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Résumé
Le présent travail est une contribution a la valorisation de trois biomasses tres abondantes
en Algérie ; a savoir les écorces de grenade (deux variétés de Médéa) et le daphné garou.
L’extraction a chaud des composés bioactifs en utilisant comme solvants : I’eau, 1I’éthanol et
eau/éthanol (50% /50%) a été réalisée sur la base d’une matrice expérimentale de 27 essais
proposés par un logiciel de plan d’expérience. Cinque parametres ont été testés entre deux
niveaux ; nature du solvant, température, rapport solide/liquide, diamétre des particules et

temps de 1’extraction.

L’évaluation des propriétés physico-chimiques et biologiques tel que : lactivité
tensioactive, antioxydante et antimicrobienne des différents extraits a permis de mettre en
évidence la présence de fortes teneurs de saponine, polyphénols totaux et de flavonoides dans

les deux variétés de grenade comparativement au daphné garou.

L’¢étude paramétrique de I’extraction a montré une étroite dépendance entre les facteurs
étudiés et les activités exploitées. Une tension superficielle proche de 29dyne/cm a été atteinte
pour les trois extraits. Pour la premiére origine de grenade les teneurs les plus élevées en
polyphénols et flavonoides obtenues avec 1’eau sont : 368.66 (mg EAG/g) et 704.37 (mg
ERU/g) respectivement. Cependant, 430.88 (mg EAG/g) de polyphénols totaux et 489.12 (mg
ER /g) de flavonoides sont obtenus avec 1’éthanol pour la deuxiéme origine. Concernant le
daphné garou le meilleur rendement en polyphénol totaux est égale a 574.55 (mg EAG/Q)

obtenus avec I’eau et 380.62 (mg ER /g) de flavonoides avec 1’éthanol 50%.

L’applicabilité de ces extraits comme antioxydants a é€té prouvée par une concentration
inhibitrice de 50% égale a 0.0017 mg/ml pour I’extrait éthanolique de daphné garou et 0.0073
mg/ml pour I’extrait aqueux. Les extraits éthanoliques ont montré un effet antibactérien le
plus important vis-a-vis du Staphylococcus aureus et 1I’Escherichia coli par rapport aux autres
extraits. Les extraits des deux variétes de grenade possedent tous une activité antibactérienne

remarquable comparé au daphné garou.

Mots clés : Grenade, daphné garou, polyphénol, flavonoide, saponine, tension superficielle,

pouvoir antioxydant, activité antimicrobienne.



Abstract

The present work is a contribution to the valorization of three very abundant biomasses in
Algeria; namely the pomegranate peel (two varieties of Medea) and the Flax-leaved.
The hot extraction of bioactive compounds using solvents: water, ethanol and water / ethanol
(50% / 50%) were carried out on the basis of an experimental matrix of 27 tests proposed by a
software of experimental design. Five parameters were tested between two levels; nature of

the solvent, temperature, solid / liquid ratio, particle diameter and extraction time.

The evaluation of the physicochemical and biological properties such as: surfactant,
antioxidant and antimicrobial activity of the various extracts made it possible to highlight the
presence of high levels of saponin, total polyphenols and flavonoids in the two pomegranate

varieties compared to the Flax-leaved.

The parametric study of the extraction showed a close dependence between the factors
studied and the exploited activities. A surface tension close to 29dyne / cm was reached for
the three extracts. For the first pomegranate origin, the highest levels of polyphenols and
flavonoids obtained with water are: 368.66 (mg EAG / g) and 704.37 (mg ERU / @)
respectively. However, 430.88 (mg EAG / g) of total polyphenols and 489.12 (mg ER / g) of
flavonoids are obtained with ethanol for the second origin. For the Flax-leaved the best yield
of total polyphenol is equal to 574.55 (mg EAG / g) obtained with water and 380.62 (mg ER /
g) of flavonoids with ethanol 50%.

The applicability of these extracts as antioxidants was proven by an inhibitory
concentration of 50% equal to 0.0017 mg / ml for the ethanolic extract of Flax-leaved. and
0.0073 mg / ml for the aqueous extract. Ethanolic extracts showed the strongest antibacterial
effect against Staphylococcus aureus and Escherichia coli compared to other extracts. The
extracts of both varieties of pomegranate all have remarkable antibacterial activity compared

to Flax-leaved.

Key words: pomegranate, Flax-leaved, polyphenol, flavonoid, saponin, surface tension,

antioxidant potency, antimicrobial activity.
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Introduction générale

Introduction générale

Les plantes médicinales forment un héritage inestimable dans toutes les étapes de
I'évolution de I’humanité. Pour le Continent africain 80% de populations, utilisent la
médecine traditionnelle & base de ces plantes pour faire face aux problémes de santé.

De nombreux composés naturels isolés a partir des plantes tels que la grenade et daphné
garou ont démontré un large spectre d'activités biologiques. Parmi ces différents types de
substances naturelles les composés phénoliques (principalement flavonoides, acides
phénoliques et tannins) constituent une richesse largement exploitée par les industries agro-
alimentaire, cosmetique et pharmaceutique. [1]

Punica granatuim L et daphne gnidium L sont des plantes médicinales qui possédent des
propriétés thérapeutiques comme [D’activité antibactérienne, antioxydante et anti-
inflammatoire.

Donc, I’objectif de notre travail est ’utilisation de deux biomasses locales (les écorces de
Punica granatuim L et les feuilles de daphne gnidium L) pour I’extraction des biomolécules
de valeur ajoutées. Il s’agit des polyphénols totaux et des flavonoides. Les propriétés
antioxydante et antibactérienne et tensioactive de ces biomolécules ont été également
évaluées.

Pour ce faire, notre étude est divisée en deux parties :

» La premiére partie représente une revue bibliographique sur les deux especes utilisées
Punica granatuim L et daphne gnidium ainsi que sur les polyphénols et leur méthode
d’extraction.

» La deuxieme partie englobe les différentes méthodes suivi et matériels utilisées au
cours de notre travail expérimental ainsi que les résultats obtenus avec leurs

interprétations.

En fin, nous terminons par une conclusion générale et quelques perspectives.
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1.1.Grenade

I.1.1.Description de la grenade
1.1.1.1.0rigine

La grenade (Punicagranatum L) (PGL), en latins Promus et Granatus, ce qui signifie
une téte de séric ou de pomme granulaire, originaire de I’Iran a I’Himalaya dans le nord de
I’Inde, ou elle a été cultivée depuis des milliers d’années. Il y a plus de 1000 cultivars de
Punicagranatum, qui sont passés de 1’Iran, a I’est en Chine et en Inde et a I’ouest par la région
méditerranéenne, sur le sud-ouest américain, la Californie et le Mexique [2,3].

La grenade est globalement cultivée dans de nombreuses régions géographiques, en
répondant aux besoins nutritionnels et médicinales des populations des différents pays comme
I’Iran, I’Inde, I’Egypte, la Chine, Israél, la Tunisie, la Syrie, le Liban, la Turquie, la Gréce
Chypre, I’'ltalie, la France, I’Espagne, le chili, le Portugal, les Etats-Unis, Oman et plus
récemment en Afrique du Sud. [4,5,6].

1.1.1.2. Noms vernaculaires

La grenade est connue par plusieurs noms, parmi eux on cite [7,8,9].
En Arabe : Romman
En Francais : Grenadier « Fruit: Grenade»

En anglais : Pomegranate

1.1.1.3. Classification

La classification est décrite dans le tableau 1.1 [10].

Tableau 1.1 : Classification du grenadier

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Ordre Myrtales
Famille Punicaceae
Genre Punica

Espéce Punicagranatum
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1.1.1.4. Repreésentation

La grenade, fruit du grenadier, est délimitée par un péricarpe épais (ou peau), a I’intérieur
duquel sont contenus de nombreux arilles. Chacun est constitu¢ d’une graine (ou pépin)
entourée de jus translucide renferme par une tres fine membrane. Les arilles sont rencontres
dans des loges séparées par de minces membranes qui s'étendent a l'intérieur du fruit, prenant
naissance au niveau du péricarpe et constituant ainsi une base pour I’attachement des arilles
(Figure 1.1) [11]. Le fruit donne donc naissance a trois parties bien distinctes : les pépins
(environ 3% du poids du fruit) qui contiennent eux-mémes 20% d'huile, le jus (environ 30%

du poids du fruit) et la peau qui comprend également les membranes intérieures [2].

Fortion comestible:
N Arillles + pépins

Membranes
">
% blanches

Figure 1.1 : Fruit de grenade et ses différentes parties [12]

1.1.2. Composition des différentes parties de grenade

D’une maniére générale, la composition de la partie comestible de la grenade est bien
décrite. En ce qui concerne la peau du fruit et les pépins, seules certaines classes de molécules
ont été relativement bien étudiées. Chacun de ses compartiments posséde des constituants
spécifiques (Figure 1.2) dont les teneurs dépendent de la variété, la saison, le stade de

maturité, ainsi que du lieu géographique et des conditions de culture [13,14, 15,16,17].
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Extrait de feuilles

|

Extrait de fleurs

-Tannins :
Pinicaline
Pedunculaga

Acide
gallagique

Acide ellagique

-Flavonoides

-Poly phénols :
Acide gallique
Acide ellagique

-Tri terpenes :
Oleanolique
Ursolique
Maslinique

Acide asiatique

-Phénols
-Flavonoides
-Ellagitannins

-pro
anthocyanidines

-polysaccharides

complexe

. W "L'i

-Phénols

-Flavonoides
-Poly phénols
-Tannins
-Anthocyanes

-Vitamines
(C.E)

-Acide lipoique

v

pépins

-Acides gras :

Acide
linoléique

Acide
linolénique

Acide
punicique

Acide
stéarique

Acide
palmitique

Acide
eleostéarique

Acide
catalpique

-Phytostérols
-Polyphénols

-isoflavones

Figure 1.2 : Principaux constituants des différentes parties de la grenade ou de leur extrait

1.1.3. Valeurs nutritives de grenade

La partie comestible de la grenade représente environ 50% du poids total d’une grenade
dont 80% sont les arilles (partie charnue) et 20% les pépins (partie ligneuse).
. eau (85%) ; sucres (10%),

principalement fructose et glucose ; acides organiques (1,5%) essentiellement acide

La composition des graines de grenade est la suivante

ascorbique, citrique et malique ; composés bioactifs tels que les polyphénols et les

[18]

flavonoides (essentiellement les anthocyanines).

4
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En outre, les graines de grenade sont une source importante de lipide, car les pépins ont
une teneur en acide gras qui oscille entre 12 et 20 % de leur poids total (poids sec). [12]

Le tableau 1.2 donne la composition nutritionnelle de la partie comestible de grenade.

Tableau 1.2: Composition nutritionnelle de la partie comestible [19]

Eau : 79a80% Matieres azotées : 1,2% Matieres
hydrocarbonées :16%
Fibres : 32 3,5 | Valeur énergétique : 52a60kcal
g
Protéines : 1g Lipides : 0,59 Glucides : 13%
Sels minéraux & oligo-éléments
Potassium : Phosphore : 22mg Calcium : 11mg Magnésium :
250mg smg
Sodium : 5mg Fer : 1mg Zinc : 200pug Cuivre :
100ug
Manganeése :
100%
Vitamines
Vitamine C: Vitamine B1 :30ug Vitamine B2 :20ug B3/PP/Niacin
20mg e: 20ug
Vitamine Vitamine B6 :ug
B5 :50ug
Vitamine A :
30ug

1.1.4. Propriétés pharmacologiques de grenade

Toutes les parties du fruit du grenadier semblent avoir des propriétés thérapeutiques.
Certaines études rapportent que 1’écorce, les racines, les feuilles, les fleurs et le tronc ont des

effets medicinaux bénéfiques sur certaines pathologies (Tableau 1.3).
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Tableau 1.3 : Propriétés pharmacologiques des différentes parties du grenadier

Partie de la plante | Activité / effet Résultats de I’étude Références

Ecorces Activité L’écorce du fruit de [20]
antimicrobienne | Punicagranatum possede donc, in
vitro, une activité antibactérienne.
La combinaison unique des tanins et
des alcaloides issus de cette écorce,
ainsi que leur action synergique,
expliquent  probablement  cette
activité antibactérienne non
retrouvée dans d’autres fruits
également riches en tanins et

alcaloides.

