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Résumé :

Au cours des derniéres années, le recours aux plantes médicinales s'est considérablement
accru. De plus en plus de personnes agées utilisent des compléments alimentaires et des remedes a
base de plantes sans consulter un médecin, en supposant que ces substances auront un effet
bénéfique sur elles. Pour cela nous avons choisi deux sortes de plantes a grand usages dans la
médecine traditionnelle : Grenade (Punica granatum L.) et Gingembre (Zingiber officinale) qui

possedent de fortes capacités antioxydantes et anti-Inflammatoires.

L'objectif principal de ce travail de recherche est d’établir une étude phytochimique des deux

plantes de la famille Lythraceae et Zingiberaceae

Le dosage des différents composés phénoliques a été réalisé et les valeurs trouvées ont montré
la richesse de ces plantes en polyphénols, flavonoides .La teneur en polyphénols a été¢ déterminée
par spectrophotométrie a 1'aide de la méthode colorimétrique folin-cocalteu aprés préparation des

extraits aqueux bruts des deux plantes

Chez les deux espéces étudiées, les résultats ont révélés 1'existence de familles distinctes de
métabolisme secondaire. Aprés macération méthanolique et aqueuse et évaporation. Nous avons
obtenu un rendement des extraits éthanolique et Hydro¢thanolique secs de la punica granatum 1. et

du zingiber officinale, il a donné un rendement de 28.09% et de 21.86% respectivement.

La derniére partie porte sur la valorisation des différents extraits des plantes. Dans un premier
temps, 1’activité anti-oxydante des extraits des deux espéces est mesurée par la méthode (DPPH).
.et les résultats indiquent 1’existence d’une bonne inhibition du radical DPPH+ pour les deux

plantes.

Ensuite, les extraits ont subi une étude de leurs activités antibactérienne. a travers le
processus de diffusion par le disque. Ils ont manifestés des activités antibactériennes
remarquables sur différentes souches.( Escherichia coli ATCC, Bacillus Cereus, Pseudomonas
aeroginosa, Staphylococcus aureus) pour punica granatum et le zingiber officinale avait montré
un effet faible pour les deux souches .( Escherichia coli, Staphylococcus aureus) et un effet absent

pour les souches(Bacillus Cereus, Pseudomonas aeroginosa)

Mots clés : Punica granatum L., zingiber officinale, Polyphénols totaux, Activité Antioxydant,

Activité antibactérienne, plante



Abstract:

In recent years, the use of medicinal plants has increased considerably. More and more elderly
people use dietary supplements and herbal remedies without consulting a doctor, assuming that
these substances will have a beneficial effect on them. For this, we have chosen two kinds of plants
with great uses in traditional medicine: Pomegranate (Punica granatum L.) and Ginger (Zingiber

officinale) which have strong antioxidant and anti-inflammatory capacities.

The main objective of this research work is to establish a phytochemical study of the two

plants of the Lythraceae and Zingiberaceae families.

The dosage of the various phenolic compounds was carried out and the values found showed
the richness of these plants in polyphenols, flavonoids. The polyphenol content was determined by
spectrophotometry using the colorimetric method folin-cocalteu after preparation of the aqueous

extracts raw from both plants

In the two species studied, the results revealed the existence of distinct families of secondary
metabolism. After ethanolic et hydroethanolic maceration and evaporation. We obtained a yield of
dry ethanolic extracts of punica granatum I. and zingiber officinale of 28.09% and 21.86%,

respectively,.

The last part deals with the valorization of the different plant extracts. First, the antioxidant
activity of the extracts of the two species is measured by the method (DPPH). .and the results

indicate the existence of a good inhibition of the DPPH+ radical for the two plants.

Then, the extracts underwent a study of their antibacterial activities. Through the process of
diffusion by the disc. They showed remarkable antibacterial activities on different strains.
(Escherichia coli ATCC, Bacillus Cereus, Pseudomonas aeroginosa, Staphylococcus aureus) for
punica granatum and zingiber officinale had shown a weak effect for the two strains. (Escherichia
coli ATCC, Staphylococcus aureus) and an absent effect for strains (Bacillus Cereus, Pseudomonas

aeroginosa)

Key words. Punica granatum L., zingiber officinale, Total polyphenols, Activity Antioxidant,

Antibacterial activity, plant
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Introduction générale

Depuis les temps les plus anciens, les grandes civilisations (chinoise, égyptienne,
babylonienne, grecque, romaine, etc.) ont eu recours aux plantes médicinales pour leurs propriétes
thérapeutiques, chimiques, cosmétiques, diététiques, pharmaceutiques, agro-alimentaires et
industrielle (Rini. D et al .2018).. De plus en plus de personnes agees utilisent des compléments
alimentaires et des remedes a base de plantes sans l'avis d'un médecin, en partant du principe que

ces substances auront un effet bénéfique. (Bode. AM. Dong Z. 2011).

En raison de leur utilité, de leur innocuite et de leurs faibles effets secondaires, les
Plantes médicinales sont tres demandées dans les pays développés pour les soins de santé
primaires .Selon une étude publiée par I'Organisation mondiale de la santé, 80 % de la
population des pays en développement ont recours a la phytothérapie pour les soins de santé

primaires, et 85 % de la phytothérapie provient de plantes (Lahsisne .H et al. 2009)

Pour la majorité des populations rurales et urbaines d'Afrique, les plantes médicinales sont des

ressources essentielles et constituent le premier moyen de se soigner . (Badiaga.M. 2011)

Malgré les progres de la pharmacologie, l'utilisation thérapeutique des plantes médicinales est
encore trés repandue dans certains pays du monde, notamment dans les pays en développement
(tabuti et al., 2003). Selon un inventaire réalisé par I’OMS a la fin des années 1970, le nombre
d'espéces ayant des propriétés médicinales était estimé a environ 21 000 espéces dans le monde
(penso, 1980 ; schippmann et al. 2002).Parmi ces plantes médicinale, « Zingiber officinale » qui
est consommeé dans le monde entier comme une épice et un agent aromatisant de I'ancien temps .

(Gigon. F. 2012). Et « Punica granatum L. »

L'objectif principal de cette étude est de présenter une description botanique, les usages
traditionnels et les propriétés thérapeutiques de ces plantes, ainsi que les théories pertinentes a
I'évaluation des activités biologiques de ces plantes et aux études phytochimiques, Elle s'inscrit
dans le cadre global de la recherche. Dans ce contexte, notre étude se compose d'une vue d'ensemble
et de Trois chapitres.

% Le premier chapitre, donne un apercu sur les plantes médicinales et ses métabolites
secondaires et consiste en une présentation générale sur les deux plantes (Punica granatum

L . et Zingiber officinale
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+ Le deuxiéme chapitre est consacré au travail expérimental proprement dit : matériel et
Méthode

«+ Le troisieme chapitre contient les résultats et la discussion
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I. Les plantes médicinales :

I.1.Historique des plantes médicinales

Les humains connaissent depuis longtemps les applications thérapeutiques des plantes
médicinales. La connaissance des plantes a été transmise a travers les siécles. Ils ont été distribués
parmi les villes environnantes. Malgré la disponibilité de la medecine moderne, l'utilisation des

plantes comme médicament est encore répandue dans le monde d’aujourd’hui.

Les plantes médicinales sont une source importante de médicaments par leurs métabolites
secondaires parce qu’elles contiennent des composés actifs qui ont des effets biologiques et

thérapeutiques variés (Abderrazak, 2021).

L’utilisation des plantes médicinales est documentée depuis les civilisations chinoise, indienne
(médecine ayurvéedique) et azteque. Le premier texte médical, le Shen Nung Ben Caojing ou
"Traitement des plantes médicinales de 1’empereur Shen"Nung,Un peu plus de 600 tablettes
d’argile mentionnent 1000 plantes pour leurs propriétés médicinales, et plus de 800 cures sont
détaillées par les Egyptiens (Fouché et al., 2000). Les habitants de Babylone et de Sumer ont

également employé des plantes pour se soigner.
|.2. Définition d’une plante médicinale :

Selon la Pharmacopée européenne, les plantes medicinales sont considérées comme des
médicaments si au moins certaines d’entre elles offrent des avantages thérapeutiques. La plante est
rarement utilisée dans son intégralité ; Au lieu de cela, une ou plusieurs de ses sections peuvent
étre utilisées a diverses fins. La plante, un étre vivant, se distingue des autres étres vivants par des
caractéristiques physiques, qui sont a la base de la classification botanique, ainsi que des
caractéristiques biochimiques associees a de nouvelles voies biosynthétiques, qui représentent

I’intérét pour 1’utilisation des plantes médicinales (Bruneton, 1999).
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1.3. Métabolites secondaire

Les plantes ont une capacité unique de synthetiser une variété de produits chimiques, dont les
roles au niveau de 1’usine sont encore mal compris. Ce sont des métabolites secondaires, qui n’ont
aucun role direct dans les activités fondamentales de 1’organisme végeétal (croissance,
développement, reproduction, etc.), mais qui peuvent jouer divers réles pour la survie de la plante
elle-méme (role de défense, role de résistance), comme en témoigne le fait qu’un grand nombre de
ces composes ne sont pas présents dans toutes les espéces. Cela indique qu’ils n’entrent pas dans

le metabolisme général (primaire) (Djimli et Kouiza, 2016).

1.4. Classification des métabolismes secondaires :

1.4.1. Les composes phénoliques ou les polyphénols :

Selon( Brunton ,1999), les polyphénols sont des substances qui comprennent au moins un noyau
de benzéne auquel au moins un groupe hydroxyle est directement lié, libre ou servant a une autre

fin, comme étre un éther, un ester ou un hétéroside.

Les polyphénols jouent un réle dans les qualités organoleptiques des aliments végétaux, y compris

la couleur, I’astringence, le parfum et I’amertume.
1.4.2. Les acides phénoliques :

Tous les composés organiques ayant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle
phénolique peuvent étre appelés acides phénoliques. Seuls les dérivés benzoiques et d’acide

cinnamique sont désignés comme tels en phytochimie (Benhammou, 2011).

OH

Figure 01 : structure chimique d’acide phénolique (Wang, 2002)
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1.4.3. Acides hydroxy cinnamiques :

Une classe trés importante de composés, les acides hydroxy cinnamiques, dérivent leur
structure de base (C6-C3) de I’acide cinnamique. Un facteur important dans la réactivité chimique
de ces composés est le degré d’hydroxylation du cycle du benzéne et le potentiel de modification
par des réactions secondaires. Les plantes produisent des acides cinnamiques sous forme d’esters
d’acides tartrique, quinique et shikimique. Par exemple, selon (Macheix et al. 2005), 1’acide
quinique et I’acide caféine forment ’ester de ’acide chlorogénique.

1.4.4. hydroxybenzoiques :

Les dérivés hydroxylés de I’acide benzoique C6-C1 sont largement utilisés, seuls ou en

combinaison avec un ester ou un hétéroside (Bruneton, 1999).
1.4.5. Les flavonoides :

Le mot « flavonoide » est en fait un emprunt au mot latin « flavus », qui signifie « jaune » (Male
et al., 2007).

En raison de leur capacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins, les flavonoides

ont été connus sous le nom de vitamine P.

Figure 02 : Structure chimique de flavonoides (Bruneton, 1999)
» Propriétés chimiques et physiques des flavonoides :

La composition chimique des flavonoides et de leurs métabolites, ainsi que 1’orientation
relative des nombreux fragments moléculaires, déterminent les actions métaboliques de ces

composés. La majorité des flavones et des flavonols présentent deux grandes bandes d’absorption
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distinctes, la bande 1 (320-385 nm) représentant le cycle B et la bande Il (250-285 nm) représentant

le cycle A, selon des études sur les flavonoides utilisant la spectrophotométrie UV (Cook et
Samman, 1996 ; Gardner et al., 1998).

» Propriété biologique des flavonoides :

Les flavonoides fonctionnent comme des antioxydants et aident les plantes a déplacer les
électrons pendant la photosynthese. Ils agissent également comme une barriére contre les
effets néfastes des rayons UV.

Les especes réactives d’oxygene provoquées par le stress oxydatif peuvent étre capturées
par les flavonoides, ce qui les empéche d’endommager les cellules.

Des études sur le potentiel thérapeutique des flavonoides ont révélé qu’ils ont des
caractéristiques  antivirales, antispasmodiques, anticancéreuses, antiplaquettaires,
antiallergiques, antiinflammatoires et antibactériennes. Certains flavonoides, en particulier
ceux du soja, ont un effet protecteur contre I’ostéoporose, le cancer du sein et le cancer de

la prostate (Iwashina, 2000).

1.4.6. Les tanins :

1.4.6.1. Définition :

Les tanins constituent une classe importante de polyphénols .Ce sont des composés phénoliques

qui ont la capacité de précipiter des protéines, de la gélatine et des alcaloides en plus des réactions

phénoligues habituelles (Fogliani, 2002).

Figure 03 : structure chimique de tannins (Wang, 2002)
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1.4.6.2. Classification des tanins :

Ces polyesters comprenant du glucose (ou des molécules apparentées) avec une quantité variable
d’acide phénolique soit de I’acide gallique dans le cas des tanins galliques, soit de 1’acide ¢éllagique

dans le cas des tanins éllagiques sont appelés tanins hydrolysables.

Chimiquement parlant, les tanins condensés (tanins catéchiques) sont des oligoméres ou des
polymeres d’unités flavonoides. Les chaines de polymeéres flavanoliques ont une unité de 2 a 20.

IIs sont essentiellement différents des tanins galliques et ellagiques en ce sens :

— lls ont une structure ressemblant a des flavonoides.
— Leurs molécules ne contiennent pas de sucres.

— Insoluble dans I’eau. (Macheix et al., 2005).
» Propriétés physicochimiques :

Le poids moléculaire et le degré de polymérisation des tanins déterminent la facilité avec
laquelle ils se dissolvent dans 1’eau. Elles sont également solubles dans 1’acétone et les alcools,
c’est pourquoi les solutions d’acétone ou d’eau méthane donnent généralement les meilleurs
résultats pour leur extraction. De nombreux groupes hydroxyles et phénoliques sont présents dans
la structure chimique des tanins, ce qui leur donne la capacité unique de former des complexes avec
un large éventail de macromolécules, y compris les acides nucléiques, les ions ferriques et
métalliques de cuivre, et presque toutes les protéines en particulier celles qui ont des concentrations

¢levées d’acides aminés hydrophobes comme la proline et I’hydroxyproline (Séverine, 2008).

