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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 (Médéa). L’extraction des composés bioactifs en
utilisant comme solvants : eau/méthanol (25/75) a été relaissée sur la base d'une matrice

expérimentale.

L'évaluation d'étude cinétique d'extraction des composés phénoliques tel que : le rendement
d'extraction, modélisation cinétique d'extraction a partir de grenade, I'activité antibactérien

d'extrait et leurs diluants.

L'étude paramétrique de I’extraction a montré que le rendement a augmenté avec
I'augmentation de temps jusqu'a reste constante. Les résultats ne correspondant pas avec la
méthode d'Hervas. Les données expérimentale s'averent bien correspondent au modele décrit
par Milojevi et al. Le rapport de production appliqué obtenir a 97% par rapport a la

production théorique 100%.

L'extrait a montré un effet antibactérien le plus important vis-a-vis du Escherichia coli et
Condida albicans par rapport aux autres souches. Le test de concentration minimale inhibitrice
différent souches montre que diminution des diameétres des zones d'inhibition pour chaque

bactérie.

Mots clés : Grenade, polyphénol, modélisation cinétique, activité antimicrobienne.



Abstract

This work is a contribution to the valorization of three very abundant biomasses in Algeria;
namely pomegranate peel (Médéa).The extraction of the bioactive compounds using as

solvents: water/methanol was relayed on the basis of an experimental matrix.

Evaluation of kinetic study of extraction of phenolic compounds such as: extraction yield,
kinetic modeling of extraction from pomegranate, antibacterial activity of extract and their

diluents.

The parametric study of the extraction showed that the yield increased with increasing time
until it remained constant. The results do not correspond with the Hervas méthode. The
expérimental data appear to correspond well to the model described by Milojevi and al. the

applied production ratio gets to 97% compared to theoretical production 100%.

The extract showed the greatest antibacterial effect against Escherichia coli and candida
albicans compared to other strains. The minimum inhibitory concentration test for different

strains shows that the diameters of the zones of inhibition for each bacterium decrease.

Keywords: pomegranate, polyphenol, kintic modeling, antimicrobial activity
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Introduction générale

Les plantes meédicinales constituent un patrimoine précieux pour I'humanité et plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent, pour la fourniture des médicaments traditionnels dans le
systéme de soins de santé et aussi comme une source de nourriture pour la classe sociale aux
faibles revenus et pour les communautés rurales [1]. Parmi ces plantes médicinales tres
utilisées, nous retrouvons le grenadier.

Le fruit du grenadier (Punica granatum L) est largement utilisé en médecine
traditionnelle. L'extrait d'épicarpe de grenade est riche en composés phénoliques. Cette
composition lui a attribué plusieurs propriétés aussi bien dans le domaine médical que
dans le domaine agroalimentaire. En fait, des études pharmacologiques ont confirmé que les
extraits phénoliques de la grenade exercent diverses activités biologiques telles que les
activités antioxydant, anti-inflammatoire, antidiabétique, antimicrobienne et anti-cancérigéne
[2].

Donc, I’objectif de notre travail est l'utilisation des écorces de Punica granatum L pour
d'extraction des composés phénoliques a partir de la plante de grenade puis modélisation

cinétique.

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

» La premiere partie représente une revue bibliographique sur espéce utilisée Punica
granatuim L ainsi que sur les polyphénols et leur méthode d’extraction, sur les
modeéles mathématiques de cinétique d'extraction.

» La deuxiéme 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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Chapitre 1 Généralités sur punica granatum L (la grenade)

I.1.Définition des plantes meédicinales

Les plantes médicinales représentent une source importante pour les populations rurales

qui les utilisent comme un mode de traitement traditionnel [3].
Une plante est dite médicinale lorsqu'elle posséde dans une ou plusieurs de ses parties des
substances pouvant étre utilisés a des finis curatives ou qui sont des précurseurs dans
I'industrie chimio-pharmaceutique [4]. La plante médicinale porte sur deux origines. Les

plantes spontanées dites "sauvages" et les plantes cultivées [5].

1.1.1. Intérét de I'étude des plantes medicinales

La plupart des especes végétales contiennent des substances qui peuvent agir, a un
niveau ou un autre, sur l'organisme humain et animal. On les utilise aussi bien en médecine
classique qu'en phytothérapie. Elles présentent en effet des avantages dont les médicaments
sont souvent dépourvus [6].

La raison fondamentale est que les principes actifs végétaux proviennent de processus
biotiques repandus dans tout le monde vivant, alors que l'essentiel des médicaments de
synthése sont des xénobiotiques aux effets secondaires trés mal maitrisés [7]. Les plantes
médicinales sont donc importantes pour la recherche pharmaceutique et I'élaboration des
médicinales, directement comme agents thérapeutique, mais aussi comme matiere premiere
pour la synthese des médicaments ou comme modele pour les composés pharmaceutique ment
actifs [8].

1.1.2. Domaines d'application des plantes médicinales
II'y un intérét progressif dans l'utilisation des plantes médicinales dans les pays
développés comme dans les pays en voie de développement, parce que les herbes fines
guerissent sans effet secondaire défavorable.
¢+ Utilisation en médecines en tant que médicament pour I'homme ; exemple:
réduisaient le risque de nombreuses maladies chronique comme le cancer, les
accidents vasculaires cérébraux et les coronaropathies.
% Une action sur le systeme nerveux, la circulation sanguine, une action
antibiotique,... etc.
% En alimentation : assaisonnements, des boissons, des colorants et des composés

aromatiques. Les épices et les herbes aromatiques.
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% En cosmétique : des produits de beauté, parfums et articles de toilette, produits
d'hygiéne. Des suppléments diététiques [9].

1.1.3. Les avantages des plantes médicinales

Geénéralement, les plantes médicinales d'usage courant ne provoquent que trés peu, voire
aucun effet indésirable : c'est I'un de leurs principaux avantages. De plus, I'action synergique
des divers constituants commence a étre mieux comprise et acceptée scientifiquement [8],
contrairement a certaines croyances populaires, plusieurs plantes ont des effets pratiquement
immédiats sur le métabolisme, Par contre, les médicaments de synthéses ont souvent une
action plus directe et plus spectaculaire puisqu'ils sont formulés pour étre immédiatement

assimilés par I'organisme [10].

1.1.4. Les inconvénients des plantes médicinales

Certaines plantes sont inoffensives, mais d'autre, comme de nombreuses especes (digitale,
belladone, colchique, etc...), sont toxiques et ne sont utilisées sous des formes bien
contrélées, exclusivement commercialisées en pharmacie. L'emploi inconsidéré de plantes

cueillies dans la nature peut aboutir a des intoxications graves et mortelles [11].