Graines et écorces Activité L'extrait des graines et d’écorces a [21]
Antidiabétique | montré une réduction de
l'augmentation de la glycémie
induite par l'alloxane. L’extrait
d’écorce a présenté une activité
significativement  meilleure  que

I'extrait de graines.

Ecorces Protection L'administration d’écorce de fruits a [22]
contre la montré une amélioration notable des

néphrotoxicité | anomalies liées a la néphrotoxicité.

Jus et graines Activité Des études in vitro ont démontré
que le jus de grenade et les extraits
de graines du grenadier ont 2 a 3
fois la capacité antioxydante du thé
vert ou du vin rouge enpiégeant les
radicaux libres et en diminuant le
stress oxydatif des macrophages et
la peroxydation lipidique chez les
animaux.

antioxydante [23]
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L’extrait de fruits de grenadier riche [24]
en polyphénols a montré son action
inflammatoire | inhibitrice de la production induite
par la cytokine inflammatoire IL-13
de PGE2 et la production de NO
dans les chondrocytes, cet effet
inhibiteur c’est ¢élargi sur l'activité
enzymatique a la fois de COX-1

et COX-2 in vitro, mais l'effet a été
plus  prononcé sur l'activité
enzymatique de I'enzyme COX-2.

Ecorce Activité anti-

Ecorce Activite I’efficacité de D’extrait éthanoique [25]

de 1’écorce de grenade dans le
traitement des plaies infectées par
des champignons chez les lapins,
prouvant la propriété antiseptique
de I’écorce de grenade. Egalement,
I’extrait iso flavonoides de 1’écorce
de grenade peut avoir un effet
significatif sur 1’amélioration des
parameétres reproductifs chez les
males des lapins.

antiseptiques

Ecorce Activité un pouvoir . ’inhibite,u,r [26]

considérablement élevé a été
antifongique attribué a 1‘extrait éthanolique de

I’écorce  de  grenade  contre
I’ascocyhta rabiei (pass) labr. et
fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici.

Jus Activité anti- | Le jus de grenade contient plusieurs [27]

HIV ingrédients, comme 1’acide caféique
acide ursolique, catéchines et
quercétine qui ont été déclarés avoir
une activité anti-VIH (pouvoir
inhibiteur de gp120-cd4).
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Ecorce Activité anti L’extrait aqueux_de I’écorce de_ la [25]
. grenade est riche en tanins,
diarrhéique | f1ay0noides et alcaloides.il

présente une activité contre la
diarrhée, ce résultat a validé
I’ancienne utilisation de 1’écorce de
grenade comme un anti diarrhéique
naturel.

Activi,té L’acide ellagique, ’acide caféique, 28]
anticancereux | |a luteoline et I'acide punicique, sont
tous des composés avec des actions
anticancéreuses connues.

Le jus fermenté, 1’écorce de
grenade, et I’huile de pépins de
grenade, lorsqu’ils sont

combinés, cet ensemble Inhibe la
prolifération, l'invasion et la
sécrétion de phospholipase A2
(SPLA2) dans le cancer de la
prostate.

Ecorce; jus et pépins

I.1.5. Autres usages de grenade

Les extraits du fruit grenade ont été utilisés pour préparer des teintures et 1’extrait des
feuilles a été utilisé pour préparer dans les temps anciens de I'encre [29].Une étude récente
reporte que la pelure de grenade a montré un pouvoir remarquable pour 1’adsorption de
quelques colorants [30].Et dans une nouvelle étude, les chercheurs suggerent que des films de
chitosane préparés par ajout d’extrait d’écorce de grenade et de menthe peuvent étre utilisés

pour le développement de matériaux d'emballage des aliments actifs [31].

I.2.Daphné Garou
1.2.1. Description de Daphné Garou
1.2.1.1. Origine

Le Daphnegnidium L (DGL) est originaire de la péninsule ibérique, la France, la péninsule
des Apennins, la péninsule des Balkans les iles Canaries et 1’Afrique du Nord [32].C'est un
arbuste des garrigues méditerranéennes et des sables atlantiques ; il existe dans tout le Tell de
1’ Algérie [33].
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1.2.1.2. Noms vernaculaires
Les noms de DGL sont donnés comme suit [32] :
Nom arabe : Lazzaz
Noms francais : Garou, Daphné Garou, Thymele, Saint Bois
Nom anglais : Flax-leaved (SpurgeFlax) Daphné

Nom scientifique : Daphnegnidium L.

1.2.1.3.Classification
La classification de DGL est décrite dans le tableau 1.4 [32,34,35]

Tableau 1.4 : classification de daphné garou

Regne Plantes
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Ordre Myrtales

Famille Thymelaeaceae
Genre Daphné

Espéce Daphnegnidium L

1.2.1.4. Représentation

Le DGL est une plante appartenant a la famille des Thymeleaceade 60 cm a 2 m de haut ou
plus, a feuilles persistantes ou caduques a rameaux minces tres feuillés, lisses, cylindriques,
pubérulents au sommet. Les feuilles se trouvent sur toute la longueur de la tige, larges de 5-7
mm au plus, cuspides, tres denses. Les fleurs blanches petites et tubulaires, poilues sur le
calice, souvent odorantes sont groupees en panicules terminales. Le fruit est une drupe
ovoide, rouge orangé. La floraison va d’octobre a mars, ¢’est une plante entomogame [33].

La figure 1.3 représente la plante de Daphné garou.
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Figure 1.3 : Plante de Daphné garou

1.2.2.Composition et propriétés biologiques

Le DGL contient des coumarines (Daphnétine, daphnine, acétylimbelliférone,
daphnorétine) et des flavonoides (lutéolin-3’,7-di-O-glucoside lutéoline, orientine,
isoorientine, quercétine, apigénine-7-O-glucoside, genkwanine, 5-O-b-D-primeverosyl
genkwanine, 2, 5, 7,4’-tétrahydroxyisoflavanol). Les graines et les écorces des différentes
especes du Daphné, renferment des diterpénes toxiques, la daphnétoxine (écorce) et la
mézéréine graines [33,36,37,38].

La composition d’une méme espéce peut varier selon la localisation géographique, les
conditions climatiques, la période de récolte, la partie de la plante utilisée, etc....

Les propriétés peuvent varier également, d’ou la nécessité de travailler dans les mémes
conditions, pour avoir la reproductibilité des résultats a I’étape d’analyse et d’identification

des molécules que contient une huile ou un extrait [39].

1.2.3. Propriétés pharmacologiques de daphné garou

Les propriétés thérapeutiques de DGL sont résumées dans le Tableau 1.5.

10



Chapitre | Geénéralité sur les biomasses étudiées

Tableau 1.5 : Propriétés pharmacologiques des différentes parties du DGL

Partie de la plante | Activité / effet Résultats de I’étude Références

Tiges L'activite L'activité  antimicrobienne des [40]
tiges du DGL a été évaluée par
Cottigli et al. , qui ont testé
I'extrait méthanolique des tiges sur
des bactéries et des champignons.
L'extrait a présenté une activité
antibactérienne contre le Bacillus
lentus et I’Escherichia coli mais il
été inactif contre les champignons.
Les flavonoides et les coumarines
extraits de la plante, ont aussi été
testés  pour  leur  pouvoir
antibactérien, la daphnétine, la
genkwanine et la 2, 5, 7.4°-
tétrahydroxyisoflavonol étaient les
plus actifs

antimicrobienne

Feuilles L'activité L’étude de l'activité [41]
antileucémique in vitro, des
extraits de feuilles du DGL contre
les cellules K562 / R7, sensibles et
multi résistantes aux
médicaments, a révélé que cette
plante peut é&tre utilisée avec
succes a cet effet.

antileucémique

Feuilles Effets Des études ont évalué les effets | [42,43]
antioxydants et antigenotoxiques
des polyphénols, surtout les
antigenotoxiques | flavonoides du DGL. I’inhibition
des réactions prophylactiques des
macrophages et de la prolifération
des lymphocytes, in vitro, par
I'extrait d'acétate d'éthyle des
feuilles du DGL a été évaluée.

antioxydants et

11
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Feuilles Activité anti- | L’extrait de feuilles de DGL, a [43]
une concentration de 100pg/ml, a
démontré une activité  anti-
inflammatoire par I’inhibition de
la prolifération des macrophages
et des lymphocytes, in vitro. Cette
Activité anti-inflammatoire a été
examinée en mesurant la sécrétion

inflammatoire

des molécules pro-
inflammatoires : 1’'llI-1p, NO et
TNF-a.

feuilles Activité La concentration de 10 pg/ml, [44]

I’extrait de feuilles de DGL exerce
une inhibition de 94% sur la
synthese de I’aflatoxine BI
d’Aspergillus flavus

antifongique

Parties aériennes L’activité anti- | L’étude de 1’activité anti-HIV de [45]
I’extrait du dichlorométhane des
HIV . L
parties aériennes du DGL. a
montré que ce dernier a un
pouvoir antirétroviral important
avec absence de cytotoxicité.
Quatre dérivés du daphnane, a
savoir, la daphnétoxine, la
gnidicine, la  gniditrine et
I'excoécariatoxine, ont manifesté
une bonne activité antivirale. Les
résultats de cette étude, ont montré
que ces composés étaient actifs
contre des virus résistants a
plusieurs médicaments.

Activité
anticancéreux

Racines et feuilles L’extrait d’acétate d’éthyle des [46]
racines de DGL exerce un effet
apoptotique et antiprolifératif sur
les cellules du cancer du poumon

et de I’hépatome in vitro.

De plus, I’évaluation de 1’activité
anticancéreuse des extraits de
feuilles de DGL a laissé voir une
inhibition de la prolifération des
lignées cellulaires de mélanome
(B16 FO et B16 F10). A une
concentration de 100pg/ml

12
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1.2.4. Autres usages de daphné garou

Anciennement, I'écorce des plantes du genre Daphne et plus particulierement du DGL était
utilisée sous forme de pommade aux propriéetés épispastiques [39]. En phytothérapie, la plante
est indiquée dans le traitement des leucémies et des lésions. Dans la pharmacopée
traditionnelle, le DGL était utilisé pour ses propriétés antiseptique, insecticide, dépurative,
cicatrisante, sudorifique et abortive. Les feuilles du DGL ont été utilisées dans la teinture de

tissus traditionnels [47].

13



Chapitre 11
Polypheénols et leurs méthodes d’extraction



Chapitre 11 Polyphénols et leurs méthodes d’extraction

11.1. Polyphénols
11.1. 1.Géneralités

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires largement
répandues dans le regne végétal étant trouvé dans tous les fruits et les légumes. Ces composés
sont présents dans toutes les parties des plantes mais avec une répartition quantitative qui
varient entre les différents tissus. Plus de 8000 structures ont été identifiée [48].Allant de
simples molécules comme les acides phénoliques a des substances hautement polymérisées
comme les tanins [49]. IIs sont synthétisés par I’ensemble des végétaux et ils participent aux
réactions de défense face a différents stress biotiques (agents pathogénes, blessures,
symbiose) ou abiotiques (lumiere, rayonnements UV, faible température, carences).

Les polyphénols contribuent a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux

(couleur, astringence, ardbme, amertume) [50].

