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Résumé :
Ce travail a été réalisé dans le cadre d’une étude comparative de 1’activité antibactérienne
et antioxydante de deux plantes médicinales utilisées comme colorants naturels (Punica

granatum L.et Carthamus tinctorius L.) avec un colorant azoique synthétique, en plus de mener

une étude phytochimique utilisant les deux plantes précedentes.

Les tests phytochimique de différents extraits réalisés au cours de cette étude ont révélé la
présence de différentes familles de composés chimique de métabolites secondaires existant a des

teneurs variables.

Le rendement des extrais méthanolique, éthanolique, et aqueux des plantes étudiées Punica
granatum L. Et Carthamus tinctorius L.est de (49 %,24%,42% pour le Punica granatum L.) et

(37%, 86%, et 25% pour le Carthamustinctorius L.) respectivement.

Le dosage des polyphénols totaux montre que le teneur en phénols totaux est de 1’ordre
(1,178 £ 3,77 mg EAG/g et de 0,432 0,23 mg EAG/g) pour la Punica granatum L.et de (1,906
+18,85 mg EAG/qg, et 0,082+0,40 mg EAG/g) pour le Carthamus tinctorius L. dans les extraits

méthanolique et éthanolique.

L’activité antioxydante a été réalisée par la méthode de DPPH, la concentration inhibitrice
a 50 % (ICxo) a été enregistrée a 15 min pour Punica granatum L, Carthamus tinctorius L. et le

colorant synthétique elle est de 0.42mg/ml, 0.16mg/ml, et 0.39mg/ml respectivement.

L’étude de D’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur disque pour les
différents extraits végétaux et de colorant synthétique montre un effet négative avec le colorants
et I’extrait ¢éthanolique des deux plantes, tandis que I’extrait méthanolique a montré un effet
positif avec les quatre especes Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, « Bacillus spizizenii,
et Staphylococcus aureus avec des zones d’inhibitions maxima les remarquables pour chaque
extrait méthanolique contre ces souches respectivement, (Punica granatum L.: 7,5 mm ; 7mm ;

10mm ; 11 mm) ; (.Carthamus tinctorius L.:14 mm; 22mm ; 23mm ; 24mm).

Mots clés : Carthamus tinctorius L., Punica granatum L. colorants azoiques, teneur en

phénols, screening phytochimique, activité antioxydant, DPPH, activité antibactérienne.



Abstract

This work was carried out as part of a comparative study of the antibacterial and
antioxidant activity of two medicinal plants used as natural dyes (Punica granatum L.and
Carthamus tinctorius L.) with a synthetic azo dye, as well as a phytochemical study using the

two previous plants.

The phytochemical tests of different extracts carried out during this study revealed the
presence of different families of chemical compounds of secondary metabolites existing at

varying levels.

The methanolic, ethanolic, and aqueous yield of plants studied for Punica granatum L.
and Carthamus tinctorius L. is (49%, 24%, 42% for Punica granatum L.) and (37%, 86%, and

25% for Carthamus tinctorius L.) respectively.

The total polyphenol test shows that the total phenol content is (1,178 £3,77 mg EAG/g et
de 0,432 + 0,23 mg EAG/g) for Punica granatum L. and (1,906 + 18,85 mg EAG/qg, et
0,082+0,40 mg EAG/g)for Carthamus tinctorius L. in methanolic and ethanolic extracts.

Antioxidant activity was achieved by DPPH method, theinhibitory concentrations in 50%
(ICs0), was recorded at 15 min for Punica granatum L, Crathamus tinctorius L. and synthetic

azo dye which are 0.42mg/ml, 0.16mg/ml, and 0.39mg/ml respectively.

The study of the antibacterial activity by the disc diffusion method for different plant
extracts and synthetic dye showed a negative effect with dye and ethanolic extract of both plants,
while methanolic extracts howed apositive effect with allspecies, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus spizizenii, et Staphylococcus aureus. With remarkable maximum inhibition
zone for each methanolic extract against these strains respectively(Punica granatumL. : 7,

5mm; 7mm; 10mm; 11 mm); (Crathamus tinctorius L.:14 mm; 22mm; 23mm; 24mm).

Key words:Punica granatum L, Carthamus tinctorius L., Azo dyes, phenol content,

phytochemical screening, antioxidant activity, DPPH, Antibacterial activity.
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Si la phytothérapie connait un engouement inhabituel & travers le monde entier, 1l est
impossible de la considérer comme un simple phénoméne de mode. Bien sir, notre époque est
profondément marquéee par la recherche d'une vie plus saine, d'un retour a la nature et aux
valeurs essentielles. Mais le succés de la phytothérapie s'explique avant tout par le niveau de
maitrise technique et scientifique atteint dans ce domaine. L'agronomie, la chimie et la
pharmacologie ont permis de développer des formes thérapeutiques. Et des formes galéniques
plus sdre plus adaptées et plus efficaces. Par son action douce et profonde, la phytothérapie
apparait comme la réponse idéale aux "maladies du siécle™ qui caractérisent nos sociétés, telles

que le stress, la perte de sommeil ou la prise de poids (Michtl et Anton, 2003).

Un médicament d'origine végétale est un " complexe " de molécules, issues d'une ou
plusieurs especes végétales. De nombreuses formes galéniques sont aujourd'hui disponibles,
certaines plus innovantes que d'autres, laissant la perfusion d'origine plus ou moins obsoléte.
(Michtl et Anton, 2003).

Les plantes médicinales sont capables de synthétiser des molécules chimiques appelées
métabolites pouvant étre utiles pour I’industrie pharmaceutique (Hassan, 2012) ou pour la
synthése chimique. Il existe deux types de métabolites : primaires et secondaire. Pour assurer sa
croissance et son développement, la plante stabilise les métabolites primaires tout en améliorant
la survie, par ses mécanismes de défense, assure sa reproduction, et produit des métabolites

secondaires. (Daley, 2017).

Parmi ces plantes, il y a la Punica granatum L. et le Carthamus tinctorius L. lls sont
connus depuis des millénaires, elles sont utilisées a la fois comme épices, source des colorants
naturels et comme plantes médicinales. La Punica granatum L. est originaire du Moyen-Orient
utilisée principalement comme médicaments pour I’estomac, 1’infertilité masculine, I'arthrite, et
I'obésité et Alzheimer (Lansky et Newman, 2007 ; Padma, 2015).Le Carthamus tinctorius L.
est originaire d’Asie du sud, utilisés pour la coloration cosmétique, notamment pour le visage et
les cheveux, les champoings et les lotions pour le corps (mani et al., 2020). Les composés actifs
de ces deux plantes peuvent avoir des propriétés anti-inflammatoires, antibactériennes,
antioxydante, et antivirales. (Shukla et al, 2008 ; Braga et al, 2005 ; Kotwal, 2008 ; Guo et
al., 2019 ; Khalid et al., 2017).

Dans le cadre de notre recherche nous nous sommes intéressés a I’étude phytochimique et

évaluation biologique de deux plantes médicinales et un colorant synthétique, la Punica
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granatum L. «le grenadier » de la famille des Punicacées. Le Carthamus tinctorius L.de la
famille des Asteraceae et le 1-(3,4-chlorophenylazo)-2- naphtol de la famille des colorants

azoiques.

Ce travail est divisé en deux parties principales, dans la premiére, nous présentons une

synthese bibliographique composée de trois chapitres ;

hapitre 1 : Présentation sur les especes étudiées (Punica granatum L. et Carthamus

tinctorius L.)

v" Chapitre2 : Métabolisme des plantes médicinales
v Chapitre3 : Les activités biologiques et les colorants azoiques
La seconde partie est la partie expérimentale, elle s’articule autour :
v Le matériel et les différentes méthodes utilisées pour la réalisation de ce travail.
v" Le screening phytochimique.

v L’étude de D’activité antioxydant et antibactérienne des extraits des deux espéces et le

colorant synthétique qui est 1 -(3,4-chlorophenylazo)-2- naphtol.
v' La présentation et la discussion des résultats obtenus au cours de ce travail.

Enfin, nous terminons par une conclusion générale suivie des références bibliographiques

trouvées a la fin du manuscrit.
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1. Carthamus tinctorius L.
1.1. Historique :

C'est une espéce euro-méditerranéenne, d'origine orientale. Carthame Teinture autrefois
utilisée pour teindre la soie et le coton (Baba Issa, 1999). Les fleurs sont utilisées comme
colorant alimentaire, notamment en Espagne a I'Est Amérique de I'Est et du Sud. Selon Francois
(2009), au XVlle siecle en Angleterre la plante est utilisée pour teindre les tissus en jaune ou en
rouge. Au 19eme siecle, la phytothérapie nord-américaine utilisait le carthame pour stimuler la
plante Transpiration, favorisant I'apparition des menstruations et traitant la rougeole (Cheuvllier,
2001).

En Chine, les fleurs de carthame sont utilisées pour soigner et apaiser (Baba Issa, 1999).
En Europe, sa culture est limitée aux régions du sud et du centre ou on le trouve Parfois dans un
état semi-spontané. En Algérie, selon Baba Issa (1999), le carthame est une espece cultivée et
rarement Spontané dans la colline. Les espéces cultivées étaient utilisées en maquillage. Selon
El- Al-Ghassani était également cultivé a Fés pour le méme usage. Comme I'a souligné 1bn al-
Bitar : Deux especes : I'une est sauvage (C. lanatus L.) et l'autre est cultivée (C. tinctorius L.)

appelée.

Sous le nom de Kattam. Les fleurs de carthame sont souvent utilisées pour falsifier la
poudre de safran qui est trés chére Elevé (Baba lssa, 1999). D'ou le nom Safran Rascal
(Delaveau et al., 1985).

1.2. Classification botanique de Carthamus tinctorius L.
Selon (Spichiger et al., 2004), le carthame est classé comme suit :

Tableau 01 : Classification botanique de Carthamus thinctorius L.

Régne plante
Embranchement Magnomiphyta
Sous-embranchem Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Astérales
Famille Astéracée
Sous —famille Carduoidees
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1.3. Botanique du Carthamus tinctorius L :

En ce qui concerne les caractéristiques morphologiques, le carthame est décrit comme une
plante buissonnante, herbacée, annuelle ou hivernale, avec des tiges verticales et cylindriques et
des feuilles alternes, ovales, sur lesquelles il peut y avoir des épines (Zhou, Tang, et al., 2014).
En conséquence, deux variétés sont distinguées en fonction de la présence ou de Il'absence
d'épines, & savoir les épineux et les sans épines. Il a été démontré que cette caractéristique
botanique influence la quantité d'huile contenue (Guatam, et al 2014).L'ensemble des branches
de la plante (c'est-a-dire les types primaire, secondaire et tertiaire) se terminent par des capitules
tubulaires appelés capitules (Emongor., 2010).Ces fleurs de couleur jaune vif, orange ou rouge
sont entourées de bractées épineuses (singh et al., 2006) Elle posséde de nombreuses racines
latérales horizontales fines ainsi qu'une racine pivotante, qui peut se développer a des
profondeurs de plus de deux metres pour utiliser les nutriments et les réserves d'eau souterraine
dans les climats arides. Néanmoins, cette espéce végétale est cultivée en serre ou en culture

pluviale (Emongor., 2010).

Figure 01 : Plante entiére du carthamus tincthorius L. (deut shland flora in abbidungen, 1796)

1.3.1. La graine (Fruit) :

Les fruits sont souvent des graines semi-transparentes, quadrangulaires (5.5 a 8mm ; 3 a
5mm), blanc pur, dans la partie supérieure cette couleur vire au marron claire. Les parties
internes de la téte portent souvent des fibres capillaires d’environ 6mm de long. Les graines de
carthame sont présentes dans une coquille épaisse. Cependant, comme dans la taille des graines

de tournesol et de carthame varie selon les cultivars et les conditions de croissance, mais ils ont
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forme de petites graines de tournesol. La longueur moyenne (6-7 mm) est d’environ 25000
graines/kg. (Belaid., 2017).

Carthamus tinctorius

Figure 02 : Graine du Carthamus tinctorius L. (yesilyurt et al., 2020).

1-3-2 Les Fleurs:

IIs sont tubulaires, filamenteux jaune rougeétre a orange jaunatre (Bezenger, 1990), regroupées
en capitules a bractées épineuses (Hans, 2007), Il a un diameétre de 2 a 4 cm, est assemblé dans

des moules légers portant. La base est un large bandage de bractées vertes (mioulane, 2008).

Figure 03 : Fleure du Carthamus tinctorius L. (Zhou et al., 2013).

1-3-3 Les Feuilles :

Elles sont de couleur verte, de 3a 9 cm de long. Ils sont alternes, brillants, en forme de dent avec
un bord ondulé et portant des dents barbelé (Patrick, 2004 ; Fournier, 1947 ; Deboin et al,
2009).
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Figure 04 : Feuille du Carthamus tinctorius L. (Bouzid et al., 2019).
1.4. Les constituants chimiques présents dans Carthamus tinctorius L.

Plus de 200 composés ont été isolés de Carthamus tinctorius L et les plus connus sont les

flavonoides, les phényléthanoides glycosides, coumarines, acide gras, stéroides et

polysaccharides. (Zhou et al., 2009). D’importants des composés chimiques présents dans le
carthame sont présentés dans la figure (5).La teneur en huile des graines est similaire a celle de
I’olive et comprend de I’acide linoléique (63%0-72%), 1’acide oléique (16%0-25%) et I’acide
linolénique (1%0-6%0).(Kim, Chaj, et al., 2009) On a également trouvé de la lutéoline et ses

glucopyranosides dans les feuilles.

(2R) 24'5
dihydroxyl-6,7-
di-O-beta-d-
glucopyranosyl
Mavanone

methyl-3-(1-0-

O-beta-d-
glucosyl-cis-p-
coumaric acid

glucosyl-trans-
p coumaric
acid

bela-d-
glucopyranosy
Iphenyl)
proplonate

(25)-4'.5-
dihydroxyl-6,7-
di-O-beta-d-
glucopyranosyl
Mavanone
64
hydroxykaemp
ferol-3,6-di-O-
beta-d-
glucopyranosi
d

Figure 05 : Les différents constituants chimiques présents dans les feuilles séchées de
Carthamus tinctorius L.
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1.5. Distribution et production dans le monde :

Le carthame a une longue histoire de culture depuis des centaines d’années, de la chine a la
région méditerranéenne et tout au long de la vallée du Nil, jusqu’en (Ethiopieuveiss, 1971).
Commercialisés en Inde, aux Etats-Unis d’Amérique, aux Mexique, en Ethiopie, Kazakhstan,
Australie, cultivent le carthame dans une mesure limitée. Historiqguement, les surfaces et la

production de carthame dans le monde ont connu de fortes fluctuations au cours des le passé.