1.2. Présentation de la famille Lythraceae
1.2.1. Généralités sur les Lythraceaes
La famille des Lythraceaes est une famille de plantes dicotylédones qui 620 especes. Ce

sont des arbres ou des vivaces ou annuelles, dont certaines sont aquatiques [12].

1.2.2. Description botanique de la famille Lythraceae
1.2.2.1.Appareil végétatif

Ce sont des arbres, des arbustes (région tropicales) ou des herbes (région tempérées), a
feuilles en général opposées ou verticillées, simples, entieres, a nervation pennée, a stipules
réduites ou nulles.

Tige et feuilles possedent du phloéme interne [13].

1.2.2.2. Appareil reproducteur
A. Inflorescence

C’est un épi lache de petites cymes chez la salicaire.
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B. Fleur
Elle est réguliere ou parfois zygomorphe, a hypanthium bien développé, hermaphrodite,
mais le genre Capuronia de Madagascar est dioique.

» Le périanthe :

- Les sépales sont au nombre de 4 a 8, libre ou Iégérement soudés, valvaires,
parfois épaissis.

- La corolle posséde 4 a 8 petales, imbriqués, chiffonnés dans le bouton, mais
parfois ils sont absents.

» L’androcée est en principe diplostémone, mais le nombre des étamines peut varier
de 4 a beaucoup, avec des filets de longueurs différentes.

» La pollinisation est entomophile. Des nectaires sont fréquents a la base de
I’hypanthium.

» Le gynécée comporte 2 & 6 carpelles, voire davantage, formant un ovaire
généralement supere, a placentation axile. Le nombre d’ovules par loge est
variable.

» Les fleurs de LYTHRACEAE sont remarquables par leur hétérostylie fréquente.
Ainsi la Salicaire, Lythrum salicaire L. présente tous les types possibles
d’associations entre étamines a filet court, moyen ou longe, avec des styles courts,
moyens ou longe, ce qui laisse la possibilité a18 combinaisons.

C. Fruit

C’est en générale une capsule, a déhiscence variable, plus rarement une baie (cor tiquée
chez punica, les Grenadier). La graine est plus ou moins aplatie, parfois ailée, ex albuminée.
[13]

1.3. Etude botanique de la grenade
1.3.1. Origine de nom

La grenade (Punica granatum L) (PGL), en latins Promus et Granatus, ce qui signifie
une téte de série 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
Punica granatum, qui sont passés de I’Iran, a 1’est en Chine et en Inde et a I’ouest par la
région méditerranéenne, sur le sud-ouest américain, la Californie et le Mexique [14].

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, ’Egypte, la Chine, Israél, la Tunisie, la Syrie, le Liban, la Turquie, la Grece
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Chypre, I’ltalie, la France, ’Espagne, le chili, le Portugal, les Etats-Unis, Oman et plus
récemment en Afrique du Sud. [15].

1.3.2. Noms vernaculaires
La grenade est connue par plusieurs noms, parmi eux on cite [16].

En Arabe : Romman

En Francais : Grenadier « Fruit: Grenade»

En anglais : Pomegranate

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

En espagnol : Granado coltivado, Mangrano.

En italien : Granato.

En chinois : Ngan Che Lieou, Shi Liu.

1.3.3. Description botanique

Le grenadier (Punica granatum) est un arbuste des régions méditerranéennes qui peut
Atteindre 6m de haut (Figure 1.1). Le grenadier peut étre divisé en plusieurs compartiments
anatomiques comme la graine, la peau, le jus, la fleur, la feuille, I’écorce et les racines, dont
chacun a des activités pharmacologiques intéressantes [17]. La composition chimique des
fruits varie selon le cultivateur, la région de culture, le climat, la maturité, la pratique

culturelle et le stockage.

- S

Figure 1.1 : Arbre du grenadier




Chapitre | Généralités sur punica granatum L (la grenade)

1.3.3.1. Feuilles

Les feuilles du grenadier sont opposées et peuvent avoir une disposition alternée sur les
rejets ou étre en touffes sur les pousses courtes. Elles sont glabres sur les deux faces. La face
supérieure est d’un vert foncé et a nervure médiane nettement déprimée alors que la face
inférieure est un vert clair, avec une nervure médiane tres saillante (Figure 1.2).

Ces feuilles entiéres, la nceéolées, assez coriaces et brillantes, présentent un limbe
elliptique allongé, de 3 a 8 cm de long, de sommet obtus ou allongé et munies d’un court

pétiole rougeatre de 1 a 5 mm de long [18].

il
Figure 1.2 : Les feuilles du grenadier

1.3.3.2. Fleurs

Les fleurs axillaires, solitaires ou parfois disposées par deux, présentent un calice épais,
Coriace, tubuleux et turbiné a 6 lobes triangulaires. La corolle d'un rouge éclatant est formée
De 5 a 7 pétales ovales. Les étamines sont trés nombreuses en plusieurs séries. L ovaire est
libre ou sommet, divisée dans sa partie supérieure en 6 a 7 loges rayonnantes et dans sa partie
inferieure en 3 a 4 loges [19]. Les fleurs de grenadier, simples dans le grenadier Sauvages,

sont doubles dans le grenadier cultivé. Elles sont appelés aussi balaustes [Cazin, 1868].

(Figure 1.3).
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Figure 1.3 : Fleur du grenadier

1.3.3.3. Fruits

Le fruit est arrondi de la grosseur d’une pomme, couvert d’ une écorce d’une couleur brune
rouge étre contenant en grande quantité des substances pulpeuses [20].
(Figure 1.4). Le fruit est couronné par le calice persistant. Le sommet de cette couronne est

Presque fermée a largement ouverte, en fonction de la variété et du stade de maturation. Le

fruit est relié a I'arbre par une courte tige [21].

Figure 1.4 : Fruit grenadier

1.3.3.4. Graines

C’est la partie comestible de la grenade. Les graines sont trés nombreuses, anguleuses, a
téguments externes épais charnues pulpeux, rougeatres, sucrés et légérement acide [19]. Ces

graines sont contenues dans des loges séparées par des cloisons (Figure 1.5).
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Figure 1.5 : graines de la grenade

1.3.3.5. Ecorce de fruit

L'écorce, appelée aussi malcicorium est la partie externe et dure du fruit. Généralement,
elle est utilisée séchée, sous la forme de morceaux brunatres ou vert rougeatres sur la face
extérieure, brillants et jaunatres sur la face intérieure concave, portant souvent 1’empreinte
des graines qui y étaient appliquées (Figure 1.6). Son épaisseur est de 1 a 1.5 millimétre
environ et sa saveur est amere [22].