Les tanins ont les attributs et les capacités biologiques suivants : fixation et inhibition
enzymatiques, piégeage des radicaux libres et activité antioxydant, impact antiseptique
(antibactérien, antifongique et antiviral) et prévention des maladies cardiovasculaires (Lecasble,
2012).
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> Propriétés biologiques :

Les hémorroides et les blessures mineures sont traitées a 1’aide de médicaments a base de tanin.
Dans les cas de brilure, les extraits de tanin sont des analgésiques. Ils fonctionnent également

comme antiseptiques. lls ont été utilisés comme solutions orales anti diarrhéiques (Ayad, 2008).
1.4.7. Les coumarines :

On croit que cette molécule est un sous-produit du cycle de I’acide cinnamique oxygéné C-2. La
féve tonka, Coumarouna odorata, est connue sous le nom de "coumarou", d’ou le nom de
"coumarin.” On les trouve partout dans le regne végétal. lls jouent un réle dans le développement
de nodules sur les racines des plantes symbiotiques qui hébergent Rhizobium. Ils sont chargés de

produire le parfum distinctif de trefle doux sécheé et d'asperge parfumée. (Dean, 1963).

R6 3 B
-
R7 o O
R8

Figure 04 : Structure chimique de coumarine (Wang, 2002)
» Propriétés physico-chimiques :

Les cristaux orthorhombiques de coumarine sont de couleur blanche ou jaunatre (Barnhart,
1988), ils sont largement solubles dans les solvants organiques comme 1’oxyde d’éthyle et les

solvants chlorés.
> Propriétés biologiques :

La plupart des coumarines et leurs dérivés ont fait 1’objet de recherches approfondies pour

déterminer leur impact sur la santé humaine. Selon les recherches, ils menent un certain nombre
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d’activités, y compris des activités anti-VIH (Miyake et al., 1999). anticancéreux, antibactériens
(Sashidhara et al., 2010), antioxydants (Yu et coll., 2005), anti agrégation plaquettaire, anti-
inflammatoires, anticoagulants, anti tumoraux, diurétiques, analgésiques et méme vasodilatateurs
(Stefanova et al., 2007). L’efficacité de la coumarine a bloquer le cancer chimiquement causé par
le rayonnement ultraviolet a été démontrée en 1957. Ils ont la capacité d’inhiber la peroxydation
des lipides membranaires et de piéger les radicaux hydroxyle, superoxyde et peroxylique
(Anderson et al., 1996). Les coumarines sont des produits chimiques pharmaceutiques qui
contribuent a I’amélioration du systéme immunitaire (activit¢é immunostimulante). Parce que
I’administration de coumarine et d’'umbelliferone a une dose de 100 mg par jour aux patients
atteints de cancer ou de brucellose a entrainé une augmentation des lymphocytes T dans le sang
(Bruneton, 2000).

1.4.8. Les terpénes et terpenoides :

1.4.8.1. Les terpénes, ou isoprénoides :

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels non réactifs, cycliques ou a chaine ouverte.
L’isopréene, avec la formule C5 HS, est la molécule de base (fig. 01). Terpénoide est le nom donné
a un groupe de composés qui présentent le squelette terpéne avec une ou plusieurs fonctions
chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, etc.). Hémipérites (C5), monoterpénes (C10),
sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20), sesterpénes (C25), triterpénes (C30), tétraterpenes (C40)
et polyterpénes sont les différents types de terpénoides que 1’on trouve dans le monde végétal. Le
squalene, le cholestérol, les sesquiterpenes et les diterpénes sont tous présents chez les mammiferes

et ne sont donc pas spécifiques aux plantes (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

=

Figure 05 : Structure chimique de terpéne( Bruneton, 1999)

10
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1.4.8.2. Les fonctions biologiques des terpénes :

De nombreux composés différents fabriqués a partir d’isopréne sont produits par des plantes,
dont certains sont des métabolites principaux, y compris des stéroides, des groupes d’enzymes
prothétiques et des vitamines a chaine latérale (vitamines K, E). La majorité des substances
terpéniques, cependant, sont des métabolites secondaires qui n’ont aucun role spécifique dans la
croissance des plantes. Certains de ces métabolites ont des rdles écologiques importants, mais la
masse (mono- et sesquiterpénes) ont une activité antimicrobienne contre une variété de bactéries
et de champignons. Ces métabolites donnent aux plantes et aux épices leur couleur et leur aréme
(poivrons, curry). La plupart d’entre eux (mono- et sesquiterpénes) présentent une activité
antimicrobienne contre une variété de bactéries et de champignons, tandis que certains d’entre eux
ont des activités écologiques importantes. On pense également que les terpenes jouent des fonctions
écologiques dans les interactions antagonistes ou mutualistes entre les plantes et les animaux-
plantes parce que certains d’entre eux sont toxiques, répulsifs ou attrayants pour d’autres créatures

(Langenheim et al., 1994).

1.4.9. Les saponosides (ou saponine) :

Un genine du type triterpene ou stéroide appelé sapogenine, comprenant un ou plusieurs
groupes osidiques, produit des saponosides, un hétéroside qui est typiquement d’origine végétale.
La grande classe de glycosides connus sous le nom de saponosides se trouve en grande quantité
dans les plantes supérieures, et ce qui les distingue des autres glycosides est leur nature tensio-
active. Ils se dissolvent dans I’eau et, lorsqu’ils sont agités, produisent des solutions mousseuses
colloidales (Tyler et al., 1981). La perméabilité des membranes cellulaires leur permet d’agir.
Dans la nature, les saponosides sont largement présents et se retrouvent principalement dans le
regne végétal. Ils sont communément appelés tensio- actifs non volatils (Lasztity et al.,
1998). Parce que les molécules saponosides créent des solutions mousseuses lorsqu’elles sont
combinées avec de I’eau, le nom saponine est dérivé du mot latin sapo, qui signifie savon. Ce sont
des molécules glycosidiques triterpéniques et stéroides a la fois structurellement et chimiquement.
Leur comportement savonneux dans les solutions aqueuses s’explique par leur mélange structurel
de composants polaires et non-polaires Les saponosides ont une variété de qualités, comme leur

godt doux et astringent (Grenby, 1991), qui est I’un de ses nombreux attributs.

11
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Figure 06 : Structure chimique de saponine (Bruneton, 1999)

» Propriété physicochimique :

IIs sont solubles dans 1’eau, 1’alcool dilu¢ et les solvants organiques apolaires et difficiles a

cristalliser (Bruneton, 1999)
» Propriétés pharmacologiques :

Les blocs de construction pour synthétiser corticoides ou progestatifs stéroides dérivés sont
sapogenines stéroides. En raison des effets protecteurs des saponosides sur le systéme veineux
(résultat des caractéristiques de la vitamine P), ils sont des agents moussants et émulsifiants utiles.
s irritent les cellules de trois facons différentes : ils ont un effet expectorant sur le parenchyme
pulmonaire, un effet diurétique sur les cellules rénales et un effet hémolytique sur les hématies..
Pour les animaux a sang froid, ils sont toxiques et hémolytiques. On les trouve dans les vacuoles
et dans tous les organes, mais surtout dans les racines. Ils ont des propriétés anti-inflammatoires,

antibactériennes et antifongiques (Bruneton, 1999).

1.4.10. Les alcaloides :

Au début du 19éme siécle, W. Meisner a inventé le terme "alcaloide.” La définition des alcaloides
qui a été fournie par Winterstein et Tréves en 1910 est maintenant largement reconnue. L’alcaloide
est un composé azoté organique au pH alcalin et a la structure moléculaire hétérocyclique complexe
dérivée des plantes (Badiaga, 2011). Les alcaloides sont genéralement formés dans des tissus en
croissance, comme les jeunes feuilles et les jeunes racines. Aprés cela, ils sont transféres a de
nouveaux endroits ou ils peuvent étre changés. En conséquence, la nicotine, qui est faite dans les

racines, se déplace vers les feuilles et est diméthylée la. Les alcaloides sont des composés qui sont

12
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concentrés dans les vacuoles et qui se trouvent dans les composantes des fleurs, des fruits ou
des graines de nombreuses plantes Ces alcaloides sont généralement créés au niveau du site précis
(racines en développement, cellules laticiféres spécifiques, chloroplastes), apres quoi ils sont

transportés a leur site de stockage (Rakotonanahary ; 2012).
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Figure 07 : structure chimique des alcaloides (Bruneton, 1999)

» Propriétés physico-chimiques des alcaloides :
e Les alcaloides sont des composés azotés dont le poids moléculaire varie de 100 a 900 g/mol
(Dehak ,2013).

e En geénéral, les alcaloides et leurs sels purs sont des solides cristallisés qui ont un point
d’¢ébullition pur. Certains d’entre eux prennent la forme de cires et sont amorphes. D’autres
dont le point d’ébullition est bas sont des liquides de viscosité differente, comme les huiles
(Tadeusz, 2007).

e Ils sont solubles dans I’eau et les solvants organiques polaires comme les alcools lorsqu’ils
sont utilisés dans les milieux acides (comme les sels alcaloides), ainsi que les solvants
organiques polaires a faible teneur comme le dichlorométhane, le chloroforme, etc.
lorsqu’ils sont utilisés dans les milieux alcalins (comme alcaloides sous forme de base)

(Vigor et al., 2011).
> Propriétés thérapeutiques des alcaloides :

Les alcaloides sont des produits chimiques qui sont particulierement intrigants en raison de leur

activité pharmacologique dans une variété de conditions médicales.

13
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Ils agissent comme stimulants (caféine) ou dépresseurs (morphine) sur le systeme nerveux
central. Notez également la présence de curarisants et de cocaine comme anesthésique local. La
vinblastine, la quinine et la quinidine sont des médicaments anti tumoraux, antifibrillants et
antipaludéens.

Ces actions (et d’autres) contribuent a I’utilisation de plantes alcaloides dans les produits
pharmaceutiques. Les alcaloides sont généralement fascinants en raison de leurs diverses actions

pharmacologiques et de leur toxicité (Bruneton, 1993).
1.5 Domaine d’application des plantes médicinales :

De nombreuses cultures dans le monde utilisent des plantes médicinales depuis des milliers
d’années pour traiter diverses maladies et maintenir la santé. Leur utilisation a de nombreuses

applications pratiques. Voici quelques-unes des utilisations courantes des plantes médicinales :

e Médecine traditionnelle : Pour guérir un large éventail de problémes et de maladies, les
plantes médicinales sont fréquemment utilisées dans les systemes de médecine
traditionnelle comme la médecine chinoise, la médecine traditionnelle africaine, etc.

e Phytothérapie : La pratique d’utiliser des herbes médicinales pour traiter et prévenir les
maladies est connue sous le nom de phytothérapie. Il aide le systeme immunitaire, réduit
I’inflammation, améliore la digestion.

e Les troubles de la peau comme 1’acné, I’eczéma, les brdlures, les irritations et plus sont
tous traités avec une variété d’herbes médicinales qui se trouvent dans les produits de soins
de la peau. L’aloe vera, la camomille et le calendula sont quelques exemples.

e La constipation, les ulcéres d’estomac, les ballonnements et d’autres maladies digestives
sont tous traités avec des plantes médicinales. Exemples typiques : réglisse, gingembre et
menthe poivrée.

e Les infections des voies respiratoires, la toux, le rhume et I’asthme sont tous traités a 1’aide
de plantes médicinales comme 1’eucalyptus.

e Santé¢ mentale : Certaines herbes sont utilisées pour améliorer 1’esprit, réduire le stress,
encourager la relaxation et améliorer le sommeil. Valériane, passiflore et lavande en sont

quelques exemples.

14
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Utilisation en alimentation : Ardmes, boissons, couleurs et substances aromatiques
(Pendneault et al., 2001)

1.6. Les avantages des plantes médicinales :

Sources naturelles : Parce que les plantes médicinales sont dérivées de sources naturelles,
ils sont une alternative souhaitable pour les individus qui préferent les remédes naturels aux
médicaments artificiels.

Accessibilité : Les plantes médicinales sont largement disponibles dans le monde entier,
soit dans leur état naturel, soit lorsqu’elles sont produites dans des jardins ou des fermes.
Cela en fait un choix de traitement économique. (Bodeker & Kronenberg, 2002).

De nombreuses applications : Les plantes médicinales offrent une approche globale du
bien-étre en traitant une gamme de problemes de santé, des affections mineures aux troubles
chroniques. (Ernst, 2003).

Moins d’effets secondaires négatifs : Lorsqu’elles sont prises correctement, les plantes
médicinales ont tendance a causer moins d’effets secondaires négatifs que les médicaments
pharmaceutiques. (Posadzki, Watson, & Ernst, 2013).

Des substances bioactives : ayant des caractéristiques thérapeutiques démontrées, telles
que des antioxydants, des anti-inflammatoires et des agents antibactériens, sont présentes
dans une variété de plantes médicinales. (Aslani, Entezari, & Askari, 2017).

1.7. Inconvénients des plantes médicinales :

e L’efficacité des plantes médicinales peut varier considérablement d’une personne a
I’autre en raison d’éléments comme la qualité des plantes, la préparation et le dosage.
(Ernst, 2008).

e Interactions médicamenteuses : Certaines plantes médicinales peuvent avoir des effets
négatifs sur la santé lorsqu’elles sont utilisées avec des médicaments d’ordonnance. Lors
de I’utilisation des herbes thérapeutiques, il est crucial de tenir compte de ces interactions
possibles.( Gazzaneo, de Lucena, de Albuquerque, & de N6brega Alves,2005).

e Absence de réglementation : La production, la commercialisation et 1’étiquetage des
produits a base de plantes sont souvent non réglementés, ce qui peut causer des

problemes de qualite et de sécurité. (Heinrich, Barnes, Gibbons, & Williamson, 2012).
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e Risque de toxicité : Bien que les plantes médicinales soient généralement considérées
comme sQres, certaines peuvent étre toxiques, surtout si elles sont utilisées a des doses

incorrectes ou pendantes de longues périodes. (Mills & Duguoa, 2013).