La production des graines de carthame dans le monde est passé de 487.000 tonnes en 1965
a 1007000 tonnes en 1975, elle a ensuite diminué pour atteindre 921000 tonnes en 1985
(Anonyme, 2020). Le Mexique était le plus important producteur de carthame au monde

jusqu’en 1980.
La production mondiale de graine de carthame était d’environ 627653 tonnes en 2018.

Au cours de I’année 2018 cette production a diminué d’environl7.7% par rapport a

I’année précédente. Etsi on la compare a la production d’il y a 10 ans elle a diminué de
10.72%(Anonyme, 2020 a).

Au cours de I’année 2019, Kazakhstan a été le premier pays a produire des graines de

carthame parmi 13 pays.

Tableau 02 : Production en tonnes des grainedes carthame. Chiffres 2004-2005 (base de
données de la FAO acceés 2006).

Pays 2004 % 2005 % 2020
H-E Mexique 212 765.00 33 % 212 T&5,00 26 % BE 703
—_ e 129 000,00 20 % 210 000,00 26 % 44 000
= Etats-Unis 79 730,00 12 % 87 340,00 11 % 67040
EE Karakhstan 76 105,00 12 % 75 000,00 9 % 226 739
am Australie 26 000,00 a4 % G0 000,00 7 % 3602
Argentine 18 000,00 3 % 51 000,00 G % 22565
== Ethiople 38 000,00 6 % 38 000,00 5 % 29349
Bl Chine 30 000,00 5 % 32 000,00 4 % 33 404
El Kirghizistan 22 510.00 3 % 20 000,00 2 % Q87T0
= Ouzbékistan &8 260,00 1% 8 000,00 1 %
BN Tanzanie 5 000,00 1 % 5 000,00 1 %
— Tadjikistan 2 919,00 0 % 3 000,00 0 %%
B+ Canada 2 000,00 0 % 2 000,00 0 %
= Hongrie 650 0 % 650 0 %
—_— Iran 500 0 % 500 0 %
mm Russie 180 0 %% 200 0 % DE 636
Bl Turguie 150 0 % 150 0 %
= Espagne 17 0 % 17 0 %
ool Total E51 7981.00 100 %  BO6 627.00 100 %% B53 030
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1.6. Utilisations traditionnelles et folkloriques :

D'un point de vue historique, des graines et des sachets de carthame, ainsi que des
guirlandes de fleurons, ont été largement retrouvés en présence de momies dans toute I'Egypte
ancienne (Weiss, 1971) De plus, le carthame est consommé cru dans de larges régions de
I'lran.(Royan, 2012) La teinture dans la cuisine italienne, francaise et britannique comme aréme
et comme colorant. Les fleurs étaient appliquées de maniere variee comme teinture, colorant,
arbme, rouge, potion et onguent. Les colorants de carthame étaient particulierement importants
pour les industries de tissage de tapis en Europe de I'Est, au Moyen-Orient et dans le sous-
continent indien (Dajue, 1996). (Guarrera, 2006). En Thailande, I'extrait aqueux de fleurs de
carthame a été largement utilisé comme promoteur de la couleur du cheveu (Boonyaprapas,
1996).

1.7. Application Pharmacologique :

L'ingredient actif et principal du carthame est un pigment jaune soluble dans I'eau.
"carthamidine”, et ayant des valeurs médicinales pour traiter les maladies, les problemes

menstruels et les gonflements associés aux traumatismes.

Récemment, les pigments de carthamine ont été utilisés pour la coloration cosmétique,
notamment pour le visage, les chevaux, les champoings et des lotions pour le corps (Mani et al,
2020)

Les jaunes d’hydroxysaffor A et B (HSYA et HSYB) extraits de fleurs provoquent une

réponse inflammatoire variée, y compris la prolifération de I’ADN.

L’importance pharmaceutique des métabolites/ extrait de carthame répertories dans le

tableau 03.

Tableau 03 : L’importance pharmaceutique des métabolites/ extrait de carthame.

Activité | Carthame | Composeé actif | Biologique/ | Activité observée | Référence

biologique plante modeéle de
Parier laboratoire
> Fleur Hydroxysafflor Humain Il entraine Guo et al.,
= jaune A ’activation des 2019
@) % cellules
= 3 -
§ 3 musculaires lisses
® 3 des branches
— -
2. bronchiques
@D

humaines et inhibe
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JuepA
Xonuy

XNoaJgduedljue 1aj}3

Fleur

Fleur

Fleur

Fleur

Grain

Grain

Grain

Carthamine Rat
jaune

Hydroxysafflor Rat
jaune B

Carthamine Rat
Polysaccharide

Hydroxysafflor Humain

jaune B

Acide gras et Rat
acide phytique

Extrait de In vitro

grain

Grain de thé en Humain

granules

également le
facteur d’activation
des plaquettes
(PAF) qui conduit
a la pro-
inflammation
Il conduit a une
réduction complete
de I’ischémie-
reperfusion
Protection du
cerveau contre
I’ischémie
cérébrale les
lésions de
reperfusion

Elle inhibe les
métastases et la
prolifération des

cellules du cancer
du sein

Réduit la
croissance des
cellules
cancéreuses
Activité
anticancéreuse
contre la lignée
cellulaire HEPG2

Effet inhibiteur du
grain de carthame
sur la prolifération
de cellules
cancéreuses
humaines cellules
cancéreuses
colorectales
Activité
Antioxydant et

Luoetal.,
2015

Duetal.,
2019

Louetal.,
2015

Quetal.,
2019

Dohaetal.,
2019

Jeong et al.,
2016.

Choetal,,
2011
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effets potentiels
chez les femmes

ménopausees
Fleur Carthame Rat Antioxydant et Wou et al.,
rouge protection contre 2013
L’hépatite pour
diminuer

I’induction des
dommages au fois

Grain Sérotonine In vitro Forte activité de Khalid et
dérivés piégeage des al., 2017
radicaux et
peroxydation
lipidique
Grain Huile de grain Rat Améliore Alam et al.,
I’ostéoporose 2006
Grain Huile de grain Rat Les graines et les Khalid et
extraits de al., 2017

carthame stimulent
la différenciation
des ostéoblastes et
favorisent un
rétablissement
rapide en cas de
facteur

$150.10d09)S0-NUY

2. Punica granatum L.
2.1. Historique :

La grenade est I’un des plus anciens fruits comestibles, qui n’a pas beaucoup évolué,

depuis la découverte de 1’agriculture il y a plus de 1000 ans (heber et al, 2006).

Le nom du genre, Punica, a été¢ 1’appellation romaine de la ville de Carthage (banlieue
nord de la Tunisie) ou poussaient les meilleurs grenadiers. Le grenadier est cultivé depuis la plus
haute Antiquité pour ses fruits comestibles (les grenades) et pour les qualités ornementales de ses

grandes fleurs (jurenka, 2008).

Le grenadier et ses fruits ont été plantés dans les jardins de Babylone il y a 4000 ans. Une

place importante dans la civilisation ancienne. En Egypte ; la grenade accompagne les morts
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(abbayes et al., 1963), également cultivée dans de nombreux pays comme Amérique du Nord
(stover et mercury. 2007). Originaire du moyen orient, il s’est propagé a travers la mer
méditerranéenne, vers I’extréme orient en Chine et en Inde et dans le nouveau monde en
Californie et Mexique (Lansky et Newman, 2007). Il a été cultivé sur tous les continents dans
les régions tempérées chaud : comme les Proche-Orient et le sud-est des Etats-Unis, le chili et
I’Argentine. La ville de Grenade en Espagne doit son nom au grenadier (Ben Abd al-nabi,
2012).

Le plantations de la grenade a considérablement augmenté, surtout ces derniers jours, en
raison de effets : Antioxydant, antibactérien anticancéreux et anti mutagéne du fruit (Negi et al.,
2003).

2.2. Nomenclature :(Ilham HMID., 2013; Alhijna Odai Saleh Ali et al., 2017)

*Nom scientifique : PunicagranatumL.

= Nom frangais : Arosse, Balaustier, Granatier, Grenadier, Migranier
= Nom anglais: pomegranate

*Nom espagnol: Granado, Mangrano

=Nom italien: Granata, Granato, Melograno, Me Pagrana

= Nom arabe : Romane

= En Angleterre :Carthaginian-apple, Dwarf Pomegranate, Pomegranat, Pomegranate.

* En Flamand : Granaatboom.
= Au Japon : Zakuro.

= Au Portugal :Granatbaum, Roma, Romanzeiro, Romazeira,.

2.3. Classification botanique :

La grenade « Punica granatum L. » vient du mot latin « Malumgranatun » qui signifie
« Fruit a petit grain » (Cyr, 2017). Il été décrit par Linné et introduit pour la premiere fois dans
son classement de 1753, révisé en 2003, par un groupe de botanistes, 1’Angiosperm Phylogeny

group ou APG, donnant lieu a une nouvelle classification phylogénétique (Wald, 2009).
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Branchements : Angiospermes.
Sous branchement : Dicotylédones vraies

Classe : Rosidées.

Ordre : Myrtales.
Famille : Lythraceave.

Genre : Punica.

Espéce : PunicagranatumL.

2.4. Description botanique :

Le Grenadier est un petit arbre a port arbustif qui peut atteindre

3 a 5 métre de haut

(storey, 2007).Recouvert d’une fine écorce grise, branches irréguliéres en plus ou moins de

branches épineux et grossier (pauk, 2001) porte des feuilles caduques et lancéolées en spires

(pollard, 1997).

Ecorce

Arilles & : 4 / g
Sépde / —
sfigmate il = 3 ) Arille
o - ' ) &
Etamine |¢ Viheére ' } O \ Pé&RIN
le - \ \J

— Fruit

Cdice — 3

£ 0N

=

Endocape
Arille 4
Ecorce 7

Figure 06 : Fleurs et fruits du Grenadier (Punica granatum L.) (Flora von Deutschland and

Schweiz, 1885).

2.4.1. Les Fleurs :

Les fleurs des grenadiers, sont trés ornementales de couleur rouge pourpre ou grenat. Elles

émergent du calice, une sorte de « coquillage » cireuse, entre les mois de Mai et Aodt. Elles ont

un aspect chiffonné et froissé (Ben Yahkem et al ., 2018).

10

r—t—
et
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Le calice est formé de 4 a 8 sépales courts, charnus, épais, d’une belle couleur rouge vif,
persistants, d’abord dressés puis étalés apres la fécondation. De plus, la corolle comprend 4 a 8
pétales minces alternant avec les sépales. Ces pétales sont genéralement trés colorés, souvent
rouge orangée vif, mais peuvent prendre de nombreuses autres teintes selon les variétés, comme
le blanc, le jaune pale, le blanc et le jaune fonce. Ils sont un aspect froissé. Ainsi, le gynécée est
constitué de 8 ou 9 carpelles soudés au tube calice, disposés en deux verticilles. L’ovaire est
inferieur et est surmonté d’un style conique terminé par une téte stigmatique. Enfin, les étamines,
libres et trés nombreuses, tapissent la paroi interne du réceptacle floral, a partir de la corolle
(Garnier etal ., 1961 ; Courchet, 1897).

Figure 07 : Fleurs aux sépales charnus et rouges et aux pétales froissés (Wald, 2009)
2.4.2. Les Feuilles

Les nouvelles feuilles du grenadier naissent assez tard, vers la fin Avril, sur des rameaux a
I’écorce beige argenté. Sont oblongues, brillantes, étroites, entiéres et non stipulées, de 3 a 7
centimétres de long, et 2 cm de large selon les cultivars. Les feuilles sont de couleur rougeatre au
stade juvénile. Elles deviennent verdatres et lumineuses a la maturité pour finir dorées a
l'automne. La plupart des variétés de grenadiers ont des feuilles en paires traversant
alternativement a angle droit, tandis que certaines variétés peuvent avoir trois feuilles par noeud
et méme quatre feuilles par nceud (deux feuilles opposées par nceud) (Ben Yahkem, Hadjadj,
Others., 2018).
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Figure 08 : Feuilles lancéolées de Punica granatum L. (Wald, 2009)
2.4.3. Les Fruits :

La grenade, fruit du grenadier, est en forme de pomme passent avec le temps du vert au
rouge-orange, doit étre considérée comme un cas limite de baie délimitée par la peau, un
péricarpe épais, a I’intérieur duquel de nombreux arilles. Chacun d’eux est constitué d’une graine
(ou pépin) entourée d’un jus translucide contenu par une membrane trés fine. Les arilles sont
rencontrés dans des loges séparées par de fines membranes qui se prolongent a I’intérieur du

fruit, ce qui donne au péricarpe une base pour I’attachement des arilles (Dallas, 2010)

Le Fruit donne ainsi naissance a trois parties distinctes les graines (environ 3% du poids du
fruit) qui contiennent 20% d’huile, le jus (environ 30% du poids du fruit) et la peau, qui

comprend également les membranes internes. (Lansky et Newman., 2007)

-
- ECcorce

Portion comestible
Arilles + pépins

Moembranes
dlanches

Figure 09 : La grenade et ses différentes parties (Calin Sanchez et al., 2005).
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2.5. Composition phytochimique du fruit, feuille, fleur, racine et écorce du grenadier

Tableau 04 : Quelques composés phytochimiques de Punica granatum L. (Lanskyet al.,2005 ;

Nom du composé
Acide citrique
Acide malique
Acide tartrique
Acide gallique
Acide caféique
Acide quinique

Acide p-coumarique
Catéchine
Epicatéchiné
Quercétine
Kaempferol
Rutine
Luteoline
Apigénine
Naringine
Delphinidine
Cyanidine
Pelargonidine

Cyanidin 3-O-glucoside
Cyanidin 3,5-di-O-glucoside
Delphinidin 3-O-glucoside
Delphinidin 3,5-di-O-
glucoside
Pelargonidin 3-O-glucoside
Pelargonidin 3,5-di-O-
glucoside
Acide éllagique

Punicalagin
Punicalin
Acide punicique
Acide linoléique
Acide oléique

Acide palmitique

Lansky et Newman, 2007).