Les flavonoides et les tanins sont plus abondants dans les écorces de fruits sauvages que
dans Les fruits cultivés [13]. Les principaux constituants chimiques isolés De la peau de
grenade sont les acides hydroxy benzoiques (acide gallique, acide ellagique), les Acides
hydroxy cinnamiques (acide caféique, acide chlorogénique, acide coumarique), les Acides
cyclitol carboxyliques (acide coranique) et les ellagitannins (Punicalline, Punicalagin, la

granatine A, la granatine B).

Figure 1.6 : Les écorces du grenadier
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1.3.4. Classification botanique
Le grenadier, Punica granatum, a été décrit par Linné et introduit dans sa classification

en 1753. Cette classification est décrite dans le tableau I.1 ;

Tableau 1.1 : Classification du grenadier

Embranchement

Spermaphytes

Sous-embranchement

Angiospermes

Classe Magnoliopsida
Ordre Myrtales
Famille Punicaceae
Genre Punica

Espéce Punica granatum

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

classification, la position du grenadier est décrite dans le tableau 1.2 :

Tableau 1.1 : Classification du grenadier

que la famille des Punicaceaes n’existe plus et le grenadier appartient alors a la famille des

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Rosidees

Ordre Myrtales
Famille Punicaceae
Genre Punica

Espéce Punica granatum

Lythracées, famille comportant 30 genres et 600 especes [3].

——
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1.4. Compositions biologiques de grenade
1.4.1.Compositions biologiques

Déja au XIXéme siecle, le punica granatum L suscite un intérét chez les chercheurs qui,
avec des moyens trés rudimentaires, ont ainsi mis en évidence certains principes actifs de cet
arbre, tels que la pelletiérine. Grace aux relativement récents procédés d’analyse chimique,
comme les techniques de chromatographie, de résonance magnétique ou encore de
spectrométrie de masse, il a été possible d’identifier avec précision la composition des

différents organes du grenadier [22].

Ecorce
Arilies %
Sepde

Stiamate
Etcanine |'u"-'"~Iére - i =
File1
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Ol
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Endoccr e
Arille
Ecorce

Froit

Figure 1.7 : Les fleurs et fruits du grenadier (Punica granatum L).

1.4.2.Compositions chimiques

L’écorce de grenade est une source trés importante de composés bioactifs tels les
polyphénols, les flavonoides, les ellagitanins (28% de 1’épiderme du fruit), les
proantocyanidines et les minéraux, essentiellement du potassium, de 1’azote, du calcium, du
phosphore, du magnésium et du sodium [23]. L’écorce de grenade se compose également,
d’acides gras, de catéchines, de quercétines et de rutines [24]. Toutefois, les flavonoides et les
tanins sont plus abondants dans 1’écorce de fruit sauvage que dans celle des plantes cultivées
[25].

En outre, I’¢écorce du fruit contient ¢&galement deux importants acides
hydroxybenzoiques, I’acide gallique et I’acide ellagique, Elle renferme aussi des molécules de
coloration jaunes et des anthocyanidines ; responsables de la couleur rouge des grenades [26].

Cette composition lui a conféré plusieurs propriétés aussi bien dans le domaine médical

que le domaine agroalimentaire [27].

10

——
| —
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Sy M atinia
LOMEsSlOE

Moembranes

Figure 1.8 : Le Punica granatum L et ses différentes parties

I.5.Utilisation de grenadier
1.5.1.Utilisation traditionnelle

A de soit traditionnellement utilisée dans 1’alimentation courante, les différentes parties
du grenadier sont utilisées en médecine traditionnelle dans plusieurs pays dans le monde
depuis des centaines d’années. Grace aux recettes de grand-méres, cet arbre représente un
candidat potentiel dans le cadre du développement de nouvelles stratégies préventives de
I’apparition des diverses pathologies. D’autres utilisations sont également présentes comme

les teintures naturelles, la décoration et en cosmétique [33] (Figure 1.9).

11

——
| —
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Nutritionnel

|

Usage
traditionnel du
grenadier

Ornemental Teintures

Encre

Figure 1.9 : usages traditionnels du grenadier

1.5.2.Utilisation de la grenade dans les produits cosmétiques

Plusieurs tests démontrent la capacité des polyphénols et particulierement de 1’acide
ellagique et de ses dérivés, composés présents dans le jus et la peau des grenades, a lutter
contre la pollution urbaine [28].

Une étude a permis de montrer que l'application d’un extrait d’écorce de grenade, suite a
une coloration capillaire, tend a optimiser son maintien au cours de lavages successifs. Il
semble que la richesse de 1’écorce de grenade en tanins, environ 60% de I’extrait, soit
responsable de cette capacité a préserver les couleurs et ainsi d’éviter 1’'usage trop fréquent de
colorants sur les cheveux [25].

Une étude, réalisée par une équipe de chercheurs indiens, [29], a étudié les effets
d’extraits méthanoiques de peau de grenades sur la cicatrisation de plaies cutanées chez des
rats de la variét¢ Wistar. Cette étude a montré que la peau de grenade permet d’aider a la

cicatrisation de blessures cutanée.

12
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| —
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1.5.3. Utilisation en agroalimentaire

Nous citons ici quelques utilisations dans le domaine alimentaire.

1.5.3.1. Conservation des produits carnes

Des études expérimentales ont montré que 1’extrait de la poudre de la peau de grenade
(EPPG) peut étre utilisé comme conservateur naturel dans les produits carnés. Dans ces études
Listeria monocytogenes a été utilisée comme référence. Dans une évaluation préliminaire par
la méthode de diffusion sur disques la peau de grenade a montré un effet inhibiteur contre les
cing especes étudiées, la sensibilité de ces souches est classée par ordre croissant comme suit:
Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli et Staphylococcus
aureus.

Aucune cellule viable de Listeria monocytogenes n’a été détectées apres incubation dans
un bouillon (BHI) en présence de (7,5% v/v) de la peau de grenade liquide, équivalent 24,7
mg de matiere seche peau de grenade par millilitre (PG/ml). Cette concentration a été
considérée comme la Concentration minimale bactéricide de 1’extrait de la peau de grenade

testé [30].

1.5.3.2. Stabilisation de I’huile de tournesol

Une étude récente a démontré que 1’extrait méthanoique de la peau de grenade améliore
la stabilité oxydative de I’huile de tournesol, a différentes concentrations. L’extrait de la peau
de grenade a des Concentrations de 800 a 850 ppm, a une efficacité de stabilisation

comparable aux antioxydants synthétiques classiques, a savoir le BHT a sa limite Iégale (200
ppm) [31].

1.5.3.3. Formulation d’un jus moins sucré

Une etude réalisée par [32] a porté sur la formulation d’un jus et d’une gelée de jus de
grenade additionné d’un extrait de I’écorce. Les résultats montrent que la additionnée de
I’extrait de 1’écorce présente des propriétés rhéologiques similaires a celles des gelée
commerciales. Ainsi, un jus de grenade moins sucré, pauvre en calories a été fabriqué, par
I’ajout de I’extrait de I’écorce de grenade, ce jus est riche en antioxydants tout au long de la

période de conservation (08 semaines).