Malgré leur utilisation extensive, plusieurs plantes meédicinales manquent de données
scientifiques crédibles pour étayer leurs allégations de santé, ce qui souléve des questions quant a

leur efficacité réelle. (Pandey, Rastogi, & Rawat, 2013).

Il. Punica granatum L.

11.1. Définition :

La Grenade (Punica granatum (pg) L) est un fruit largement consommé qui provient du genre
Punica L des arbres a feuilles caduques de la famille des Punicacées.( Wang et al ., 2018),il est un
petit arbre qui pousse entre cing et huit metres de haut. On le trouve surtout en Iran, en Chine, aux

Etats-Unis, dans I’Himalaya au nord de I’Inde et dans la région méditerranéenne (Facciola 1999).

Pg est I'une des plantes endémiques les plus importantes en Iran, florissant dans la majorité de ses
régions arides et semi-arides en raison de sa capacité a s’adapter a des facteurs environnementaux
difficiles. Punica granatum (Pg) a plus de 764 variétés, qui ont toutes des caractéristiques uniques
de fruits, y compris la taille, la couleur, la saveur, la période de maturation et la résistance aux
maladies, qui ont été cultivés dans les villes iraniennes de Saveh et Yazd ( Sheidai , Khandan ,
Nasre 2007 ).

Les grenadiers sont des arbres faciles a cultiver et peu attaqués par les ravageurs, probablement
en raison de leurs propriétés insecticides (Fawole, Opara, et Theron, 2011), Son meilleur
développement a lieu dans des sols frais argilo-caillouteux profonds, riches en humus, avec un
sous-sol bien drainé. 1l résiste également aux températures extrémes de -10°C a 45°C. Il tolére bien
les climats chauds et secs (Dafny-Yalin et al, .2010), et la secheresse peut affecter la qualité des
fruits. Pour une bonne production de fruits, les grenadiers doivent étre arroses toutes les 2 a 4

semaines pendant la saison séche (Tarai, et Ghosh 2011).

La grenade est un fruit non-climactérique,et ne subit pas de modifications physiologiques et
nutritionnelles apreés la récolte. De bonnes conditions de stockage doivent étre créées. 1l se conserve

3 mois a une température de 6°C (Defilippi, et al, 2006).
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11.2. Historique

La Grenade (fruit du paradis) est un fruit ancien trouvé dans la région méditerranéenne, au

Moyen-Orient et en Asie centrale, de I’Iran et du Turkménistan au nord de 1’Inde (Holland et al.
2009). De nombreuses religions, y compris le zoroastrisme, le judaisme, le bouddhisme, le
christianisme et I’islam, ont accordé une grande valeur aux grenades (Langley, 2000 ; Jurenka,

2008).

I1 a été loug, par exemple, par 1I’Ancien Testament de la Bible comme "un fruit sacré conférant

des pouvoirs de fertilité, d’abondance et de chance” (Jurenka, 2008).

Le Coran mentionne trois fois la grenade. Dans chaque cas, il se référe au fruit comme symbole de
bonté et de création. La grenade est aussi appelée la «pomme du paradis» car c'est une belle et
délicieuse création de Dieu (Sitzia, 2009).

Les grenades ont été utilisées en médecine en plus d’étre un fruit et une partie de la mythologie.
L’importance continue de la grenade en médecine est démontrée, par exemple, par le fait que la
British Médical Association et les armoiries de trois collégues royaux portent toutes deux une
représentation de cette plante (Langley, 2000).

11.3. Description

11.3.1. description Botanique
11.3.1.1. Classification botanique

La grenade (Punica granatum L) est dérivée du latin ‘Malum granatum’, qui signifie 'Fruit de
petite graine » (Cyr, 2017). 1l a été écrit par Linné et a été introduit pour la premiére fois en Son

classement de 1753 a été révisé en 2003 par un groupe de botanistes.

La phylogénie des angiospermes, ou APG, apporte une nouvelle taxonomie Phylogénitique (Wald,
2009)
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Tableau 01 : Classification botanique du grenadier (WALD, 2009).

Ebranchements Angiospermes

Sous ébranchements Dicotylédonesvraies
Classe Rosidées

Ordre Myrtales

Famille Lythraceae

Genre Punica

Espéce Punica granatum L.

Figure 09 : principales variétés de grenade dans le monde en Algérie (Betioui, 2017)
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11.3.2. Description générale et les constituants du grenadier

Le grenadier est un grand arbre ou un arbuste touffu. Il provient d'un arbre a feuilles caduques
mature ou d'un arbuste a feuilles lancéolées. Cet arbre peut atteindre entre 5 et 10 métres de haut,

avec de nombreuses branches, et peut vivre jusqu'a 200 ans (WALD, 2009).

Les grenades sont un type de fruit qui pousse au printemps et en été. lls ont une couleur rouge
ou corail et leur fruit & la forme d'une pomme avec des sépales. Les grenades ont une peau dure qui
contient beaucoup de graines. lls peuvent étre consommes frais ou utilisés dans des recettes comme
le cidre. Le Pg peut également étre divisé en un certain nombre de compartiments anatomiques,
tels que la graine, le jus, la peau, la feuille, la fleur, 1’écorce et la racine, dont chacun a des propriétés
pharmacologiques et toxicologiques uniques. L’arille, dont la couleur varie du blanc au rouge
profond ou violet et contient de ’eau, est la partie du fruit qui peut étre mangé. Le fruit comestible
est une baie de 5 a 12 cm de diametre, a une forme hexagonale arrondie, une peau rougeéatre épaisse
et 600 graines ou plus. Les graines sont enrobées d’une pulpe spongieuse blanche astringente
(Stover, Mercure 2007).

Ecorce - < : /
Arilles ; > >
Sépale e J

Stigmate »

Etamine | Anthére
Fille
Style
Ovule
Ovaire

Calice Fruit

\ r ‘/’ '
Endocarpe
Arile y
Ecorce ‘
—

Figure 10 : Fleurs et fruits du Grenadier (Punica granatum) (Flora von Deutschland et
Schweiz. 2008).
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11.3.2.1.Feuille :

Les feuilles d'un grenadier sont brillantes, en forme de lance, assez coriaces et ont un long limbe

elliptique. Ils ont un sommet pointu ou allongé et un court pétiole rouge (Alhijna et Bourich,

2017).

Les feuilles contiennent les mémes polyphénols que I'écorce, y compris des flavones telles que
la lutéoline et I'apigénine. Ce dernier a des propriétés anxiolytiques. Il contient également des

tanins tels que la punicaline et la punicalagine (Lansky, Newman., 2007).

Figure 11 : feuilles du grenadier (Gil M, Tomas — Barberan F, et al. 2000).

11.3.2.2. Fleurs :

L'aspect est froissé et elle est portée par une courte tige. On le trouve soit seul sur les feuilles,

soit en groupes de deux ou trois au sommet des rameaux (Hollande et al, .2009 et Ashton, 2006).

Le grenadier est un type de plante qui fleurit avec des fleurs méles et femelles sur le méme
arbre. Les fleurs males sont plus petites et ont un style plus court, tandis que les fleurs femelles
sont plus grandes et ont des ovaires plus développés (Melgarjo et Salazar, 2003).

Les fleurs de grenade contiennent de I'acide gallique et des triterpénes tels que I'acide ursolique,

I'acide oléanolique, I'acide asiatique et I'acide maslinique (Lansky, Newman., 2007).
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Figure 12 : Les fleurs du grenadier (Hollande et al, 2009 et Ashton, 2006).
11.3.2.3. Fruit :

La grenade est une grosse baie ronde, rouge, orange et trés juteuse de 8 a 12 cm de diamétre. A
I'intérieur de la grenade, il y a beaucoup de petites graines rangées dans des loges (6 a 12 loges).
Les graines sont entourées d'un péricarpe dur et coriace. Lorsque le péricarpe est mar, il devient

jaune-rouge-orange.

Lorsque vous coupez la grenade en deux, vous verrez que chaque moitié contient de nombreuses
petites graines rondes et rouges d une forme caractéristique en « germe de rubis ». Les graines sont
disposées en alvéoles et sont entourées d'une cloison membraneuse blanche au go(t amer. La partie
comestible de la grenade est la pulpe a l'intérieur de la baie. Il est composé de 55% du poids total
de la grenade (Espirade, 2002).

» La partie de grenade la plus consommeée : le jus

Le jus représente la partie la plus consommeée de la grenade.
Sa composition est bien documentée. Il a une valeur énergétique comprise entre 62 et 83 Kcal pour
100g, il est compose de (Spilmont M., 2013) :

e Eau:85,4%,

e Sucres : 14 a 19% de (=50% de glucose et 50% de fructose dont 1,4%sous forme de

pectine),
e Protéines : 1,7% (acides aminés majoritaires : proline, valine, méthionine)
e Lipides et acides organiques : 0,3 a 1,2% (acide citrique, malique, tartarique, fumarique

et succinique).
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Le jus de grenade est une source importante de micronutriments. 1l est naturellement riche en :
K, Cu, Mn, Fe, Zn, Ca, Ce, CI, Co, Cr, Cs, Mg, Mo, Na, Rb, Sc, Se, Sn, Sr. Il est également
concentré en vitamines C, B6, B9, E, B1, B2 et BS. D’autre part, il contient une part non négligeable

de phyto-micronutriments de type poly phénolique (0,2 a 1%) (Spilmont M., 2013).

Ainsi, de par sa composition, le jus de grenade a une puissante capacité antioxydante, trois fois

supérieure a celle du vin rouge ou du thé vert. (Spilmont M., 2013).

Partie comestible
“Arile + pépin

»Membranes

Figure 13 : structure du Punica granatum L

> Ecorce :

D’apres (Planchon et Collin, 1875 ; Nizamul et al. 2015).L'écorce d'un fruit de grenade est
appelée "malicorium™. C'est la partie dure et irréguliére du fruit, Plutt épaisse de (2-3) mm et elle

est généralement utilisée séchée.

Il est généralement de couleur rougeatre ou beige, et il est brillant et jaunétre a I'intérieur. C'est
concave, et parfois il y a I'empreinte de graines dessus. Cependant, le godt est vraiment astringent
et faiblement amer (Nizamul et al. 2015).

La peau du fruit contient :

* Deux importants acides hydroxybenzoiques : 1’acide galliqueet I’acide ellagique.

* Des acideshydroxycinnamiques.

22



Partie bibliographique

* Des dérivés de flavones qui sontdes molécules responsables de la coloration jaune de la
peau.

* Des anthocyanidines qui sontresponsables de la couleur rouge des grenades.

* De nombreux ellagitanins (28% de la peau du fruit), tels que la punicaline, la punicalagine,
la corilagine, la granatine A et lagranatine B (Al-Muammar, Khan.,

2012, Garnier, Bezanger-Beauquesne, Debranx., 1961 )

* Et des alcaloides comme la pelletiérine sontégalement présents (Al-Muammar, Khan.,
2012).

Figure 14 :L’écorce de la grenade

» Les graines de grenade :
Les graines de grenade contiennent (Al-Muammar, Khan., 2012). :

* Environ 80% d’acides grasinsaturés, essentiellement représentés par 1’acide punicique,
* I’acide cis-9,trans-11,cis-15,octadécatriénoique, I’acide oléique et 1’acide linoléique.
» Des acides gras saturés comme les acides palmitique et stéarique.

* Des hormones stéroidiennes comme la 17o-cestradiol, 1’cestrone, 1’oestriol et la
testostérone.

* De nombreux stérols comme le cholestérol et les stigmastérol.

« Et un glycolipide, le cérébroside.
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Extraits grenade
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Tanins : Polyphénols : Phénols Acides gras : Phénols
@ Punicaline * Acide gallique Flavonoides « Acide linolé Fl. id
« Pedunculaga * Acide ellagique Ellagitannins @ Acide linolénique Polyphénols
* Acide gallagique Tritérpénes : Proanthocyanidines @ Acide punicique Tannins
* Acide ellag « Ol | Polysaccharides « Acide Stérique Anthocyanes
Flavonoides « Ursolique complexes @ Acide palmiti Vitamines Cet E
*« Maslinique @ Acide Eleostéarique Acide Lipoique
@ Acide asiatique « Acide catalpique
Phytostérols
Polyphénols
Isoflavones

Figure 15 : Principaux constituants des extraits des différentes parties de la grenade. Figure

modifiée de la référence (Al-Muammar, Khan., 2012).

11.4. Les constituants nutritifs du grenadier

La grenade est un fruit trés sucré qui peut étre acidifié en fonction de la présence d'acide citrique.
C'est une bonne source de fibres alimentaires et d'acide folique et c'est aussi une bonne source de
vitamine C. Contient de nombreuses vitamines B, en particulier la vitamine B6 (pyridoxine). Les
grenades sont également riches en oligo-éléments et en minéraux tels que le potassium, le
phosphore, le calcium, le magnésium, le fer, le zinc et le cuivre (Levin G.M., 1994, ROY E.,
2013).

Le poids moyen d'une grenade est de 155 g soit 117 kcal. 1l fournit en moyenne 75,9 kcals pour
100 g ou 321 KJ (Bekir et al, 2013, Orhan et al, 2014) Le tableau ci-dessous fournit des
informations sur la quantité moyenne de chaque nutriment dans 100 g de grenade nette.

Ces dates peuvent varier selon la variété, la saison, la maturité, les conditions de culture, etc. (Bekir
et al, 2013, Orhan et al, 2014).
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Tableau 02 : La quantité moyenne des différents nutriments présents dans100g net de grenade
(Bekir et al, 2013, Orhan et al, 2014).