Classe chimique
Acide organique
Acide organique
Acide organique
Acide hydroxbenzoique
Acide hydroxbenzoique
Acide cyclitol carboxylique
Acide hydroxycoumarique
Flavan-3-ols
Flavan-3-ols
Flavonol
Flavonol
Flavonol
Flavone
Flavone
Flavanone
Anthocyanidine
Anthocyanidine
Anthocyanidine

Anthocyanine

Anthocyanine

Anthocyanine

Ellagitannin
Ellagitannin
Ellagitannin
Acide gras insaturé conjugué
Acide gras insaturé non-conjugué
Acide gras insaturé non-conjugué

Acide gras saturé

Localisation dans la plante
Pulpe (jus)
Pulpe (jus)
Pulpe (jus)

Pulpe, écorce, fleur
Pulpe, écorce
Pulpe, écorce
Pulpe, écorce
Pulpe, écorce
Pulpe, écorce
Pulpe, écorce

Ecorce
Pulpe, écorce
Ecorce
Feuille
Ecorce
Ecorce
Ecorce
Ecorce

Pulpe

Pulpe

Pulpe

Pulpe, écorce, Feuille
Ecorce, Feuille, tronc, racine
Ecorce, Feuille, tronc, racine

Pépin
Pépin
Pépin
Pépin
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Acide stéarique
Cholestérol
Campestérol
Stigmastérol
B-sitostérol
17- a-estradiol
Estriol
Estrone
Testostérone
y -tocophérol
Coumestrol

Pelletiérine

Acide gras saturé
Stérol
Stérol
Stérol
Stérol

Stéroide sexuel
Stéroide sexuel
Stéroide sexuel
Stéroide sexuel
Tocophérol
Coumestan

Alcaloide

2.6. Répartition géographique du grenadier :

Pépin
Pépin
Pépin
Pépin
Pépin
Pépin
Pépin
Pépin
Pépin
Pépin
Pépin

Tronc, racine

Le grenadier est le plus fortement représenté au Moyen-Orient (zone 1V, Figure 11) son

territoire d’origine par conséquent, on le trouve fréquemment en Afghanistan, en Turquie, dans

la région du Caucase et en Inde (régions, figure I, II, I a, et IT).1l est également cultivé dans

le bassin méditerranéen :Espagne, Italie, Grace, Algérie, Tunisie et Maroc (la cinquiéme région,

figure 11). On le rencontre déja plus rarement dans le sud de la France, au Portugal, en Bulgarie

et en Crimeée. Méme chose en Ameérique (Zone VI, VI, VIla et VIIb, figure 11), la culture de la

grenade est encore trés sporadique. Il est présent en Californie, dans 1’Utah, en Alabama,

Louisiane et Floride (Wald, 2009 ; Hmid, 2013)

Figure 10 : Répartition géographique du grenadier.
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2.7. Utilisation traditionnelle du Punica granatum L :

IIs sont traditionnellement utilisés dans 1’alimentation quotidienne, les différentes parties
de la grenade est utilisés en médecine traditionnelle dans de nombreux pays du monde pour des
certaines d’années. Grace aux recettes de grands-meres, cet arbre représente un candidat
potentiel dans le cadre du développement de nouvelles stratégies préventives de I’apparition des
diverses maladies, d’autre usages sont également présents tels que teintures, décorations et

cosmétiques naturels (sitzia., 2009)
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Tableau 05 : Utilisation des différents du grenadier en medecine traditionnelle (Wald., 2009 ;
sitzia., 2009)

Orange utilisé Fins thérapeutiques Région/pays

Fleurs

Anthelminthique et astringent. = Chine et Egypte

- Traiter la diarrhée et la
dysenterie, les hémorragies
passives, les écoulements
muqueux avec atonie, la
leucorrhée et la blennorrhée et
des gencives.

Ecorce de grenade - Effets vermifuges. Egypte
- Anthelminthique.

- Traiter la diarrhée et la
dysenterie, les hémorragies
passives, les écoulements
muqueux avec atonie, la
leucorrhée et la blennorrhée,
le gonflement atonique des
amygdales et le relachement
de la luette et des gencives

Graines de grenade Soulager les ulcéres ' Chine
atoniques.
Jus de grenade - Réputation d’accroitre la | Afrique du Nord et
fécondité et d’étre un antidote | Inde
a la stérilité.
Peau de grenade - Effets astringents pour Chine
(malicorium) I’intestin, pour "arréter le
sang" et pour "chasser les
parasites", diarrhée et
dysenterie chroniques,

présence de sang dans les
selles,  prolapsus  rectal,

spermatorrhée,
hyperménorrhée, pertes
blanches, accumulation de
parasites, douleurs
abdominales.
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I

Usage
traditionnel du
grenadier

Figure 11 : Utilisation traditionnelle du Punica granatum L. (Sitzia., 2009)
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Chapitre 11 Les éléments actifs d’une plante médicinale

1. Les métabolites primaires :

Les métabolites primaires sont les molécules qui existent dans toutes les cellules végétales
et qui sont nécessaires a la vie de la plante. lls constituent la base de la machinerie moléculaire
de la cellule. Les hydrates de carbone, les lipides et les acides aminés sont des exemples

importants de métabolites primaires (Hopkins., 2003).

Les métabolites primaires

Les glucides

\ 4
Les lipides

Figure 12 : Les métabolites primaires.

1.1. Les glucides :

La majeure partie de la matiére organique est constituée de glucides, qui sont
principalement synthétisés par les plantes et, avec les lipides et les protéines, constituent une part

importante de I'alimentation animale et humaine (Hopkins., 2003).

Il est fabriqué par les plantes et, avec les graisses et les protéines, il constitue une part

importante de I'alimentation animale ethumaine (Hopkins., 2003).

Les glucides sont aussi appelés lipides en raison de leur présence de La formule C, (H O)
correspond a des molécules organiques caracterisées par la présence de chaines carbonées
porteuses de groupements hydroxyles, de fonctions aldéhydes ou cétones et éventuellement une

fonction carboxyle ou amine (Touitou., 2005).

1.2. Les acides aminés :

Les acides amines sont des moléecules qui possedent : une fonction acide carboxylique et

une fonction amine primaire portées par le méme atome de carbone.

17

r—t—
et



Chapitre 11 Les éléments actifs d’une plante médicinale

La fonction acide carboxylique et la fonction amine primaire portées par le méme

atome de carbone a (C2, Cl étant 1'atome de carbone carboxyle).

Ce sont des acides o aminés. Ils varient selon la nature de la chaine latérale (ou radical).
Plus de 300 acides aminés ont été recenses : 20 acides aminés sont présents dans les protéines
naturelles (Mossard., 2006).

1.3. Les lipides :

Il forme un groupe de substances chimiquement hétérogenes, insolubles dans I'eau et les
solvants polaires, mais solubles dans les solvants non polaires comme le chloroforme et
hydrocarbures (Strier., 1997).

1.3.1. Les types des lipides :
A. Les lipides simples :
A.l. Les acides gras satureés :

Les chaines aliphatiques des acides gras saturés ne contiennent pas de double liaison, d'ou
leur nom générique. Par conséquent, seule la fonction carboxylate a des propriétés de réaction
(Mason., 2007).

A.2. Les acides gras insaturés :

Caractérisés par présences d'une ou de plusieurs doubles liaisons :
v Une réactivité chimique plus grande
v’ L’existence possible d’une isomérie cis/trans (Aoul., 1989).

B. Les lipides a plusieurs fonctions :

v Ce sont des composants essentiels de la structure des membranes biologiques.
v’ Ce sont des substances de réserve métabolique intracellulaire.

v" 1l fonctionne pour transférer I'énergie métabolique Ce sont des composants structurels de

la protection externe de la cellule (David., 1996).

1.3.2. Classification :

Il est aussi possible de classer les lipides en deux grands groupes en fonction de leur

composition atomique : les lipides simples et les lipides complexes.
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' Lipides W\

E ,.i! T

: ( Lipides dérivés LiPi(:!_es a base
i (insaponifiable) d actdr..es. gras

| AN l (saponifiable)
|

|

[

i

Lipides

complexes

Lipides
simples
Acides
gras

~
{Phosphoglycéridcs V\
> { Phospholipides

( L )
L Sphingolipides ]/

Glycolipides !

AG
insaturés

1 Quinones
isopréniques
Cholestérol

i Vitamines
| liposolubles

Figure 13 : Classification les lipides.

2. Les métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires des plantes peuvent étre définis comme des molécules
Indirectement nécessaires a la vie végétale, contrairement aux métabolites primaires (Protéines,
lipides et glucides). Ces métabolites secondaires sont impliqués dans la structure Des végétaux
(lignine et tanins) mais qui ont un effet décisif sur eux Adaptation des plantes a leur
environnement (Mansoor., 2009). lls participent ainsi, d'une part, Une méthode trés efficace,
chez les plantes tolérantes a différents stress : action contre les herbivores (menthe par exemple),
inhibant les agents pathogenes des bactéries et des champignons, Insectes prédateurs, résistants a
la sécheresse et aux rayons ultraviolets. Mais ils pourraient I'étre. Anti nutriments. De nombreux
métabolites secondaires sont toxiques, ils sont donc stockés dans Vésicules spécifiques ou dans
la vacuole (Sandrin., 2004). D'un point de vue appliqué, ces molécules sont a la base des

principes efficaces qui On les trouve dans les plantes médicinales (Mansour., 2009).
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Les métabolites secondaires

— | —

Les composés phénoliques Les alcaloides

Y

L es terpenoides et
stéroides

Figure 14 : Les métabolismes secondaires.

2.1. Les composés phénoliques :
» Définition :

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui forment un groupe
Largement répandu dans le monde végétal. Trouvé dans les plantes, a partir des racines Jusque
dans le fruit (Achat., 2013). Les polyphénols contiennent un ou plusieurs noyaux Les substances
aromatiques, qui sont attachées a un ou plusieurs groupes hydroxyle (Bronton., 1993 ; Watson.,
2018). Il existe environ 8000 composes phénoliques (Beta et al., 2005). par numéro des motifs
phénoliques présents, appelés indifferemment composés phénoliques ou Les polyphénols, qui
contiennent principalement des phénols simples, des acides phénoliques, Les polyphénols, qui
contiennent principalement des phénols simples, des acides phénoliques, Lignine et xanthones
(Hennebelle et al., 2004, Hurtado-Fernandez et al., 2010 ; Alara et al., 2021).

2.1.1. Tanins :
> Définition :

Les tanins sont des substances polyphénoliques de compositions différentes, qui ont en

commun la propriété de tanner la peau, c'est-a-dire de la rendre résistante a la pourriture. Ce
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matériau a lls se combinent avec des protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant. (Baba
Issa., 2011; Cartier et Roux., 2007).

A. Tanins hydrolysables :
» Définition :

Ce sont des esters d'un sucre ou d'un polyol et d'un nombre variable de molécules de
phénol (souvent de I'acide gallique) (Cartier et Roux., 2007).

OH
HO

HO OH

HO, OH
OH
o
o (o] OH
o (o]
o o
(o]
on © o o
OH

HO OH oH
OH HO

Figure 15 : Structure de base des tannins hydrolysable (Haslam., 2007).
B. Tanins condensés :
» Définition :

Les tanins ont une structure similaire a celle des flavonoides, mais leurs molécules ne
contiennent pas de sucre. Leurs molécules. Ils ont tendance a se polymériser en produits rouge-
brun (Cartier et Roux., 2007).

Figure 16 : structure chimique du tanin condensé.
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2.1.2. Flavonoide :
> Définition :

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, avec plus de 9 000
composes différents et sont généralement distribués dans toutes les espéces végétales. Leur
squelette chimique commun comporte 15atomes de carbone, composé de deux anneaux
benzéniques A et B reliés par un anneau pyranique central C (Figure 17). lls différent les uns
des autres par la position des substitutions sur les cycles A et B, et la nature du C. Les
flavonoides sont divisés en différentes catégories, dont les plus importantes sont les flavonols, et
les anthocyanines (Bruneton, 2009). Ces molécules se retrouvent a la fois sous forme libre, mais
sont trés souvent liées a des sucres, on parle alors d'hétérosides constitués d'une partie aglycone
ou génin phénolique. Aglycone ou d'une partie phénolique génique associée a un sucre. lls sont
localisés dans différents organes : les fleurs, les fruits, les feuilles, les tiges et les racines. Les
aglycones se trouvent plutdt sous forme de cire dans les feuilles, les écorces et les bourgeons la

couleur des fruits, et des fleurs.... (Hernandez., 2009 ; Hernandez., 2009 ; washing., 2000).

> Structure :

Figure 17 : Squelette de base des flavonoides (Erlund., 2004).

2.1.3. Acide phénolique :
» Définition :

Ce sont des composés constitués d'un ou plusieurs cycles benzéniques avec une ou
plusieurs fonctions carboxyliques, dérivés des acides benzoique et cinnamique, dont 1’acide
férulique, caféique et p-coumarique (Bruneton, 1993;Velazquez et al., 2003).Les acides

phénols comprennent deux sous classes :
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A. Acide hydroxybenzoiques :

Tableau 06 : Exemples de dérivés de 1’acide benzoique identifiés chez des plantes halophytes
(Ksouriet al., 2012).

Squelette Composé R1 R2 R3 R4
2 1 Acide vanillique H OCHs | OH H
O
R3 : i
OH Acide gallique H OH | OH OH
R4

B. Acide hydroxycinnamiques :

Tableau 07 : Exemples de dérivés de 1’acide hydroxycinnamique rencontres chez des plantes

halophytes (Ksouriet al., 2012).

Squelette de base Composé R1 R2 R3
OH Acide p-coumarique H OH H
R o 0
Acide férulique OCH3 OH H
R,
) R, Acide caféique OH OH H

2.1.4. Anthocyane :
» Définition :

Ce sont des composés hydrosolubles de couleur rouge, violette ou bleue qui colorent les
fleurs, les fruits et parfois les feuilles. Seuls les hétérosides sont appelés anthocyanosides. Ces
pigments sont répandus dans le régne végétal. 1ls sont similaires aux flavonoides par leur origine,
leur structure et leurs propriétés pharmacologiques, Composition et propriétés pharmacologiques
(Cartier., 2003 ; Cartier et Roux., 2007).
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2.1.5. Coumarine :
> Définition :

IIs résultent du métabolisme de la phénylalanine et de I'acides shikimique par estérification
et cyclisation, qui se forment par substitution sur un cycle aromatique analogue a celle des
dérivés I’acide cinamique. persque tiutes les coumarines sont substitueés par un hydroxyle en
position C7 (Maarouf et Raynaud., 2007; Kumar et al., 2015).

5] 3
Re B = 4 =
‘ " -2
L. = =
H-}' E‘T O ~0)
Rg

Figure 18 : Squelette de base des coumarines (Djemoui., 2012).