11.1.2. Role des polyphlénols chez les plantes
Les composés phéenoliques en particulier les flavonoides sont impliqués dans un certain
nombre de fonctions [51]:
v' lIs assurent la pigmentation des fleurs, des fruits et des graines pour attirer les
pollinisateurs et les disperseurs de graine.
v Représentent un systeme de défense contre les organismes micro pathogenes,
v" Protegent les plantes contre les radiations UV en absorbant a la fois ces radiations et
les especes réactives de I’oxygene formées.

v" Interviendraient dans la fertilité des plantes et la germination du pollen.

11.1.3. Propriétés chimiques des polyphénols

Les propriétés chimiques des polyphénols sont essentiellement liées a celles des noyaux
phénoliques. Ceux-ci sont généralement des noyaux riches en électrons, a cause des effets
donneurs des groupements hydroxyles. Les propriétés chimiques qui en découlent sont
diverses et variées : réaction de Pechman (formation d’une coumarine), réaction de Mannich

(Formation d’amine), ...etc [52].

14
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11.1.4. Propriétés biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques comme les
activités  antiallergique ,  anti-artherogenique, anti-inflammatoire,  hépatoprotective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoire [53,54].Ces actions sont attribuées a leur effet antioxydant
qui est due a leurs propriétes redox en jouant un role important dans la destruction oxydative
par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de I’oxygéne, ou décomposition des

peroxydes. [55]

11.1.4.1. Activité antibactérienne

Dés la naissance, I'nomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutaneéo-muqueux [56]. Les polyphénols
notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité vis-a-vis des
microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les

adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire [57].

11.1.4.2. Activité antioxydante
Un antioxydant est une substance qui retarde ou empéche 1’oxydation d’un substrat

oxydable agissant avec des concentrations faibles [58].Les antioxydants sont des composés
puissants qui peuvent neutraliser les radicaux libres impliqués dans la dégradation cellulaire,
et nous aident ainsi a garder une vie active et saine. Quelques antioxydants sont fabriqués par
le corps humain, d’autres tels que les vitamines et polyphénols, doivent étre apportés par notre
alimentation [59]. Les antioxydants agissent de différentes maniéres [60]:

> lls peuvent empécher la formation directe des radicaux libres.

» lls peuvent faire la liaison avec les radicaux libres et les détruire.

» Renforcer le systéme immunitaire de défense.

> Reéparer les dommages résultants de radicaux libres.

Les méthodes retenues pour I’évaluation de I’activité antioxydante sont nombreuses dont la

mesure du pouvoir réducteur et du pouvoir chélateur des métaux [61].
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11.1.5. Classification des polyphénols

Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes : Les non flavonoides dont
les principaux composés sont : les acides phénoliques, les stilbénes, les lignanes, les lignines
les coumarines et les tanins [62] et les flavonoides, dont on caractérise principalement : les
flavones, flavanones, flavonols, isoflavonones, anthocyanines, proanthocyanidines et
flavanols [63]. Le Tableau I1.1 représente les principales classes des composés phénoliques,

ou les symboles R; représentent des radicaux alkyles.

Tableau 1.1 : Principales classes des composés phénoliques [64].

Squelette Classe Exemple Origine
Carboné (exemple)
Of H Phénols simple Catéchol
C6
C6-C3 Acides Acide caféique, acide Pomme de terre
hydroxycinnamique | férulique Pomme
s
Coumarines Scopolétine, esculétine | Citrus
Ry \
HO 0 0
C6-C3 Acides Acide gallique Ecorce de
Ry hydroxybenzoiques o om grenade
R,
Ry COOH -
C6-C2-C6 Silénes Resvératrol Vigne
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Flavonoides
-Flavonols Rutine Fruits,légumes,
- . fleurs
g HO o
7 -Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine | Fleurs, Fruits
6 -Flavonals Catéchine, épicatéchine | rouges
§ - ;- ..
-Flavanones Naringenine Pomme, raisin
-isoflavonols daidzeine Citrus
soja
Lignanes Pinorésinol Pin
Lignines Bois, noyau de
fruits
(C15)n Tanins Tanins Raisin rouge,
condensés Kaki

OH

Tanins hydrolysables
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11.1.6. Principaux composés phénoliques présents dans les biomasses étudiées

Les fruits de la grenade sont une source de divers composés biologiquement actifs, tels que
les composés phénoliques comme punicalagine, acide ellagique, gallotannins, anthocyanines,
qui sont connus en tant qu’antioxydants [65]. De plus le Daphné garou noté DGL est
également riche en coumarine et flavonoide. Dans ce qui suit nous allons présenter les

polyphénols les plus représentatifs de ses deux biomasses.

11.1.6.1. Flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables
des colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux [65].

Les principaux flavonoides présents dans la grenade sont la catéchine quercitrine, et la
kaempferia, qui jouent un role important dans 1’activité antioxydante [65].

Les flavonoides tels que, la quercétine, I’isoorientine, la lutéoline7-O- glucoside,
I’apigénine 7-O-glucoside et la 5-O-B-D-primeverosylgenkwanine, ont été aussi isolées du
Daphne gnidium L [66 ,67, 36,37].

11.1.6.2. Anthocyanes

Les anthocyanes (en grec Anthos signifie fleur, et kyanos signifie bleu) sont des pigments
hydrosolubles présents dans la plupart des espéces [68]. Ces pigments sont des dérives du
cation 2-phénylbenzopyrylium plus communément appelé cation flavylium.

Ils sont accumulés dans les vacuoles cellulaires [69] et ils sont responsable des couleurs
rouges, violettes et bleues dans les fruits, les légumes, les fleurs et les graines, mais aussi
jouent un réle important dans la physiologie végétale comme attracteurs des insectes et dans
la dispersion des graines [70].

Donc la composition en anthocyanines est un parameétre important de qualité du fruit de la
grenade, en raison de I’importance de ces derniers dans la couleur des jus respectifs. Les
anthocyanines dans la grenade changent considérablement avec les cultivars, la maturité, le
secteur de production et les conditions saisonniéeres [65]. Les anthocyanes sont stabilisés dans
les plantes par des interactions avec des acides amineés, des tanins, des 4-oxo-flavonoides. La

figure I1.1 illustre deux exemples des structures chimiques des anthocyanes [71].
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Figure 11.1: Exemples des structures chimiques des anthocyanes

11.1.6.3. Tanins
Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, ayant en commun la

propriété de tanner la peau [72]. Les tannins conferent un goG(t amer au jus de la grenade et
aux membranes blanches qui entourent les graines. Il a été rapporté que la grenade posséde
deux tannins a savoir 1’acide ellagique et punicalagine qui ont un réle important dans
I’activité antioxydante. Les tanins se subdivise en deux types [65].

» Tanins hydrolysables

» Tannins condensés

11.1.6.4. Coumarines

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur
concentration mais aussi suivant I’espéce. Dans la cellule, les coumarines sont principalement
présentes sous forme glycosylée. Cette glycosylation serait une forme de stockage permettant
d’éviter les effets toxiques des coumarines sur la cellule et la croissance. Elles sont
considérées comme des phytoalexines. Celles-ci sont des molécules de faible masse
moléculaire provenant de voies metaboliques variées comme celle des phényl propanoides ou
des sesquiterpenes [73].

Le Daphnegnidium L contient d’autres coumarines simples ; la daphnin et

I’acetylumbelliferone [37].
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11.1.6.5. Saponines

Les saponines ou saponosides sont une classe spécifique de métabolites secondaires,
produits naturels retrouvés abondamment dans le regne végétal [74].Ce sont des substances
tensioactives, glycosides. lls sont principalement produits par les plantes supérieures, mais
aussi par des animaux marins inférieurs et quelques bactéries [75,76] qui sont souvent utilisés
pour consommation humaine et animale [77].

Le nom saponine dérive du mot latin « sapo », qui signifie savon, parce que ces composés
moussent une fois agités avec de I'eau. Ils se composent d’aglycones non polaires liés a un ou
a plusieurs sucres. Cette combinaison d’¢léments structuraux polaires et non polaires en leurs
molécules explique leur comportement moussant en solution aqueuse. Comme définition, on
dirait qu’une saponine est un glycoside de stéroide ou de triterpéne. Ainsi on distingue
fondamentalement, les saponines stéroidiques et les saponines striterpéniques (Figure 11.2)
dérivant tous deux, bio synthétiquement de I’oxydosqualéne.lls manifestent des propriétés
hémolytiques, antimicrobiennes, insecticides, molluscicidales), anti-inflammatoires et

antalgiques [78].

RO / R'

(a) Triterpene (b) Steroide

Figure 11.2: Structure de base des saponines [75]

I1.2. Méthodes d’extraction des composés phénoliques

En général, le choix de la méthode d'extraction dépendra de la nature des composés (par
exemple, classes des molécules phénoliques spécifiques telles que des flavonoides, acides
phénoliques, etc.), de la nature de I'échantillon (graines, feuilles, ramilles) et de son état
physique. Indépendamment de la technique choisie, I'optimisation des conditions d'extraction

peut étre changée selon la préparation de I'échantillon [79].
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Les méthodes d’extractions nombreuses et sont regroupées en méthodes classiques
(macération, soxhlet....) et méthodes alternatives (extraction assistée par ultrasons et par

microondes...).

11.2.1.Méthodes classiques

Les techniques classiques pour I'extraction par solvants de molécules actives a partir des
matrices vegétales sont basées sur le choix du solvant couplé a la température et/ou a
l'agitation. Les techniques classiques existantes permettant d‘extraire ces principes actifs
incluent : Soxhlet, I’hydrodistillation et la macération avec un mélange alcool-eau ou une

graisse chaude [80].

11.2.1.1. Macération

La macération est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste en la
mise en contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, a température
ambiante ou a température élevée pour une durée déterminée. Cette technique est basée sur la
solubilité de composés bioactifs dans un solvant d’extraction et elle est influencée par une
série de facteurs incluant la nature du matériel végétal, la concentration en solutés de
I’échantillon, la nature du solvant, la durée d’extraction. La macération commence avec le
choix d’un solvant d’extraction adéquat. Apres une étape de diffusion du solvant a I’intérieur
des cellules végétales le processus continue avec la solubilisation de composés bioactifs qui
vont migrer de la matrice végétale vers le solvant environnant jusqu’a ce que 1’équilibre de

partage de concentration soit atteint [81].

11.2.1.2. Extraction par Soxhlet

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a I’épuisement complet du soluté
dans la matiéere premiére. Le Soxhlet est composé d'un corps en verre, dans lequel est placée
une cartouche en papier-filtre épais (une matiére pénétrable pour le solvant), d'un tube siphon
et d'un tube de distillation. Dans le montage, 1’extracteur est placé sur un ballon contenant le
solvant d'extraction. Le ballon est chauffé afin de pouvoir faire bouillir son contenu. La
cartouche contenant le solide a extraire est insérée dans I'extracteur, au-dessus duquel est
placé un réfrigérant servant a liquéfier les vapeurs du solvant. Au fil des cycles, le solvant
s’enrichit en substances extraites jusqu’a épuisement de 1’échantillon en substances d’intérét

[82]. La figure 11.3 illustre un extracteur de Soxhlet.
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agitation intégrée

<«— Retour de distillation

Figure 11.3: Extracteur de Soxhlet

11.2.2. Méthodes alternatives

L’extraction de molécules issues du matériel veégétal ou ligneux par les techniques
conventionnelles se révele étre une étape souvent délicate et tres longue qui nécessite une
consommation importante de solvant. Cela a pour conséquence d’engendrer des dégradations
des matieres traitées (a2 chaud par exemple) et de diminuer le rendement d’extraction. Une
demande croissante de nouvelles techniques d’extraction permettant de réduire a la fois, le
temps d’opération, la consommation de solvant et la quantité¢ d’effluents. Les techniques
modernes telles que I’extraction assistée par micro-ondes ou ultrasons, I’extraction par fluide
supercritique et I’extraction par solvant accélérée sont des techniques rapides et efficaces pour
extraire des composés chimiques des matrices solides de plantes. Ces techniques peuvent
fonctionner a haute température et/ou haute pression améliorant nettement le but de palier la

cinétique d’extraction [83].
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11.2.2.1. Extraction assistée aux ultrasons

L’extraction par ultrasons est une méthode simple, efficace et peu couteuse. Ses avantages
les plus significatifs sont liés a ’augmentation du rendement d’extraction et une accélération
de la cinétique par rapport a une extraction classique. Elle permet de travailler a des
températures relativement basses et d’éviter la thermodestruction des composés.
Cette technique est facile a mettre en ceuvre. Comme le Soxhlet, I’extraction par ultrasons
permet d’utiliser une large gamme de solvant afin d’obtenir différents composés naturels.
Cependant, I’effet de 1’extraction par ultrasons sur le rendement et la cinétique d’extraction
est lié a la nature de la matrice végétale [84].Le principe de cette procédure est illustré dans la

figure 11.4.