Composants Quantité Vitamines Quantité
Eau 809 Vitamine B1 0,049 mg
Protéines 1,299 Vitamine B2 0,042 mg
Lipides 0,749 Vitamine B3 0,3 mg
Acides gras saturés 0,12 g Vitamine B5 0,49 mg
Glucides 142 ¢ Vitamine B6 0,09 mg
Sucre 13,79 Vitamine B9 38 ug
Fibres 39 Vitamine C 8,15 mg
Acides organiques 0,974 Vitamine E 0,6 mg
Minéraux et oligo Quantité Polyphénols Quantité
éléments

Calcium 6,5 mg Flavonoides 1,1 mg
Cuivre 0,11 mg Polyphénols totaux 1,1 mg
Fer 0,3 mg

lode 0,9 ug

Magnésium 7,5 mg

Manganese 0,12 mg

Phosphore 22 mg

Potassium 248 mg

Sodium 3mg

Zinc 0,35 mg
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La figure suivante illustre la structure chimique de quelques composants organiques de

P.Granatum décrits dans les paragraphes ci-apres :

\
)
A /
o 0. _OH ]
i .
: SN o
HO._ -~ _O._ AL ]
| oA H G o
VLT HO” Y TOH AL
OH O OH
Lutéoline Acide gallique Acide ursolique Cholestérol
(Flavones) (Acide hydroxybenzoique) (Terpénoide) (Stérol)
QH (o] OH
O A.__OH HO 0 A -OH
A NA 8 — = |
T I P Y O NF ooy Ho— D—(  p—oH  HOS O )
:[7 i H H ¥ N on ',g. O,.' ‘.OH # N oM
HO™ >~ OH o O O
Oestrone Delphinidine Acide ellagique Quercétine
(Stéroide) (Anthocyane) (Tanin) (Flavonoide)

Figure 16 : Structures chimiques de quelques composants organiques de P.Granatum
(Orhan et al, 2014, Lansky, Newman., 2007).

I1.5. Utilisation et bien faits

11.5.1. Utilisation traditionnelle du Punica Granatum L

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

décoration et en cosmétique (Sitzia G., 2009).
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Figure 17 : usages traditionnels du grenadier (sitizia G., 2009)
11.5.2. Utilisations alimentaire de la grenade

La grenade et le jus obtenu en pressant le fruit entier sont utilisés comme aliment dans le monde
entier, notamment en Méditerranée, au Moyen-Orient, aux Etats-Unis, en Europe du Sud, et plus
récemment en Europe centrale et du Nord, et offre une valeur intéressante tant pour les industriels
utiliser. Une grenade se compose de 50% de peau et de peau et de 50% de partie comestible. Celles-
ci sont composées d'amandes de graines, donnant en moyenne 80% de jus et 20% de graines (plus

ou moins ligneuses).

Les graines de fruits peuvent étre utilisées dans les salades de fruits et les sorbets. En Algérie, les

graines sont également utilisées dans la préparation du sefa de grenade algérienne

(mesfuf). C’est du couscous sucré. Le vin de grenade est obtenu par fermentation a partir du
délicieux jus désaltérant. Dans 1’Egypte ancienne, ce fruit était considéré comme un symbole
d’ambition et de prospérité. Les Egyptiens le faisaient fermenter pour obtenir un vin enivrant
(Sitzia G., 2009).

Le jus de grenade est riche en pectine. Utilisé dans la préparation de gelée comestible (Sitzia G.,
2009).
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Il a été démontré que l'ajout d'extrait de pelure de grenade au poulet prolonge la durée de
conservation de 2 a 3 semaines pendant la réfrigération. Ce phénomene est di a son activité
antibactérienne contre Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas, et a l'inhibition du

rancissement oxydatif dd a sa forte capacité antioxydante (Gonzéalez-Sarrias, et al, 2015).

Figure 18 : Différentes types de consommation de la grenade (Oukabli, 2004).

11.5.3. Utilisations industrielles :
v'Tannage du cuir

Toutes les parties de I'arbre ont été utilisées comme source d'agents de tannage pour le tannage des
peaux. L'écorce du tronc contient 10 & 25% de tanins et était autrefois largement utilisée au Maroc
pour la production de cuir. L'écorce de racine contient 28% de tanins, les feuilles 11% et I'écorce
de fruit 26% de tanins. (Lloyd, 1897 ; Morton, 1987).

v" Teinture et colorant

L'écorce de grenade est utilisée comme teinture en Inde depuis I'Antiquité (Lloyd, 1897 ; Morton,
1987). L'encre était fabriquée a partir des feuilles en les trempant dans du vinaigre (Morton, 1987).
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11.5.4 Utilisation cosmétiques
Il est principalement utilisé en cosmétique pour ses propriétés antioxydants.

Les graines de fruits favorisent la croissance des cheveux. C’est pourquoi plusieurs cosmétiques a
base de ces extraits (cremes, soins capillaires, huiles pour le corps, etc.) sont sur le marché (ROY
E., 2013).

11.5.5. Utilisations en médecine traditionnelle

La grenade est largement utilisée en médecine traditionnelle dans de nombreuses cultures (Lansky
et al. 2000).

Dans le Coran, la grenade est considérée comme un fruit entier. La médecine indienne ancienne
I'identifiait comme une plante médicinale. (Kulkarni et al., 2004). Ses utilisations les plus connues
dans le monde sont comme vermifuge intestinal, insecticide et répulsif. Les alcaloides présents
dans les racines, I’écorce et 1'écorce des fruits desserrent le ténia et le fixent a la paroi intestinale,

facilitant son excrétion (Lansky et al., 2000).

L'écorce, les racines et les feuilles de grenade ont été utilisées comme décoction pour la diarrhée,
I'indigestion et pour arréter les saignements. Les fleurs séchées sont utilisées pour traiter la

bronchite et les infections buccales (Stover et Mercury, 2007).

D'autres utilisations ont été mentionnées dans la littérature, telles que la prévention de la fertilité
et des fausses couches, le traitement des morsures de serpent, du diabéte, de la Ieépre et des bralures
(Lansky et al, 2000).

11.6. Les propriétés thérapeutiques du Punica granatum L.

La grenade est une source importante de plusieurs composés bioactifs aux propriétés bénéfiques
telles que : Fonctions antioxydants, anti-inflammatoires, anti-age, pré biotiques, anticancéreuses et
protectrices contre les troubles métaboliques et les maladies cardiovasculaires. La grenade et ses
composés végétaux peuvent prévenir le développement de plusieurs maladies chroniques. De plus,
la grenade peut étre considerée comme un complément aux stratégies de traitement actuelles qui
peuvent améliorer I'efficacité des traitements standard et réduire les effets secondaires. Cependant,
des recherches supplémentaires sont nécessaires pour mieux clarifier le mécanisme d'action et les

effets synergiques des composés phytochimiques de la grenade. Des données récentes montrent
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que la grenade peut étre prometteuse comme traitement de certaines des maladies chroniques les
plus courantes, comme le cancer (Lavoro et al, 2021). Des maladies dentaires, la prévention de la
maladie d'Alzheimer, l'infertilité masculine, I'arthrite et I'obésité.

e Maladie cardiovasculaire
Ces effets bénéfiques sont dus au large éventail de composés bioactifs présents dans les fruits et
legumes. Par exemple, les vitamines, les antioxydants, l'acide folique et les composés
photochimiques tels que les caroténoides et les polyphénols (Chong, Macdonald, Lovegrove,
2010, Grassi, Desideri, Ferri, 2010).Dans ce domaine, des essais cliniques récents et des études
in vivo/in vitro ont montré que la grenade peut aider a prévenir de multiples facteurs de risque et

favoriser la santé cardiovasculaire.

(Stockton et al. 2017) ont mené un essai clinique randomisé en double aveugle pour évaluer les
effets bénéfiques de la grenade sur le maintien de la santé cardiovasculaire et générale.

Dans une étude d'Estrada-Luna et al. Les donnes indiquent que les composés bioactifs du jus de
grenade peuvent jouer un réle dans la prévention des facteurs de risque cardiovasculaire tels que

I'athérosclérose et 1’obésité.

o Effet hypotenseur

La grenade est trés connue pour 1’abaissement de la tension artérielle. Certains antioxydants
comme la vitamine C, vitamine E, B-caroténe et le coenzyme Q Possédent des propriétés
hypotenseur. Comme le jus de grenade qui possede de tres fortes propriétés antioxydants, une étude
a examiné 1’effet de la consommation quotidienne de 50ml de jus de grenade chez des patients
souffrant d’hypertension. Au bout de deux semaines, la pression systolique avait baissé¢ de 5 % et
’activité sérique de 1’angiotensin-converting enzyme (ACE) était réduite de 36 %. Une réduction

de Iactivité sérique de I’ ACE semble atténuer 1’athérosclérose (Seraam et al. 2006).

Stockton et al, 2017 suggéres qui En ce qui concerne la pression artérielle, la pression artérielle
systolique a montre des valeurs similaires dans les groupes placebo et grenade, mais la réduction
de la pression artérielle diastolique aprés I'apport de phénol de grenade était significativement
différente. Soulignant I'effet de la grenade sur I'abaissement de la pression artérielle diastolique, il
suggere que les composés phénoliques de la grenade peuvent jouer un réle important dans la

prévention de certains facteurs de risque cardiovasculaire, comme 1’hypertension.
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o Effet anticancéreux
La grenade et ses composés bioactifs peuvent cibler efficacement plusieurs voies de signalisation
impliquées dans la tumorigenése, I'angiogenése, la transformation cellulaire et I'nyper prolifération
(Khan, Afag et Mukhtar, 2008, Faria, Calhau, 2011).

De plus, comme décrit dans la littérature, les composeés bioactifs de la grenade sont associés aux
cancers de la prostate, de la vessie, du célon, du sein, du poumon et de la peau (urrini, Ferruzzi

et Fimognari 2015, Kandylis, Kokkinomagoulos, 2020).

Par exemple, (en 2015, Mandal et Bishayee) ont étudié le potentiel anticancéreux des composés
photochimiques de la grenade dans un modele de rat du cancer du sein. En résumé, les résultats
obtenus mettent en évidence les effets anticancéreux potentiels de la grenade chez le rat et
suggeérent que les composés bioactifs de la grenade pourraient jouer un réle important dans la

prévention du cancer du sein.

(Li et al, 2016) ont étudié les effets des composés phénoliques dans les extraits de feuilles de
grenade, tels que la punicalagine et I'acide ellagique (39,6 mg/g et 32 mg/g, respectivement), sur

les lignées cellulaires du cancer du poumon Premiérement.

(En 2017, Deng et al.) Ont utilisé une lignée cellulaire du cancer de la prostate pour évaluer si les

composés phytochimiques de I'écorce de grenade avaient des propriétés anticancéreuses.

(Deng et al. 2017) ont découvert que le traitement avec de I'extrait d'écorce de grenade, était
capable de supprimer la prolifération des cellules tumorales en favorisant le processus apoptotique.
Dans I'ensemble, les données obtenues a partir de cette étude confirment le potentiel anticancéreux
de la grenade et fournissent une base théorique pour les recherches futures sur la grenade et ses
dérivés comme compléments thérapeutiques pour le cancer de la prostate et d'autres maladies.

e Effets neuroprotecteurs
La maladie d’Alzheimer est la cause la plus fréquente de démence. Plus de 10% des adultes de
plus de 65 ans sont concerneés. Des études suggeérent que I’alimentation influence le développement
de cette maladie. Une étude réalisée sur des souris transgéniques nourries avec du jus de grenade a

montré des effets positifs sur les signes comportementaux et neurologiques associés a la maladie
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d’Alzheimer et peut prévenir les 1ésions cérébrales foetales dues a la privation d’oxygene

(Hartman et al, 2006).

e Effet Antiseptique
Une autre étude publiée par (Al-Saeed et al, 2015).a démontré I'efficacité de I'extrait d'acide
acétique de I'écorce de grenade dans le traitement des plaies fongiques chez le lapin et a demontré
les propriétés antiseptiques de I'écorce de grenade. En outre, les extraits d'isoflavonoides de pelure
de grenade peuvent avoir un impact significatif sur I'amélioration des parametres de reproduction

chez les lapins males.

e Effet antivieillissement

Au cours de la derniere décennie, de nombreuses études ont suggeré I'utilisation de la grenade et
de ses dérivés comme adjuvants potentiels pour la prévention des maladies neurodégénératives.
(Brady et al, 2016) ont étudié les propriétés anti-age de la grenade dans un modéle murin de la
maladie d'Alzheimer. Plus précisément, des souris ont été nourries avec un régime alimentaire
normal contenant 4 % d'extrait de grenade, et aprés 4 mois, le groupe de recherche a observé qu'une
supplémentation quotidienne en grenade ameéliorait I'expression des protéines structurelles
synaptiques. . (Brady et al. 2016) ont montré qu'une alimentation quotidienne réguliére complétée
par 4 % d'extrait de grenade atténuait la progression de la maladie d'Alzheimer chez la souris,
suggérant qu'une supplémentation a long terme en grenade pourrait avoir une valeur thérapeutique

pour cette maladie neurodégénérative.

En (2014, Spilmont et al.) étudié les Propriétés bénéfiques des composés bioactifs de grenade
dans des modéles murins d’ostéoporose. Les chercheurs ont découvert que tous les régimes
complétés par de la grenade pouvaient compenser la perte de densité osseuse. (Wang, et al, 2020)
ont mené des études in vitro et in vivo pour analyser les effets de la punicalagine, I’un des
polyphénols les plus abondants dans la grenade. Le traitement par punicalagine préservé le rapport

volume osseux sur surface.

e Effets antioxydants
Plusieurs composés phytochimiques aux propriétés antioxydantes ont été isolés des parties

comestibles et non comestibles de la grenade. Parmi les composes identifiés, les plus importants
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sont les anthocyanes, 1’acide ellagique et les ellagitanins, 1’acide gallique et les gallotanins, I’acide

férulique, les catéchines et la quercétine (Seeram et al, 2005, Johanningsmeier, Harris, 2011).

L’activité¢ antioxydante de ces composés végétaux est médiée par plusieurs mécanismes,
notamment. Inhibition de la peroxydation lipidique, piégeage ou neutralisation des espéces
réactives de 1’oxygene (ROS), activation ou inhibition de plusieurs voies de signalisation et
régulation de 1’expression génique (Hussain er al, 2016). A cet égard, plusieurs études
scientifiques ont récemment fait état de I’activité antioxydant de la grenade. Une étude de (Tugcu
et al. 2017) ont montré que la consommation quotidienne de 100 pl de jus de grenade exergait
des effets antioxydants significatifs chez les rats diabétiques, suggérant que la grenade et ses
composés bioactifs sont bénéfiques pour le maintien de la santé systémique.

Les résultats de (Liu et al. 2019) Des études in vitro suggerent que les composés phénoliques
dérivés de la grenade et I'urolithine A exercent un effet synergique sur la réduction de la

cytotoxicité induite par le stress oxydatif.

e Effet anti inflammatoire
Un nombre croissant de chercheurs étudient les effets anti-inflammatoires de la grenade et de
ses dérivés.