2.2. Les alcaloides :
> Définition :

Un alcaloide est une substance organique azotée a caractére alcalin et a structure complexe.
Structure Leur atome d'azote est inclus dans un systeme hétérocyclique (Badiaga., 2011). Les
alcaloides sont des structures tres diverses de différents acides aminés ou Acide mévalonique par

différentes voies de biosynthese (Suhr & Nielsen, 2003).
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Figure 19 : Structure d’alcaloides (Maldonado., 2012)
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Chapitre 111 Les activités biologiques et les colorants et les colorants azoiques

1. Activité Antioxydant :
1.1. Introduction :

Qu'est-ce que toutes les maladies suivantes ont en commun : les maladies cardiaques, le
cancer, Hypertension, peau ridée, taches de vieillesse, arthrite, cataracte et mauvaise mémoire ?
Un seul On Pourrait dire que toutes ces affections sont associées a I'age, mais I'dge n'en est pas la

cause.

En effet, méme des personnes jeunes souffrent de certaines de ces maladies. Ce qui unit
ces conditions, ainsi que de nombreuses autres maladies dégénératives. Ce sont les radicaux
libres (Fife., 2017).

1.2. Définition des Radicaux libres :

Les Radicaux libres sont des entités moléculaires rebelles qui provoguent la destruction de
tout le corps. Ce sont des particules instables qui ont perdu un électron, ce qui les rend ils sont
tres réactifs dans leur recherche d’équilibre, ils lui « volent» des électrons aux molécules
voisines (Fife., 2017).

Un radical libre est défini comme tout atome, groupe d'atomes ou molécule ayant un

électron non apparié (célibataire) sur son orbite externe (Jadot., 1994).

Un radical libre est une espéce chimique qui possede un ou plusieurs électrons non
appariés dans son orbite externe La présence d’un électron non apparié conféré a ces moléculaire

une instabilité importante (Karang., 2010).

Electron Manquant

Radical Libre
(molécule instable)

Figure 20 : La formule des radicaux libre
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Antioxydant Electron seul
D 00 5, -
(@) — CD:}
—QD- e SR
Radical libre

Figure 21 : Neutralisation d’une radicale libre par un antioxydant (carange., 2010)

1.3. Evaluation de ’activité antioxydante :

Mesure de ’activité anti radicalaire par le DPPH.

= Principe : la méthode utilisée a été celle de (parejo et al., 2000) qui est le texte au 1.1
dephenyl-2picrylhydrazyle (DPPH). En effet, la réduction du DPPH par un capteur de
radicaux libres s’accompagne de son passage de la couleur violeta la couleur jaune,
mesurable a 517nm. Une faible absorbance traduit une forte inhibition du DPPH et donc

une forte activité anti radicalaire.

Tableau 08 : Principaux radicaux libres et leur structure chimiques (Hatone., 2005)

Radicaux libres (nomenclature) structure chimiques
Radical Hydroxyde OH
Radicalhydro peroxyde HOO
Radical Alkoxyle RO
Radical peroxyde ROO
Anion super oxyde O2-
Monoxyde d’azote NO
peroxynitrite ONOO
Peroxyde d’hydrogéne H20>
(]}
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1.4. Stress oxydant :

Stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre la production de
radicaux libres et leur destruction par les systéemes de défense antioxydants (Boyd et al., 2003 ;
Niki, 2018 ;Tu et al.,2019).

Dans des circonstances normales la balance antioxydant/pro-oxydant est équilibrée, si ce
n’est pas le cas, soit a cause d’un déficit en antioxydants, soit a cause d’une énorme
surproduction de radicaux, L’exceés de ces radicaux est appelé stress oxydatif (Favier,
2003;Durackova, 2008; Matschke et al., 2019).

Les radicaux libres peuvent causer des dommages importants a la structure et métabolisme
cellulaire en décomposant de nombreuses cibles : protéines, graisses et acides nucléaire. Il a
toujours été considéré comme un sous-produit toxique du meétabolisme normal de I'oxygéne qui
est impliqué dans de nombreuses maladies (Angelos et al., 2005;Migdal et Serres, 2011;
Lohan et al., 2021)

OFf ON0Oo Ad et Ovtense enryrrtgoe
s C o0 et Pt s phas (et s
on MO, e~ omeerts Gamame
RACHCALER LILS 5 ii : 5
- =)
- ANTIOXYDANTS
M
s - ‘ - - arh
A
stogm
. . ’
. ® Q, - -.-.-3-
- m— A MV ey CarSCw st sres

Figure 22 : stress oxydant (durakova, 2008)

1.5. Antioxydants :
1.5.1. Définition :

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable, a une concentration
relativement faible, d’entrer en composition avec d’autres substrats oxydables et ainsi de retarder
concentration, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou

empécher 1’oxydation de ces substrats (Di alles., 2005).

Les cellules consomment beaucoup antioxydants et stratégies d’efficacité énergétique pour
contréler leurs niveaux especes réactives de 1’oxygéne (Dias., 2019). De méme, les antioxydants

sont des composés puissants capables de neutraliser les radicaux libres impliqués dans la
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dégradation cellulaire, Ainsi, il nous aide a maintenir une vie active et saine. Certains
antioxydants sont fabriqués par le corps humain, comme les vitamines et les polyphénole doivent

étre apportés par notre alimentation (Partikova et al., 2021)

Les antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action et leur emplacement des

cellules et leur origine (delattre et al., 2005 ; Kumar et al., 2017).

1.5.2. Classification des antioxydants :
A. Antioxydants endogenes :

Ce sont des antioxydants d’origine endogeéne qui controlent les radicaux libres et les

bienfaits le travail des cellules (Desmier., 2016).

B. Antioxydant enzymatique oncogene :

Les cellules possédent un systéme antioxydant enzymatique qui joue un réle important
dans I’inactivation des especes réactives de 1I’oxygéne et le contrble de stress oxydatif (Rudneva,
2014).ce systeme intervenir plusieurs enzymes dont les plus importants sont: la superoxyd
dismutase (SOD), la catalase (CAT) ,et la glutahion peroxydase (GPX) , mais aussi la glutahion
réductase (GR) (Van der Oost et al, 2003 ; Nikinmaa., 2014).

2. Activité antibactérienne :

Les bactéries sont des microbes composés de cellules uniques, visibles au microscope, qui
appartiennent a la zone de transition entre les regnes animal et végétal. Ces micro-organismes
sont présents dans l'air, le sous-sol, I'eau douce, I'eau de mer, la peau et les surfaces muqueuses,
ainsi que dans les voies digestives, respiratoires et urinaires. Ce sont les hotes naturels de
I'nomme et donc saprophytes (flore digestive par exemple), ou ils déterminent I'infection et donc
I'agent pathogéne. Pour que les bactéries se développent, il faut que des conditions physico-
chimiques favorables soient trouvées dans le milieu extérieur, et ces conditions sont réunies dans
le milieu de culture développé par I'homme pour I'étude des bactéries, d'ou le terme milieu de
culture (Leclerc et al., 1995 ; Madigan et al., 1997 ; Marc et al., 2001 ; Khiati., 1998). Il est
bien connu que le traitement des infections bactériennes dépend principalement de I'utilisation
d'antibiotiques (l'activité antibactérienne inhibe ou tue completement le développement des
bacteries) (Ali-Shtayeh et al., 1998 ; Nicola et Danil., 1998).
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2.1. Définition de ’activité antibactérienne :

L’activité antibactérienne correspond & une résistance accrue aux antibiotiques et 1’activité
d’une molécule présente au sein d’un végétal qui inhibe ou tuent completement le
développement bactérien a de tres faibles concentrations. La sensibilité des bactéries aux agents
antibactériens varie selon la nature de 1’agent antibactérien. (Alexandra et al., 2013 ; Nicola et
Daniel., 1998).

2.2. Les principales substances antibactériennes :
2.2.1. Les bactéries :

Les bactéries sont des micro-organismes vivants formés d’une seule cellule procaryote de
taille 1000 fois plus petite qu’une cellule eucaryote typique et appartiennent a la zone de
transition entre le regne animal et végétal. Certaines bactéries peuvent se déplacer grace aux
vibrations ciliaires et se répliquer selon deux modes ; la division simple ou scissiparité et
sporulation (la spore représentant la forme de résistance et de propagation du germe). lls sont
généralement divisés en deux types différents, Gram-positif et Gram-négatif, qui different par les
propriétés des parois cellulaires bactériennes. (Leclerc et al. 1995 ; Madigan et al. 1997 ; Marc
et al. 2001 ; Alexandra et al., 2014 ; Nicklin et al., 2000).

2.2.2. Les antibiotiques :

Les antibiotiques sont des produits chimiques produit par des microorganismes ; ces
substances ont la capacité d’inhiber la croissance ou le développement d'autres microorganismes
(bactéries) (Khiati., 1998). Il possede des nombreuses propriétés, dont une toxicité sélective
contre les maladies bactériennes ou fongique, un mécanisme d’action précis contre des cibles
spécifique, sa fonction physiologique est restreinte, et il est actif et capable de se diffuser dans

les milieux organiques. (Monsieur., 2005).

La fonction des antibiotiques est d’inhiber les bactéries et d’empéche le développement des
microorganismes ; ils ont un effet bactéricide et peuvent détruire les bactéries (Garnier
Delamare, 1992; Khiati M 1998).
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2.3. Micro-organismes utilisés :
2.3.1. Bactéries a gram négatif :
A. Genre Pseudomonas :

Le genre appartient a la famille Pseudomonadaceae, une famille des bactéries en forme de
batonnets, mobiles par cils polaires, strictement aérobies. Certaine population de bacilles agisse
comme des bactéries opportunistes, provoquant souvent des d’infections nosocomiales. Une des
plus redoutables est Pseudomonas aeruginosa (germe ubiquiste communément rencontré dans le
sol et plus encore dans les eaux, capable de se multiplier a 41°C) (Leclerc et al., 1995;
Philippon, 1995).

Figure 23 : Le Pseudomonas aeruginosa sous le microscope électronique (Elmeskini., 2011).

B. Genre Escherichia :

Le genre comprend 5 espéces, mais E. coli est la plus importante. Les membres d’E. Coli
des Enterobacteriaceae sont généralement mobiles, mais parfois non. C’est I’espece le plus
souvent impliquée dans les infections aigués des voies urinaires, et provoque également des
diarrhées estivales, des diarrhées porteuses infantiles et les intoxications alimentaires. 1l a des
propriétés spéciales, telles que la facilité de manipulation, la disponibilité des séquences
génomiques entiéres et sa capacité a se développer dans des conditions aérobies et anaérobies.
Cela fait de lui un hote important dans le domaine de la biotechnologie. (Leclerc et al,. 1995 ;
Allocati et al., 2013 ; Percival., 2004).

2.3.2. Bactéries a gram positif :
A. Les Streptocoques :

Sont des bactéries sphériques, qui se divisent sur plusieurs plans pour former des amas
réguliers ou irréguliers en grappe de raisin, d’ou son nom (en grec staphylos), qui se subdivisent

en trois genres majeurs selon les études phylogénétiques : le genre Streptococcus, Enterococcus,
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et Lactococcus. Les staphylocoques sont des bactéries ubiquitaires largement distribuées dans
I'environnement naturel humain, mais elles sont plus courantes et plus denses sur la peau et les

muqueuses des mammiféres. (Leclerc et al. 1995).

3. Les colorants azoiques :

Les colorants azoiques sont des composés aromatiques découverts par P. Griess en 1858,
ces structures sont caractérisées par un groupe fonctionnel azo (-N=N -) unissant deux radicaux
alkyle ou aryle identiques ou non (azoiques symétriques et dissymétriques). Ils reposent
généralement sur le squelette de 1’azobenzene sont des systémes aromatiques ou pseudo-
aromatiques liés par un groupe chromophore azoiques, selon le nombre de chromophoreazoiques
rencontrés dans la molécule on distingue mono-azoiques, bis- azoiques et poly- azoiques.
(Chang et al., 2001 ; Maclaren., 1985 ; Guivarch., 2004 ; Robert et al., 2000 ; Guillard et al.,
2003).

3.1. Les types des colorants azoiques :

v' Les colorants basiques
v Les colorants acides
v' Les colorants directs et réactifs solubles dans 1’eau,

v" Les colorants dispersés et a mordant non-ioniques insolubles dans I’eau. (Kadirvely et
al., 2003)

<j 'N\\N _<\7

Figure 24 : Structure chimiques des colorants azoiques.
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1. Matériel et méthode
1.1. Matériel végétal
» Echantillonnage

Le but de notre travail était de réaliser une étude phytochimique de deux plantes utilisées
comme colorants naturels et de comparer leurs activités biologiques (antioxydant et
antibactérienne) avec un colorant azoique synthétique.

La plante de Grenade a été récolte dans la région de Mila en mois de novembre 2021, les
écorce du fruit en été découpée en petites morceaux et séchée a 1’ombre dans un endroit bien
aéré, a une température ambiante et a I’abri de la lumiére, pour préserver le maximum de

molécules.

Une fois les écorces isolées elles sont broyées. La poudre végétale obtenue est conservée a

I’abri de la lumiére dans des flacons en verre hermétiquement fermées.

Figure 25 : Ecorce du fruit de la grenade séche

Le carthame en été achetée chez I'herboriste de région d’Alger sous la forme seche, ensuit
elle est broyées. La poudre végétale obtenue est conservée a 1’abri de la lumiére dans des flacons

en verre hermétiquement fermées.
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Figure 26 : Carthamus tinctorius L.

1.2. Méthodes :
1.2.1. Préparation de matériel végétal :

» Broyage et tamisage :

Les écorces de la Punica granatum L. et le carthamus tinctorius L. ont été broyées avec un

broyeur électronique (figure 27); ces derniéres ont été récupérées apres tamisage et conservées

dans des flacons en verre hermétiques a I’abri de la lumiere jusqu’a leur utilisation.

o
Punica granatum L.

Carthamus tinctorius L.

Figure 27 : Préparation du matériel végétal (broyage et tamisage)

1.2.2. Analyse qualitative :

Cette analyse nous permet d'utiliser les réactifs spécifiques de chaque famille de composés

sur la présence ou l'absence de groupes chimiques contenus dans la plante par des réactions de

coloration ou de précipitation (Cette analyse est effectuée dans le laboratoire d’Abdelhafide

Boussoufe Mila, Centre Universitaire).

——
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1.2.2.1. Screening phytochimique :
A. Préparation des extraits végétaux :

La macération a été utilisée comme méthode d’extraction, et celles-Ci étaient basées sur la
maceration du matériel végetale dans le solvant a température ambiante, et le temps nécessaire a
I’expérience. Cette étape est congue pour a extraire au maximum des molécules chimiques, et
pour augmentent le rendement d’extraction des composés phénoliques (Lumbu et al., 2005 ;
Madi., 2009 ; Singh, 2008).