13
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1.6.Propriétes thérapeutiques de grenadier
1.6.1. Propriétés anti-inflammatoires

Les polyphénols de grenade présentent une activité anti-inflammatoire en modulant le
métabolisme des eicosanoides qui sont des substances formées a partir des acides gras jouant
un role pré-cancérigene et cancérigene et ceci en inhibant la synthése des médiateurs pro
inflammatoires intracellulaires come NF-KB et les MAP-Kinase qui sont responsables de

L’arthrite rhumatoide [34].

1.6.2. Propriétés antibactériennes

L’étude réalisée par a révélé I’efficacité des extraits de Punica granatum sur les souches
bactériennes telles que Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et
Eshirichea coli. Ce résultat favorise 1’utilisation de grenade dans la médecine traditionnelle

[35].

1.6.3. Propriétés antioxydants

La grenade posséde un pouvoir antioxydant puissant responsable de la neutralisation des
radicaux libres et la diminution du stress oxydatif. Ont démontré que le jus de grenade
posséde une activité antioxydante trois fois supérieure a celle du vin rouge et du thé vert en
utilisant quatre méthodes d’évaluation différentes (DPPH, ABTS, DMPD et FRAP). Les
anthocyanes, les dérivés d’acide ellagique et les tanins hydrosolubles ont été détectés et

quantifiés dans le jus de grenade [36].

1.6.4. Propriétés antiseptiques

Une autre étude publiée par [37], a révélé I’efficacité de 1’extrait éthanoique 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, 1’extrait iso flavonoides de
I’écorce de grenade peut avoir un effet significatif sur I’amélioration des parametres

reproductifs chez les males des lapins.

1.7. 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 médicinaux bénéfiques sur certaines pathologies (Tableau 1.3).

14
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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 Punica [35]
antimicrobienne | granatum 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 [38]
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 [39]
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 & 3 [40]
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.

antioxydant

15

——
| —



Chapitre 1 Généralités sur punica granatum L (la grenade)

L’extrait de fruits de grenadier riche
en polyphénols a montré son action
inflammatoire | inhibitrice de la production induite
par la cytokine inflammatoire IL-1p
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- [41]

Ecorce Activité I’efficacité de 1’extrait éthanoique [42]

o de D’écorce de grenade dans le
antiseptiques | trajitement 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.

Ecorce Activité un- pouvoir , ’inhibite,u,r [43]

considérablement élevé a été
antifongique | attribué a I‘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 [44]

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).

16
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L’extrait aqueux de 1’écorce de la [42]
o grenade est riche en tanins,
diarrhéique | flavonoides 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.

Ecorce Activité anti

Activi,té L’acide ellagique, ’acide caféique, [45]
anticancereux | la luteoline et lI'acide punicique, sont
tous des composés avec des actions
anticancéreuses connues.

Le jus fermenté, I1’écorce de
grenade, et I’huile de pépins de
grenade, lorsqu’ils sont

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

Ecorce; jus et pépins
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Introduction

Les composes 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 presents dans toutes les parties des plantes mais avec une répartition quantitative qui
varient entre les différents tissus. Plus de 8000 structures ont été identifiée [46].Allant de
simples molécules comme les acides phénoliques a des substances hautement polymérisées
comme les tanins [47]. Ils 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, arome, amertume) [48].

De nombreuses études sont en faveur d’un impact positif de leur consommation sur la
santé. En effet, les polyphénols pourraient permettre de prévenir de nombreuses pathologies
comme le cancer [49], les maladies dégénératives et cardio-vasculaires [50]. Un
encouragement a la consommation d’aliments d’origine végétale riches en composés
phénoliques constitue désormais une des principales recommandations en santé publique.
Parmi les antioxydants végétaux, les composés phénoliques apparaissent parmi les plus

efficaces quant a leurs effets protecteurs dans I’organisme [51].

18
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11.1. Composés phenoliques
11.1.1 Définition

L'appellation « polyphénols » ou « composés phénolique » regroupe un vaste en ensemble
de plus de 8 000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent
toutes un point commun : la présence dans leur structure d'au moins un cycle aromatique a 6

carbones, lui-méme porteur d'un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) [52].

11.1.2. La structure des composés phénoliques

La structure des composes phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides
phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés)
[53]. Le terme « phénol » englobe approximativement 10000 composés naturels identifiés
[54].

L'élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau
phénolique a 6 carbones (Figure 11.1), au quel est directement lié au moins un groupe

hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside [55].

OH

Figure 11.1: Structure du noyau phénol [56].

11.1.3. Role des composés phénoliques
Les composés phénoliques en particulier les flavonoides sont impliqués dans un certain
nombre de fonctions [57]:
v lIs assurent la pigmentation des fleurs, des fruits et des graines pour attirer les
pollinisateurs et les disperseurs de graine.
v Représentent un systéme de défense contre les organismes micro pathogénes,
v" Protéegent 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.
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11.1.4. Propriétés chimiques des composés phénoliques

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. [58].

11.1.5. Propriétés biologiques des composés phénoliques
11.1.5.1. Activite antibactérienne

Dés la naissance, I'nomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux [59]. 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 [60].

11.1.5.2. Activité antioxydant

Comme la vitamine C et les caroténoides, les polyphénols ont la capacité de piéger les
radicaux libres, générés en permanence par notre organisme ou formés en réaction a des
agressions de notre environnement (tabac, polluants, infections ...). Quand ils sont ingérés
avec les aliments, ils renforcent nos défenses naturelles en protégeant nos cellules et nos tissus
contre le stress oxydant [61].

Les flavonoides, peuvent empéchés les dommages oxydatifs par différentes mécanismes
d’actions : soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxydes [62] ; soit par
chélation des métaux (le fer et le cuivre) qui sont d’importance majeure dans I’initiation des
réactions radicalaires ; soit Il'inhibition des enzymes responsables de la genération des
radicaux libres [63]. Concernant le pouvoir antioxydant des tannins, cette propriété est tres
remarquable due a leurs noyaux phénols [64]. Les autres composes phénoliques qui possédant
les activités antioxydants et anti radicalaires sont I'acide cafeique, I'acide gallique et l'acide

chlorogénique [65].
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11.1.6. Classification des composés phénoliques

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 [66] et les flavonoides, dont on caractérise principalement : les
flavones, flavanones, flavonols, isoflavonones, anthocyanines, proanthocyanidines et
flavanols [67]. Le Tableau Il.1 représente les principales classes des composés phénoliques,

ou les symboles R; représentent des radicaux alkyles.

Tableau 1.1 : Principales classes des composés phénoliques [68].