Le potentiel anti-inflammatoire de la punicalagine et de I'acide ellagique, identifiés comme des
composants majeurs des polyphénols de la peau de grenade, dépend de la concentration. De méme,
tous les traitements ont également diminué la production d'oxyde nitrique synthese inductible
(iNOS) et de cyclooxygénase-2 (COX-2). Ce sont deux enzymes qui jouent un role important dans
la promotion de I'inflammation (Du et al, 2018).

La libération de cytokines pro-inflammatoires a également été évaluée dans les mémes lignées
cellulaires. En particulier, nous avons observé que la libération de facteur de nécrose tumorale-a
(TNF-a), d'interleukine (IL)-1p et d'TIL-6 était significativement réduite aprés traitement avec des
composés végétaux de grenade. Enfin, nous avons également examiné l'effet de la grenade sur
I'activation/lI'inhibition de la voie de signalisation de la protéine kinase activée par les mitogénes
(MAPK). Des diminutions significatives des niveaux d'expression de la kinase régulée par le signal
extracellulaire (ERK), de la kinase Jun N-terminale (JNK) et de la p38 MAPK ont été observées
apres le traitement aux polyphénols (Du et al, 2018).
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e Effet antimicrobien

Staphylococcus aureus (S. aureus) et Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM)
sont les cibles les plus importantes pour l'activité des extraits de grenade. En , l'activité
antibactérienne des extraits de zeste de grenade bruts et purifiés a été examinée par
(Panichayupakaranant et al. 2010).

Un extrait au méthanol de pelure de grenade a inhibé la formation de biofilms et éliminé les
biofilms préformés de Staphylococcus aureus, MRSA et E.Dans la méme étude, I'acide ellagique a
montré une activité d'inhibition et d'éradication du biofilm a des concentrations légerement
inférieures a celles de I'extrait d'écorce de grenade et a également inhibé sa production. L'extrait
de grenade a inhibé la croissance de Staphylococcus aureus, mais a également inhibé la production
d'entérotoxines (Bakkiyaraj et al, 2013).

L'extrait de grenade a montré une activité antibactérienne contre une variété de microbes oraux.
La poudre d'extrait de grenade s'est avérée efficace contre les bactéries primaires et secondaires
qui colonisent la plaque.F. nucleatum, P. gingivalis, P. intermedia, S. mutante A. actinomyceétes
(Avadhani, Kukkamalla, Bhatt, 2020).

I1.7. Toxicité de la grenade

L'écorce du grenadier, qui était couramment utilisée au 19éme siécle pour ses propriétés
antiparasitaires, semble présenter des effets secondaires graves. Par conséquent, apres
administration d'une décoction d'écorce de racine, l'apparition de vertiges, d'une sorte d'ivresse,
parfois d'évanouissements et de Iégers mouvements convulsifs a été observée chez plusieurs
patients. Cependant, ces accidents étaient temporaires et ne laissaient aucune trace apres le début,
ils étaient donc tolérés par les médecins de I'époque (Athmen, 2019).

L'écorce est riche en tanins nocifs pour l'organisme, et les punicalagines, les ellagitanins
hydrosolubles et les polyphénols antioxydants, abondants dans le jus de grenade, seraient toxiques
pour le bétail (Bendjabeur, 2012).

I11. Zingiber officinale
I11.1. Définition :

Le gingembre (zingiber officinale roscoe) est une herbe vivace de la famille des zingibéracées,

principalement cultivée en Asie et dans les régions tropicales. Il s'agit de I'une des herbes les plus
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populaires et les plus consommées au monde. Elle est cultivée pour sa tige souterraine comestible
(rhizome) ( Lete et Allué,2016)

Le gingembre (Zingiber officinale Roscoe, Zingiberaceae) est I'un des condiments alimentaires
les plus consommés dans le monde. Les rhizomes de gingembre (également appelés racines)
produisent une résine huileuse appelée oléorésine, riche en substances bioactives comme le 1-[4'-
hydroxy-3’-méthoxyphényl] [6]-gingérol La figure 6.montre le principal composant piquant (5-
hydroxy-3-décanone), dont on pense qu'il a un certain nombre d'effets pharmacologiques et

physiologiques notables (Bode et Dong ,2011)

Figure 19 : Plante Zingiber officinale. (Riazur R.et al., 2011)
I11.2. Historique :

Le nom le plus courant du gingembre remonte a plus de 3000 ans avec le mot sanskrit
srngaveram, qui signifie "racine de corne™ en raison de sa forme. Il était appelé ziggiberis en grec
et zinziberi en latin. Le gingembre n'est pas originaire de la nature et ses véritables origines sont

incertaines (Bode et Dong ,2011).

Le gingembre a une longue histoire d'utilisation médicinale, qui remonte & 2500 ans, Depuis des
temps immémoriaux, le gingembre est utilisé dans différentes parties du monde pour soigner

diverses affections humaines (Madhulika ,2007)

Il est utilise par les Chinois depuis au moins 2 500 ans comme aide a la digestion et reméde contre
les nausées, ainsi que pour traiter les troubles de la coagulation et les rhumatismes. Et aussi utilisé
dans l'ayurveda, la médecine traditionnelle indienne, pour réduire le choléstérol et pour lutter contre
l'arthrite. D’autre part Le gingembre est utilis¢é comme aphrodisiaque dans la médecine arabe.

Certains Africains croient que la consommation quotidienne de gingembre les aide a éviter les
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moustiques. Cette plante a migré vers I'ouest en Europe aux époques grecque et romaine. Pour
faciliter la digestion, les Grecs enveloppaient le gingembre dans du pain et le mangeaient apres les
repas (Kathi et Kemper, 1999).

111.3. Description :
111.3.1. Description botanique :

Le gingembre fait partie de la famille des zingibéracées. Cette famille comprend jusqu'a 24 genres
et environ 300 espéces. Une vingtaine d'espéces sont également incluses dans la famille du genre
zingiber (Moghaddasi et Kashani, 2012)

111.3.2. Classification

Le gingembre, dont le nom latin est Zingiber officinale, appartient a :
O Regne : Végétal

Embranchement : Spermatophyte

Sous-embranchement : Angiospermes (Magnoliophyta)

Classe : Monocotylédones (Liliopsida)

Sous-classe : Zingiberidae

Ordre : Zingibérales

Famille : Zingiberaceae

O O O O o o o

Genre : Zingiber
O Espéce : Zingiber officinale Roscoe.
111.3.3. Description générale :

Zingiber officinale est une plante herbacée tropicale vivace qui s'impose et mesure environ 1,30
métre de haut. C'est une plante stérile : les quelques graines et fruits produits ne donnent pas lieu a
une reproduction sexuée ou reproductive. L'expansion de la plante est possible grace a la formation

de son rhizome, qui est a l'origine de nouvelles plantes (Mohd et al, 2020).

36



Partie bibliographique

Le zingiber officinale est divisée en deux parties :
111.3.3.1-Une partie souterraine :

Elle a des rhizomes horizontaux et ramifiés, une peau beige péle et devient plus élastique avec
I'age (Faivre et al, 2006). Son odeur est trés aromatique avec une saveur chaude et piquante et

elle devient fibreuse avec I'age (Gigon. 2012).

Figure 20 : Rhizome du gingembre (Gigon, 2012)
111.3.3.2. Une partie arienne :

Cette partie est constituée des feuilles et d'une tige de 1,50 métre, qui peut atteindre 3 métres de
hauteur. En hauteur, il existe deux types de tiges : les hautes tiges, stériles, sont utilisées pour

I'assimilation et portent des tiges alternes, longues et sphérique (BRAGA, 2006 ; Gigon, 2012).

Les tiges inférieures sont utilisées pour la reproduction et n'ont pas de feuilles, tandis que les
tiges supérieures sont étroites (BRAGA, 2006). Les fleurs de cette plante sont parfumées,
blanches et jaunes, avec des stries rouges sur les levres. Les fleurs s'épanouissent entre aodt et

novembre. Ses fruits sont des capsules trivalves contenant des graines noires (Faivre et al, 2006).
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Zigher officenle Roscoe

Figure 21 : Aspect général du Zingiber officinale Roscoe (Gigon, 2012)

I11.4. Les constituants de gingembre :

Tableau 03 : Composition et valeur nutritionnelle du gingembre (Neveu et al. 2010)

Nutriment Quantité par 100 g % De I’apport journaliers
Energie 332 (Kcal) 17 %
Eau 9.94¢
Protéines 8.98¢g 18 %
Lipides 4.24 g 6 %
Oil
Acides gras saturés 269 2%
Oméga 3 0.223 ¢
Omeéga 9 0.357¢
Glucides 575¢ 21 %
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Sucres 334 g 4 %
Fibres 1419 56 %
Minéraux et oligo-éléments
Calcium 114 m 14 %
Cuivre 0.48 mg 48 %
Magnésium 214 mg 57 %
Fer 19.8 m 141 %
Manganése 33.3mg
Phosphore 168 mg 24 %
Potassium 1320 mg 66 %
Selénium 0.70 mg 1%
Sodium 27 mg 36 %
Zinc 3.64 mg 36 %
Vitamines
Vitamine A 18 ug 2%
Vitamine B1 0.046 mg 4 %
Vitamine B2 0.17 mg 12 %
Vitamine B3 9.62 mg 60 %
Vitamine B5 0.477 mg 8 %
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I11.5. Utilisation et bienfait du gingembre :
111.5.1. L’utilisation traditionnelle :

Le gingembre est bien connu sous la forme de batonnets de gingembre ou de soda au gingembre.
Si ceux-ci sont consommeés pendant le voyage, le voyageur s'impregne, bien qu'inconsciemment,

d'une plante médicinale contre le mal des transports (Ann et Zigang, 2010).

L'efficacité du rhizome de gingembre pour la prévention des nausées, des étourdissements et des
vomissements en tant que symptdmes du mal des transports (kinétose), ainsi que pour les
vomissements postopératoires et les vomissements de la grossesse, a été bien documentée et
prouvée sans aucun doute dans de nombreuses études cliniques de haute qualité. . L'utilisation de
cet ancien médicament pour les problémes gastro-intestinaux (Stimulation de la digestion) a recu
une approbation scientifique. (Ann et Zigang, 2010) Aujourd’hui, le gingembre médicinal est

principalement utilisé pour prévenir les symptémes du mal des transports (Ann et Zigang, 2010).
111.5.2. Utilisation comme épice :

Le gingembre est utilisé dans le monde entier comme épice de cuisine, condiment et remede
abase de plantes (Moghaddasi et Kashani, 2012)

Il est utilisé dans tous les plats : les produits sucrés tels que les boissons, les puddings, les tartes
aux pommes, les gateaux, les pains, les bonbons, etc. ; et les produits salés tels que les soupes, les

sauces, les rago(ts, les puddings salés, les grillades, les rétis, ect ( Shahrajabian et al .2019).
111.6. Les propriétés thérapeutiques :

Au cours des derniéres années le gingembre est utilisé pour traiter certaines anomalies en raison

de ses activités biologiques :
e Effet cardioversculaire :

Le gingembre est largement utilisé dans I'Ayurveda, la médecine traditionnelle de I'Inde pour
bloquer la coagulation excessive (c'est-a-dire les maladies cardiaques), réduire le cholestérol et
combattre l'arthrite (Moghaddasi et Kashani, 2012)
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e Effet Anti inflamatoire :

Le gingembre et ses composants piquants sont des inhibiteurs doubles du métabolism e, c'est-
a-dire qu'ils inhibent a la fois les enzymes cyclooxygénase (prostaglandine synthétase) et
lipoxygénase des voies de biosynthése des prostaglandines et des composés :  shagoal, [6]-
gingérol et paradol. Le gingembre peut aider a réduire certaines douleurs : douleurs arthritiques,
arthrose, rhumatismes. Les blessures et les fractures. Les cedémes et les douleurs intestinales

(Grzanna ,2005).

[6]-gingerol

HO

Figure 22 ; La composition chimique du [6]-gingérol (Bode AM, Dong Z. 2011)
e Effet Antioxydant :

Les extraits de gingembre ont une forte activité antioxydante similaire a celle des conservateurs
antioxydants (Moghaddasi et Kashani, 2012).

e Effet Anti cancéreux :

Le gingembre a un Effet sur le cancer du cdlon, I'extrait de gingembre a confiné les cellules.
Selon ce rapport, l'extrait de gingembre peut avoir des effets anti tumoraux sur les cellules
cancéreuses du codlon en supprimant leur développement, en entrant dans la phase g0/gl, en
réduisant la synthese de I'ADN et en stimulant I'apoptose(GHOSH1,2010).

e Activité antiulcéreuse :

Le gingembre a inhibé les ulceres gastriques expérimentaux chez les rats dans une étude
antérieure. Chez dix patients souffrant d'ulceres gastroduodénaux, le gingembre frais décocté dans

de I'eau a entrainé une amélioration des symptémes (Moghaddasi et Kashani, 2012)
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e Activité antibactérienne et antivirale :

Des études récentes sur I'huile, I'oléorésine, les extraits et les molécules actives du gingembre ont
révélé qu'ils possedaient diverses propriétés. Activité antivirale respiratoire, anti-vihl (Lee et al
2008) ou activité antibactérienne. Il réduit les symptémes de la fiévre, de la grippe, de la toux, des

maux de gorge, de I'asthme et des allergies (Platel Ket Srinivasan ,2004).
I11.7. Toxicité de gingembre :

La prise d'une suspension orale dans les quantités appropriées est généralement sans danger.
Toutefois, une consommation excessive de gingembre peut avoir des effets néfastes importants sur

les conditions suivantes : (Wilkinson ,2000).

Il a un effet positif sur les niveaux d'’hormones féminines, ce qui peut augmenter le risque de

fausse couche ou de saignement chez les femmes. (Wilkinson ,2000).

Si la femme enceinte consomme plus de 1 g par jour, elle court un risque (Wilkinson ,2000) Le
gingembre en grande quantité peut avoir des effets secondaires indésirables comme : Les brdlures

d'estomac, la diarrhée, l'irritation de la bouche (Benjamin ,2018).
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Matériels et méthodes

Notre étude expérimentale a été menée dans les laboratoires pédagogiques du centre

universitaire abedelhafid boussouf - mila, et aussi dans L’institution hospitaliére EPH Freres

Maghlaoui.

