaque puits. 1l est conseillé de s'exercer avant a l'utilisation de la pipette
Pasteur.

e Marquage de la boite

Il faut marquer sur le couvercle le nom des dépots et faire un trait de feutre entre boite et
couvercle au cas ou celui-ci tournerait.

La boite est placé a I'étuve pendant 24 heures au minimum et a température 37 C°

NB : la vitesse de migration des substances dans la gélose dépend de la température, de la
concentration des substances utilisées.
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Figure 25 : Marquage de la boite (photo originale)
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I1. Résultats et discussion

Dansla présente investigation, deux orientations ont été étudiées. La premiere consiste a
estimer la disponibilit¢ en métabolites naturels dit de défense, dont laquelle les composés
phenoliques totaux et les flavonoides totaux ont été quantifiés. Alors que la seconde a permis

d’évaluer le potentiel antibactérien in vitro, des deux extraits bruts issus de I’écorce des fruits de
Punicagranatum L.

11.1. Rendement
Aprés extraction et récuperation des extraits sous forme seche, le rendement et la

couleur de chacun d’entre eux des extraits a été determinés et représentés dans (tableau 4).

Tableau 4 : Tableau récapitulatif regroupant le rendement et la couleur des lyophilisats de
I’écorce des fruits de Punicagranatum L.

Lyophilisats Couleurs Rendements %
Méthanol pur Marron claire 23,38
Meéthanol aqueux Marron claire 10,93

Le rendement désigne la masse de I’extrait lyophilisé, il est exprimé en pourcentage par
rapport a 100 grammes de Matiere séche. D’apres les resultats représentés dans le tableau 4 et la
figure 26, la méthode de soxhlet, en utilisant le méthanol pur semble étre la plus performante, par

rapport a I’agitation avec le méthanol aqueux. Les rendements sont de I’ordre de 23,38 et 10,93%,
respectivement.

= Méthanol pur = Méthanol aqueux
MS MS

A B

Figure 26 : Rendements en lyophilisats (A : Méthanol pur, B : Méthanol aqueux) d’écorce de
Fruitsde Punica granatum L.
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11.2. Etude spectrophotométrique (Dosages)

Les résultats obtenus sur la teneur des composés phénoliques totaux ainsi que les flavonoides

totaux sont representés dans la figure26 et le tableau 4.
11.2.1. Les composeés phénoliques totaux

La méthode de dosage des polyphénols totaux, en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a été
décrite en 1965 par Singleton et Rossi. Depuis, son utilisation s'est largement répandue pour

caractériser les extraits végétaux d'origine plus diverses.

L’évaluation des composés phénoliques totaux, par la méthode de Folin-Ciocalteu, a été

utilisée pour diverses raisons :

v" Donner des résultats fiables et reproductibles ;

v' Elle reste, néanmoins, une méthode analytique destructive (prise d'échantillon ;
réalisation d'un extrait) qui bien qu'optimisée demande la mise en ceuvre de nombreuses
manipulations (Boizot et Charpentier, 2006) ;

v' La grande longueur d‘ondes d’absorption (765nm) du chromophore qui permet de
minimiser les interférences avec la matrice de I’échantillon qui est souvent coloré ;

v' Ladisponibilité de réactif de Folin-Ciocalteu ;

v' C’est un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche d’antioxydants

alimentaires a travers le monde (Huang et al., 2005).

Les données des absorbances optiques obtenues sur chacun des extraits ont été converties en
doses a partir de I’équation de la courbe d’étalonnage (Fig. 26). Celle-ci a été obtenue avec une
série de dilution de I’acide gallique, allant de 1 — 10 mg/l. Une équation de régression linéaire, y =
0,0588x et un coefficient de corrélation (R? = 99,5%) ont été déterminés.