A.l. Préparation de I’extrait éthanolique :

Macérer 50 g de matiére végétale (poudre fine) dans 250 ml d’éthanol (80%) pendant 3
jours a température ambiante sous agitation mécanique. Aprés 3 jours, le produit obtenu a été
filtré avec du papier filtre de type Wattman. Le filtrat obtenu est conservé dans un flacon en

verre fermé hermétiquement et stocké a 1’abri de la lumiére jusqu’a utilisation (Figure 28, 29).
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50 g de poudre 50 g de poudre 250 mL d’éthanol

Agitation mécanique Le mélange Le mélange

Apres I’agitation Filtration Filtrat stocké

Figure 28 : Etapes de la macération éthanolique de la grenade (Punica granatum L.).
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250 mL d’éthanol

Le mélange

Filtrat stocké

 Badh

i >
B ! 4
Lot T

e

Filtration

Agitation mécanique

Figure 29 : Etapes de la macération éthanolique de la Crathamus tinctorius L.

A.2. Préparation de I’extrait aqueux :

Pour préparer un extrait aqueux, une quantité de 10g de la matiére végétales (la poudre

fine)a ét¢ macéré dans 100ml d’eau distillé pendant une nuit a une température ambiante sous

agitation mécanique. La solution obtenue a été filtrée a 1’aide d’un papier filtre de type Wattman.

Le filtrat est ensuite évaporé dans une étuve a une température de 40 °C pour éliminer 1’eau

(Belhattab et al., 2004).
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10 g de poudre 100 ml d’eau Le mélange

Filtration Aprés I’agitation

Le filtrat Evaporation dans Stockage
I’étuve

Figure 30 : Différentes étapes de préparation de I’extrait aqueuse de la grenade.
A.3. Préparation de I’extrait méthanolique :

Une quantité de 10g de matériel végétal broyé est macérée dans une solution de
méthanol/eau (70 : 30, V/V) sous agitation mécanique & une température ambiante pendant 3

jours, le macérat a été ensuite filtré a 1’aide d’un papier filtre de type Wattman. Le filtrat obtenu
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est soumis a une évaporation par rotavapeur. Enfin, le produit final est stocké dans une boite de

pétri en verre fermée hermétiquement a 1’abri de la lumiére jusqu’a utilisation (Figure 32)

(Bougandoura et Bendimerad, 2012).

109 de broya

70 ml Méthanol

30 ml Eau

e \d .

Evaporation

Agitation

Le mélange

=2

ae

=\

A\

Le caramel

Stockage

Figure 31 : Différentes étapes de préparation de I’extrait méthanolique de le Carthamus

tinctorius L.
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A-4 Préparation de I’extrait chloroformique :

Mélanger 1 g de la poudre avec 10 ml de chloroforme, filtrer a chaude et chauffer

soigneusement au bain-marie pendant 3 min, puis ajuster le volume est a 10ml (Diallo., 2000)..

B. Identification des groupes chimiques :

L’extrait Groupes Protocole
chimiques
Ethanolique Flavonoides | Ajouter dans un tube a essai, Sml de 1’extrait éthanolique,

ajouter quelques gouttes d’HCI et quelques copeaux de

magnésium(Mg).

L’apparition d’une coloration rose, rouge prouve la

présence des flavonoides (Trease et Evans., 1987).

Coumarines Immerger 20g de la poudre dans 40ml d'éthanol pendant
2 a 3 heures. Apres maceération et filtration, 5ml de KOH
(10%) et 5ml d'HCI (10%) ont été ajoutés a 5 ml du
filtrat. Des précipitations rouge brune indiquent la
présence des coumarines (Trease et Evans., 1987).

Alcaloides Essai par précipitation avec le réactif de Wagner. Mettre
1 ml d’extrait dans un tube a essai, puis ajouter quelques
gouttes de réactif de Wagner. L’apparition d’un précipité
rouge-orangeé ou brun rougeatre indique un test positif
(Vijay et al., 2013).

Sterols Dans un bécher, introduire Sml d’extrait éthanolique a
analyser, ajouter Sml d’anhydrideacétique, Sml de
chloroforme et 1 ml d’acide sulfurique (H2SO4)
concentré dans la paroi dubécher sous I’hdte et sans

agiter.

Laisser reposer 20 min. La formation d’un anneau rouge
brunatre a la zone de contact desdeux liquides et une
coloration violette de la couche surnageant révelent la

présence de stérols (Trease et Evans., 1987).
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Glycosides

Tanins

Aqueux

Stéroides

Saponosides

Chloroformique = Anthraquinones

libres

Quinones

On mélanger 1ml de I’extrait brut avec 2 ml d’eau
distillée et 20 gouttes de liqueur de Fehling a été chauffé
a 70°C dans un bain marie, un test positif est révélé par la
formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans.,
1987).

Dans un tube a essai, traiter 1ml d’extrait d'alcool avec 2
ml d'eau distillée et ajouter 2-3 gouttes de la solution de
chlorure ferrique FeCI3 (1 %). La présence des tanins est
indiqué par une coloration verdatre (vert-brun) Tanins
cathéchiques ou bleu-noiratre Tanins galliques.

(Treaseet al., 1987 ; Douhouet al., 2003).

on introduit 5 ml d’anhydride acétique et 5 ml de
I’extrait dans un bécher, qui sont reprit dans un tube a
essai dans lequel sont ajoutés 0,5 ml de H2SO4
concentré. L’apparition d’une coloration violette qui vire
au bleu puis au vert indique une réaction positive
(Harborne., 1998).

Immergez 2g de poudre de notre plante dans 80ml d’eau
distillée pendant quelques minutes, puis filtrez et agitez.
L’apparition de mousse persistante dans le milieu prouve

la présence de saponines (Kalla, 2012).

Dans un tube a essai, Introduire 1 ml de la solution
extractive avec 1 ml d’Hydroxyded'ammonium(NH4OH)

puis agiter.

Une coloration plus ou moinsrouge indique la présence

d’anthraquinones libres (Diallo, 2000).

Dans un bécher Mouiller 2g de la poudre avec 2 ml de
HCI + 20 ml de chloroforme pendant 3 Heures. Le filtrat
a été agité avec 5 ml d’ammoniaque. Une coloration
rouge indique la présence des quinones (Afaq et Malik,
2005).
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1.2.2.2. Identification des métabolites primaires :
Métabolites primaires Protocole

Protéines Dans un bécher, on introduit 1g de poudre végétale humecté
préalablement dans 2ml de NaOH 20%, quelques gouttes de
CuSO4 (2%). La présence des protéines est indiquée par une
coloration violette, avec une teinte rougeatre (Afaq et Malik,
2005).

Lipides Une quantite de 10g de la matiére végétales (la poudre fine) a

Macé été macéré dans 30ml d’éther de pétrole pendant 30 min. La

solution obtenue a été filtrée. Le filtrat est ensuite évaporé sur
la plaque chauffante. Ajouter 3 gouttes de H2SO4 au résidu
gras. La presence des lipides est indiquée par une coloration
violette (Afaqg et Malik, 2005).

e Calcul du rendement

La formule donnée par Harborne, 1998 permet de calculer le rendement d’extraction :

R % =(Me/Mv)x100

R % : Rendement en %.

Me:Masse de I’extrait apres €vaporation du solvant.

Mv : Masse de la maticre végétale utilisée pour I’extraction.
1.2.3. Analyse quantitative :

1.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux :

L'analyse quantitative des polyphénols totoux de deux extraits (éthanolique et
méthanolique) est réalisée par le dosage spectrophotomeétrie selon la méthode du Folin-Ciocalteu
(Skerget et al., 2005).

A. Principe :
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La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le
spectrophotometre UV-Vis en utilisant le réactif de Folin Ciocalteu. Le mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040) est réduit,
lors de I’oxydation des polyphénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungstene (W8023) et de
molybdéne (Mo08023). La coloration produite, dont 1’absorption maximum a 765 nm est
proportionnelle a la quantité de poly phénols présents dans les extraits végétaux, Le phénol
standard utilisé dans cette méthode est I'acide gallique (Ribereau-Gayon et al. 1982 ; Ribéreau,
1968 ; Boizot et Charpentier, 2006 ; Ghazi et Sahraoui, 2005).

B. Mode opératoire

Le test de dosage des polyphénols totaux de notre travail a été réalisé au sein de laboratoire

pédagogique du Centre Universitaire Abd el Hafid Boussouf Mila.

Un volume de 500 pl de l'extrait & déférentes concentrations est mélangé avec 2,5ml de
réactif de Folin-Ciocalteu(FCR) dilué¢ 10 fois dans de I’eau distillée (1/10) Puis laisser 15 min
avant d’ajouter 2 ml de carbonate de sodium Na2CO3 (7,5 %), agite le mélange a I’aide d’un
vortex. L’ensemble a été incubé a une température ambiante pendant 2 heures, et la lecture a été
effectuée a 760nm contre un blanc qui constitu¢ le méthanol a 1’aide d’un spectrophotometre UV
visible. Ce dosage permet de déterminer la concentration en se référant a une courbe
d’étalonnage réalisée a partir de concentrations connues d’acide gallique (concentration
massique d’acide gallique 0.75 g/1 a différentes concentrations (solutions filles)) (Skerget et al,
2005).

Dosage des Dosage I’acide Spectrophotométre
polyphénols gallique

Figure 32 : Matériel de dosage des polyphénols totaux et de 1’acide gallique
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2,5ml de réactif de

500 pl d'extrait végttal - FolinCiocalteu (FCR) dilué 10

fois
/
Incubation pendant 2 heures a Apres 15 minutes
une température ambiante et a .
1’obscurité 2 ml de NaCO3 sont ajoutés
(7,5%)

Lecture a 760 nm

Figure 33 : Protocole de dosage des polyphénols totaux
1.2.3.2. Activités biologiques :
1.2.3.2.1. Etude de I’activité anti-oxydante :
% Test de DPPH :
A. principe :

Le radical 2-2-diphényl 1-picryl-hydrazil (DPPH") est le plus stable radial connu, utilisé
pour 1’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme
radicale libre et la simplicité de 1’analyse, qui permet de mesurer le pouvoir réducteur par le
calcul de la CI50. I1 absorbe dans le visible a la longueur d’onde de 517 nm. Il est de couleur
violette foncée, réduit en présence de composés anti-radicalaires (La forme réduite de couleur
jaune) (Molyneux, 2004 ; Bozin et al., 2008 ).
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ope oye

N

| + Antioxydant -OH > ' + Antioxydant-O,
Ne NH
NO, NO, NO,~_~ NO,
N
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 34 : Equation du radical DPPH transformé en DPPH (Talbi et al., 2015).
B. Mode opératoire :

Activité antioxydante des extraits méthanoliques de nos deux plants ; un antioxydant
standard (acide ascorbique) contre les radicaux libres DPPH a été évalu¢ a l'aide d’un
spectrophotomeétre dans le laboratoire pédagogique du Centre Universitaire Abdelhafide

Boussouf Mila.
1/ Préparation de la solution DPPH :

Dissoudre 4 mg de DPPH (C18H12NsO¢ ; Mr : 394,33) dans100ml de la Méthanol absolu
pour avoir la concentration de 100umol/L (Figure 35) ; incuber la solution dans 1’obscurité

pendant 3h sous agitation mécanique (Benali et Guenfoud, 2016).

Figure 35 : Préparation de la solution DPPH
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2/ Préparations des solutions meres de concentration 5mg /ml :

Meélanger 0,059 de I’extrait méthanolique avec 10 ml de MeOH absolu dans un tube a essai
(Benali et Guenfoud, 2016).

3 / Préparation des dilutions de I’extrait :

Les expériences ont ¢été réalisées dans l'ordre décroissance pour 5 concentrations

différentes, dilués dans le méthanol (Tableau 9)

A partir de chague solution mere on prépare les dilutions suivantes selon la relation

suivante :

= C1: Concentration de la solution mere (5mg/ml)
* V1: Volume de la solution mere (ml)

» C2: Volume de MeOH ajouté (ml)

= V2 : Concentration final (mg/ml)

Tableau 09 : Les différentes concentrations des extraitsO

Concentration finale V de SM (ml) V de MEOH (ml)
(mg /ml)
3 3 2
2 2 3
1 1 4

On mélange 03 ml de la solution méthanolique du DPPH préparé avec 30 puL de I’extrait.
On laisse a I’abri de la lumiere et a température ambiante pendant 15 minutes.

On mesure I’absorbance a 1’aide d’un spectrophotométre a 517nm.

vV V VY V

Finalement on mesure 1’absorbance de chaque concentration par rapport a un blanc constitué¢

uniquement par le méthanol pur (30pL) et le DPPH (3 ml).
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» On trace la courbe de la cinétique de disparition du DPPH en présence de 1’échantillon a
tester en fonction du temps pour déterminer le temps de stabilisation de la réaction et pour

effectuer la lecture de I’absorbance du produit.
» On convertit les mesures d’absorbance en % DPPH restant par la relation suivante :

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :

= 1% : pourcentage d’inhibition.
= Extrait : La densité optique de DPPH en présence de I’extrait a test.
= Blanc : La densité optique de DPPH dans la solution méthanolique.

» On trace la courbe % DPPH restant en fonction de la quantité de 1’échantillon antioxydant

(en mg /ml)

» On termine par la lecture graphique la quantité d’antioxydant nécessaire pour dégrader 50%

de DPPH (Benali et Guenfoud, 2016).
» Calcul des ECso (ICso) :

Pour chaque extrait, nous avons déterminé la valeur 1Cso, qui est la concentration de
I’échantillon testé nécessaire pour réduire les radicaux DPPH de 50 %. La ICsgo est calculée a
partir de 1’équation graphique ; basée sur le pourcentage d’inhibition standard utilisé dans les

tests et les ¢tudes d’extrait a différentes concentrations (Bouras et Houchi, 2013).

Punica
granatu
Carthamu
. . ——
stinctorius |
L

Figure 36 : Préparation de I’extrait (Punica granatum L. et le carthamus tinctorius L.).
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¢ Préparation de solution méthanolique de colorant synthétique :

Nous avons utilisé ce colorant synthétique pour étudier leur activité antibactérienne et
antioxydant et comparée les effets de colorant synthétique avec des colorants naturels (Tableau
10).Ce colorant a été recristallisé dans du THF /H20 (1V/1V) apres évaporation lente a

température ambiante pendant plusieurs jours et lavé a I’eau distillée (Bougueria H et al., 2013).