Elle comprend quelques informations de base sur le, screening photochimique, le dosage des
polyphénols et flavonoides totaux et I'étude de deux activités biologiques de deux plantes

médicinales. Zingiber officinale et Punica granatum L.
IV. Materiel et Méthodes :
IV.1. Matériel végétal

La matiere végétale utilisée dans cette étude est achetée d’un herboriste a Ferdjioua. Et un
herboriste a Mila centre .il s’agit des écorces de grenade (Punica granatum L), Et des rhizomes

frais d’origine chinoise et leur genre est de « Zingiber officinale ».

Figure 23 : les rhizomes frais de gingembre. Figure 24 : écorces séchés de grenade
IVV.2. Matériel de laboratoire.

Le matériel utilisé dans cette étude ainsi que les réactifs et les produits sont :
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o Appareillage

Matériels et méthodes

Nom

Photo

Balance

Balance de précision

Agitation mécanique
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Vortex

Etuve

Agitation magnétique
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plague chauffante

Rota vapor

Spectrophotométre
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Bec bunsen

Autoclave

e Autres matériels

papier film ; papier aluminium ; papier para film ; Flacons ; bécher ; fiole ; entonnoirs ; tubes a
essai ; papier filtre ; barreau magnétique ; spatules ; pipettes graduée ; portoirs ; verres de montre ;
micropipettes ; boites de pétri en verre et plastique ;  tubes secs a bouchons ; pince ; verres de

montre ; Micropipette ; flacons en verres ; compresse ; coton
e Produits chimiques et réactifs utilisés

Ethanol ; méthanol ; folin ciocalteu a 10 % ; Na2CO3 (carbonate de sodium) a 7.5 % ; trichlorure
d’aluminium (AICI13) ; ; Chlorure ferrique (FeCI3) a 2% ; HCI ; chloroforme anhydre ; anhydride
acétique ; acide sulfurique ; acide acetique ; NaOH(10%) ; ’éther diéthylique ; Solution aqueuse
d'ammoniac(NH40H) a 10% ; KI ;HgCI2(Chlorure de mercure) ; diiode(l12) ; Le peroxyde
d'hydrogene (H202 )a 5% ; benzéne ; d’alcool absolu ; ’éther di-éthylique ; Hydroxyde de

potassium (KOH) ; chloroforme, ninhydrin

49



Matériels et méthodes

1V.3. Méthodes
1V.3.1. Préparation du matériel végétal :

e Séchage : Les plantes sont séchées a l'air libre, mais a I'abri de la lumiére directe du soleil,
et a température ambiante pendant plusieurs jours, sont placées sur un journal. Pour que le
séchage des echantillons soit complet, il a été nécessaire de les sécher une seconde fois dans
un four a 45°C pendant 96 heures, afin qu’ils soient completement secs.

e Broyage : lls sont ensuite broyés a I'aide d'un mixeur jusqu'a I'obtention d'une poudre fine

et homogene. puis tamiser par un tamis,

Figure 26 : Broyage et tamisage du Zingiber officinale (Photo personnelle ,2023).
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IVV.3.2 Méthodes d’extraction et d’analyse
L'extraction solide-liquide est un processus de transfert de matiere entre une phase qui contient
la matiére a extraire, qui contient la matiére "solide" & extraire, et une solution d'extraction
"liquide™. Cette procédure est utilisée pour extraire et séparer un ou plusieurs composants mélangés
a un solide dans un solvant. Pour la distillation des molécules terpéniques des plantes a parfum,
plusieurs techniques d'extraction ont été développées.
Les molécules terpéniques des plantes & parfum sont les principaux constituants des molécules
terpéniques. Cependant, les composes volatils sont également connus pour étre thermosensibles et
vulnérables aux reactions chimiques. Ces techniques d'extraction peuvent entrainer la perte de
certains constituants, la dégradation de certains composeés insaturés par action thermique ou par
hydrolyse, ainsi que I'accumulation de résidus de solvants organiques plus ou moins toxiques
IVV.3.2.1. Extraction par macération
IV.3.2.1.1. Macération
L'eau c’est le meilleur solvant d'extraction, sans parler du méthanol et de I'éthanol.
1V.3.2.1.2. Mode opératoire
e Preparation des extraits bruts éthanoliques
pour 1’ extrait de Punica granatum L. 30 g de poudre de plantes sont mélangés a 300 ml de
solvant (éthanol ) dans des erlenmeyers de 500 ml recouverts d'une feuille d'aluminium, puis laisses
a l'agitation avec un agitateur pendant 4 jours a température ambiante et a I'abri de la lumiére du

soleil.
A partir de l'obscurité.

e Filtration : 1ere filtration avec un coton et la seconde avec du papier filtre.

e concentration (évaporation) par rota-vapor a 45°c c- jusqu'a sechage complet
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e Grattage de chaque extrait sec est raclé dans les tubes ependorfs a température de +4°c pour

30g de poudre

Résidu sec

Evaporation Filtration
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e Préparation de ’extrait hydroéthanolique :

Pour I’extrait de Zingiber officinale 15 g de poudre de plantes sont mélangés a 300 ml de solvant
(éthanol. Eau) dans des erlenmeyers de 500 ml recouverts d'une feuille d'aluminium, puis laissés a
I'agitation avec un agitateur pendant 4 jours a température ambiante et a I'abri de la lumiére du

soleil. A partir de I'obscurité.

e Filtration : 1ere filtration avec un coton et la seconde avec du papier filtre
e concentration (évaporation) par I’étuve a 45°c - jusqu'a séchage complet
e (Grattage de chaque extrait sec est raclé dans les tubes ependorfs et stocké a une

température de +4°c pour une utilisation ultérieure

C Madladl il o

15 g de poudre 150 ml eau/éthanol Agitation mécanique

Evaporation Filtration

Résidu sec
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1V.3.3. Méthodes d’analyse de la composition de la plante
I1VV.3.3.1. Etude phytochimique
Une recherche phytochimique est effectuée parallélement aux différents tests biologiques.

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés existantes
dans la partie étudiée de la plante par des réactions de précipitation ou décoloration en utilisant des

réactifs spécifiques a chaque famille de composés.

La phytochimie de la plante est réalisée en utilisant trois solvants de polarités différentes a savoir,
le méthanol, I’éthanol et I’eau. Les extraits bruts (méthanolique éthanolique et aqueux) sont

préparés par macération de 05 g de la poudre végétale dans100ml de solvant.
IVV.3.3.1.1. Phytochimie qualitative

La phytochimie qualitative consiste en la mise en évidence des différentes familles de composes

par la réalisation de réactions chimiques caractéristiques.

e Tanins

A 2 ml de la solution a tester ajouter 2 a 3 gouttes de solution de FeCI3 a 2%. Un test positif est
révélé par ’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (laisser reposer quelques

minutes) (Guinoiseau, E. 2010).
e Saponosides

- Test 1 :5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2 mn.
La formation d’une mousse persistante aprés 15 mn confirme la présence des saponosides

(Guinoiseau, E. 2010).

» Test 2 : Evaporer 10 ml d’extrait éthanolique. Traiter le résidu obtenu avec 10 ml de
chloroforme anhydre. Mélanger 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydride

acétique. Ajouter quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Agiter puis laisser reposer.

L’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert confirme la présence des hétérosides

stéroidiques (Guinoiseau, E. 2010).
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» Test 3 : 5 ml de la solution a tester sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la
présence des triterpénes héterosidiques( Djeridane A., et al.2007).

e Flavonoides

Traiter 5 ml de chaque extrait avec quelques gouttes de HCI concentré. Ajouter une quantité de
tournures de magnésium (Laisser agir). La présence des flavonoides est confirmée par 1’apparition

d’une couleur rouge ou orange (Djeridane A., et al.2007).
e Glucosides cardiotoniques

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani. A 1 ml de chaque extrait ajouter 5 ml d’acide
acétique contenant des traces de FeCl3 et 5 ml d’acide sulfurique Contenant des traces de FeCl3.
La présence des glucosides cardiotoniques est confirmée par la formation de deux phases, une
colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxieme en bleu-vert (acide sulfurique)
(Bruneton.K.1993).

e Coumarines

Placer 1g d’échantillon de la plante humide dans un tube a essai. Couvrir le tube avec un papier
imbibé¢ d’une solution de NaOH et le placer dans un bain marie pendant quelques minutes. Ajouter
0,5 ml de NH40OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la lumiere

ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines. (Ben Mehdi.2000).
e Anthracénosides

Ce test est réalisé sur I’extrait éthanolique. En premier lieu, prendre 25 ml de I’extrait éthanolique,
ajouter 15 ml d’HCI 10%, porter a reflux pendant 30 mn, refroidir la solution et I’extraire 3 fois

avec 15 ml d’éther diéthylique afin d’obtenir deux phases, aqueuse et éthérique.

Le test de la présence des anthracénosides est basé sur la réaction de Borntrager. Evaporer 8 ml de
la phase étherique, récupérer le résidu avec 2 ml d’eau chaude, ajouter quelques gouttes ’NH4OH

a 10%. Le test est positif par ’apparition d’une coloration rouge orangée. (Ben Mehdi.2000)
e Alcaloides

Deux réactifs sont utilisés : réactif de Mayer et réactif de Wagner qui sont préparés comme suit :
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% Réactif de Mayer : 5 gde Kl et 1,358 g de HgCI2 solubilisés dans 100 ml d’eau
distillée.
% Réactif de Wagner : 2 g de KI et 1,27g d’I2 solubilisé dans 100 ml d’eau

distillée.

Ce test se fait par ajout de quelques gouttes de chaque réactif, séparément, aux différents extraits

¢étudiés. L apparition d’un précipité confirme la présence des alcaloides (Brune ton.1999).
e Amidon

Traiter I’extrait aqueux avec le réactif d’amidon. L’apparition d’une coloration bleue violacée

indique la présence d’amidon. (Ben Mehdi.2000)

®,

% Réactif d’amidon : 1,2 g d’12 et 2,5 g de KI solubilisés dans 500 ml d’eau distillée. Le test
est positif par I’apparition d’une coloration rouge orangée

e Anthraquinones

Bouillir 1 g de la plante pendant quelques minutes en présence de 10 ml de KOH 0,5 N et 1ml

d’H202 a 5%. Refroidir le mélange, filtrer puis acidifier le filtrat avec 1’acide acétique.

Extraire la solution acide obtenue avec 10 ml de benzéne. Agiter I’extrait benzénique en présence
de 5 ml de NH4OH. Une réaction positive est révélée par la formation d’une couleur rouge au

niveau de la couche alcaline. (Ben Mehdi.2000)
e Mucilages

M¢élanger 1 ml d’extrait aqueux et 5 ml d’alcool absolu. Un test positif est révélé par I’apparition

d’un précipité floconneux.
e Acides aminés

Ce test est basé sur la réaction des acides aminés avec la ninhydrine. A 1ml de la solution a tester
(solubilisée dans I’eau distillée) ajouter 1ml de solution de ninhydrine préparée dans 1’acétone (ou
éthanol) dont la concentration est de 1%. Chauffer dans le bain marie et observer le changement
de couleur. La présence des aminoacides est confirmée par I’apparition d’une violette (Embarek

A, et al. 2005)
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e Stérols et tri-terpénes

Une macération, pendant 24h d’un (01) g de poudre dans 20 ml d’éther di-éthylique, suivie d’une
filtration de ce mélange et complétéa20ml d’éther di-éthylique. La réaction de Libermann-Buchard

consiste a évaporer a sec 10 ml de ’extrait au bain marie.

Le résidu sera repris avec un (01) ml d’anhydride acétique et un (01) ml de chloroforme, puis
recueillir la solution dans un tube a essai. Ajouter, a I’aide d’une pipette, 1 a 2ml d’acide sulfurique
concentré au fond du tube a essai sans agiter. La formation d’un anneau rouge-brunatre ou violet

indique la présence de stérols et de tri terpenes. (Karumi et al,.2004,)
1V.3.3.1.2. Phytochimie quantitative :

% Humidité

Cette méthode analytique est basée sur le sechage complet du matériel végétal frais a une
température de 45°C jusqu'a I’obtention d'un poids stable. L'humidité est le pourcentage en eau

perdue apres séchage par rapport a la matiére fraiche. (Embarek A, et al. 2005)
a. Mode opératoire

Apres ’emballage de cinquante (10) grammes d’échantillon dans le papier d’aluminium pesé
au paravent. Ce dernier est placé dans I'etuve a 45°C jusqu'a séchage total, ensuite, 1I’échantillon

est retiré et mis a température ambiante, puis pesé avec la méme balance analytique.
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b. Expression des résultats
La formule suivante exprime le taux d’humidité en %
H (%) = [(M2-M3) / (M2-M1)] x100.
M1 : La masse du papier aluminium vide en gramme
M2 : La masse du papier aluminium+ la prise d'essai avant le séchage.
M3 : La masse du papier aluminium + la prise d'essa aprés le séchage
H : Humidité.
Le pourcentage en matiére seche (MS%) est exprimée selon la formule suivante
MS (%) =100 -%H

«» Détermination de rendement

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminé apres 1’évaporation du solvant, il est exprimé
en pourcentage par rapport a la mase initiale de la plante soumise a I’extraction Les pourcentages

en extraits ont été calculés par la formule suivante
Rendement (%)= M/MO0 x 100

Ou

R= Rendement n %

M= masse en gramme de I’extrait sec résultant

MO = masse en gramme de mateériel végétal a traité.
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V. Dosage des paramétrer biologique
V.1. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique folin-ciocalteu

selon la méthode décrite par Singleton V, et al.1999).
Les polyphénols ont été détermines par spectrophotomeétre selon la méthode de folin ciocalteu.

ce réactif est un mélange d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique, qui lorsque les
polyphénols sont oxydés, réduit le réactif de folin-ciocalteu a un complexe de couleur bleue.
L’intensité de la couleur est proportionnelle a la quantité de tungsténe et de molybdéne présents.
L’intensité de la couleur proportionnelle au nombre de composes phénoliques oxydés présents dans

I'échantillon
e Mode opératoire :