Squelette Classe Exemple Origine
Carboné (exemple)
Of H Phénols simple Catéchol
C6
Acides Acide caféique, acide Pomme de terre
C6-C3 hydroxycinnamique | férulique Pomme
s
Coumarines Scopolétine, esculétine Citrus
Ri
N
HO 0 0
C6-C3 Acides Acide gallique Ecorce de
Ry hydroxybenzoiques o on grenade
R,
Rs COOH .
C6-C2-C6 Silénes Resvératrol Vigne
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Flavonoides
-Flavonols Rutine Fruits,légumes,
- o T fleurs
i o OH o
[ et le Ll
T -Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine | Fleurs, Fruits
6 -Flavonals Catéchine, épicatéchine | rouges
§ . , . ..
-Flavanones Naringénine Pomme, raisin
-isoflavonols daidzeine Citrus
soja
Lignanes Pinorésinol Pin
Lignines Bois, noyau de
fruits
1)
Tanins condensés Raisin rouge,
5 " Kaki
HO. 0.
. oH W A
(C15)n Tanins Ho \/'J\o

HO™

Tanins hydrolysables

——
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11.1.7. Principaux composés phénoliques
11.1.7.1. Les acides phénoliques

Le terme acide-phénolique regroupe tous les composés organiques possédant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique [69]. Ces composés peuvent étre divisés en
deux types principaux, dont les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamique
dont les structures de base sont respectivement de type C6 — C1 et C6 —
C3 (Figure 11.2) [70].

Hb_p_(o Ho—@—/_{H HO / R

. s p-coumaric acid Caffeic acid, R =H;
P."“ 'f'f*'“f!' uie acid, R = H; HO Chlorogenic acid, R = S-quinoyl;
Vanillie acid, R = OCH, Cryptochlorogenic ackd, R = d-quinoyl;
Neschlorogenic acid, R = 3-quinoyk

R—
0 HsC
" /
OH H H HO H
R0 oicadar=n: ferulic acid sinapic acid
Syringle acid, R = OCH, HiCO HaCO
Benzoic acids Cinnamic acids

Figure 11.2 : Structure de I'acide benzoique et I'acide cinnamique [70].

11.1.7.2. Flavonoides
Les flavonoides sont les composés poly phénoliques les plus abondants. Ils forment un

groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont quasiment universelles chez les végétaux,
et qui sont considérés comme des pigments responsables de couleur jaune [71].

Ces composés sont largement distribués dans I'alimentation quotidienne, dont les fruits, les
l[égumes et le thé [72]. Les flavonoides ont des structures composés de deux cycles

aromatiques reliés par trois atomes de carbone dans un hétérocycle oxygéné (Figure 11.3) [73].
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Figure 11.3 : Structure de base des flavonoides [70].

Les classes des flavonoides different par le niveau d'oxydation et le modele de substitution
du cycle C, tandis que les différents composés au sein de chaque classe différent par les
modeéles de substitution des cycles A et B [74]. Ces substitutions peuvent inclure : la

glycosylation, la methoxylation, I'hydroxylation et la sulfatation (Figure 11.4) [75].

Flavaness

Figure 11.4 : Structure de base des principaux flavonoides [75].

11.1.7.3. Tanins

Les tanins représentent un groupe de composés phénoliques polymériques ayant une
masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 Da, et possédent aussi la propriété de précipiter
les alcaloides, la gélatine et les autres protéines [76].

24

——
| —



Chapitre 11 Modélisation d'étude cinétique d'extraction des composés phénolique

Il existe deux classes des tanins (Figure 11.5) :

v Les tanins hydrolysables qui sont constitués d'une molécule glucidique sur laquelle est
estérifiée I'acide gallique ou un de ces dérivés (acide ellagique, acide m-digallique).
L'hydrolyse des tanins hydrolysables se fait par voie enzymatique ou chimique [77].

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

d'unité de flavan-3-ols [78].

OoH HO o
HO NSO OH
HO o oH o O\A‘ o
OH ) e OH
oM
oH ‘ o o OH OH
HO 1 1
Ho I OH “T~OH
~R ' OH OTH
OH R2
(a) (b)

Figure 1.5 : Structures chimiques d’un tanin condensé (a) et d’un tanin
Hydrolysables (b).

11.2. Techniques d'extraction des polyphénols
11.2.1. Techniques 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
I'agitation. Les techniques classiques existantes permettant d'extraire ces principes actifs
incluent : Soxhlet, I'nydrodistillation et la macération avec un mélange alcool-eau ou une

graisse chaude [79].

11.2.1.1. Macération

Elle consiste a mettre une plante ou partie de plante, dans de I'eau froide (macération
aqueuse) ou une huile végétale (macération huileuse), pendant plusieurs heures, voire
plusieurs jours, pour permettre aux constituants actifs de bien diffuser. Elle convient pour
I'extraction de plantes contenant du mucilage, comme les graines de lin ou les graines du
plantain des sables, leur forte concentration en amidon ou pectine peut causer une
gélatinisation s'ils se préparent dans de I'eau bouillante. Egalement utilisée pour empécher
I'extraction de constituants indésirables qui se dissolvent dans I'eau chaude [80]. Elle
concerne aussi les plantes dont les substances actives risquent de disparaitre ou de se dégrader

sous I'effet de la chaleur par ébullition [81].
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11.2.1.2. Soxhlet
L'extraction par I'appareil Soxhlet (nous allons I'appeler simplement Soxhlet) est une

méthode simple et convenable nous permettant de répéter infiniment le cycle d'extraction
avec du solvant frais jusqu'a épuisement complet du soluté dans la matiére premiére, d'ou
vient son efficacité élevée (Figure 11.6) [82]. Cependant, le Soxhlet posséde quelques
désavantages comme, par exemple, le temps d'extraction relativement long, la possibilité de

dégradation des composés a cause d'une surchauffe locale, le choix limité du solvant, les

difficultés d'utilisation de mélanges de solvants, etc.

Sortie de I'eau de
refroidissement

<— Condenseur/ réfrigérant

Entrée de I'eau de
refroidissement

Corps principal de

'extracteur
Cartouche contenant S
I’échantillon <«— Retourde distillation
O

Agitateur
magneétique

Chauffe ballon avec
agitation intégréee

Figure 11.6: Extracteur de Soxhlet

11.2.2 Techniques alternatives
L'extraction de molécules issues du materiel végetal ou ligneux par les techniques

conventionnelles se révele étre une etape souvent délicate et tres longue qui nécessite une
consommation importante de solvant. Cela a pour conséquence d'engendrer des dégradations

des matieres traitées (a chaud par exemple) et de diminuer le rendement d'extraction.
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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 accéléree 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 [80].