Tableau 10 : Nomenclature, formule et structure chimique de colorant synthétiques (Bougueria

Hetal., 2013).
Colorant Nomenclature Formule Structure chimique
Colorant 1 1-(3,4- C16H10CI2N20O Cl

chlorophenylazo)- cl

2- naphtol

\

OH

¢+ Mode opératoire :
1- Dans un tube a essai, Introduire une quantité de 0,0016 g de la poudre du colorant 1-(3,4-

chlorophenylazo)-2- naphtol, a été dissous dans 5ml de méthanol (figure 37).

2- Dans le deuxiéme tube et a 1’aide d’une micropipette on prend 100 pl de la solution déja
préparé (premier tube) puis on ajoute Sml de méthanol. L’absorbance du colorant est

ensuite lue par un spectrophotometre UV/visible.
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Figure 37 : Préparation de colorant 1-(3,4-chlorophenylazo)-2- naphtol.

30uL de I'extrait
—1 3 ml de DPPH

{

. Incubation a ‘ Compléter le volume
I'obscurité a 15 min |~ jusqu’a 5ml

/

Lecture a 517nm

Figure 38 : Protocole d’évaluation de 1’activité anti-oxydante.
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1.2.3.2.2. Etude de P’activité anti bactérienne :

L'activité antibactérienne in vitro de Crathamus tinctorius L et de la Punica granatumL,
contre différents souches Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus spizizenii et
Staphylococcus aureusa éte réalisée par la methode de diffusion (Bolou et al., 2011), dans le

laboratoire pédagogique du centre universitaire Mila.
A) Le principe de la méthode :

Le principe de la méthode repose sur la diffusion d’un composé a effet antibactérien en
milieu solide dans une boite de pétri, qui est appréciée par la mesure de son activité
antibactérienne contre la cible aprés un certaine durée de contact du produit avec le
microorganisme cible. Zone d’inhibition, en fonction du diameétre de la zone d’inhibition.

(Cavallo, 2007).
B) Matériel du test de I’activité antibactérienne :

Les tests d’évaluation de 1’activité antibactérienne doivent étre réalisés dans des conditions
stériles strictes. En pratique, le matériel, les solutions et les milieux de cultures doivent étre

stérilisés par autoclavage a 120°C pendant 15 minutes.
C) Milieux des cultures :
Les milieux utilisés pour réalisés le test antibactérien sont les suivant :
e Boillon nutritif pour vérifier la viabilité des bactéries.

e G¢lose nutritive est utilisée pour I’isolement et la conservation des souches, c’est un

milieu suffisant pour la plupart des bactéries.

e La gélose Mueller Hinton est utilisée pour tester la sensibilité des bactéries a différents

extraits végétaux.
D) Les souches bactériennes :

Quatre souches bactériennes ont été testées: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Bacillus spizizenii et Staphylococcus aureus. (Tableau 11).

Tableau 11 : Liste des souches bactériennes étudiées.

Genre et espéece Gram Famille Réference
Escherichia coli Négatif Enterobacteriaceae ATCC8739
Pseudomonas Négatif Pseudomonadaceae ATCC9027
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aeruginosa
Bacillus spizizenii Positif Bacillaceae ATCC663
Staphylococcus Positif Staphylococcaceae ATCC6538
aureus

E) Préparation des disques :

Des disques de papier Whatman N° 3, de 6 mm de diamétre, ont été steriliseés par autoclavage a
120°C pendant 20 minutes, puis scellés et stockés dans des tubes en verre stériles jusqu’a

utilisation.
F) Préparation des précultures :

Suspendre la souche a tester dans un bouillon nutritif et la faire croitre a 37°C pour Vérifier sa
viabilite. Apres 24h, la suspension a été inoculée au goutte-a-goutte sur un gel nutritif puis

incubée dans une étuve a 37°C pendant 24h

G) Préparation de I'inoculum :

Apres D’incubation, remettre en suspension les colonies bien isolées dans une solution saline
(0,9% de NaCl) (I’eau physiologique), pour obtenir une optique de 0,08 a 0,1 a 625 nm (Gulluce
et al., 2006).

H) Mode opératoire :

1- Verser la gélose de Mueller Hinton dans des boites des pétri, et apres refroidissement et
solidification sur la paillasse, utiliser un rateau pour étaler 100ul de chaque suspension

bactérienne préparée a partir de jeunes cultures a la surface du milieu gélose.

2- Préparation des dilutions : L’extrait méthanolique de Crathamus tinctorius L. et de Punica
granatum L. et aussi le colorant synthétique sont dilués avec le diméthyl sulfoxyde (DMSO)
dans des tubes eppendorfs. Les concentrations des extraits sont réalisées selon les méthodes

suivantes :
e Solution mere (SM) : 100 mg de I'extrait méthanolique dans 1ml de DMSO (100%)
e TY: 0,5ml d’extrait de SM avec 0.5ml de DMSO (50%).

e TY: 0.5ml d’extrait de T'2 avec 0.5ml de DMSO (25%).
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o TY%:0.5ml d’extrait de T% avec 0.5ml de DMSO (12.5%).

3- Un disque d’environ 6mm a été prélevé a la pince stérile puis imprégné avec 10 ul de
différentes concentrations de 100 mg/ml ; 50mg/ml ; 25mg/ml ; 12,5mg/ml. Placer ensuite
dans des boites de pétrie, une fois appliqué, les disques ne doivent pas étre placés. Dans
chaque boite de pétri, placer un disque imbibé de 10ul de DMSO comme un contrdle
(témoin) négatif. Incuber tous les plats dons une étuve a 37°C pendant 24 heures. (Murray
et al., 1995, Gulluce et al, 2006).

1) Lecture

Apres I’incubation, I’effet de 1’extrait s’est traduit par 1’apparition d’une zone circulaire
transparente autour du disque, correspondant a une absence de la croissance. (Najjaa et al.,
2007).

Les résultats sont lus en mesurant la zone d'inhibition (a l'aide d'une regle (mm) a
I'extérieure de la boite). Plus le diametre de la zone d'inhibition est grand, plus elle est sensible a
la déformation (Tableau 12) (Choi et al., 2006).

Tableau 12 : Evaluation de I’effet antibactérien selon le diamétre d’inhibition. (Choi et al.,
2006).

Observation Signe Diamétre d’inhibition
Non sensible ) <8 mm
Sensible (+) 8a14 mm
Tres sensible (++) 152420 mm
Extrémement sensible (+++) >20 mm

52

r—t—
et



Chapitre 11

Résultats et discussions




Chapitre 11 Resultats et discussions

1. Analyse qualitative (Screening phytochimique) :
% Résultats et discussion :

L'authenticité d'une espece vegétale donnée est un parametre important a considerer
(Lewis, Ausubel, 2006), et doit étre déterminée avant d'envisager toute évaluation biologique ou
I'utilisation d'un extrait de plante pour des applications médicales ou pharmaceutiques .Plusieurs
attributs génétiques ainsi qu'environnementaux peuvent affecter le profil de ces composes
phytochimiques d'un extrait végétal donné, influencant ainsi son activité biologique (Lewis,
Ausubel, 2006). Cette observation doit également s'appliquer a I'extraction, les conditions
d'extraction et plus spécifiquement le choix du solvant utilisé pour I'extraction, car ils ont un

effet sur le profil phytochimiquede ces extraits (Jayaweera, 1980).

La caractérisation phytochimique de ces extraits de plantes est importante afin d'obtenir
des résultats conformes a la réalité et importante pour obtenir des résultats reproductibles, mais
sa composition est souvent perturbée par le choix de la méthode d'analyse due au choix de la
méthode analytique (HPLC, absorption UV-visible, GC-MS ou avec d'autres détecte) et donc de
sa résolution (Tzeng, et al,2015)L'identification des composés bioactifs est importante, mais
aussi un défi dans la mesure ou l'activité phytochimique observée pourrait étre le résultat d'une
synergie complexe entre différents composes provenant de différents extraits, ce qui est un défi

lors du processus d'identification (Shah, 2012).

La détermination biologique in vitro doit étre effectuée pour permettre 1’évaluation
simultanée de différents extraits de plantes avant leur évaluation sur des modéles animaux de
laboratoire, et également avant d’effectuer une évaluation compléte de la toxicité, des études

épidémiologiques ou méme des essais cliniques (Sandhya, et al., 2010).

Lors de nos études expérimentales au laboratoire nous avons bien sur observé des
changements de couleur des extraits ou la formation des précipités, pour cela le tableau suivant

résume toutes les substances actives détectées.
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Tableau 13 : Résultats d’analyse phytochimique des métabolites primaires et secondaires.

Meétabolites

Meétabolites

primaires

Meétabolites

secondaires

L’extrait

Test

phytochimique

Poudre végétale

Test des

protéines

Test des lipides

éthanolique

Test des

flavonoides

Test des
alcaloides

Test des stérols

Aqueux

Test des

coumarines

Test des

glycosides

Test des

saponosides

Test des tanins

Chloroformique

Test des
stéroides

Test

Anthraquinones

libres

Test des

quinones

Résultat
Punica Carthamus
granatum L. tinctorius L.
e _
+++ ++
++ ++
+ —
+++ B
++ ++
- +
+++gallique = +++cathechique
+

+++ = importante quantité ; += petite quantité ; +=Trace ; - = absence

——
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Les résultats de I'analyse phytochimique effectuée sur les différents extraits : éthanolique,
aqueux, et Chloroformique de Punica granatum L. ont montré la présence de plusieurs composes
bioactifs : tanins, glycosides, coumarines, alcaloides et flavonoides et quelques traces des stérols,
stéroides et protéines. Alors que les saponosides, les quinones, les anthraquinones, et les lipides
sont absents, Ces résultats est prouches avec ceux de Kaci-meziane et al., 2017 ; Kesur et
al.,2016 ; Chebaibi et Filali,2013 ;Sajjad et al.,2015 ; Bhandary et al., 2012 ; Deore Leena et
al., 2016 ; Ozcal et Dinc, 1993 ; Lansky et al., 2007 ; Moualkia, Gourmati, 2015. Qui a révélé
la présence de tanins, alcaloides, les coumarines, et flavonoides, et aussi I’absence des
saponosides. (La richesse de Punica granatum L ,en ces grands groupes de composés chimiques
actifs pourrait alors justifier ’utilisation traditionnelle de cette plante pour la médecine, et les

produits de beaute).

Concernant la plante Carthamus tinctorius L, Les résultats du criblage phytochimique
montrent une forte présence des flavonoides, des alcaloides, les saponines, les glycosides, et les
tanins et une présence en quantité minime, des saponines. Tandis que les tests de stérols,
stéroides, coumarines, anthraquinones libres, les quinones, les protéines et les lipides sont
négatifs. ce résultat est en accord avec celui obtenus par Taka hoshi et al., 1982 ; He et al.,
2014 ; Ghdadba et al.,2015 qui a noté une présence des flavonoides, des glycosides, des tanins,

et des alcaloides

v" Les compositions chimiques des deux plantes se différent d’une étude a ’autre. Cette
différenciation du cultivar, des pratiques culturales, du stade de maturation, des

conditions pédoclimatiques, et de la zone de culture.
2. Rendement en extraits bruts :

Les rendements d’extraction de la Carthamus tinctorius L.et Punica granatum L. sont

représentés par la figure (39).
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100%
80% L
60% L
40% L
20%
0%
EX- EX- EX-
MOH EOH AQ2
W Carthamus tinctorius L. 37% 36% 25%
M Punica granatum L. 49% 24% 42%

Figure 39 : Rendement des extraits bruts.

Les résultats montrent que I'extrait éthanolique de Carthamus tinctorius L. a donné le
meilleur rendement d’extraction (86 %), suivi par 1'extrait Méthanolique entier (37%) et (25%)
pour I’aqueux. Contrairement pour le Punica granatum L, nous remarquons que le rendement le
plus élevé a été observé dans I’extrait méthanolique (49%), par rapport a 1’extrait aqueux (42%)

et I'extrait éthanolique qui est moins éleve (24%).

D’aprés les résultats obtenus ; on remarque que le rendement est élevés a celui de I’extrait
méthanolique de Punica granatum L, il est de 49 % par rapport au rendement de Igbal et al,
2008 ; Kanonoun et al, 2014 ; Maliviya et al, 2014 ; Sultana et al. 2008. qui a enregistré une
valeur de 33,9%, 37%, 16,3%, 29,9% respectivement. et faible a celui de I’extrait éthanolique de
Punica granatum L, il est de 24 % par rapport au rendement de Kaci- meziane et al., 2017 il est
de 31.2%-36%.

Pour le Carthamus tinctorius L. étudié dans ce travail nos résultats sont considérés comme
premiéres de ce genre, parce que le rendement en extraits bruts de cette plante n’a jamais fait

’objet d’une publication.

Le rendement d’extraction de deux plantes sont défirent car ce dernier n’est que relatif et
semble étre lié¢ a I’origine géographique, aux conditions et a la durée de stockage de la récolte, et

les propriétes génétique de la plante.

Le rendement dépend de plusieurs parameétres tels que les conditions de séchage de la plante,
le broyage, la polarité des solvants et la nature des composés a extraire, le temps d'extraction et
la qualité de solvant, la méthode et les conditions dans lesquelles I'extraction a été réalisée
(Bourgou, 2016).
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3. Analyse quantitative :
3.1. Dosage des polyphénols totaux :

La teneur en polyphénols totaux des différents extraits obtenus a partir des deux plantes, a

été estimée par des dosages spectrophotométriques, en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.

La courbe d’étalonnage a été réalisée a 1’aide de différentes valeurs des concentrations de
I’acide gallique, et leurs absorbances correspondantes. La concentration des polyphénols totaux
est calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme d’étalonnage (Y= 0,004X) et le
coefficient de corrélation (R?>= 0,996) et exprimée en milligramme équivalent en acide gallique

par gramme d’extrait sec (mg EAG/Q).
» Extrait méthanolique :

La dilution 1/32 de D’extrait du Punica granatum L.et Carthamus tinctorius L.ont
enregistré une teneur en polyphénols avec une valeur moyenne de 1,178 + 3,77mg EAG/g et
1,906 + 18,85 mg EAG/g respectivement ce qui indique que ces plantes sont riches en

polyphénols.
» Extrait éthanolique :

1/La dilution 1/2 de I’extrait du Punica granatum L. a enregistré une teneur en polyphénols avec
une valeur moyenne de 0, 432 +0,23mg EAG/g ; ce qui montre que cette derniére contient une

quantité moyenne de polyphénol.