Dans un tube a essai, mélanger 100 pl d'extraits avec 500 ul de 10% (v/v) de réactif de foline
ciocalteu. Le mélange est incubé pendant 4 min. Apres avoir ajouté 400 pl de Na2Co3 (carbonate
de sodium) a 7,5 % (v/v), le mélange est a nouveau incubé pendant 2 heures dans I'obscurité, la
lecture se fait a la longueur d'onde de 765 nm. Le blanc d'essai contient 100 ul d'éthanol, 500 pl de
foline et 400 ul de NaCo3

/

-

Figure 27 : Etapes de dosage des polyphénols totaux (photo personnelle ,2023).
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e Expression des résultats :

Les concentrations en composés phénoliques totaux dans les extraits sont déterminées en se
référant a la courbe d'étalonnage obtenue a différentes concentrations d'acide gallique dans le
méthanol. Les résultats sont exprimés en milligramme d'acide gallique equivalent a 1 milligramme

d'extrait sec (LgEAG/mg extrait).
V.2. Dosage des flavonoides totaux

La méthode du trichlorure d'aluminium (AICI3) est utilisée pour déterminer la teneur en
flavonoides des extraits de clous de girofle. A 1ml d’AICI3 (solution méthanolique & 2%), on ajoute
un millilitre d'extrait dilué dans du méthanol, ainsi que le flavonoide commun rutine/quercétine
préparé dans du méthanol. L'absorbance est mesurée a 430 nm aprés dix minutes d'action. Dans les
mémes conditions et selon les mémes procédures de dosage, l'acide gallique est utilisé pour

produire la courbe d'étalonnage. Les résultats sont les suivants :

Exprimé en mg d'acide gallique équivalent a 100 g de poids sec de pulpe (mg re/100g). Toutes les

mesures sont répétées trois fois.
e Méthode :

1 ml d'échantillon dilué est mélangé a 1 ml de solution de chlorure d'aluminium méthanolique a
2%. Solution de chlorure d'aluminium a 2%. L'absorbance du mélange réactionnel est mesurée a
430 nm a l'aide d'un spectrophotometre et la teneur en flavonoides est exprimée en g par g

d'équivalent d'acide gallique.
V.3. Dosage de ’activité antioxydant

La méthode DPPH (diphénylpicrylhydryle) est basée sur la réduction d'une solution alcoolique de
I'espéce radicalaire stable DPPH en présence d'un antioxydant donneur d'hydrogéne (AH),
aboutissant a la formation de la forme non radicalaire. DPPH-H (Diphénylpicrylhydrazine). La
réduction de DPPH+ en DPPH-H change sa couleur violette en jaune. L'intensité de la couleur
jaune est proportionnelle a la capacité de donneur de protons des antioxydants présents dans le
milieu (Sanchez-Moreno, C. 20). Les donneurs d’hydrogene sont considérés comme de puissants

antioxydants.
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On peut résumer la réaction sous la forme de I'équation :

DPPH+ (AH)n===== DPPH-H+(A) n

Figure 28 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH+ entre I’espéce radicalaire

DPPH+ et un antioxydant.

Le DPPH est caractérisé par son adaptation a plusieurs échantillons dans une courte durée, il est
assez sensible pour détecter les ingrédients actifs a des basses concentrations, a cet effet, il a été
employé pour le criblage des activités anti radicalaires des extraits végétaux Harborne J.B.,
(1998.)

e Protocole

Dans notre étude, ce test a été réalise selon le protocole de Blois, M.S. Evalué depuis 1958. Une
solution de DPPH est préparée au préalable en dissolvant 4 mg de DPPH dans 100 mL de méthanol.
Brievement, 0,5 ml de solution méthanolique de DPPH (0,2 mm) a été mélangé avec 1,5 ml de
differentes dilution d'extrait végétal (1/2, 1/4, 1/6, 1/8, solution mére). Le mélange obtenu est

ensuite conserveé a température ambiante pendant 30 minutes a I'abri de la lumiére.

Puis I’absorbance est mesurée & 517 nm contre un blanc composé de Méthanol, Un contrble est

composé de methanol et solution méthanolique de Dpph (Ait Braham et Belhamel, 2016).
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Le pourcentage d'activité anti radicalaire est estimé selon I'équation suivante : % d'activite anti
radicalaire = (Al - A2/ Al) x 100

Al : absorbance du contrdle
A2 : Absorbance en présence de I’extrait.
Evaluation de la puissance anti radicalaire en calculant 1C50.

IC50 (concentration inhibitrice de 50) est la concentration de I'échantillon d'essai requise pour
réduire les radicaux DPPH de 50 %. Les valeurs d'1C50 sont calculées graphiquement a partir du
pourcentage d'inhibition correspondant aux différentes concentrations des extraits testés (Torres
et al. 2006). La valeur IC50 la plus basse correspond a la puissance la plus élevée de I'extrait. Les

valeurs d'IC50 sont exprimées en pg/ml.

Dans toute I'expérience, chaque test a été exécuté 3 fois et les résultats sont calculés en utilisant la
moyenne des 3 tests. (Répéter 3 fois pour chaque concentration). En utilisant différentes

concentrations d'extrait : 8, 4, 2, 1, 0.5mg/ml,

Figure 29 : dosage du DPPH
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Figure 30 : spectrophotométre

V.4. Dosage de L’activité antibactérienne :

e Les souches bactériennes testées

Les souches de référence de I’American Type Culture Collection (ATCC) sont utilisées pour

examiner 1’activité antibactérienne des trois extraits (02) de cette étude. Le tableau décrit toutes

ces souches.

Tableau 04 : Tableau descriptif des différentes souches bactériennes testées.

Les bactéries testées Gram

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Négatif
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positif
Escherichia coli ATCC 25922 Négatif
Bacillus cereus ATCC 11778 Positif
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Etude de P’activité antibactérienne des extraits de Punica granatum et Zingiber

officinale :

Préparation des suspensions bactériennes

Une culture pure et jeune avec un &ge de 18 heures est utilisée pour créer une suspension
bactérienne avec une densité égale a la norme 0,5 (108 UFC.mL-1). (Normes McFarland).

Gratter quelques cellules identiques bien isolées avec une boucle de platine de boites de

Pétri qui avaient déja été semées ;

Les colonies doivent étre placées dans de 1’eau physiologique stérile (NaCl) contenant 0,9 %
de chlorure.

Mélanger complétement la suspension bactérienne.

Standardiser la suspension a 1’aide d’un spectrophotomeétre avec une densité optique

calibrée entre 102 et une longueur d’onde de 625 nm.
Cette densité est égale a 108 UFC/ml lorsqu’elle est mesurée a 625 nm.

Si la DO est faible, I’inoculum bactérien peut étre ajusté en fonction de la charge, ou s’il

est trop lourd, de I’eau physiologique stérile peut étre ajoutée.

Apres la préparation de I’inoculum, 1’ensemencement devrait prendre moins de 15 minutes.

Figure 31 : Préparation des suspensions bactériennes
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- Préparation des dilutions des extraits
Les extraits ont été repris avec le diméthyl sulfoxyde (DMSO), les dilutions des
Extraits sont réalisées a analyses selon les méthodes suivantes :

e Solution mére SM : 100mg d’extrait avec 1ml de DMSO [100%].
e T%:0,5ml d’extrait de SM avec 0.5ml de DMSO [50%].

e TY¥ :0.5ml d’extrait de T% avec 0.5ml de 1DMSO [25%)].

e T%:0.5ml d’extrait de T% avec 0.5ml de DMSO [12.5%)].

- Le protocole de I’activité antibactérienne

L’étude est réalisée en utilisant la méthode de diffusion de I’agar, d’abord créée pour les
antibiotiques, par des disques imprégnés d’extraits (Figure 21), également connue sous le nom de

méthode de I’aromatogramme ou du disque, conformément au protocole ( SokmenA., et al.)

ﬂqu.‘ die papier o B
aribibé dhude __ Tapis bactérien )

esserliels -~ "

1 |I s —_— I|
. ) e / |Incubadon a 37%C | Y !
HOCluE ~— N i k i 4
et irien S " |pendant 24 heures | | |94
e T

[ Pt -
Boite -.1-_.- Pétri Dhiamétre
avee _gf-'k-bl-' d'inkibition

Figure 32 : Principe de la méthode de diffusion par disques (Aslani, N., E et al.2017)

L’¢étude est réalisée en utilisant la méthode de diffusion de 1’agar, d’abord créée pour les
antibiotiques, par des disques imprégnés d’extraits (Figure 21), également connue sous le nom de

méthode de I’aromatogramme ou du disque, conformément au protocole (SokmenA., et al.)

Le protocole utilisé est celui indiqué dans et est exécuté comme suit :

- Une micropipette de 100 pl de chaque suspension bactérienne normalisée a été distribuée
uniformément a I’aide d’un rateau a pipette Pasteur avant d’étre ajoutée aux géloses Mueller

Hinton (MH) qui avaient été placees dans des boites de Pétri
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- Des disques de papier stérile filtre de 6 mm de diamétre ont été imprégnés avec 5 ul d’une
solution d’extrait contenant 5 % (v/v) de DMSO et laissés sécher pendant une courte
période (pas trop longtemps pour empécher 1’évaporation de 1’extrait).

- Ces disques ont été placés au centre des boites de Pétri contenant les agars semés pour
chaque souche bactérienne examinée.

- Pour étre utilisés comme témoins négatifs, des disques supplémentaires pré-ensemenceés
avec de5 pl DMSO ont été placés dans des boites de géloses MH de chaque souche
bactérienne testée.

- Des disques d’antibiotiques ont été placés dans des boites contenant des échantillons
normalisés de bactéries pour créer des témoins positifs. Deux essais ont été effectués (figure
22).

Figure 33 : préparation des disques dans les boites de géloses MH

- Pendant 24 heures, les boites sont incubées a 37 °C dans 1’étuve.

Aprés 24 heures d’incubation, les résultats ont été lus en déterminant les diametres des zones
d’inhibition, qui ont été effectués en faisant la moyenne des deux diamétres perpendiculaires qui
ont traversé le centre du disque et ont donc éteé calculés comme un halo translucide entourant le

disque en (mm).
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Les résultats sont lus en fonction du diameétre de la zone inhibitrice autour de chaque disque,

exprimé en (mm) : (djabou et sambucus. 2006).

—Résistante (-) : diamétre < 8 mm.
— Modérément sensible (+) : diamétre compris entre 8 et 14mm.
— Sensible (++) : diametre compris entre 14 et 20mm.

— Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20mm.
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V1. Screening phytochimiques :

Les tests de screening phytochimique ont été réalisés sur deux différents extraits préparés a partir

des Punica granatum L. et zingiber officinale, Ils sont réalisés dans le but de déterminer les

différents groupes chimiques présents dans les deux especes étudiées.

Les tests de caractérisation sont basés sur des essais de solubilités des constituants, des réactions

de précipitation et de turbidité ou encore un changement de couleur spécifique.

e L’espéce punica granatum L

Tableau 05 : Résultats d’analyse phytochimique des métabolites secondaire (Punica

granatum L.)

Composeés recherchés

Alcaloides

Composés réducteurs

Acides aminés
Les stérols et les tri-
terpenes

Coumarines

Anthraquinones
Glucosides cardiotoniques
Flavonoides

Mucilage

Tanins

Saponosides

Réactifs  utilisés

Wagner

Liqueur de Fehling
Réactif d’amidon
Ninhydrine

Réaction Libermann Buchard

KOH HCI

NH40H & (10%)
Réactionde  Keller-kiliani
Mg++

alcool absolu

FeCI3

Acide  sulfurique
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Les résultats sont classés comme suit :

(+++) =Tres Riche (Réaction franchement positive).
[1 (++) = Riche (Réaction moyennement positives.
[J (+) = Trace (Réaction faiblement positifs).

[ (-) =Absence (Réaction négative).

1 (/y=Réaction non effectuée.

Les résultats de screening phytochimique montrent une forte présence des coumarines, des
Flavonoides et des tanins et alcaloides et une présence, en quantité minime, des saponines, des
composés réducteurs ainsi qu’en anthraquinones.

Notons enfin, I’absence totale du mucilage, des acides aminés et des stérols

Nos résultats sont en accord avec ceux trouves par Belkacem et al. (2014) qui ont montré que
Les constituants majoritaires des extraits d’écorce de Punica granatum sont les tanins et les
Flavonoides.

Nos résultats obtenus par Douaouri et Djebli en 2018 vont dans le méme sens que les notre.
IIs ont pu extraire des antioxydants a partir de I’écorce du fruit de grenadier en utilisant
Comme solvant : I’eau et le méthanol. Ils ont rapporté la présence des flavonoides, des tanins

Et des alcaloides dans leurs extraits avec une absence totale en stérols.
e L’espece Zingiber officinale :

Les résultats des tests de screening phytochimique de cette espece sont illustré dans le
Tableau 06.
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Tableau 06 : Résultats d’analyses phytochimiques des métabolites secondaires (zingiber

officinale)

Tanins
Saponosides

Flavonoides
Glucosides

cardiotoniques

Coumarines

Anthraquinones

Amidon
Alcaloides
Mucilage

Acides Amines

Composés réducteurs

Stéroides et Tri-terpénes

Quinones libres

Réactifs
Utilisés
FeCI3
Indice de mousse
I\/Ig++
Réaction de Keller-
kiliani
KOH et HCI
NH40H (10%)

Réactifd’amidon
Wagner
Alcool absolu

La ninhydrine

acetique

Liqueur de Fehling

Réaction
Libermann
Buchard

quelques gouttes de

NaOH (1/10)

E.
Ethanolique
+

++ +

+++

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons la présence des Saponosides , des alcaloides, des

quinones libres, des composés réducteurs en quantité importante. En revanche, les résultats

montrent que les extraits de gingembre sont dépourvus en flavonoides, glucosides,amidon

,anthraquinones et en acides aminés .en fin on remarque 1’absence totales des mucilage
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Les résultats obtenus sont analogues a ceux trouvés par (AMARI .S.2016).ces dernier ont montré

que la Zingiber officinale contient des quinones libres, des tanins et Des composés réducteurs.
VII. Tests quantitatifs

VII.1. Le taux de la matiére séche :

80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
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Taux de I'hnumidité et de la
matére séche%
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Figure 34 : Teneur en eau et le taux de matiere séche des écorces de punica granatum
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Figure 35 : Teneur en eau et le taux de matiére séche des rhizomes de zingiber officinale

Le taux moyen d’humidité pour les écorces de punica granatum et les rhizomes de zingiber
officinale sont de 72.04% et 90.01% respectivement alors que le taux moyen de la matiére seche

est de 28.01%et 9.99% respectivement. Ce qui prouve que la majeure partie du poids de grenadier
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et de gingembre c’est I’eau. C’est pour ¢a il faut faire le séchage des plantes avant leur extraction
et pour cela le stockage des plantes médicinales ou leurs extraits avec une teneur élevée en eau

cause sa pourriture ainsi que 1’oxydation de ces molécules bioactives.