11.2.2.1. Extraction Assistée par Micro-onde (EAM)

L'EAM est une nouvelle technique d'extraction utilisée pour extraire des polyphénols et
des tanins, et pour extraire les acides phénoliques et les flavonoides (Figure 11.7). Son principe
consiste en la propagation des radiations électromagnétiques dans le matériau, pour atteindre
les molécules polaires présentes dans la matiére d'extraction. Ces molécules générent de la
chaleur qui chauffe le matériau a cceur. Les radiations se propagent sous forme de vagues
avec des fréquences allant de 0,3 a 300 GHz [83]. La pression élevée provoque la rupture des
cellules, ce qui facilite la pénétration du solvant [84]. L'EAM présente l'intérét d’étre une
source d'énergie contr6lable de facon instantanée et réglable avec précision. Elle permet
d’accélérer la cinétique d’extraction et de réduire le ratio solvant/charge, ce qui permet de
préserver les composeés les plus thermolabiles des réactions de dégradation traditionnelles. De
plus, en raison de la rapidité du procédé, il y a une augmentation de la sélectivité de

I'extraction par rapport a la méthode traditionnelle [85].

Molécules extraites w=p Flux d'extraction . Gradient de température

Figure 11.7 : Principe de chauffage par microondes [86]
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11.2.2.2. Extraction assistée aux ultrasons
L'extraction par ultrasons est une méthode simple, efficace et peu couteuse. Ses avantages
les plus significatifs sont liés a I'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 composes.
Cette technique est facile a mettre en ceuvre. Comme le Soxhlet, 1'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 [87].Le principe de cette procédure est illustré dans

(la figure 11.8).

Pression
acoustique

Ondes de
compression
Variation ¢ N = TR
de taille © O 0o OO0 e Yo O M
a <’ 7\ J~— ~ j'. C/ 7
des bulles ~— o 4 (B
Temps

Figure 11.8 : Représentation schématique du phénomene de cavitation acoustique [88].

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 matiere 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. Pres d'une surface solide,
I'effondrement de cavité est asymétrique et produit un jet de liquide a grande vitesse [89]. Ce

phénomene est appelé la cavitation acoustique.
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11.3. Modeéles Mathématiques de cinétique d'extraction
11.3.1. Méthode d'Ana (2007)
Dans cette étude, la cinétique d'extraction liquide solide proposee par Ana et al [90] a été

étudiée comme le montre de I'équation (6)

t
Ki+K,t

C(t)=Cy+ (6)

Ou :
C(t) : Le poids de I'huile essentielle produite au temps t.
t : Le temps d'extraction en heures.
Cy : le poids initial de I'huile essentielle au temps t=0
K : la constante de la capacité d'extraction puisque la valeur de C, dans toutes les
séries expérimentales a été supposee étre nulle. L'équation (7) a été utilisée sous la forme

finale :

t
Ky +Kyt

C(t) = (7)

La constante de vitesse d'extraction K; est reliée a la vitesse d'extraction (B,) au point de

temps intérieur (t= t,)

By = ®

K1

La constante de capacité d'extraction K, est relative au maximum du rendement
d'extraction, la concentration d'équilibre de I'huile essentielle extraite C, ; lorsquet — oo.

L’équation (9) est donnée une relation entre la concentration d'équilibre et la constanteK,.

Co =— 9)

Ainsi ; le coefficient de vitesse d'hydro distillation peut étre écrite comme dans I'équation

(10)
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k=X (20)

K

11.3.2. Méthode d'Hervas (2006)
De plus, le mécanisme cinétique propose par Hervas et al [91] a également été utilisé

pour étudier le processus d'extraction dans des condition d'équilibre, comme le montre
I'équation (11).
ac
== k(Cy,— C) (12)
Ou:
C : Le poids d'huile essentielle produite
t : Le temps d'extraction en heures

Co : L’huile essentielle initiale présente

k : Le coefficient de diffusion effectif

L'intégration de I'équation (11) entre le moment initial et un instant donné t, lieu donne a

I'équation (12).
C=Co(1—ek) (12)

Pour I'analyse des données, I'équation (12) a été linéarisée, comme le montre de

I'équation (13).

In(1- £) = —kt (13)

11.3.3. Méthode de Milojevi (2008)
Le mécanisme proposé pour décrite le processus d'hydro distillation de Z cassumunar

est similaire a celui présenté par Milojevi et al [92]. Le transport massique de I'huile
essentielle a travers les particules végétales pendant le processus d'hydro distillation se

produit sous forme de diffusion a I'état instable. Ainsi, un processus d'hydro distillation
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discontinue n'impliquant aucune réaction chimique peut étre simulé en utilisant la seconde loi
de Fick a I'état instable pour une géométrie de rectangle unidimensionnel, comme le montre
I'¢équation (1)

qp 9%qp
a¢ = Derr 5, (1)

Ou :
q, : Représente la concentration moyenne d'huile essentielle
t: Temps
x : La distance long de la direction de diffusion

D.sr : Le coefficient de diffusion effectif

La condition initiale était

qp=90 a t=0
Et la condition limite
qp=q a t=t
Pour les cas géométriques simples, comme un cylindre ou une sphere la solution est la
suivante :
B8 — p.ekt (2)
qo
Ou:
qo : L'huile essentielle présente dans les rhizomes.
g : L'huile essentielle produite a I'instant t.
A : Constant.
k : la constante cinétique, y compris le coefficient de diffusion effectif.
Au temps t=0
0=q,, et **=b (3)
qo
[ =)
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Ou :
q. : L'huile essentielle produite a t=0

b : La quantité relative d'huile cassumunaire Z extraire a t=0

La deuxieme étape est caractérisée par une augmentation exponentielle lente du
rendement en huile avec le progres de I'nydro distillation. En combinant les équations 2 et 3.
L'éguation cinétique de base pour I'huile essentielle peut étre dérivée comme suit :

% = (1-b).e (4)

La forme linéarisée de I'équation peut étre utilisée pour calculer les parameétres des

équations 4 et affiché comme suit :

In (%) = In(1—b) — kt
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Introduction
Ce travail, qui a été réalisé au niveau du laboratoire de biologie de la faculté des sciences
de ’université de Médéa, a pour objectif I’extraction des composés phénoliques a partir de

maticre végétale récoltées de la wilaya de Médéa. Il s’agit des écorces de grenade.

Une étude photochimique des espéces végétales passe généralement par la récolte de la
plante, le séchage et sa conservation, ensuite la matiére végétale est broyée et/ou préparée

pour I’extraction. Enfin le matériau est prét pour I'étude cinétique d'extraction des composés

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

% Etudier le rendement des composés phénoliques

% Extraction des métabolites secondaire (polyphénol, flavonoides, tanin) de
I’écorce de punica granatum L.

%+ Modélisation cinétique d'extraction de composés phénoliques.