Les concentrations en composés phénoliques totaux ont été exprimées, en milligramme
Equivalent Acide Gallique (EAG) par gramme de lyophilisat. Les données enregistrent des taux de
I’ordre de 36,49 et 40,23 pg/ml, respectivement pour les lyophilisat préparés par le Méthanol
aqueux et celui pur (Fig. 27).
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R? = 0,995
0.35 /,}

Absorbance a 765 nm
e
o~
\‘

1 2 3 4

Y
-
~3

Concentrations (mg/1)

Figure 27: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

45 4
40,22675731

40 - 36,49092976

Concentration (ug/ml)
o
[—]

AMA Méth
Extraits

Figure 28 : Concentrations (mg/ml) des lyophilisats en composés

Les teneurs en composés phénoliques totaux, exprimés en milligramme Equivalent Acide
Gallique (EAG) par gramme de matiere séche (Fig. 28), ont été également calculées en se basant sur
les données des concentrations déterminées préalablement. Les composés phénoliques totaux dans
I’écorce du fruit de Punica granatum quantifiés semble dépendre de la méthode d’extraction et du
solvantutilisé. En effet, contrairement au Méthanol aqueux avec agitation, les composés
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phénoliques totaux sont plus solubles dans le Méthanol pur par la méthode de soxhlet(402,26 Vs

364,90 mg EGA/g. MS

Teneur (mg EAG/g Lyo) |

).

402,2675731
364,9092976

S

MA Aéth
Extraits

Figure 29 : Teneurs de la matiére séche en composés phénoliques totaux

11.2.2. Les flavonoides totaux

Comme précédemment, le dosage des flavonoides totaux a été réalisé par la méthode

colorimétrique. La teneur en flavonoides totaux des deux extraits a été déterminé grace a une courbe

d’étalonnage réalisée avec une substance de référence ; la quercétine a différentes concentrations (0

— 1mg/L). Les résultats ont été, tout d’abord, exprimés en concentrations, puis transformes en mg

équivalent quercétine par gramme d’extrait "lyophilisat" (mg EQu/g.Lyo). La courbe d’étalonnage a

été ajustée avec un c

oefficient de corrélation R? = 98,5% et une formule de régression y =

0,53x+0,018 (Figure 30)

0.5
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

0

0

Absorbance & 430mm

R? = 0,985 %

0.2 0.4 0.6 0.8 1

Concentrations (mg/1)

Figure 30 : Courbe d’étalonnage de la quercétine
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La quantification des flavonoides dans les extraits de Punica granatum a été estimée par la
méthode utilisant le chlorure d'aluminium (ALCL3). Comparativement & I’hydro-alcoolique, les
résultats exprimés dans la figure x montrent une légére augmentation en faveur du lyophilisat issu
par soxhlet avec le Méthanol pur. Les concentrations sont de I’ordre de 0,051 et 0,06 pg/ml,
respectivement dans les lyophilisats méthanolique pur et aqueux.

Comme précédemment, les teneurs en flavonoides ont été également calculées (Fig. 30). Elles
chiffrent a 1,258 (Méthanol aqueux) et 1,597 mg EQu/g. Lyo. (Méthanol pur).Ces données sont
Iégerement inférieures a celles déterminées par VVasconcelos et al. (2000) et Beckman(2007).

0,1
%‘ 0,09
o 0,08
)
E 0,07 - i
g 0,06 1 0,051
5 0.05
= 0,04 -
(=]
O 0,03 -

0,02 -

0,01 -

0 - :
MA Méth
Extraits

Figure 31 : Concentrations (mg/ml) des lyophilisats en flavonoides totaux.
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=1]
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Figure 32 : Teneurs de la matiere séche en flavonoides totaux
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De nombreuxchercheurs confirment que les variations obtenues sur les composés phénoliques
totaux et les flavonoides totaux sont attribuées au procédéd’extraction (Khoddami et al., 2013;
Hasmida et al., 2014 ),ainsi que le solvant utilis¢ (Mohammedi and Atik, 2011 ; Jain et al.,
2014 ; Sanda et al., 2015). De méme, d’autres justifient les variations dans les contenus de ces
métabolites secondaires a la différence observée sur la polarité des solvants (Caunii et al., 2012).