2/La dilution 1/2 de I’extrait du Carthamus tinctorius L. a enregistré une teneur en polyphénols
avec une valeur moyenne de 0,082+ 0,40 mg EAG/g ; ce qui montre que cette derniére est

presque pauvre en polyphénol.
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2
1.8
1.6
1.4
1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

Ex-MeOH Ex-EOH
M Carthamus tinctorius L 1.906 0.082

M Punica granatum L 1.178 0.432

Figure 40 : Teneurs des polyphénols totaux des extraits.

Pour I’extrait méthanolique de Punica granatum L. ; Nos résultats de la teneur en
polyphénols est (1,178 mg EAG/g) inférieur au résultat de Ben Nasr et al,.1996 ; Malviya et
al.,2014 ; Bendjabeur.2012 qui a une valeur de 80mg EAG/g, 216.9 mg EAG/g, et 423,5 mg
EAG/g respectivement. Méme chose pour I’extrait éthanolique de Carthamus tinctorius L. Nos
résultats de la teneur en polyphénols est (0,082 mg EAG/g) faible par apport a la teneur en
polyphénols de Rabie Kachkoul et al., 2020 qui a une valeur de 109.44 + 1.37mg EAG/g.

Pour DI’extrait méthanolique les résultats de cette étude confirment des études antérieures
montrant que les polyphénols, en fonction de leur concentration, peuvent avoir un effet
biologique. A de faibles concentrations, les polyphénols peuvent agir comme des antioxydants
en agissant comme piégeurs de radicaux ou par d’autres mécanismes. Au contraire a des

concentrations plus élevées (Halliwell, 2008)

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie car
I’utilisation de différentes méthodes d’extractions réduit la fiabilité d’une comparaison entre les

études.

Plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur en composés phénoliques. Des études ont
montré que les facteurs extrinseques tels que des facteurs géographiques, climatiques et les
facteurs génétiques, mais aussi le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont
une forte influence sur la teneur en polyphénols (Fiorucci, 2006), elle dépend donc de plusieurs
paramétres tels que les conditions de méthode et les conditions dans lesquelles 1’extraction a été

effectuée (Bourgou, 2016).
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4. Activités biologiques :
4.1. L’activité antioxydante :

L’activité anti radicalaire de Carthamus tinctorius L., Punica granatum L.et le colorant 1-
(3,4-chlorophenylazo)-2- naphtol est mesurée par la méthode du radical libre 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle (DPPH), cette méthode est fréquemment utilisée pour sa simplicité dans le but
de déterminer la concentration de I'antioxydant permettant d'inhiber la moitié du radical (50% du
radical). Le paramétre IC50 est une valeur exprime la concentration de 1’extrait nécessaire pour
diminuer 1’absorbance du DPPH de 50% (inhibition de DPPH a 50%), il est déterminé
graphiquement a partir des droits représentent les pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations de 1’extrait. L’efficacité est estimée a partir de 1’activité de 1’acide ascorbique

comme référence standard.

L’évaluation du pouvoir antioxydante de cet extrait et du standard a été effectuée avec trois

dilutions.

Tableau 14 : ICs et inhibitions maximales des extraits déterminés par la méthode de DPPH.

L’extrait ICs0 (mg/ml) % Inhibition
méthanolique maximale
Punica granatum L. | 0,42+0.04 83,24+0,93
Carthamus tinctorius | 0,16+0.08 84,45+1,98
L.

1-(3,4- 0.39+0,26 81,2+0,06
chlorophenylazo)-2-

naphtol

ASC 0.11+0.02 80,12+0,33
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Figure 41 : ICso des différents extraits.

Selon les résultats obtenus dans le tableau et la figure ci- dessus, on remarque que I’extrait
méthanolique des espéces étudié et le colorant 1-(3,4-chlorophenylazo)-2- naphtol présente
une faible activité antioxydante par rapport a celle du standard (ASC). L’acide ascorbique
enregistre une activité antioxydante plus important avec la valeur d’ICso de 0.11 mg /ml alors
que I’extrait d” Punica granatum L, d’ Carthamus tinctorius L. el le colorants synthétique
Posséde une faible activité anti radicalaire avec des valeurs des 1Cs50% égala 0.42 mg/ml,
0.16 mg/ml, et 0.39+0,26 respectivement.

La valeur d'IC50 est liée a la capacité antioxydant d'un composé, plus I’IC50 est faible plus
I'activité antioxydant d'un composé est élevée et vice versa (Villafio et al., 2007). Les résultats
montrent que 1’activité antioxydante de Carthamus tinctorius L.est supérieure a celle du colorant

et du Punica granatum L.

Pour le Punica granatum L. Les travaux de Bakhtaoui., 2019 ; Moualkai et Gourmati.,
2015 présentent des valeurs d’IC50% d’extrait méthanolique de 0.68 mg/ml, et 747.02pg/ml
respectivement, ce résultat est révelé supérieur a celui obtenu dans notre étude. Mais les travaux
de kulkarniet al., 2004 ; Bendjabeur, 2012 ; Zatoun et Ghanem . 2017) présentent des valeurs
d’IC50% de 8.33ug/ml, 5.49ug/ml, 0.0069 mg/ml respectivement, Ce résultat est révélé

inférieur a celui obtenu dans notre étude.

D’apres les résultats obtenus, on remarque que 1’IC50 de Carthamus tinctorius L. et plus
important, qui est de (IC50=0,16 mg/ml), et supérieur aux résultats de Tiziana Bacchetti et al.,
2020, qui et de (IC50=13.4£1.0 pg/ml)
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Une relation entre [activité antioxydant et les caractéristiques structurelles des
polyphénols a été rapportée par plusieurs auteurs (Heim et al., 2002).Les données de la
littératureindiquent que I’activité antioxydant des composés phénoliques est directement associée

a la présence de groupes hydroxyle (Heim et al., 2002).

Les flavonoides sont bien connus pour leurs diverses activités biologique notamment leurs
activités antioxydant (Li et al., 2015b,Ye et al.,2014). Ainsi, des études sur I’activité se sont
principalement concentrée sur les flavonoides (Rabak et Gryglewski, 1988 ;Yuting et
al.,1990 ;Lee et al,2002).

Pour le colorant synthétique étudié dans ce travail nos résultats sont considérés comme
premiéres de ce genre, parce que 1I’étude de 1’activité antioxydant de ce colorant n’a jamais été

publiée.
4.2. L’activité antibactérienne :
4.2.1. Résultat :
(-) : Non sensible ; (+) : Sensible ; (++) : Tres sensible ; (+++) : Extrémement sensible
4.2.1.1. Extrait méthanolique :

Tableau 15 : Activité antibactérienne des différentes extractions méthanolique contre les

souches bactériennes testées.

Concentration de plante pour I’extrait
éthanolique en (mg/ml)

Extrait méthanolique Souche SM C1 C2 C3 DMS
bactérienne O
100 50 25 12,5 100
E mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
Punica granatum L. E. coli C'Cé 7,5 7 - - -
@]
E 7.5 7 - - -
Pseudomonas = 7 - - - -
aeruginosa o) 7 . } , ,
Bacillus spizizenii g 11 10,5 9,5 8,5 -
E 1 10 9 | 85 | -
Staphylococcus - 10 9 8,5 8,5 -
aureus 9 8,5 8 7 .
Carthamus tinctorius L. E. coli 14 12 10 8 -
(o)
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14 12 10 8 -

Pseudomonas 22 20 18 18 -
aeruginosa 18 17 14 12 .
Bacillus spizizenii 22 17 11 9 -
23 10 10 8 -

Staphylococcus 21 17 13 9,5 -
aureus 20 15 13 10 -

4.2.1.2. Extrait éthanolique :

L’extrait éthanolique de chacune de deux espéces n'a aucun effet a I’encontre des souches
bactériennes testées. On remarque aussi l'absence de pouvoir inhibiteur du témoin négative
(DMSO).

4.2.1.3. Résultats de I’activité antibactérienne de colorant synthétique (azoiques) :

Selon les résultats enregistrés (Tableau 15), nous ne soulignons que Le 1-(3,4-chlorophenylazo)-
2- naphtol ne présente aucun effet sur les bactéries testées. L’effet des différentes dilutions du

colorant synthétique vis-a-vis les souches testées est représenté dans la figure 46.

Tableau 16 : Résultats de ’activité antibactérienne d’extrait de colorant.

Concentration de plante pour I’extrait
éthanolique en (mg/ml)

Souche SM C1 C2 C3 DMSO
bacterienne 100 50 25 | 125 100
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml

E. coli - - - - -

Pseudomonas
aeruginosa

Bacillus
spizizenii
Staphylococcus
aureus

Diameétres d’ inhibition en mm
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4.2.2. Evaluation de ’activité antibacterienne :
4.2.2.1. Les colorants naturels :
a. Punica granatum L.

v Extrait méthanolique :

Pseudomonas aeruginosa

Bacillus spizizenii Staphylococcus aureus

Figure 42 : Effet de 1’extrait méthanolique de Punica granatum L. sur les bactéries étudiées.
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Figure 43 : Diamétres des zones d'inhibition (mm) de Punica granatum L.sur les différentes
souches dans différentes concentrations.

b- Carthamus tinctorius L.
v Extrait méthanolique :

Les résultats de I’ activité antibactérienne in vitro ont été obtenus en utilisant la méthode de
diffusion sur gélose, les résultats ont montré de I’extrait ~méthanolique a une activité
antibactérienne important souches d étude .En fait ,I activité la plus intense de Pseudomonas
aeruginosa un diamétre d’inhibition de 15mm Suivi par des bactéries Staphylococcus
d’inhibition de 15mm Suivi par des bactéries Staphylococcus 9.75 mm, suivi par des bactéries
Bacillus spizizenii avec un diamétre d’inbition de 8.5mm, finalement , I’ activité la plus faible du

E. coli été en registrée avec un diametre d’inhibition de 8mm.

Selon (Hayoni et al., 2007) la résistance des quatre souches bactériennes peut étre attribuées a
la capacit¢ de I’agent antibactériens de diffuser dans I’agar, L’hypersensibilit¢ des quatre
souches aureus peut s’expliquer par la probabilité de la sensibilité des Bactéries Gram (+) aux
changements environnementaux externes, tels que la temperature, le pH, et les extraits naturels

due a I’absence de membrane externe.

Il été prouvé que les polyphénol, tels que les flavonoides comme la catéchique (Shan et

al., 2007) sont des substances antibactériennes importantes.
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E. coli

Bacillus spizizenii Staphylococcus aureus

Figure 44 : Effet de I’extrait méthanolique de Carthamus tinctorius L.sur les bactéries étudiées.
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Figure 45 : Diameétres des zones d'inhibition (mm) de CarthamustinctoriusL.sur les difféerentes

souches dans différentes concentrations.
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4.2.2.2. Colorantsynthetique (1-(3,4-chlorophenylazo)-2- naphtol) :

Pseudomonas aeruginosa

N . -

Bacillus spizizenii Staphylococcus aureus

Figure 46 : Effet de colorant synthétique sur les bactéries étudiées.

4.2.3. Comparaison de D’effet antibactérien entre D’extrait des plantes utilisé comme

colorants naturels et le colorant synthétique de méme couleur :
a- Entre I’extrait éthanolique et des deux plantes et le colorant synthétique :

L’activité antibactérienne de I’extrait éthanolique des deux plantes et du colorant n’a

montré aucun effet inhibiteur sur la croissance des souches bactériennes testées.
b- Entre I’extrait méthanolique des deux plantes :

Si nous comparons les diamétres d'inhibition du 1’extrait méthanolique de Carthamus
tinctorius L. Par rapport au I’extrait méthanolique de Punica granatum L, nous constatons que

I'effet inhibiteur du Carthamus tinctorius L. est mieux que celui du Punica granatum L. pour les
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4 souche bactriennes, avec des grands zones d’inhibition remarquable dans le SM et C1, qui

correspondent respectivement a des concentrations de 100 mg/ml ; 50mg/ml.
v Discussion générale

Les résultats obtenus a partir de notre étude sur le Punica granatum L. sont cohérents avec
ceux rapportés par plusieurs auteurs qui ont rapporté que les extraits alcooliques des fruits
(écorces) de grenade ont montré une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus mais
aucune activit¢ contre E.coli (Ahmad et Beg,2001; Mathabe et al, 2006 ;
Panichayupakaranant et al.,2010).De facon générale, nos résultats confirment les rapports de
Nerg et Jayaprakasha (2003) et Opara et al. (2009) sur les activités antibactériennes d’écorce
grenade. Leurs résultats ont montré un effet d’inhibitrice sur diverses bactéries Gram positif et

Gram négatif.

Pour le colorant synthétique et 1’extrait des fleurs du Carthamus tinctorius L. étudié dans
ce travail nos résultats sont considérés comme premicres de ce genre, parce que 1’étude de

I’activité antibactérienne de ce colorant n’a jamais fait I’objet d’une publication.

Cette différence de résultats peuvent étre expliqués par 1’absence ou la présence des
principes actifs doués d’une activité antibactérienne, La membrane externe de l'enveloppe
cellulaire des bactéries a gram négatif constituer une barriere efficace a haut niveau de résistance
(Kebili, 2016), I’utilisation des souches cliniques (résistantes) ou encore les conditions de

travail.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales possédent des propriétés biologiques trés importantes qui trouvent
de nombreuses applications dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie,
cosmétologie et l'agriculture. Ce regain d'intérét vient d'une part du fait que les plantes
médicinales représentent une source inépuisable de substances bioactives, et d'autre part les
effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs qui se retournent vers

des soins moins agressifs pour I'organisme.

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dansla
recherche biomédicale ; une telle thérapie prévient ’apparition des effets secondaires observés
lors de I’utilisation des médicaments de synthése chimique. Les plantes médicinales représentent
une source inépuisable de substances et composés naturels bioactifs qualifiées de métabolites

secondaires.

Le présent travail avait pour objectif d’étudier 1’évaluation d’une part la composition
chimique globale et d’autre part la teneur en composés phénoliques, ainsi qu’une mise en
évidence une évaluation biologique de deux plantes médicinales (Punica granatum L. et

Crathamus tinctorius L.) et un colorant syntétique (1-(3,4 chlorophenylazo)-2- naphtol).

Les rendements des deux plantes apres extraction méthanolique, éthanolique, et aqueux
sont variables, cependant le rendement le plus important est signalé dans I’extrait éthanolique de

Crathamus tinctorius L. (86%b) et dans I’extrait méthanolique de Punica granatum L. (49%0).

Le screening phytochimique démontrer la richesse de Punica granatum L. et Crathamus
tinctorius L. en métabolites secondaires « flavonoides, tanins, alcaloides, et glycosides», et en

substances naturelles potentiellement intéressantes pour leurs propriétés antioxydantes.