« Etudier I’activité antibactérienne.
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I11.1. Matériels et produits
Les matériels et les produits utilises au cours de ce travail, sont regroupés dans le (tableau

11.1).

Tableau 111.1 : Matériels et produits utilisés

Matériels et appareils Produits

- Agitateur magnétique - Méthanol (pureté 100%)

- Centrifugeuse - Eau distillée

- Etuve - Eau physiologique

- Bain-marie - Milieu de culture Mueller- Hinton

- barreau magnétique

- Balance

- Autoclave

- Bec Benzéne

- Disques vides stériles

- Pince stérilisée
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111.2. Matériel végétal

Notre étude expérimentale porte sur 1’utilisation d'especes végétale a savoir : la grenade

(Punica granatum L) (Figure 111.1).

Figure 111.1 : Plante utilisée dans cette étude (grenade)

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

récoltés en régions de la wilaya de Médéa en moins d’octobre.

111.2.2. Préparation et caractérisation de la matiére végétale

A. Séchage de la matiére végétale
Les écorces de grenade ont été séchées a ’abri de la lumiére. Elles été séchées dans

un étuve ventilée a 40°C (Figure 111.2).

Avant étuvage (40°C) Apres étuvage (40°C)

Figure 111.2: Matiére végétale séchée
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B. Conservation

IL excite diverses méthodes de conservation, les plus courantes et les plus simples
¢tant le séchage a 1’aire ou au four, ensuite conservées dans des sacs en plastique dans des

endroits secs jusqu’a utilisation.
C. Broyage

Aprés séchage, les matieres végétales utilisées ont été broyées dans un mortier en
porcelaine (figure 111.3). Et le broyat obtenu a été conservé dans des sachets en papier a
température ambiante, dans un endroit sec a ’abri de I’humidité et de la lumicre jusqu’a

son utilisation.

Figure 111.3 : Broyage de la matiere végétale

111.3. Extraction des métabolites
111.3.1. Extraction par macération dans le méthanol (extraction solide/liquide)
Le protocole expérimental de I’extraction des polyphénols par une macération a
différentes temps en utilisant le solvant [eau, méthanol (75/25)]% est résumé comme suit :
v' 2 gramme de la matiere végétale est introduite dans un erlenmeyer.
v" 10 ml du solvant d’extraction est ajouté.
v L’ensemble est ajouté sur balance a une température ambiante a différentes de temps
(voir figure 111.4).
v' A la fin de D’extraction, le mélange est filtré a I’aide d’un papier filtre de type
Whitman, et le filtrat obtenu est centrifugé a une vitesse 4500 tr/min pendant 5min

(voir figure 111.5).
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00 008,

Figure 111.4 : Macération a différentes temps

., Al

Al B)
Figure 111.5 : Opération de filtration: centrifugation (A) et extrait de grenade (B)

111.3.2. Evaporation
Les solutions obtenus ont été évaporés a 1’aide d’un évaporateur rotatif, le (figure 111.6)
qui permet a éliminé le solvant sous vide. Le protocole d’évaporation est resumé comme suit :
- Mesurer le ballon avant I'évaporation puis placer la solution dans le ballon
d’évaporation
- Procéder jusqu’a disparition complet du solvant (T°=65°C pendant 5 min et
vitesse de rotation 27)
- Attendre qu’il soit froid puis mesurer le ballon aprés 1'évaporation

- Récupérer I'extrait par le méthanol (figure 111.6).
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Figure 111.7 : Récupération par méthanol

111.3.3. Rendement des extraits secs

Nous avons déterminé le rendement en extrait sec, en calculant le rapport entre le poids
de I’extrait sec (poudre) en gramme, et le poids du matériel végétal utilisé pour I’extraction en

gramme ; selon I'équation suivante:
R(%) = [(P1 - P2) / P0].100
P1 : poids du ballon aprées évaporation.

P2 : poids du ballon avant évaporation.
PO: poids de la matiére végétale initial.
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111.4. Modélisation cinétique d'extraction des composes phenoliques
111.4.1. Résultats de rendement d'extraction

Les valeurs du rendement d’extrait en différents de temps sont données dans le tableau 111.2

Tableau I11.2. Résultats de rendement (en %)

t(h) Poy (8) | Pap(8) | Rexp (%)
0 24,314 24,739 26
1 24,470 25,041 28,5
3 21,995 22,637 32,1
6 24,280 24,982 351
18 24,334 25,185 42,5
21 24,190 25,066 43,8
24 24,801 22,705 45,2
26 23,142 24,048 45,2
29 23,146 24,05 45,2
42 23,766 22,670 45,2

La valeur du rendement d'extraction a augmenté avec l'augmentation du temps jusqu'a 24

heures. Au ce point le rendement reste constante, comme le montre dans le figure 111.8

—

‘ T T T T ' T T T T )
0 5 10 15 20 25 30 35 40 a5 50
t(h)

Figure 111.8 : Les résultats de rendement en fonction de temps

39

——
| —



Chapitre 111 Etude expérimental

Notre étude cinétique ne correspond pas avec la méthode d'Hervas. L'étude cinétique
d'extraction des polyphénols a partir de plante de la grenade a été montrée selon la méthode

du Milojevi. Au ce méthode est justifiée que le graphe ne passe pas de I'origine.

111.5.2. Modélisation mathématique de cinétique d'extraction
+ Meéthode de Milojevi et al
Le mécanisme proposé pour décrite I'extraction de polyphénols a partir de grenade est
similaire a celui présenté par Milojevi et al.
L'équation cinétique de base pour I'extraction de polyphénols a partir de grenade peut étre

dérivée comme suit :

(1-R)=(1-Db).e™*

La forme linéarisée de I'éguation peut étre utilisée pour calculer les parametres des

équations et affiché comme suit :
In(1—R)=In(1-b) —kt
111.5.3. Résultats
Les résultats de la variation de In (1-R) que données expérimentales et théoriques obtenus

dans le tableau 111.3, comme le montre dans la figure 111.9

Tableau I11.3. Résultats de variation du In (1-R) expérimental et théorique

t(h) Pratique | Théorique | Erreur
0 -0,238 -0,312 0,074
1 -0,335 -0,324 -0,011
3 -0,387 -0,348 -0,039
6 -0,432 -0,384 -0,048
18 -0,553 -0,528 -0,025
21 -0,576 -0,564 -0,012
24 -0,601 -0,6 -0,001
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t (h)
0 ; . . . . .y =-0,011x - 0,332
J) 5 10 15 20 25 30 Rz2=1
-0,1 -
-0,2 -
® exp
In (1-R) ) B the
—— Linear (exp)
——Linear (the)

y = -0,0118x - 0,3322
R2 = 0,9705

Figure 111.9 : La variation de In (1-R) en fonction de temps (Milojevi)

Les résultats de rendement que données expérimentales et théoriques obtenus dans le tableau

I11.4, comme le montre dans la figure 111.10

Tableau 111.4. Résultats de rendement expérimental et théorique (en %)

Temps | Rdtexprementate | RAtinsoirique

0 26 28

1 28,5 29
3 32,1 30
6 35,1 32
18 42,5 41,1
21 43,8 43,05
24 45,2 43,9
26 45,2 449
29 45,2 449
42 45,2 449
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45 4

40 -

—=— Red exp
35 - —e— Red thé

Red %

25 +

20 -

Figure 111.10 : Les résultats de rendement expérimental et théorique en fonction de temps

L'étude cinétique d'extraction des composes phénoliques a partir de I'écorce de grenade,
les données expérimentale s'averent bien correspondent au modéle décrit par Milojevi et al.