11.3. Etude microbiologiquein vitro
11.3.1. Identification physiologiques et biochimiques
Aprés une étude macroscopique et microscopique, les souches bactériennes utilisées ont été
identifiées par une coloration de Gram
= Escherichia coli :batonnet a Gram négatif, non sporulés, parfois capsulés, immobiles

ou mobiles. Les colonies sont de forme batonnet cylindrique avec des extrémités arrondies, de
taille irréguliere, de couleur blanc-opaque

Figure 33 :Aspect microscopique d'E. coli G (x100)
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Staphylococcus aureus : Cocci a Gram positifs, isolés ou groupés en diplocoques ou en amas ayant
la forme de grappes ou de raisin, immobiles.

Figure 34 :Aspect microscopique de Staphylococcus aureus G(x100)

= Pseudomonas aeruginosa: Bacilles a Gram négatif, ne présentant pas de spores ni de
capsules, elles produisent des pigments (jaune vert fluorescent) ce qui donne un aspect bleu vert aux
colonies avec un reflet métallique. Ils apparaissent la plupart du temps isolés ou en diplobacilles.

Figure 35: Aspect microscopique de Pseudomonas aeruginosa G(x100)
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11.3.2. Test d'antibiogramme

La technique consiste a ensemencer un germe pathogéne sur le milieu Miller Hinton et
I'amener au contact de la substance a tester par deux méthodes différentes : la méthode des disques
et celle des puits. Les observations ont été enregistrées apres 24 heures d’incubation a 37° C.

Parallelement, d’autres tests ont été préconisés en utilisant des antibiotiques comme référence
(Tab. 5 et 6). Il s’agit de ** Nitroxoline’’, “’penicilline P*’, “’pénicilline G’” et “’Streptomycine”’.
Nitroxoline agit efficacement contre Escherichia coli avec une zone d'inhibition d'un diametre de 20
mm (Fig.36), ’pénicilline P, pénicilline G permettent d’avoir une zone de 15 mm de diamétre sur
Staphylococcus aureus(Fig.37) et Pseudomonas aeruginosa(Fig.38). Cependant, cette derniere peut
étre inhibée par le quatrieme antibiotique avec un diametre de I’ordre de 17 mm.

L'action est décrite comme suit (Tab 6) :

e Diameétre d'inhibition nul......... ..o e ()
 Diamétre d'inhibition entre 7 et 10 millimétres .............ccccovvvviiin e (1)
* Diametre d'inhibition entre 10 et 16 millimetres............cocvvviiiiiiiiiinnnnn. (++)
* Diametre d'inhibition supérieur a 16 millimetres .............cccoovviviie s oene (+++)

Tableau 5 : Les diamétres (mm) des zones d'inhibition des différents antibiotiques.

Antibiatique . . .
Souche Baciari Pénicilline P Pénicilline G | Streptomycine Nitroxoline
Escherichia coli

ATCC25922 0 mm 11mm 13 mm 20 mm
Staphylococcus 10 mm 15 mm 15 mm 11 mm
Aureus

Pseud(_)monas 12 mm 15 mm 17 mm 12 mm
Aeruginosa

Tableau 6 : L'action d'inhibition des différents antibiotiques.

é(?uche Balé'fer' Pénicilline P Pénicilline G Streptomycine Nitroxoline
Escherichia coli
ATCC25922 ] i ++ o
iaarg?s/lococcus 4+ + +t +
Pseudomonas 4+ ++ A ++
aeruginosa

( ]

L >3 )
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Figure 36: Sensibilité d’Escherichiacoli aux différents antibiotiques

Figure 38 : Sensibilité dePseudomonas aeruginosa aux différents antibiotiques
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Les résultats du test d’antibiogramme (antibiotiques) représentés graphiquement sur les
figures 33, 34 et 35,ont montrés une efficacité remarquable contre les souches bactériennes
étudiées, avecdes zones d'inhibitions variant entre 15 et 20 mm de diamétre,

11.3.3. Activité antibactérienne des extraits

Les résultats présentés dans les tableaux 7, 8 et 9indiquent nettement une différence du
pouvoir antibactérien et cela d'une souche a une autre et d’un extrait a I’autre.