Pression
acoustique

Ondes de
compression
A
Variation ; = P P
de taille © O e 0O o \)'\—/}Q X @] O S
des bulles N __4 .

Figure 11.4 : Représentation schématique du phénomeéne de cavitation acoustique [85]

L'ultrason fait référence aux ondes sonores qui générent des vibrations mécaniques dans un
solide, un liquide ou un gaz. A la différence des ondes électromagnétiques, les ondes sonores
peuvent se propager dans une matiére et elles impliquent des cycles d'expansion et de
compression lors de la propagation dans le milieu. L'expansion peut créer des bulles qui se
forment, se développent et s'effondrent dans un liquide. Prés d'une surface solide,
I'effondrement de cavité est asymétrique et produit un jet de liquide a grande vitesse [86].Ce

phénomeéne est appelé la cavitation acoustique.
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11.2.2.2. Extraction assistée par microondes

L’extraction assistée par microondes est un processus par lequel I'énergie microonde
accelere l'extraction. Ce traitement accéléere la rupture des cellules en provoquant une
augmentation rapide de la température et de la pression interne dans les parois des cellules

végetales [87,88]. Le principe de cette procédure est illustré dans la figure 11.5.

Molécules extrates w=p Flux d'extraction

. Gradient de température

Figure I11.5 : Principe de chauffage par microondes [89]

Au cours du traitement par microonde, le chauffage provoque la rupture des liaisons
hydrogéne faibles par la rotation dipolaire des molécules. Une quantité considérable de
pression s’accumule a l'intérieur du biomatériau, qui modifie les propriétés physiques des
tissus biologiques et améliore la porosité de la matrice biologique. Ceci permet une meilleure
pénétration du solvant d'extraction a travers la matrice [90,91] et facilite I’extraction des
composes entre autres les composes phénoliques [92].

Elle utilise de plus petites quantités de solvant, n’est pas couteuse et est considérablement
rapide. Cependant, la température opératoire de cette technique est relativement haute (100 —
150 °C), ce qui pose des problémes quand il s’agit de I’extraction d’antioxydants. Les autres
inconvénients de cette technique sont d’une part le rendement faible lorsque les solutés ou les
solvants sont apolaires et d’autre part le besoin de I’étape postérieure de filtration ou de

centrifugation pour éliminer le résidu solide de I’extrait [83].
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I1.3. Travaux antérieurs sur ’extraction des composés phénoliques a partir

de grenade et de daphné garou
Le fruit de grenade ainsi que le daphné garou ont fait I’objet de plusieurs études pour
I’extraction des métabolites secondaires. Le tableau 11.2 représente quelques travaux réalisés

sur ces deux biomasses.
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Tableau 11.2 : Résumé de quelques travaux effectués sur I’extraction des composés phénoliques a partir des deux biomasses étudiée

Grenade
Méthode | Partie de Payé Solvant SA(g/ml) | T(°C) | t(min) dp(um) TP R (%) | Référence
grenade d’origine (mgeEAG/100g
mp)
EU Ecorce Iran Méthanol 1/50 70 30 250 9365.70 46.9 [93]
ES Graine Iran Benzéne et 1/31 35 360 400 780-7210 _ [94]
Hexane
ESC Ecorce Chine Méthanol 1/15 40 240 400 8.26 46,5 [95]
EMO Ecorce China Ethanol 1/20 _ 2 400 _ T1=0,187 2.946
(50%) 600 (mg EQ /g MS) [96]
Daphné garou
216.6(mg GAE/g
ESC Feuille Algérie Méthanol 1/40 _ 1440 _ MS) _ [97]
Tf=12.4(mg EC/g
MS)
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Etude expérimentale

I11.1. Introduction

Ce travail, qui a été réalisé au niveau du laboratoire de biologie de la faculté des sciences

de I'université de Médéa, a pour objectif I’extraction des composés phénoliques a partir de

deux biomasses végétales récoltées au niveau de la wilaya de Médéa. 1l s’agit des écorces de

grenade et les feuilles de Daphné Garou.

Une étude phytochimique des espéces végetales passe généralement par la récolte de la

plante et sa conservation, ensuite la matiére végétale est broyée et/ou préparée pour

I’extraction. Enfin, le matériau est prét pour la caractérisation par 1’analyse des extraits.

Pour ce faire, notre partie expérimentale est structurée comme suit :

» Préparation et caractérisation des biomasses végétales ;

» Extraction des composés phénoliques ;

» Caractérisation physicochimique des extraits obtenus ;

» Etude des activités antioxydante et antibactérienne.

I11.2. Matériels et produits

Les matériels et les produits utilisés au cours de ce travail, sont regroupés dans le tableau

.1

Tableau 111.1 : Matériels et produits utilisés

Matériels et appareils

Produits

- Plaque chauffante et barreau magnétique
- Centrifugeuse type Hettich ba21

- Etuve
-Spectrophotomeétre  Uv-vis  Cintra
Shimadzu GBC V4074

- Tensiometre Du Nouy

- pH- métre (Selecta P)

- Conductimétre (Selecta P)

- Tamiseur (Controlab)

- Bain-marie thermostaté

- Vortex

- Ethanol Sigma-Aldrich (pureté >99%)
- Eau distillée- Folin-Ciocalteu (diluée
10 fois)

303 | - Bicarbonate de sodium Na,CO3
-Rutine hydraté Sigma (pureté >94%)
- Chlorure d’aluminium ALCL;3

- Acide gallique Sigma (97.5-102.5%)
- Eau physiologie

- Milieu de culture Mueller- Hinton
-DPPH Sigma (0,5%)
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111.3. Matériel végétal
Notre étude expérimentale porte sur ’utilisation de deux espéces végétales a savoir : le

grenade (Punica granatum L) et : le Daphné Garou (Daphne gnidium L) (Figure 111.1).

Punica granatum Daphne gnidium L

Figure I11.1 : Plantes utilisées dans cette étude

111.3.1. Récolte de la matiére végétale
Le matériel végétal utilisé dans cette étude est :
<+ Les écorces de grenade : ces derniéres ont été obtenus a partir des fruits de grenade

récoltés en moins d’octobre de deux régions de la wilaya de Médéa : Baata (PGL1) et
Ben Chicao (PGL2).

4+ Les feuilles de Daphné garou : ces dernieres ont été récoltées en moins de Janvier dans
la région de Ben chicao (Wilaya de Médéa). Cette biomasse est notée DGL.

111.3.2. Préparation et caractérisation de la matiére végétale

A.Séchage de la matiere végétale

Les écorces de grenade ainsi que les feuilles de daphné garou ont été séchées a I’air libre,
ensuite conservées dans des sacs en plastiques dans des endroits secs jusqu’a utilisation. Les
parties des plantes conservées ont été lavées avec 1’eau de robinet ensuite 1’eau distillée. Le
matériau végétal laveé est étuvé a 40 °C jusqu’a ce que son poids soit constant (Figure 111.2).

Il est a noter que cette étape de séchage, nous a permis d’évaluer le taux d’humidité des

matieres végétales utilisées.
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Avant étuvage Apres étuvage (40°C)
PGL1

PGL2

DGL

-

Figure 111.2: Matiére végétale séchée
<+ Détermination de la teneur en humidité

Le taux d’humidité des biomasses utilisées a été déterminée par la formule suivante [98] :

Taux d’humidité = Z2=21x100 (111.1)

m1l
Avec :
Mo : masse de la poudre avant 1’étuvage.

m; : masse de la poudre apres 1’étuvage.

29



Chapitre 111 Etude expérimentale

Les résultats des mesures du taux d’humidité des trois maticeres végétales étudiées sont

donnés dans le tableau 111.2.

Tableau I11.2: Résultats du taux d’humidité des biomasses étudiées

Matiére vegétale PGL1 PGL2 DGL

Taux d’humidité (%) 20.96 26.51 7.038

Selon ces résultats, nous constatons que les écorces des deux variétés de grenade ainsi les
feuilles de daphné garou sont moyennement humides. Donc on peut dire que 1’étape de
séchage qui a été adoptée dans cette étude nous a aidé pour faciliter le broyage et la

conservation de ces poudres jusqu’a leur utilisation.

B. Broyage et tamisage du matériel végétal
Aprés séchage, les matiéres végétales utilisées ont été broyées dans un mortier en
porcelaine (Figure I11. 3). Par la suite, les différentes poudres obtenues ont été tamisées pour

déterminer leur granulométrie.

Figure 111.3: Broyage de la matiere végeétale : A : PGL, B : DGL
= Caractéristiques organoleptiques
Les caractéristiques organoleptiques de la poudre qui ont été observées sont : I’odeur et la
couleur de la poudre. Les principaux résultats sont illustrés dans le tableau I11.3.
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Tableau 111.3 : Caractéristiques organoleptiques des poudres des biomasses étudiées

Poudre Odeur Couleur
Faible Jaune foncée
Faible Jaune orange
DGL
Forte Verte

La méthode de tamisage selon la norme AFNOR X 31-107 AFNOR, 1994 consiste a
classer les différentes poudres d’un échantillon solide en utilisant une série de tamis ou
passoire (Figure 111.4), emboités les uns sur les autres, dont les ouvertures sont décroissantes
du haut vers le bas. L’échantillon étant placé au sommet, la pile de tamis est vibrée. La poudre

restante dans chaque tamis (refus) est pesée puis convertie en % [99].
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Figure 111.4 : Série de tamis

= Détermination du diamétre moyen des broyats

Le diametre moyen des broyats de 1’écorce de grenade et des feuilles de daphné garou a été
déterminé selon la méthode AFNOR X31-107 (AFNOR, 1994). Toutes les poudres ont été
fractionnées en trois lots de diamétres différents.

Les résultats de tamisage effectué sur les poudres des biomasses étudiées sont donnés sur
la figure 111.5 (a, b et c).
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Figure 111.5: Diamétre moyen de la poudre
a) PGL1 b)PGL2 c¢)DGL

L’analyse de ces trois figures montre que, le diamétre moyen (dp) des poudres obtenues

apres broyage est de 0.63mm.

111.4. Extraction des composés phenoliques

L’extraction des composés phénoliques a partir des trois biomasses choiSies est une
extraction de type solide-liquide qui repose sur le principe de solubilité des polyphénols dans
les solvants d’extraction. Le choix du solvant dépend de la nature des composés a extraire et

de leur solubilité dans le solvant choisi.
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En plus de la nature du solvant, I’extraction des polyphénols est influencée également par
d’autres paramétres qui sont : pH, température, le rapport pondéral : matiére végétal/solvant et
la taille ou la forme de la matiere végétale.