Les résultats du dosage quantitatif des les composés phénoliques par le réactif deFolin-
Ciocalteu a révélé que I’extrait méthanolique de Crathamus tinctorius L. est 1“extrait le plus
riche en polyphénols, suivi par 1“extrait de Punica granatum L, avec les valeurs respectives
suivantes : (1,906+18,85 mg EAG/g) et (1,178+3,77 mg EAG/g). Par contre a I’extrait
éthanolique le Punica granatum L. est 1’extrait le plus riche en polyphénols, suivi par 1’extrait
de Crathamus tinctorius L, avec les valeurs respectives suivantes: (0,432+0,23 mg EAG/qg), et
(0,082+0,40 mg EAG/Q).

Les résultats obtenus pour la mesure de I’activité antibactériennet par la méthode de

diffusion du disque en milieu gélosé indiquent que I’extrait méthanolique du Punica granatum
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L. a une action inhibitrice faible par rapport aux 1’extrait méthanolique de Crathamus tinctorius
L. mais en contrepartie le colorants synthétique et I’extrait éthanolique des deux plants ne

possédent aucune activité antibactérienne.

L’activité antioxydante moyenne de [’extrait méthanolique de Punica granatum L,
Crathamus tinctorius L, et le colorant 1-(3,4 chlorophenylazo)-2- naphtol a été évaluée par le
spectrophotomeétre en suivant la réduction du radical DPPH possédent un effet scavenger sur le
radical DPPH élevé avec un IC50 de 0,42+0.04mg /ml, 0.16+0.08 mg/ml, et 0,39+0,26 mg/ml
respectivement. Par conséquent, ces extraits pourraient donc constituer une alternative a certains
additifs synthétiques. Cependant, cette activité reste néanmoins nettement inférieure a celle de
’acide ascorbique, mais il s’agit d’extraits bruts qui contiennent un grand nombre de composés
qui, une fois purifiés, peuvent présenter une activité similaire a celle de 1’acide ascorbique. Des

recherches complémentaires sont nécessaires pour identifier, isoler et purifier ces constituants.

Enfin on pourrait conclure que ces plantes contient une quantité notable de polyphénols
peut jouer un réle majeur dans la différente activité, et peuvent étre des sources naturelles de

composés antioxydants et antimicrobien.
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Annexe 01 : matériel de laboratoire

Bain marie Agitateur (vortex) Plaque chauffante

Pied a coulisse Spectrophotometre

Balance a précision Agitateur magnétique chauffant | Etuve
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Autoclave Evaporateur rotatif Agitateur va et vient

Ph métre Balance
Spectrophotomeétre

1. Local de travail

Laboratoire de centre universitaire de Mila
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2. Les Verreries

Flacons verres a montre
Bécher micros pipettes
Erlenmeyer boites de pétri en verre
Entonnoir tube a essai
papier filtre tubes secs a bouchons
barreau magnétique pince
spatule boite de pétri.
pipettes portoirs

3. Les produites chimique
Méthanol Chloroforme
Ethanol Anhydride acétique

Acide chlorhydrique (HCI)
Copeaux de magnesium
lodure de potassium

Eau distillé

Chlorure ferrique (FeClI3)
Ammoniaque (NH40H)

Acide Sulfurique (H2S04)
Hydroxyde de sodium (NaOH)

Hydroxyde de potassium(KOH)
Liqueur de Fehling

Ether de pétrole

Carbonate de sodium (Na2CO3)
Acide ascorbique DPPH

L’eau physiologie

DMSO

Muller-Hinton.

Annexe 02 : Préparation des solutions pour I’analyse biochimique

> Ethanol 70%

Ethanol........ooooeeeeeeeee
Eau distillé.......ccooveveeeeiiieiciinenen,

> Meéthanol 80%

Méthanol ........coovvviiviiiin. ...
Eau distillé........c.ooovveeiiiii,

» Carbonate de sodium

Carbonate de sodium ....................
Eau distillé........c.ooovveeiiiiii
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» DPPH
DPPH. ...t e, 0,004 g
=31 =T o 100 ml

> Folin-Ciocalteu
FOIIN-CIOCAItEU. . ..o eeeaeas Iml
Bau diStillE. . ..ot e 9ml

Annexe 03:Réactifs utilisés pour le screening phytochimique
» Reéactif de Wagner

10AUIE 0 POLASSTUM.....cviiiiiiieieie st 290
0o (=R 1,27¢g
BaU diStIHIEE.......eiiiieeee s 100ml

> HCL (10%0)
10 ml HCl — 5 90ml d’eau distillé.

0,5ml HCI _ 4,5ml d’eau distillé.

» HCI (1%)
ImlHCl ________, 99ml d’eau distillé.

0,1 ml HCl ——.99,9ml d’eau distillé.

» KOH (10%)
10g KOH ———» 100ml d’eau distillé.
0,5 KOH — 3 5ml d’eau distillé

>  FeClI3 (1%)
1g FeCls _____, 100ml d’eau distillé.

0,5 g FeCls » S0ml d’eau distillé.

» NaOH (1%)
lg NaOH ——» 100ml d’eau distillé.
0,5¢ NaOH ___, 50ml d’eau distillé.
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>  NH 4OH (10%)
10ml NHs OH —— 90ml d’eau distillé.
0,5mI NHs OH —» 4,5ml d’cau distillé

Annexe 04 : Composition des principaux Milieux de culture utilisés
» Milieux liquides
Eau physiologique stérile
Chlorure de sodium (NaCL).......cccoiiiiiiii e 0,9¢
Eau distillée. ..o 100ml

» Milieux solides
Gélose Muller Hinton (MH)
Gélose Mueller Hinton poudre............ooeviiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 38¢g
Eau distillée. ... 1L

Annexe 05:Résultats du screening phytochimique

A- Pour la plante Punica granatum L.:
Tableau 1: Résultats d’analyse phytochimique des métabolites primaires et secondaires

Test Résultat | Description des résultats Photo
phytochimique

métabolites primaires

- L’apparition d’une

coloration violette claire,
indiqgue la présence des
protéines mais avec des
faibles quantités.

I+

Test des protéines




Annexes

Test des lipides

- La coloration  violette
signifiée la présence des
lipides dans le  Punica
granatum L.

meétabolites secondaires

Test des
flavonoides

+++

- La coloration  rouge
obtenue, confirme
I'existence des flavonoides
dans Punica granatum L.

Test des
alcaloides

++

- La présence des alcaloides

est confirmée par la
présence d’une précipitation
brune au contact avec le
réactif de Wagner.

Test des stérols

- La présence d'un anneau
rouge brunatre a la zone de
contact des deux liquides, et
la présence de la coloration
violette de la couche
surnageant révelent la
présence des stérols
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Test des
coumarines

+++

- Les coumarines sont

présentes dans I’extrait de
Punica granatum L. ce test
est ttmoigné par la présence
d'une précipitation rouge
brune.

Test des
glycosides

++

La Formation d’un précipité
rouge brique, indique la
présence des glycosides
dans les extraits de Punica
granatum L. avec une
quantité importante.

Test des
saponosides

I'absence  d’une mousse
confirme  l'absence  des
saponines dans la Punica
granatum L.

Test des tanins

+++

La coloration bleu noir
obtenue, confirme
I'existence des tanins dans
Punica granatum L. (tanins
galliques).
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Test des stéroides

I+

- L’apparition d’une
coloration violette claire,
vire au marron ; indique la
présence des stéroides dans
notre plante mais avec des
faibles quantités.

Test
Anthraquinones
libres

- Le résultat obtenu montre
que le Punica granatum L. ne
contient pas des
anthraquinones  libre, ce
résultat est fondu par
I'absence de coloration rouge

Test des quinones

- La  coloration  jaune
obtenue, confirme I'absence
des quinones dans Punica
granatum L.  (l'absence
Coloration rouge)
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B- Pour la plante Carthamus tinctorius L.

Tableau 02: Résultats d’analyse phytochimique des métabolites primaires et secondaires

Test Résultat | Description des résultats Photo
phytochimique

métabolites primaires

Le resultat obtenu montre que
le Carthamus tinctorius L. ne
Test des protéines contient pas des protéines, ce
résultat est fondu par
I'absence de la coloration
violette .

- l'absence de la coloration
Test des lipides violette signifiée I'absence
des lipides dans le
Carthamus tinctorius L.

meétabolites secondaires

- La coloration  jaune
obtenue, confirme
Test des I'existence des flavonoides

flavonoides dans cette plante.

++

- La présence des alcaloides
est confirmée par la
++ présence d’une précipitation
Test des brune au contact avec le
alcaloides réactif de Wagner.
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- Le résultat obtenu montre
que le Carthamus tinctorius
L. ne contient pas des
stérols, ce résultat est fondu

Test des stérols par l'absence de 1’anneau

rouge brunatre & la zone de

contact des deux liquides et

I’absence de la coloration

violette de la couche

surnageant.

- Les coumarines sont
absentes dans [’extrait de
curcuma ,; ce test est

Test des témoigné par l'absence
coumarines d'une précipitation rouge
- brune.

- La Formation d’un précipité
rouge brique, indique la
Test des présence des glycosides

glycosides ++ dans les extraits de

Carthamus tinctorius L.

- L’apparition d’une mousse
persistante avec une hauteur
de 0,4cm confirme la

Test des présence des saponines dans
saponosides + le Carthamus tinctorius L,
mais avec une faible T

quantité.
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Test des tanins

+++

- La coloration marron qui

vire au verte obtenue,
confirme l'existence  des
tanins dans Carthamus
tinctorius L. (tanins
catéchiques).

Test des stéroides

- L’absence d’une coloration
violette, indique que
Carthamus tinctorius L. est
pauvre en stéroides

Test
Anthraquinones
libres

-- Le résultat obtenu montre
que le Carthamus tinctorius
L. ne contient pas des
anthraquinones  libre, ce
résultat est fondu par
I'absence de coloration rouge

Test des quinones

-L’absence d’une coloration
rouge, indique que Carthamus
tinctorius L. est pauvre en
quinone
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Annexe 06 : Dosage des polyphénols totaux
1- Extrait méthanolique

0.45
0.4 y-=0.0049%+0.0004
R? = 0.9968
0.35
£
s 0.3
=
. 0.25
g
S 02
s 7S
<]
2 0.15
<
0.1 .
0.05
o]
0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0
concentration de I'ac gallique(pg/ml)

Figure : La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Tableaux 03 : Teneur en polyphénols totauxde Punica granatum L. (extrait méhanolique)

X= (y/0.004) x 32
Y 0,147 0,148 0,147
X 1176 1184 1176
La moyenne 1178.666667
3,77123617
ECARTYPE

Tableaux 04: Teneur en polyphénols totauxde Crathamus tinctorius L. (extrait
méhanolique)

X= (y/0.004) x 32

Y 0,235 0,240 0,240

X 1880 1920 1920
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La moyenne 1906,666667
18,8561808

ECARTYPE

2- Extrait éthanolique :

Tableaux 05 : Teneur en polyphénols totauxde Punica granatum L. (extrait éhanolique)

X=(y/0.004) x 2
Y 0,864 0,864 0,865
X 432 432 432,5
La moyenne 432,1666667
0,23570226
ECARTYPE

Tableaux 06 : Teneur en polyphénols totauxde Crathamus tinctorius L. (extrait éhanolique).

X=(y/0.004) x 2
Y 0,163 0,165 0,164
X 81,5 82,5 82
La moyenne 82
0,40824829
ECARTYPE

Annexe 07 : AAO
Tableau 07 : Absorbance des extraits de ’ASC

Dilution | 1ére | 2éme | 3éme
3 ml 0.182 | 0.183 | 0.183
2 ml 0.282 | 0.283 | 0.283
1ml 0.388 | 0.391 | 0.391
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Tableau 08 : Absorbance des extraits du colorant

4 Oropne aZ0 alo O
Dilution | 1ére 2éme | 3éme
3ml 0.195 0.189 | 0.190
2ml 0.286 0.284 | 0.280
1ml 0.402 0.410 | 0.409

Tableau 09: Absorbance des extraits du Punica granatum L.

Punica granatum L |

Dilution | 1ére | 2éme | 3éme
3ml 0.166 | 0.167 | 0.151
2 ml 0.275 | 0.274 | 0,27
1ml 0,412 | 0,412 | 0.415

Tableau 10: Absorbance des extraits du carthamus tinctorius L.

carthamus tinctorius L.

Dilution | 1ére | 2éme | 3éme
3ml 0.175 | 0.148 | 0.129
2 ml 0.282 | 0.260 | 0,262
1ml 0.383 | 0.385 | 0.382

» Extrait méthanolique du Punica granatum L

Annexe 7 : Les pourcentages d’inhibitions :
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Figure : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des différentes
concentrations d’extrait méthanolique de Punica granatum L. (de 1lere répétition).

Dilution Inhibition % de Inhibition % de Inhibition % de MOYENN
1ére répétition 2éme répetition 3éme répétition E
3ml 82,7532 82,6494 84,3117 83.24+0,93
2 ml 71,4286 71,5325 71,9481 71,64+0,27
1ml 57,1948 57.1948 56,8831 57,09+0.18
Equation | Y=12,77x + 44,9 Y=12,72 X + 45 Y=13,71 x + 43,66
» Extrait méthanolique du carthamus tinctorius L.
Dilution Inhibition % de Inhibition % de Inhibition % de MOYENN
1ére répétition 2éme répétition 3éme répétition E
3ml 81,8182 84,9234 86,5974 84,45+1,98
2ml 70,7013 72,9870 72,7792 72,16+1,03
1 ml 60,2078 60,0000 60,3117 60,17+0.13
Equation Y=10,8x + 49,29 Y=12,31x +47,91 | Y=13,14x + 46,94
» L’ASC
Dilution Inhibition % de Inhibition % de Inhibition % de MOYENN
1ére répétition 2éme répétition 3éme répétition E
3 ml 81,0909 80,9870 80,9870 81,2+0,06
2ml 70,7013 70,5974 70,5974 70,63+0,06
1ml 59,6883 59,3766 59,3766 59,48+0,18
Equation | Y=10,09x +49,09 |Y=10,8x+48,71 |Y=10,80x +48,71

» Colorant (1-(3,4-chlorophenylazo)-2- naphtol)
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Dilution Inhibition % de Inhibition % de Inhibition % de MOYENN
1ére répétition 2éme repetition 3éme répétition E

3ml 79,7403 80,3636 80,2597 80,12+0,33

2ml 70,2857 57,4026 70,9091 70,56+0,32

1ml 58,2338 57,4026 57,5065 57,71+0,45
Y=10,75x +47,91 | Y=11,48x +42,09 | Y=11,37 x + 46,80

Equation