Le rapport de production appliqué obtenir & 97% par rapport a la production théorique 100%.

111.6. Evaluation de I’activité antibactérienne

L’évaluation de P’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
diameétre 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 [93]. Les souches testées dans cette étude
sont données dans le tableau 111.5.
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Tableau I11.5. Souches microbiennes

Souches Gram Source
Escherichia coli Négatif Urine humaine (EPSP)
Staphylococcus aureus Positif Urine humaine (EPSP)
Candida albicans / Urine humaine (EPSP)
Bacillus subtilis Positif Urine humaine (EPSP)

111.6.1. Mode opératoire
Toutes les manipulations du test antimicrobien ont été faites dans une zone stérile selon les

étapes suivantes :

A) Préparation du milieu de culture
- 38 gramme du milieu de culture Muller-Hinton dans un 1000 ml de 1’eau
distillée.
- Liquéfier et stériliser le milieu de culture Muller-Hinton dans un autoclave.

- Couler les boites de pétrie avec le milieu (figure 111.10.a).

B) Préparation de la suspension bactérienne
- Prélever quelques colonies isolées et les incorporer dans 1’eau physiologique.
- Agiter et homogeénéiser la suspension avec vortex.

- 3tubes correspondant aux quatre souches utilisées ont été prépares.

Figure 111.10 : Différentes étapes d’antibiogramme
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C) Ensemencement, application de disques et incubation
- Ensemencer aseptiquement avec un écouvillon stérile la totalité de la surface
gélosée par la souche appropriée (Figure 111.10.b).
- Imbiber les disques avec I'extrait et les diluants d'extrait (¥, %, ¥, ¥, %) a
I’aide d’une pince stérile, puis les déposer délicatement sur la surface des

boites Pétri (Figure 111.10.c).

Facteurs Y Y Vs Vs %10
V. (extrait) 5 2,5 1,66 1,25 1
V,,(méthanol) | 5 7,5 8,34 8,75 9

- Incuber les boites Pétri dans I’étuve a 37°C pendant 24 heures.

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 (+).

111.6.2. Résultats et discussions
Le test antimicrobien a été effectué sur I'extrait et leurs diluants présentant les plus
élevées en composes phénoliques et flavonoides. Les résultats obtenus pour I'extrait et leurs

diluants (¥, %, ¥, ¥s, %10) sont donnés dans les tableaux I11.6, 111.7 respectivement.
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Tableau I11.6 : Test de sensibilité des souches étudiées de 1’extrait

Souches bactériennes

Escherichia coli

Candida albicans

Staphylococcus

aureus

Bacillus subtilis

Extrait

24

24

21

16

Tableau I11.7 : Test de sensibilité des souches étudiées de leurs diluants d'extrait

Souches bactériennes

Escherichia coli

Candida albicans

Staphylococcus

aureus

Bacillus subtilis

Extrait
diluant

(%)

16

23

20

15

Extrait
diluant
(%)

15

20

15

13
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Extrait
diluant

(%)

Extrait
diluant
(“a)

Extrait
diluant

(M0)

10

16

14

11
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L’analyse des résultats donnés sur les tableaux 111.5, 111.6 a permis de soulever les points
suivants :

#+ Les résultats d’antibiogramme obtenue a I’aide de la méthode de diffusion sur gélose
Mueller Hinton révelent que I’activité antibactérienne d'extrait et leurs diluants testés
est en fonction de la bactérie cible.

=+ Pour les échantillons testés, I'extrait et leurs diluants présentent les effets
antibactériens les important par rapport le méthanol.

+ L'extrait de grenade posséde une activité antibactérienne vis-a-vis E.coli dont les
diametres des zones d’inhibition variés entre 23 mm et 25 mm pour l'extrait

« L'extrait de grenade posséde une activité antibactérienne vis-a-vis C.albicans dont les
diamétres des zones d’inhibition variés entre 23 mm et 25 mm pour |'extrait

+ L'extrait de grenade montre aussi une activité antibactérienne vis-a-vis S.aures avec
des diametres des zones d’inhibition variés entre 20 mm et 21mm pour 1'extrait

« L'extrait de grenade montre aussi une activité antibactérienne vis-a-vis B.subtilis avec
diamétre de zone d’inhibition 16 mm

= Quand toutes les souches testées ont montré une bonne résistance mais les deux
souches (E-Coli et C-albican) aux extraits avec des diameétres des zones d’inhibition
allant de 23 mm a 25 mm

= Quand toutes les souches testées ont montré une bonne résistance mais les deux

souches (candida albicans et Staphylococcus aureus) aux diluants d'extrait.
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+ Les résultats d'analyse du test de concentration minimale inhibitrice différents
souches montre que diminution des diameétres des zones d’inhibition pour chaque

bactérie.
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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
étudier I'extraction des composés phénoliques a partir de la plante de grenade et modélisation
cinétique des composes phénoliques . Les parties étudiées sont 1’écorce de grenade.

L'extraction des composés phénoliques par macération a différentes temps en utilisant

le solvant (eau, méthanol)

Les résultats obtenus au cours de cette étude sont résumeés comme suit :
e Rendement d'extraction :
v Le rendement a augmenté avec I'augmentation de temps jusqu'a 24 heures. Au
ce point il reste constante.
v Nos résultats ne correspondant pas avec la méthode d‘Hervas.
v" Les données expérimentales bien correspondent au modéle décrit par Milojevi
v’ Le rapport de production appliqué a 97% par rapport la production théorique.
e Activité antibactérienne :
v Les extraits de grenade possédent une bonne activité antibactérienne vis-a-vis

du Escherichia coli et Candida albicans par rapport les autres souches
bactériennes.

v' Le test de concentration minimale inhibitrice différente souches montre que

diminution des diametres des zones d’inhibition pour chaque bactérie.

Afin d’élargir cette étude entamée sur l'espéce grenade, 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.
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e FEtudier les différentes activités biologiques pour ouvrir d’autres possibilités

d’exploitation en biotechnologie et en médecine.
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