Donc, dans cette étude, et dans 1’optique d’éviter les essais préliminaires pour choisir les
conditions optimales d’extraction des polyphénols, nous avons procédé a 1’extraction des
polyphénols a partir des trois biomasses par une macération en adoptant la méthodologie des

plans d’expérience. Le logiciel de plan d’expérience utilisé est le MODDE 6.

111.4.1. Mise au point du domaine expérimental

La méthode des plans d'expériences permet de montrer comment une variable ou réponse
Y (rendement, composition, ...) est influencée par un certain nombre de variables d'entrée X
(pH, température, ...) en minimisant le nombre d'expériences a réaliser. Cette approche
statistique permet en outre de quantifier les effets des différentes variables d'entrée sur les
différentes variables de sortie ou réponses.

Les facteurs d’entrée étudiés avec leurs bornes (niveau inférieur et niveau supérieur) sont
donnés dans le Tableau I11.4. Il est a noter que les bornes du domaine de chaque facteur étudié

ont éte définies suite a des recherches antérieures [93, 95,96].

Tableau I11.4. Définition des facteurs et leurs niveaux

Facteur Niveau inférieur | Niveau centre | Niveau supérieur
Température T(°C) 40 55 70
Temps t(h) 2 3 4
Rapport S/L (g/ml) 1/15 1/25 1/35
Nature du solvant (N.S) 0 0.5 1

Eau 50% éthanol Ethanol
Diametre des particules: dp (mm) 0.2 0.6 1

Un plan d’expériences factoriel fractionnaire CCF (Composite Centered Face) a été réalisé.
Ce plan correspond a 27 expériences au total. L’ensemble de ces expériences sont résumées

dans la matrice d’expériences donnée sur le Tableau I11.5.
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Tableau I11.5. Matrice d’expériences

Exp N° | T(°C) | t (h) | Rapport S/L (g/ml) | N.S | dp (mm)
1 40 2 1/35 0 1
2 70 2 1/35 0 02
3 40 4 1/35 0 0.2
4 70 4 1/35 0 1
5 40 2 1/15 0 0.2
6 70 2 1/15 0 1
7 40 4 1/15 0 1
8 70 4 1/15 0 0.2
9 40 2 1/35 1 0.2
10 70 2 1/35 1 1
11 40 4 1/35 1 1
12 70 4 1/35 1 0.2
13 40 2 1/15 1 1
14 70 2 1/15 1 0.2
15 40 4 1/15 1 0.2
16 70 4 1/15 1 1
17 40 3 1/25 0.5 0.6
18 70 3 1/25 0.5 0.6
19 55 2 1/25 0.5 0.6
20 55 4 1/25 0.5 0.6
21 55 3 1/35 0.5 0.6
22 55 3 1/15 0.5 0.6
23 55 3 1/25 0 0.6
24 55 3 1/25 1 0.6
25 55 3 1/25 0.5 0.2
26 55 3 1/25 0.5 1
27 55 3 1/25 0.5 0.6

111.4.2. Protocole expérimental

Le protocole expérimental de 1’extraction des polyphénols par une macération a chaud en
utilisant différents solvants (eau, éthanol et eau/éthanol 50% (volumique) est résumé comme
suit :

v Une masse de biomasse est introduite dans un erlenmeyer ;

v Un volume du solvant d’extraction est ajouté ;

v" L’ensemble est placé dans un bain marie a une température bien déterminée (voir

figure 111.6).
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v A la fin de D’extraction, le mélange est filtré a 1’aide d’un papier filtre de type
Whitman, et le filtrat obtenu est centrifugé a une vitesse 4000 tr/min pendant 15min
(voir figure 111.7).

—

Figure 111.6 : Macération a chaud a différentes températures

Figure 111.7 : Opérations de filtration (A: extrait grenade, B : extrait DGL) et de

centrifugation (C)

I11.5. Caractérisation des extraits
111.5.1. Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques des extraits obtenus pour les trois matieres végétales
(PGL1, PGL2 et DGL) sont résumées dans le tableau 111.6.
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Tableau 111.6 : Caractéristiques organoleptiques des extraits

Extrait Aspect Odeur Couleur
(1) - Moyenne,
PGL1 Ethanol HL'qu'qe caractéristique  de | Jaune
OMOGENE | 1-¢corce de grenade. clair
2 Moyenne,
Eau/Ethanol Liquide | caractéristique  de
50% Homogene | I’écorce et I’éthanol. | Marron
Moyenne,
(3) o caractéristique  de | Jaune
Eau LIqUId‘e I’écorce et I’éthanol. | foncé
Homogene
@ - moyenne, Jaune
Ethanol quU|d‘e caractéristique  de | clair
Homogene | ,,
I’écorce de grenade
2 moyenne,
Eau/Ethanol Liquide | caractéristique  de | Marron
50% Homogene | I’écorce et 1’éthanol
moyenne, Jaune
3) o caractéristique  de | foncé
Eau LIqUIqe I’écorce
Homogene | et de 1’éthanol
(1) L moyenne, Vert
Ethanol Liquide | caractéristique  de | foncé
homogene | yanhng Garou
@) moyenne,
Eau/Ethanol Liquide | caractéristique  de | Verdatre
50% homogeéne | daphné Garou et
1’éthanol
- moyenne,
(3) L|qU|qe caractéristique  de
Eau Homogeéne .
Vi daphné Garou et de | Marron
isqueux

I’éthanol

111.5.2. Mesure de pH

Les résultats relatifs aux mesures des pH des différents extraits obtenus sont illustrés dans

le tableau I11.7.
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Tableau I11.7. Résultats des pH

Exp N° | PGL1 PGL2 DGL | ExpN° | PGL1 | PGL2 DGL
1 4.31 4.16 6.19 15 4.43 4.60 5.90
2 3.89 4.19 6.42 16 4.27 3.96 4.90
3 4.19 4.16 5.66 17 4.51 4.32 6.44
4 3.79 3.92 6.07 18 4.55 4.57 6.14
5 4.33 4.20 6.26 19 4.73 4,71 6.41
6 4.30 4.01 6.19 20 4.57 4.43 6.22
7 4.10 3.89 6.27 21 4.71 4.67 6.60
8 3.96 3.70 6.15 22 4.63 4.30 6.61
9 3.80 4.18 5.77 23 3.90 3.77 6.20
10 4.55 4.30 5.35 24 4.46 3.78 6.31
11 4.39 4.63 5.43 25 4.63 4.40 6.61
12 4.32 4.62 5.73 26 4.61 4.42 6.53
13 4.24 4.20 6.15 27 4.65 4.44 6.70
14 4.27 3.95 6.20 / / / /

La variation de pH des extraits des trois plantes étudiées est donnée comme suit :

+ PGL1:[3.79-4.92]
+ PGL2:[3.7-4.71]
+ DGL : [4.90-6.90]

Ces résultats montrent que les extraits de grenades ont un caractére acide, alors que ceux
de DGL oscillent entre acide faible et la neutralité. Le caractere acide des extraits confirme
leurs contenances en composés acides comme 1’acide gallique. Cette particularité confére aux

extraits de grenade une bonne conservation contre la prolifération des microorganismes.
111.5.3. Conductivite électrique

Les valeurs de la conductivité électrique des différents extraits sont données dans le
tableau I11.8.
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Tableau I11.8. Résultats de la conductivité electrique (en ps/cm)

Exp N° | PGL1 | PGL2 DGL Exp N° | PGL1 PGL2 DGL
1 80.4 81 81.6 15 96 113 98.1
2 111.3 91.6 100.1 16 142 115.4 147
3 81.9 121 114.7 17 7.7 77.1 83.8
4 76.3 95 100 18 112 105.6 136.7
5 113.7 142 135.2 19 80.6 87 76.3
6 1145 129 146.7 20 94 85.4 84.7
7 166 160 134 21 83.1 87.7 90.6
8 113 100 109 22 124.2 145 132.5
9 119 101 153 23 102 120 133.8
10 122 112 169 24 92.9 100.4 102.8
11 93.3 98 93 25 96.6 109 93
12 100.2 84 93.4 26 81.3 90 88
13 90 71 80.4 27 121 142 130
14 106.8 120 111.7 / / / /

Les valeurs de conductivités des extraits varient comme suit :
+ PGL1:[76.3-166] ps/cm
+ PGL2:[71-145] ps/cm
+ PGL3:[76.3-169] ps/cm

Ces résultats nous permettent de dire que tous les extraits obtenus sont moyennement

riches en espéces ioniques dissoutes d’une maniére comparable.

I11.6. Analyse quantitative des composeés phénoliques
111.6.1. Dosage des polyphénols totaux
111.6.1.1. Principe

La teneur en polyphénols totaux (PPT) des différents extraits est déterminée par la
méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu qui a été décrite en 1965 par Singleton et Rossi
[100].

phosphotungstique-phosphomolybdique (réactif de Folin) dans une solution alcaline par les

Cette methode est basée principalement sur la réduction du réactif acide
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phénols [101]. Elle entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungstene de
couleur bleue qui absorbe a 737 nm. Le dosage des composés phénoliques a été effectué par la

spectrophotométrie UV-Visible.

111.6.1.2. Protocol expérimental

Les différentes étapes réalisées pour le dosage des PPT des différents extraits par
colorimétrie sont résumeées sur la figure 111.8. Le blanc utilisé a la méme composition en
remplacant 0.2 ml de I’extrait par 0.2 ml d’eau distillée.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant I’acide gallique comme controle positif a différentes concentrations (0, 10, 20, 40,
60, 80 pg/ml) préparées a partir d’une solution mére (100 pg/ml) de I’acide gallique [102].
Les courbes d’étalonnages d’acide gallique réalisées avec les différents solvants (eau, éthanol

50% et éthanol) sont données dans I’annexe 1.

1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu
(10 fois dilué)

v

Ajouter 0.2 ml de I’extrait
(200 fois diluée)

< Agiter par vortex 20 s,

\ 4
Ajouter 0.8 ml de Na,CO3 (75 g/l) — et laisser 5 min &
I’abri de lumicre

<
«

\ 4
Lecture a 760 nm

Figure 111.8: Dosage des polyphénols totaux

111.6.1.3. Calcul

Les teneurs en PPT sont exprimées en milligrammes équivalent d’acide gallique par

gramme de la matiere seche selon la formule suivante :

Tpp = 12X Xk (111.2)

mp

Avec :
TPP : Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/Q).
Vs : Volume de I’échantillon (ml).

C : Concentration de I’échantillon lue a partir de la courbe d'étalonnage (mg/ml).
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k : Facteur de dilution.

m, : Masse d’échantillon (g).

111.6.1.4. Résultats

Les principaux résultats relatifs au dosage des polyphénols totaux dans les différents
extraits des trois biomasses (PGL1, PGL2 et DGL) sont donnés dans I’annexe Il et présentés
en termes d’influence des différents paramétres d’extraction : nature du solvant, rapport

pondérale, température, temps d’extraction et taille des particules.

A. Effet du solvant
La figure II1.9 représente I’effet du solvant sur I’extraction des polyphénols totaux sous les

conditions : S/L =1/25 g/ml, T =55°C, t= 3h et dp= 0.6 mm.

400 mEau m Ethanol Ethanol 50%
350
= 300
&)
é 250
o 200
é 150
»
= 100
50
0

PGL 1 PGL 2

Figure 111.9 : Effet des solvants sur I’extraction des polyphénols totaux,
S/L =1/25 g/ml, T =55°C, t= 3h et dp= 0.6 mm

L’analyse de la figure II1.9 nous a permis de soulever les points suivants :

- L’éthanol pur représente le meilleur solvant pour I’extraction des PPT a partir des
écorces de grenade.

- L’¢éthanol 50% représente le meilleur solvant pour I’obtention des PPT des feuilles de
daphné garou.