D’une maniere générale, I'inhibition de la croissance bactérienne dépendait de trois facteurs :
La bactérie, la méthode utilisée et la concentration du produit testé.

Il est & signaler que les deux extraits n'‘ont pas montrés les mémes effets. D'apreés les résultats
obtenus, I'extrait d'écorce de Pinuca granatuma base de méthanol pur, et en comparaison
avecl’hydro-alcoolique, a été le plus agissant sur la croissance bactérienne des trois souches
bactériennes.

Que ce soit pour I’extrait méthanolique pur ou celui aqueux, les résultats ci-dessous montrent
que I’activité inhibitrice des germes commence a partir d’une concentration de 50mg/ml. Un effet
dose dépendance a été noteé ; les zones d’inhibition augmentent en fonction de I’augmentation de la
concentration de I’extrait appliquée.

L’ analyse des données montrent une différence de sensibilité(Tab. 10,12 et Figure 36,38). En
effet, la souche bactérienneEscherichia coli a présenté une sensibilité plus élevée, comparativement
aux autres souches, enregistrant par conséquent des zones d’inhibition de 18 mm et 19 mm
lorsqu’elle a été traitée avec I’extrait méthanolique a raison de 100 mg/ml.Dans les mémes
conditions, la souche Staphylococcus aureus a,également, montré une sensibilité vis-a-vis de
I’extrait méthanolique, mais avec des zones d'inhibition légérement inférieures a celles enregistrées
précédemment (16,24 et 17,21 mm). Alors que Pseudomonas aeruginosan’a enregistrée quels,22 et
17 mm de diametre.

Comme cité précédemment, I'extrait hydro-alcoolique(Tab 11, 13 et figure 37, 39) a justifié
un effet antibactérien, relativement,de moindre importance que I'extrait méthanoique avec des zones
d'inhibitions variant entrel4 et 17mm. De méme, la soucheEscherichia colis’est montré également
la plus sensible avec une un halo de diametre de I’ordre de 16 et 16,22 mm.Cependant, les souches
Staphylococcus aureus (15,14 et 15,25 mm) et Pseudomonas aeruginosa (15 et 14 mm) se sont
montrées légerement plus résistante.

La comparaison entre les zone d'inhibition des extraits méthanoique et méthanol aqueux et les
antibiotiqgue Montre que les souches bactériennes a Gram positif ou négatif un réle important dans

nos résultats a cause de leur différence composition chimique de la paroi bactérienne, les Gram
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négatif (Pseudomonas aeruginosa Escherichia .coli) a une réponse plus sensible que le Gram positif
(Staphylococcus aureus). Nos resultats confirment que les diamétres d'inhibition du des souches
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia .coli est élevé que la souche staphylococcus aureus pour les
extraits méthanoique et méthanol aqueux.

Les données obtenues sur les trois bactéries son similaires a celles menées par (Vasconcelos
et al.,2006 ) et ( Beckman ,2007), ou l'extrait de grenade a montré une inhibition significatives .

Melendez , et Capriles , 2006 ont également signalé que les extraits de fruits de la grenade
possedent une activité antibactérienne in vitro contre de nombreuses bactéries testées, y compris

nous souches bactériennes , ce qui confirme nos résultats .

Tableau 7 : les diametres (mm) des zones d'inhibition des différents extraits (50 mg/ml)

Souches Extraits Meéthode de puits Meéthode de disques
Escherichia coli M(?thanol pur 1541 132
Méthanol aqueux 13.3 12
Pseudomonas Aeruginosa Méthanol pur 14 13
Méthanol aqueux 12.66 11.12
Staphylococcus Aureus Méthanol pur 14.34 12.1
Méthanol aqueux 11.08 10.82

Tableau 8 : les diametres (mm) des zones d'inhibition des différents extraits (80mg/ml)