- L’extrait le plus riche en PPT est celui de la biomasse PGL2 avec une teneur de 338.58
mg EAG/g.
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B. Effet du rapport solide/liquide
L’effet du rapport solide/liquide sur I’efficacité d’extraction des polyphénols totaux avec

1’éthanol 50% a 55°C pendant 3h et pour un dp de 0.6 mm est illustré sur la figure 111.10.

450
400
350
300
250
200
150
100

50

m1\S m1\25 1\35

TPP(mgEAG/g)

PGL1 PGL 2 DGL

Figure 111.10 : Effet du rapport solide/liquide sur I’extraction des polyphénols totaux,
1’éthanol 50%, T=55°C, t= 3h, dp=0.6

L’analyse de la figure II1.10 montre que pour PGLI la teneur en polyphénols totaux
augmente de 175.66 mg EAG/g a 262.22 mg EAG/g avec ’augmentation du rapport
solide/liquide de 1/15 & 1/25, alors que pour une valeur plus élevée du rapport S/L (1/35) la
teneur en polyphénols diminue (143.88 mg EAG/g). Au contraire la valeur optimale du
rapport pondérale dans le cas de PGL2 pour obtenir le maximum de PPT (388.88 mg EAG/()
est 1/35. Concernant les feuilles de DGL la diminution du rapport solide/liquide, fait
augmenter la quantité de polyphénols extraits. Comme pour le PGL2, le maximum de PPT
obtenu dans la DGL est celui avec le rapport pondéral 1/35.

C. Effet de la température

L’effet de la température sur I’extraction des polyphénols totaux par 1’éthanol 50% et sous
les conditions : S/L=1/25g/ml, t=3h, dp=0.6mm pour les trois biomasses est représente par la
figure 11.11.
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400 m 40°C m 55°C 170°C
350
300
250
200

150
100
- mlE l

PGL1 PGL 2

TPP (mg EAG/g)

=]

=]

Figure 111.11 : Effet de la température sur I’extraction des polyphénols totaux,
Ethanol 50%, S/L=1/25 g/ml, t=3h, dp=0.6mm

Selon les résultats obtenus (figure 111.11), nous constatons, pour PGL1 et DGL, une
augmentation des polyphénols totaux dépendante de température, soit une augmentation de la
teneur en PPT en fonction de 1’augmentation de la température. A I’inverse, la teneur des

polyphénols totaux de PGL2 est inversement proportionnelle a la température.

D. Effet du diametre des particules

L’effet du diametre des particules sur I’extraction des polyphénols totaux par 1’éthanol
50% et sous les conditions : S/L=1/25g/ml, t=3h, T=55°C pour les trois biomasses est donné
sur la figure 111.12.

u0,2 mm m (0,6 mm ©1mm

PGL1 PGL 2

300
250

(o]
=]
=]

TPP(mg EAG/g)
-k
=] n
=] =]

th
=]

=]

Figure 111.12 : Effet du diamétre des particules sur 1’extraction des polyphénols totaux,
Ethanol 50%, S/L=1/25g/ml, t=3h, T=55°C
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L’analyse de la figure III.12 montre que [’augmentation de la surface spécifique
(diminution de la taille des particules) méne a une extraction meilleure de PPT a partir des
feuilles de daphné garou. Ceci n’est pas le cas pour les écorces de grenades (PGL1 et PGL2)

ou la diminution de Ia taille des particules n’a pas abouti a I’amélioration de la teneur en PPT.

E. Effet du temps d’extraction
L’effet du temps de contact sur I’extraction des polyphénols totaux par 1’éthanol 50% et
sous les conditions : S/L=1/25g/ml, dp=0.6mm, T=55°C pour les trois biomasses est

représenté sur la figure 111.13.

350 u2h m 3h 4h
300
@ 250
S 200
=
g 150
= 100
-
50
0
PGL 1 PGL2

Figure 111.13 : Effet du temps de contact sur I’extraction des polyphénols totaux,
Ethanol 50%, S/L=1/25g/ml, dp=0.6mm, T=55°C

Les résultats obtenus (figure 111.13) révélent une extraction dépendante du temps
d’extraction, soit une augmentation de la teneur en PPT avec I’augmentation du temps
d’extraction pour PGL1 ou nous enregistrons une teneur de 322.22 mg EAG /g obtenue apres
4h d’extraction contre une teneur de 107.22 mg EAG /g obtenue apres 2h d’extraction.

Pour PGL2 et DGL, I’augmentation de la durée d’extraction n’a pas amélioré la teneur en
PPT. Les meilleures teneurs en PPT sont obtenues apres 2h d’extraction avec des valeurs de
I’ordre de 233.33 mg EAG /g et 259.44 mg EAG /g enregistrées pour PGL2 et DGL

respectivement.
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111.6.2. Dosage des flavonoides totaux
111.6.2.1. Principe

L’évaluation quantitative des flavonoides totaux dans les différents extraits est réalisée
selon la méthode du trichlorure d’aluminium (AlCI3) [103]. Ce dernier forme un complexe
tres stable avec les groupements hydroxydes (OH) des phénols. Ce complexe jaune absorbe la

lumiére visible a une longueur d’onde 430 nm.

111.6.2.2. Protocol expérimental

Les différentes étapes réalisées pour le dosage des flavonoides des différents extraits par la
méthode du trichlorure d’aluminium sont résumées sur la figure II1.14. Le blanc utilis¢ a la
méme composition en remplagant 0.2 ml de I’extrait par 0.2ml du solvant d’extraction.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la rutine comme contréle positif a différentes concentrations (0, 25, 50, 75, 100
pg/ml) préparées a partir d’une solution mére (200ug/ml) de rutine. La courbe d’étalonnage

de la rutine est donnée en annexe IlI.

2 ml de I’extrait dilué (k=200 fois)

2 ml de solution éthanoique d’AlCI3 (2%
massique) diluée dans 100 ml d’éthanol

Agiter par le vortex pendant 20 s, et incuber
pendant 30 min a température ambiante a
I’abri de la lumiére

Lire I’absorbance a 430 nm

Figure 111.14 : Etapes du dosage des flavonoides totaux
111.6.2.3. Calcul

La teneur en flavonoides totaux, exprimée en milligrammes équivalent de la rutine par

gramme de la matiére seche, est calculée a partir de la formule suivante :
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TF :stcxk

(111.3)

mp
Avec :
TF : Teneur en flavonoides (mg ERU/Q)
Vs: Volume d’échantillon (ml)
C : Concentration de 1’échantillon lue a partir de la courbe d'étalonnage (mg/ml)
k : Facteur de dilution

mp: Masse de 1’échantillon (g)

111.6.2.4. Résultats

A la lumiére des résultats des teneurs en flavonoides, obtenus pour tous les extraits des
trois biomasses, rapporté dans les figures 111.15 et 16, et donné aussi dans I’annexe Ill, il
ressort que :

v" Tous les extraits testés sont riches en flavonoides.

v’ Les écorces de grenades semblent étre la biomasse la plus riche en flavonoides avec
des teneurs de 1’ordre de 704.37 mg ERU/g et 489.12 mg ERU/g enregistrées pour
PGL1 et PGL2 respectivement.

v La différence en taux de flavonoides observée entre les deux variétés de grenades
PGL1 et PGL2 peut étre attribuée au temps d’extraction qui se diffeérent entre les deux
et aux conditions climatiques de la cultivation de chaque variété.

v" Pour DGL, la meilleure teneur en flavonoides est de 1’ordre de 380,62 mg ERU /g.

EPGL1 EPGL2
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B
=
=
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£
=
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0 i
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Figure 111.15: Teneur en flavonoides des écorces de grenades
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Figure 111.16: Teneur en flavonoides de DGL

111.7. Evaluation des propriétés tensioactives
111.7.1. Test de moussage
La présence d’agent tensioactif ou saponines dans les extraits obtenus a été détectée par la
méthode de moussage :
e Mettre 4 ml de I’extrait dans un tube a essai
e Agiter avec vortex pendant 3 min
e Laisser au repos 5 min

e Mesurer la hauteur de la mousse par une régle

Les résultats du test de moussage sont illustrés dans la figure 111.17.
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PGL1 PGL2 DGL

Figure 111.17: Test de moussage
(1) Extrait Ethanol ; (2) Extrait d’éthanol 50% ; (3) Extrait d’eau

» Résultats
La hauteur de la mousse formée dans chaque extrait sous les conditions : t=3h, T=55°C,

S/L=1/25, dp=0.6 sont donnés dans le tableau I11.9.

Tableau 111.9: Hauteurs de la mousse

Extrait Eau | Ethanol50% |  Ethanol
PGL1
10 | 5 | 0
Hauteur de la PGL2
mousse (mm) 9 | 4 | 0
DGL
3 \ 2 y 0

Nous remarquons la formation de la mousse dans les extraits d’eau et ceux de I’éthanol
50%, alors qu’aucune mousse n’a été observée dans les extraits éthanoliques. Ces résultats
signifient la présence des saponines dans les écorces de grenade ainsi les feuilles de daphné
garou. De plus, les faibles hauteurs des mousses enregistrées pour les extraits de DGL
signifient que cette biomasse est moins riche en saponine a I’inverse des extraits des écorces
de grenade qui sont plus riches en saponine avec des hauteurs de mousses allant jusqu’a 10
mm.

Concernant la hauteur de la mousse (Tableau 111.9), la différence observée entre les deux

extraits d’eau et d’éthanol 50% peut étre vraisemblablement attribuée d’un coté a la teneur de
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chaque extrait en saponine, et d’un autre coté a la nature des molécules constitutives du
solvant d’extraction qui sont responsable de 1’encapsulation de 1’air pour former la mousse
[104].

111.7.2. Tension superficielle

111.7.2.1. Principe et méthode

La tension de surface (TS) est un paramétre physicochimique important qui caractérise les
composés tensioactifs. Dans le but de voir dans quel sens agit la variation des parametres
d’extraction (température, temps d’extraction, nature du solvant...) sur les propriétés
superficielles des extraits des trois biomasses, nous avons mesuré la tension superficielle des
différents extraits obtenus.

Les mesures de tensions de surfaces ont été réalisées grace a un tensiométre CSC de type
Du Nouy (Du Nouy 70545) en utilisant la technique
d’arrachement de Dl’anneau et en opérant a la température
ambiante (23°C) (voir figure 111.18). Ce systeme consiste en un
anneau en platine mince, suspendu horizontalement au bras d’une

balance tarée. Il s’agit d’immerger [’anneau dans la solution a

étudier, puis de le remonter jusqu’a la position limite ou I’anneau
est uniquement retenu par les molécules présentes a la surface de

la solution. La lecture de la valeur de la tension superficielle se

fait au moment de 1’arrachement de I’anneau de la surface de Figure 111.18:
solution. Les valeurs sont affichées sur un disque gradué en Tensiométre Du Nouy
dynes/cm ce qui correspond a des mN/m.

111.7.2.2. Résultats

Les résultats des tensions superficielles(annexe 111) montrent que tous les extraits testés
meénent a une diminution de la tension superficielle par rapport a celle du solvant d’extraction
(55 dyn/cm de I’eau, 33.5 dyn/cm de I’é¢thanol 50% et 28.3 dyn/cm d’éthanol). Ceci reflete la
présence des molécules ayants un pouvoir tensioactif remarquable, qui leurs donne la
possibilité de diminuer cette tension superficielle d’une maniere variée selon les conditions
d’extraction.

L’effet des différents paramétres d’extraction sur la tension superficielle est étudié dans ce

qui suit :
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A. Effet du solvant d’extraction

L’Effet du solvant d’extraction sur la tension superficielle des différents extraits obtenus sous
les conditions suivantes : s/l =1/25 g/ml, T = 55°C, t=3h, dp=0.6mm est représenté sur la
figure 111.19.

c0 EEau ® Ethanol u Ethanol 50%
50
40

5 30

2

]

€ 20

10

PGL 2

DGL

Figure 111.19 : Effet du solvant sur la tension superficielle

L’analyse de la figure III.19 montre que pour les trois biomasses €tudiées, les extraits
éthanoiques possedent les tensions superficielles les plus faibles (20~25 dyn/cm). Ceci peut
étre justifié par la faible tension superficielle de 1’éthanol et de son pouvoir extractif pour les

composés a effet tensioactif (saponine).

B. Effet du rapport solide/liquide
L’Effet du rapport solide/liquide sur la tension superficielle des différents extraits obtenus
avec 1’éthanol 50% sous les conditions suivantes : T = 55°C, t=3h, dp=0.6mm est représenté

sur la figure 111.20.
Selon la figure I11.20, le rapport solide/liquide : 1/25 a permis d’enregistrer les meilleures

TS (29.4 ~ 30.5 dyn /cm) et ceci pour les trois biomasses étudiées. De plus, le changement du

rapport pondéral de 1/35 vers 1/15 pour DGL, n’a pas abouti a une grande variation de
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I’extraction des composés a effet tensioactif ou la TS est 33.6 dyn/cm comparée a 30.5
dyn/cm obtenue pour un rapport de 1/15.

E1\15 u1\25 H1\28

34
33
32
31
30
29
28

TS (dyn/cm

PGL 2

DGL

Figure 111.20 : Effet du rapport solide/liquide sur la tension superficielle
Ethanol 50%, T = 55°C, t=3h, dp=0.6mm

C. Effet de la température

Les résultats relatifs a ’effet de la température sur la tension superficielle des différents
extraits obtenus par I’éthanol 50% avec un rapport solide/liquide : 1/25 pendant 3 h et pour un

dp=0.6mm sont regroupés dans la figure 111.21.

40 H55 u70
40
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%».
A 10
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PGL 2

DGL
Figure 111.21: Effet de la température sur la tension superficielle

Ethanol 50%, S/L=1/25, t=3 h, dp=0.6mm

L’analyse de la figure II1.21, nous a permis de tirer les points suivants :
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Pour DGL, la température 70°C est optimale pour extraire des composeés a effet
tensioactif (TS = 30.4 dyn/cm).

Pour les deux PGL, la température 55°C est considérée optimale pour extraire

des composes a effet tensioactif. La plus faible TS (29 dyn/cm) est enregistrée
pour I’extrait PGL2 obtenu a 55°C.

D. Effet du diametre des particules

L’effet du diametre des particules sur la tension superficielle des différents extraits obtenus

sous les conditions suivantes : éthanol 50%, T= 55°C, t=3h, s/I=1/25 est représenté sur la
figure 111.22.
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Figure 111.22: Effet du diamétre des particules sur la tension superficielle
Ethanol 50%, T=55°C, t=3h, s/I=1/25

Les résultats obtenus (figure 111.22) montrent que :

Le diameétre moyen de 0.6 mm a permis d’enregistrer les meilleures TS et ceci

pour tous les extraits des trois biomasses étudiées.

Ce diametre est la valeur optimale pour I’extraction d’un maximum de
saponines.

E. Effet du temps d’extraction

L’effet du temps d’extraction sur la tension superficielle des différents extraits obtenus

sous les conditions suivantes : éthanol 50%, T=55°C, s/I=1/25, dp=0.6mm est représenté sur
la figure 111.23.
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Figure 111.23: Effet du temps sur la tension superficielle

L’analyse de la figure II1.23 montre que le temps de contact optimal pour extraire des
composés a effet tensioactif varie d’une biomasse a une autre (2h pour PGL 1 et DGL et 3h
pour PGL2). De plus, I’augmentation de la durée d’extraction de 2h a 3h meéne a :

Une amélioration de 1’abaissement de la TS de I’extrait de PGL2 ou la TS passe de 33 dyn/cm
a29.5 dyn/cm.

Une augmentation de la TS de I’extrait de DGL ou la TS passe de 29.5 dyn/cm a 33.6

dyn/cm. Ceci peut étre due a 1’aspect plus au moins visqueux observé de cet extrait

111.8. Evaluation de P’activité antioxydante

L’activité antioxydante des différents extraits a été évaluée par le test de piégeage du
radical libre 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH).

111.8.1. Principe de la méthode du piégeage du radical DPPH

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre de couleur
violacée qui absorbe dans le visible a la longueur d’onde de 517nm. Il fut I'un des premiers
radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composes
phénoliques. Il posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote (Figure I11. 24).
Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des dimeres. Le radical

DPPH reste dans sa forme monomeére relativement stable a température ordinaire [105].
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Figure 111. 24 : Réaction du DPPH avec un antioxydant [106]

111.8.2. Protocole opératoire

Une solution de DPPH a été préparée par solubilisation de 0.004% de DPPH dans
I’éthanol, par la suite, 1500 ul de chaque extrait ayant une gamme de concentration
[0.01,0.02,0.03,0.04,0.05,0.06,0.08](mgEAG/mI) est ajouté a 800 ul de la solution de DPPH,
apres incubation de 30 min a I’obscurité et a température ambiante, les absorbances sont
mesurées a 517 nm contre le blanc correspondant (voir figure 111. 25).

Le paramétre IC50 (concentration inhibitrice a 50% de DPPH perdu) est défini comme
étant la concentration du substrat qui conduit a la perte de 50% de I’activité de DPPH. Le
pouvoir antioxydant est déterminé de fagon a ce qu’une quantit¢ de I’extrait d’une
concentration bien déterminée neutralise 50% du radical. Les résultats exprimés en IC50 sont
calculés a partir des courbes de la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction de la
concentration de chaque échantillon. Le pouvoir d’inhibition, exprimé en %, est déterminé en

appliquant la formule suivante :

{Abe Control -Abs Extrait)
Abs Control

%% Inhibition = » 100 (111.5)
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1500 (pl) d’extrait

800 (pl) DPPH

L4

Agitation et incubation pendant 30 min
a I’abri de la lumiére a température
ambiante

Lire ’absorbance a 517 nm

Figure 111.25: Protocole expérimental du dosage DPPH

111.8.3. Résultats et discussion
L’activité antioxydante des différents extraits (exprimée en tant que PI (%)) vis-a-vis du

radical DPPH a été évaluée en suivant la réduction de ce radical par spectrophotometre UV

visible.
Les profils des activités antiradicalaires obtenus sont présentés sur la figure 111.26.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 111.10
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Figure 111.26 : Activité antioxydante des différents extraits

Tableau I11.11: Valeurs approximatives des Clsg des différents extraits testés

Clso (mg/ml)
Eau Ethanol 50% Ethanol
PGL 1 0.02 0.04 0.02
PGL 2 0.03 0.03 0.03
DGL 0.0073 0.02 0.0017
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L’examen de la figure I1I. 26 et du tableau I11.10 laisse constater que tous les extraits testés
possédent une activité antioxydante et ils sont capables de piéger le radical DPPH. La valeur
d’IC50 est inversement liée a la capacité antioxydante d’un composé, comme elle exprime la
quantité de I’antioxydant nécessaire pour diminuer 50% de la concentration du radical. Plus
IC50 est faible plus l'activité antioxydante d'un composé est élevée. Comme le montre le
tableau 111.10, les valeurs de IC50 sont de I’ordre de 0.02 jusqu’a 0.04 mg/ml pour PGL1 et
0.03 mg/ml pour PGL2, et inférieures a 0.02 mg/ml pour DGL.

Ces résultats montrent que ’extrait éthanoique de DGL est le plus efficace avec ICsp la
moins ¢élevée (0.0017 mg/ml) suivi par I’extrait de 1’eau avec ICsg de I’ordre de 0.0073 mg/ml
qui sont proches a celle de 1’acide gallique (0.0065 mg/ml). Ces extraits sont les plus riches en
composés phénoliques. Ceci montre bien que les polyphénols sont des donateurs efficaces
d’atome d'hydrogéne au radical DPPH en raison de leurs structures chimiques idéales comme

le suggére Boubekri Ch. (2014) [105].

111.9. Evaluation de I’activité antibactérienne

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits testés a été réalisée par la méthode
de diffusion sur gélose (antibiogramme). Elle repose sur la diffusion du composé
antimicrobien en milieu solide. L’effet du produit antimicrobien (I’extrait) sur la cible
(microorganisme) est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du
diametre d’inhibition la souche du microorganisme sera qualifiée de sensible, d’intermédiaire
ou de résistante. Ainsi, dans cette méthode il y a compétition entre la croissance du
microorganisme et la diffusion du produit a tester [107]. Les deux souches testées dans cette

étude sont données dans le tableau 111.11.

Tableau I11.11. Souches microbiennes

Souches Gram Source
Escherichia coli Négatif Urine humaine (EPSP)
Staphylococcus aureus Positif Urine humaine (EPSP)
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111.9.1. Mode opératoire

Toutes les manipulations du test antimicrobien ont été faites dans une zone stérile selon les
étapes suivantes :

a) Préparation de la suspension bactérienne
- Prélever quelques colonies isolées et les incorporer dans I’eau physiologique.
- Agiter et homogeénéiser la suspension avec vortex.
- 2 tubes correspondant aux deux souches utilisées ont été prépares.

- Incuber les suspensions bactériennes dans I’étuve a 37°C pendant 20 min.

b) Préparation du milieu de culture
- Liquefier et stériliser le milieu de culture Muller-Hinton dans un autoclave a
121°C pendant 15 min.
- Couler les boites de pétrie avec le milieu (Figure 111.27.a).

- Laisser refroidir et solidifier a température ambiante.

Figure 111.27 : Différentes étapes d’antibiogramme

¢) Ensemencement, application des disques et incubation
- Ensemencer aseptiquement avec un écouvillon stérile la totalité de la surface
gélosée par la souche appropriée (Figure 111.27.b).
- Imbiber les disques avec les extraits a 1’aide d’une pince stérile, puis les
déposer délicatement sur la surface des boites Pétri (Figure 111.27.c).
- Incuber les boites Pétri dans 1’étuve a 37°C pendant 24 heures.
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d) Lecture
- Mesurer le diamétre de la zone d’inhibition a 1’aide d’une régle graduée.
- L’absence de la zone claire : inhibitrice négative (-).

- La présence de la zone claire : inhibitrice positive (+).

111.9.2. Résultats et discussions
Le test antimicrobien a été effectué sur les extraits présentant les teneurs les plus élevées
en composés phénoliques et flavonoides. Les résultats obtenus pour la PGL1, PGL2 et le

DGL sont donnés dans les tableaux 111.12, 111.13 et 111.14 respectivement.

L’analyse des résultats donnés sur les tableaux 111.12, 111.13 et 111.14 a permis de soulever
les points suivants :

+ Les résultats d’antibiogramme obtenue a 1’aide de la méthode de diffusion sur gélose
Mueller Hinton révelent que I’activité antibactérienne des extraits testés est en
fonction de la bactérie cible.

+ Pour tous les échantillons testés, les extraits éthanoiques présentent les effets
antibactériens les important par rapport aux autres extraits (avec 1’eau et avec 1’eau
/éthanol :50/50).

+ Les extraits des deux variétés de grenade possedent tous une activité antibactérienne
vis-a-vis S.aureus dont les diamétres des zones d’inhibition variés entre 19 mm et 25
mm pour les extraits éthanoiques de PGL2 et PGL1 respectivement.

+ Les extraits de grenade montrent aussi une activité antibactérienne vis-a-vis E-Coli
avec des diametres des halos d’inhibition variant de 12 a 26 mm.