Souches Extrait Méthode de puits Méthode de disques
Escherichia coli Méthanol pur 17 15
Méthanol aqueux 16 15.44
Pseudomonas Aeruginosa Méthanol pur 16.2 14.42
Méthanol aqueux 13 15
Staphylococcus Aureus Méthanol pur 15 13
Méthanol aqueux 11.72 13.32

Tableau 9: les diamétres (mm) des zones d'inhibition des différents extraits (100 mg/ml)

Souches Extraits Methode de puits Methode de disques
Escherichia coli Methanol pur 18 19
Méthanol aqueux 16.22 16
Pseudomonas Aeruginosa Methanol pur 16.21 16.24
Méthanol aqueux 15.14 15.25
Staphylococcus Aureus M(?thanol pur 17 1512
Méthanol aqueux 15 14
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11.3.4.1.Méthode de puits

11.3.4.1.a.Extrait méthanolpur

Tableau 10 : Influence de I'extrait méthanol pur de différentesconcentrations de I'écorce de

Punica granatum .L(méthode de puit)

I’e>(<)trai tSoucr?(r;ss de 50 mg/ml 80 mg/ml 100 mg/ml
Escherichia coli 15,41 17 18
Pseudomonas Aeruginosa 14 16,2 16,21
Staphylococcus Aureus 14,34 15 17

19
18

’ /
1
16 =

-« //

14 =

= Escherichia coli

13

= Pseudomonas Aeruginosa
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Figure 39 :I'effet antibactérien des différentes concentrations de I'extrait méthanol
pur de I'écorce de Punica granatum L. (méthode de puit)

11.3.3.1.b.Extrait Méthanol aqueux

Tableaull : les diamétres (mm) des zones d'inhibition des différents concentrations de
I'extraits méthanol aqueux de I'écorce de Punica granatum .L (méthode de puit)

ggl?ches on de Pextrait 50 mg/ml 80 mg/ml 100mg/mi
Escherichia coli 13,3 16 16,22
Pseudomonas Aeruginosa 12,66 13 15,14
Staphylococcus Aureus 11,08 11,72 15
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Figure 40 :I'effet antibactérien des différentes concentrations de I'extrait méthanol aqueux
de I'écorce de Punica granatum L. (méthode de puit)

11.3.3.2.Méthode de disque
11.3.4.1.a.Extrait méthanol

Tableau 12 : les diamétres (mm) des zones d'inhibition des différents concentrations de
I'extraits méthanol pur de I'écorce dePunica granatum.L (méthode de disque)

tion de I’extrait
Souches 50 mg/ml 80 mg/ml 100 mg/ml
Escherichia coli 13,2 mm 15 mm 19 mm
Pseudomonas Aeruginosa 13 mm 14,42 mm 16,24 mm
12,1 mm 13 mm 15,12 mm
Staphylococcus Aureus
20
19
g 18 //E
R 17 ;
© 16 / )I
§ 15 // : Escherichia coli
‘3 14 4 ? ! : = Pseudomonas Aeruginosa
E 13 ! ! .
% 12 : : i Staphylococcus Aureus
1 : ; :
10 ' ' i

50 mg/ml 80 mg/ml 100 mg/ml
concentration de I'extrait

Figure 41 :I'effet antibactérien des différentes concentrations de I'extrait méthanol pur de
I'écorce de Punica granatum L. (méthode de disque)
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Partie expérimentale

Reésultats et discussion

11.3.3.1.b.Extrait Méthanol aqueux

Tableau 13 : les diametres (mm) des zones d'inhibition des différents concentrations de
I'extraits méthanol aqueux de Punica granatum .L (méthode de disque)

g(;)l:]ches n de I'extrait 50 mg/ml 80 mg/ml 100 mg/ml
Escherichia coli 12 15,44 16
Pseudomonas Aeruginosa 11,12 15 15,25
Staphylococcus Aureus 10,82 13,32 14
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Figure 42 : I'effet antibactérien des différentes concentrations de I'extrait méthanol aqueux
de I'écorce de Punica granatum L. (méthode de disque)
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