+ Quant a DGL, les deux souches testées (E-Coli et S.aureus) ont montré une bonne
résistance a tous les extraits de DGL avec des diamétres des zones d’inhibition allant
de 10 mm a 13 mm, a I’exception d’un seul extrait éthanoique (riche en flavonoides)
ou S.aureus a montré une sensibilité modérée avec une zone d’inhibition de I’ordre de

19 mm.

59



Chapitre 111 Etude expérimentale

Tableau I11.12 : Test de sensibilité des souches étudiées aux extraits de PGL1

Souches bactériennes

Extraits Escherichia coli Staphylococcus aureus

Diamétre des zones d’inhibitions (mm)

Selon polyphénols

Eau 18 21
Eau/ Ethanol 50% 19 24
Ethanol 21 25

Selon flavonoides

Eau 24 21
Eau/ Ethanol 50% 20 21
Ethanol 26 24
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Tableau I11.13 : Test de sensibilité des souches étudiées aux extraits de PGL2

Souches bactériennes
Extraits Escherichia coli Staphylococcus aureus
Diameétre des zones d’inhibitions (mm)
Selon polyphénols
Eau 12 14
Eau/ Ethanol 50% 15 18
Ethanol 20 19
Selon flavonoides
Eau 14 20
Eau/ Ethanol 50% 17 21
Ethanol 18 23
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Tableau I11.14 : Test de sensibilité des souches étudiées aux extraits de DGL

Souches bactériennes
Extraits Escherichia coli Staphylococcus aureus
Diameétre des zones d’inhibitions (mm)
Selon polyphénols
Eau 10 10
Eau/ Ethanol 50% 10 10
Ethanol 11 13
Selon flavonoides
Eau 10 10
Eau/ Ethanol 50% 10 10
Ethanol 11 19
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Conclusion générale

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles qui existent en
Algérie et plus précisément dans la wilaya de Médéa. Dans ce contexte, on s’est intéressé a
¢tudier I’extraction des composés phénoliques et a exploiter le pouvoir tensioactif de deux
especes vegétales a savoir Punicagranatum L (grenade) et Daphnegnidium (daphné garou).
Les parties étudiées sont I’écorce de grenade et les feuilles de daphné garou.

L’extraction a chaud menée en batch a été réalisée suivant une matrice expérimentale
composée de 27 essais, établie par le logiciel de plans d’expériences MOODDE 6, selon une
méthode factorielle fractionnaire a deux niveaux. Cinque facteurs ou parametres ont été
étudiés : nature du solvant, température (T), rapport solide/liquide (S/L), diamétre des
particules (dp) et temps de I’extraction (t). Les valeurs de ces parametres ont été fixees en se
basant sur des travaux antérieurs.

Les résultats obtenus au cours de cette étude sont résumeés comme suit :
e Caractéristiques physico-chimiques :

v’ Conductivité électrique modérée pour les extraits des trois biomasses

v pH acide pour les extraits de grenade et acide faible a neutre pour le daphné
garou.

e Pouvoir tensioactif :
v Présence de substance tensioactives « saponines » dans les trois extraits
v Une tension superficielle proche de 29 dyne/cm a été atteinte

e Teneur en polyphénols totaux et flavonoides:

v" Pour la premiére origine de grenade un maximum est atteint avec 1’eau : 368.66
(mg EAG/g) et 704.37 (mg ERU/Q) respectivement.

v Pour la deuxiéme origine de grenade un maximum est atteint avec 1’éthanol :
430.88 (mg EAG/g) de polyphénols totaux et 489.12 (mg ER/g) de
flavonoides.

v Concernant le daphné garou le meilleur rendement en polyphénol totaux est
égale a 574.55 (mg EAG/g) avec I’cau, et 380.62 (mg ER /g) de flavonoides

avec 1’éthanol 50%.
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e Pouvoir antioxydant :
v" Une concentration d’inhibition de 50% égale a 0.0017 mg/ml pour ’extrait
¢thanolique de daphné garou et 0.0073 mg/ml pour I’extrait aqueux.
e Activité antibactérienne :
v’ Les extraits des deux variétés de grenade possédent une activité antibactérienne
remarquable comparée au daphné garou.
v' Les extraits d’éthanol pur ont montré un effet antibactérien le plus important vis-a-
vis du Escherichia coli et Staphylococcus aureus par rapport aux extraits aqueux et
50% éthanol.

Afin d’¢largir cette étude entamée sur les deux especes grenade et daphné garou, d’autres

aspects peuvent étre développés dans le futur tels que :

e Améliorer les méthodes d’extraction (microonde, ultrason,.....) et optimiser les
conditions opératoires dans les solvants aqueux pour éviter la toxicité des solvants
organiques.

e Purifier les constituants extraits afin d’étudier leurs structures par HPLC et CCM pour
mettre le point sur ceux dotés d’activités biologiques.

e Etudier les différentes activités biologiques pour ouvrir d’autres possibilités

d’exploitation en biotechnologie et en médecine.
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Annexe I: Les Courbes d’étalonnages de I’acide gallique
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique dans I’eau a 760nm
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique dans I’eau et I’éthanola760nm

1,2

0,8
0,6

Abssorbonce

0,4 -
0,2 -

y =0,0099x + 0,0441
R2=0,9756

4

0

50 100 150
Concentration de I'acide gallique (pg/ml)

Figure 3 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique dans I’éthanol a760nm
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Annexe I1: Courbe d’étalonnage de rutine

0,8 -
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

y =0,008x + 0,013
R2=0,996

0 20 40 60 80 100 120

Concentraction de la rutine(ug)

Figure 1 : Courbe d’étalonnage de rutine dans I’éthanol & 430nm
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Annexe 111 : Les matrices d’expériences avec les réponses

Tableau 1 : Matrice d’expériences avec les réponses de grenade 1

Exp N° | T(°C) | t(h) | Rapport | N.S dp TPP TF TS
S/L (g/ml) (mm) | (mgeAG/g) | (mgER /g) | (dyn/cm)

1 40 2 1/35 0 1 133.77 539.87 42.3
2 70 2 1/35 0 0,2 230.22 704.37 47.5
3 40 4 1/35 0 0,2 268.33 581 40

4 70 4 1/35 0 1 368.66 604.62 40.6
5 40 2 1/15 0 0,2 109.33 321 40

6 70 2 1/15 0 1 116.66 348 39.4
7 40 4 1/15 0 1 140.33 318 39.1
8 70 4 1/15 0 0,2 123.66 161.12 43.8
9 40 2 1/35 1 0,2 111.22 376.25 22.8
10 70 2 1/35 1 1 207.66 288.75 23

11 40 4 1/35 1 1 160.22 193.37 20,2
12 70 4 1/35 1 0,2 207.66 507.50 21,4
13 40 2 1/15 1 1 177.33 207.75 23

14 70 2 1/15 1 0,2 144.66 321 24,4
15 40 4 1/15 1 0,2 65 346.12 26,3
16 70 4 1/15 1 1 67 326.25 24,3
17 40 3 1/25 0,5 0,6 81.11 565.62 36.5
18 70 3 1/25 0,5 0,6 108.33 600.62 30,9
19 55 2 1/25 0,5 0,6 107.22 553.75 30.1
20 55 4 1/25 0,5 0,6 322.22 108.12 30,2
21 55 3 1/35 0,5 0,6 143.82 622.12 30,5
22 55 3 1/15 0,5 0,6 175.66 366.37 32

23 55 3 1/25 0 0,6 114.44 581.87 44

24 55 3 1/25 1 0,6 266.11 391.25 24

25 55 3 1/25 0,5 0,2 183.33 578.12 31.3
26 55 3 1/25 0,5 1 251.66 484.37 30,2
27 55 3 1/25 0,5 0,6 262.22 601.87 30.1
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Tableau 2 : Matrice d’expériences avec les réponses de grenade 2

Exp No T t(h) Rapport | N.S dp TPP TF TS
(°C) S/L(g/ml) (mm) | (mgeEAG/g) | (mgER /g) | (dyn/cm)

1 40 2 1/35 0 1 287 437,5 46,0
2 70 2 1/35 0 0,2 147 482,12 48,0
3 40 4 1/35 0 0,2 129,88 420,87 43,4
4 70 4 1/35 0 1 142,33 490 41,8
5 40 2 1/15 0 0,2 54,66 274,5 39,5
6 70 2 1/15 0 1 97,33 326,25 43,3
7 40 4 1/15 0 1 136,98 306,37 43,7
8 70 4 1/15 0 0,2 151 294,75 46,8
9 40 2 1/35 1 0,2 154 159,25 23,2
10 70 2 1/35 1 1 194,44 280 23,7
11 40 4 1/35 1 1 430,88 131,25 23,0
12 70 4 1/35 1 0,2 188,22 489,12 23,9
13 40 2 1/15 1 1 72 202,87 23,4
14 70 2 1/15 1 0,2 69,33 186 21,9
15 40 4 1/15 1 0,2 109,66 169,5 24,4
16 70 4 1/15 1 1 168,66 151,5 24,2
17 40 3 1/25 0,5 0,6 359,33 376,25 35,2
18 70 3 1/25 0,5 0,6 136,66 408,75 32,3
19 55 2 1/25 0,5 0,6 233,33 419,37 33,0
20 55 4 1/25 0,5 0,6 189,77 399,37 33,5
21 55 3 1/35 0,5 0,6 388,88 418,25 315
22 55 3 1/15 0,5 0,6 265,33 344,62 33,5
23 55 3 1/25 0 0,6 96,66 4125 54,0
24 55 3 1/25 1 0,6 338,58 174,37 23,5
25 55 3 1/25 0,5 0,2 103,33 426,87 30,1
26 55 3 1/25 0,5 1 232,22 425 30,0
27 55 3 1/25 0,5 0,6 197,55 436,875 29,4
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Tableau 3 : Matrice d’expériences avec les réeponses de daphne gnidium

ExpN°| T t rapport | N.S dp TPP TF TS
(°C) | (h) | S/L (g/ml) (mm) | (mgeAG/g) | (mgER /g) | (dyn/cm)

1 40 2 1/35 0 1 333,66 76,12 43,6
2 70 2 1/35 0 0,2 574,55 84,87 40,4
3 40 4 1/35 0 0,2 101,11 105,87 46,8
4 70 4 1/35 0 1 350,77 104,12 45,0
5 40 2 1/15 0 0,2 114,60 93,37 49,4
6 70 2 1/15 0 1 126 91,5 41,2
7 40 4 1/15 0 1 96,33 120,7 44,7
8 70 4 1/15 0 0,2 192,34 146,25 48,9
9 40 2 1/35 1 0,2 43,55 160,12 22,3
10 70 2 1/35 1 1 469 79,62 22,1
11 40 4 1/35 1 1 332,88 123,37 23,2
12 70 4 1/35 1 0,2 210,77 257,24 22,9
13 40 2 1/15 1 1 23 57 23,5
14 70 2 1/15 1 0,2 234 177,37 25,9
15 40 4 1/15 1 0,2 245 226,12 24,4
16 70 4 1/15 1 1 195 181,12 25,0
17 40 3 1/25 0,5 0,6 134,4 81,25 37,3
18 70 3 1/25 0,5 0,6 342,77 380,62 30,4
19 55 2 1/25 0,5 0,6 259,44 272,50 29,5
20 55 4 1/25 0,5 0,6 213,88 105 30,5
21 55 3 1/35 0,5 0,6 231 216,12 30,4
22 55 3 1/15 0,5 0,6 124,66 202,87 30,5
23 55 3 1/25 0 0,6 185 225 48

24 55 3 1/25 1 0,6 59.44 195 23,7
25 55 3 1/25 0,5 0,2 262,22 246,875 30,5
26 55 3 1/25 0,5 1 218,88 191,25 30,0
27 55 3 1/25 0,5 0,6 189,44 166,87 33,6