VI11.2. Le rendement

Les rendements d’extraction de « Punica granatum L » « zingiber officinale. » ont été

déterminés par rapport au matériel végétal sec, et les résultats obtenus sont représentés dans la
figure (25,26)

28,09%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%

10,00%

Rendement %

5,00%

0,00%

Figure 36 : Rendement en extrait brut de Punica granatum L.
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21,86%
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Figure 37 : Rendement en extrait brut de zingiber officinale

Au vu des résultats rapportés dans la Figure 25 et Figure 26. Il apparait qu’il y a un grand écart
entre le rendement des extraits éthanoliques de Punica granatum L. et de zingiber officinale. Ces
rendements sont estimés de 28.09% et de 21.86% respectivement. Les travaux de (Igbal, S., et
al.2008) ont donné des résultats similaires a celles que nous avons obtenues dans notre étude. En
revanche, une étude menée par Douaouri en 2018 a réveélé des rendements supérieurs aux notre.

Cette divergence dans le rendement peut s’expliquer par

L’influence de plusieurs parametres tels que la méthode d’extraction utilisée. 1l est important de
souligner que les conditions dans lesquelles 1’extraction est effectuée affectent le rendement et par

conséquent les activités biologiques
VIII. Les parametres biologiques

VI11.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des extraits préparé a partir de 1’écorces de Punica granatum
L. et le zingiber officinale L. a été effectué par la méthode spectrométrique adapté avec le réactif
de Folin — Ciocalteau. L’acide gallique a été utilis¢ comme standard. L’absorbance a été lue a une

longueur d’onde de 765nm.
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Les résultats obtenus pour 1’acide gallique sont représentés dans une courbe d’étalonnage (figure),

ayant 1’équation suivante : Y= 1,5206 x - 0,00029%t R? = 0,9952
Avec :

Y : valeur d absorbance

X : concentration d’étalon en mg /ml

R2 : coefficient de corrélation.

DO
y =1.5206x-0.0029
1.5 2 -
[ O{)q)
1 R
-
5 0.5
"
0 o
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
0.5
CONCENTRATION
MG/MI
® DO evvennn Linéaire (DO)

Figure 38 : Droite d’étalonnage de I’acide gallique.

Les composeés phénoliques constituent le groupe le plus abondant de composés phytochimiques
présents dans les plantes, leur quantité étant exprimée en composés phénoliques totaux, comme le
montrent les histogrammes ci-dessous

e L’espéce Punica granatum L .

Les résultats des polyphénoles totaux des écorces de punica granatum.L sont représentés dans la
figure
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Figure 39 : Teneur en polyphénols totaux de Punica granatum L

L’éthanol est utilisé pour extraire les composés phénoliques a partir de la poudre des écorces de

grenadier (punica garanatum.L).

D’aprés les résultats obtenus, on constate que 1’éthanol a la capacité d’extraire les composés
phénoliques totaux. Et la valeur de la teneur enregistrée dans 1’extrait éthanolique est de 17.22 g
EAG /g

e Discussion :

Nos résultats concernant le dosage des composées phénoliques totaux dans I'extrait éthanolique
de I'écorces de punica granatum .L. est supérieure a a celle obtenue par ( DOUKANI, K., Et
al.2018)qui ont trouvé des teneurs égales a 0.89 et 4.125mg EAG/g pour 1’extrait aqueux et hydro-
éthanolique respectivement dans la région de Tiaret. Et aussi, une autre étude menée par (Benjamin

L.2018) Les teneurs qui ont été relevées sont de (80mgEAG /q)
L’espéce zingiber officinale :

Les résultats de la teneur en polyphénols totaux des zingiber officinale . sont représentés dans la

figure
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Figure 40 : Teneur en polyphénols totaux de zingiber officinale
L’éthanol est utilisé pour extraire les composes phénoliques de poudre des rhizomes de gingembre

D’aprés les résultats obtenus on remarque que 1’éthanol a la capacité d’extraire les composés

phénoliques .Et la valeur de la teneur enregistrée dans 1’extrait éhanolique est 29.580 g MAG/g
e Discussion

Nos résultats concernant le dosage des composés phénoliques totaux dans I'extrait éthanolique de
zingiber officinale. Montre qu’ils contiennent des polyphénols mais en faible quantité (29.580¢
Eag /g) d'extrait sec), d'ou une concentration proche a celle rapportée par (BEGGAS .L,
BENDOUKHANE.m,. 2017) et (AMARI .S, .2016) qui montre que 1’extrait de la plante est riche

en polyphénols totaux.
VI111.2. Dosage des flavonoides totaux :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI13) cité par (Djeridane A.et al.2007),; est utilisee

pour quantifier les flavonoides dans les extraits.

Le quercétine est le standard le plus souvent employeé dans cette méthode. La teneur en flavonoides
est exprimée en milligramme d'équivalent de quercétine par gramme de matiere fraiche (mg EQ/g

de MF).. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage (figure)
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y =0,0344x + 0,0181
R2 =(,9992
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Figure 41 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des flavonoides de 1’extrait méthanolique
De Zingiber officinale a était estimée par 1’équation de la courbe :
y=0.0344x + 0,0181avec un coefficient R2=0,9992 Avec :
Y : valeur d absorbance
X : concentration d’étalon en mg /ml
R2 : coefficient de corrélation.

Les résultats de la teneur en flavonoides des I’extrait étudié sont présentés dans les histogrammes

ci-dessous :
e L’espeéce Punica granatum L .

Les résultats de la teneur en flavonoides totaux des écorces de Punica granatum.L sont représentés

dans la figure.
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Figure 42 : Teneur en flavonoides totaux de Punica granatum L
Les concentrations des flavonoides (Figure) sont relativement importantes dans I’extrait

Dans leur majorité, les teneurs en flavonoides sont de 47.35 g EQ /g de matiére seche dans I’extrait

éthanolique.
e Discussion :

Ces résultats concordent avec ceux de (Parashar, S.et al.2014) qui rapporte que la concentration
totale en polyphénols et flavonoides serait plus importante dans 1’écorce du grenadier, par rapport

aux autres parties du méme fruit
Les résultats obtenus par I’équipe d’Elfalleh en 2012, ont révélé que 1’extrait
hydroéthanolique posséde une teneur élevée en flavonoide estimées a 51.52 mg EQ/g
Cette grande variation peut étre due a la différence des solvants utilisés, aux procedés
D’extractions utilisées ou les conditions de stockage et de travail.

o L’espéce zingiber officinale :

Les résultats de la teneur en flavonoides totaux des rhizomes de zingiber officinale sont

représentés dans la figure.
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Figure 43 : Teneur en flavonoides totaux de zingiber officinale
Les résultats obtenus montrent que 1’extrait éthanolique des rhizomes de Zingiber officinale
Présente une teneur en flavonoides de 95.630 g EAG/g.

Discussion :

Ce résultat similaire a ceux obtenus par (AMARI .S.2016) et (BEGGAS .L,. BENDOUKHANE.

m,. 2017) qui montrent que 1’extrait de la plante est riche en flavonoides.

80



Résultats et discussions

VI1I11.3. Pactivité antioxydant des deux espéces étudiées

» L’espéce Punica granatum L
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Figure 44 : Activité antioxydant des différentes concentrations d'extrait éthanolique du grenadier

Les résultats montrent que la solution mére 100% et la dilution 50%, 25%, 12.5 %. 6.25% de
I’extrait éthanolique d’écorce de grenadier inhibe 88.4%, 50.2%, 32.3%, 22% <14.8%
successivement du DPPH. Le pourcentage d’inhibition du radical libre diminué avec la

concentration des extraits.

Les résultats de cette expérience obtenus révélent que I’extrait de 1’écorce de fruit de Punica
granatum posséde une activité anti radicalaire de 1’ordre de 88,4% C’est-a-dire trés proche des
résultats de lairini et al, 2014 qui sont 87,43%.

Et par conséquent, le fruit posséde une activité antioxydante importante, cette activité est attribuée

a sa richesse aux composes phénoliques. En effet les travaux réalisés par Kang et al.,

Negi et Jayaprakasha, (2003) ont rapporté que I’extrait d’écorces de la grenade présent une forte

activité antioxydante dans le test de DPPH.

Une autre etude de Zahin et al. (2010) a trouvé des pourcentages d’inhibition de 83,2% pour les

fractions d’éthanol. Ces résultats sont considérés comme supérieurs a celui de notre échantillon.
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Cette différence de résultats est probablement due a la diversité de la composition chimique et aux

facteurs intrinséques et extrinséques

La teneur élevée en composés phénoliques de I’extrait de zeste de grenade peut expliquer sa forte
activité antioxydant. Dans une étude de I’activité antioxydant de plusieurs extraits d’écorces de
fruits, tels que la grenade et la banane, 1’écorce de grenade a montré I’activité de piégeage des

radicaux DPPH la plus élevée (Okonogi et al., 2007).

Les résultats du test de piégeage des radicaux libres DPPH indiquent que les composés de I’écorce
de grenade peuvent piéger les radicaux libres par le biais de mécanismes donneurs d’électrons ou
d’hydrogéne, initiant potentiellement des réactions en chaine radicalaires nocives dans des matrices
sensibles telles que les membranes biologiques. . Cela suggére que les composants de la peau de
grenade peuvent étre des agents thérapeutiques utiles pour traiter les dommages pathologiques

induits par les radicaux (Abdelazin et al. 2011).

% inhibition
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C
2 60
=
2
£ 40 y=9,6272x + 11,696
B R%=0,9985
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Figure 45 : Pourcentages d’inhibition du radicale DPPH par les différentes concentrations de
grenadier

y=9,6272x+11,696

x=1C50et y=50 DONC 50=9,6272x+11,696
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x=50-11,696/9,6272
X=1C50=3,98 mg/mi

L’extrait de grenadier a montré une activité antioxydante en inhibant la coloration DPPH avec une

valeur 1C50 de 3.98 mg/ml

Une étude de Zahin et al., (2010) conduite sur 1’extrait éthanolique de la peau de grenade donne

pratiquement le méme résultat avec 83.2% d’inhibition du radical DPPH avec une IC50 de 35

pg/ml.

La différence résultante des valeurs IC50 est probablement due au fait que la réaction DPPH est
trés sensible a l'environnement de réaction et la différenciation de concentration d'extrait et

diversité de la composition chimique et aux facteurs intrinseques et extrinséques.

> Pour L’espéce zingiber officinale :
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Figure 46 : Activité antioxydant des différentes concentrations d’extrait hydroéthanolique du

gingembre

L’oxydation des biomolécules provoque diverses maladies pathologiques telles que
I’artériosclérose et le cancer. Ces dommages sont causés par les radicaux libres. Pour cette raison,
le concept de pharmaconutraceutiques qui bloquent les radicaux libres avec des antioxydants est

devenu un domaine de recherche intense (Gounder et Lingmallu, 2012). Selon Atashak (2014),
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le [6]-gingérol ont montré une puissante activité antioxydant in vitro. L’activité antioxydant de
I’extrait Hydroéthanolique de plantes contenant des composants polyphénoliques est connue pour
étre due a leur capacité a devenir des donneurs d’hydrogeéne ou d’électrons et a piéger les radicaux
libres. L’analyse DPPH est I’un des tests utilisés pour démontrer la capacité des composants de

I’extrait de gingembre a agir comme donneurs d’atomes d’hydrogéne (Stoilova et al. 2007).

Les résultats montrent que la solution mere 100% et la dilution 50%, 25%, 12.5 %. 6.25% de
I’extrait Hydroéthanolique d’écorce de grenadier inhibe 59.30%, 32.80%, 21.70%, 15.40%,10%
successivement du DPPH. Le pourcentage d’inhibition du radical libre diminué avec la

concentration des extraits.

L’extrait obtenu a montré une capacité scavenging du DPPH, le moins actif avec un pourcentage
d’inhibition qui est de 59.30%, bien que son Extrait est riche en polyphénols et flavonoides par

rapport aux autres extraits.

Nos résultats montre une activité antioxydant avec un taux d’inhibition proche a Celui trouvé par
Ghasemzadeh et al., (2015) qui a travailler sur le protocole D’optimisation pour I’extraction du 6-
gingérol et du 6-shogaol de Zingiber officinale, ce Dernier a trouve des teneurs situent entre 62,5%.
Et 89%.
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Figure 47 : Pourcentages d’inhibition du radicale DPPH par les différentes concentrations de

gingembre
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y=6,3946x+8,0167

x=I1C50et y=50 DONC 50=6,3946x+8,0167
x=50-8,0167/6,3946

X=1C50=6,5 mg/ml

Les résultats obtenus.

L’extrait de gingembre a montré une activité antioxydant en inhibant la coloration DPPH avec
une valeur 1C50 de 6.5 mg/ml. Cependant, par rapport a la capacité de piégeage des radicaux libres
du DPPH, Ce résultat est proche a celui trouvé par AMARI S. (2016) qui a montré que I’extrait de

gingembre. Posséde une activité antioxydant avec une 1C50 de 5,23 mg/ml.

La différence dans les résultats de valeur IC50 est probablement causée La réaction DPPH est

trés sensible a I’environnement de réaction.

Gingembre contient une proportion trés ¢levée (3,85 mmol/100 g) d’antioxydants totaux,

surpassee uniquement par la grenade et certains types de baies (Halvorsen et al. 2002).

Les résultats présentés montrent que I'activité anti radicalaire est proportionnelle a la concentration
des radicaux libres, car le pourcentage d'inhibition des radicaux libres augments avec

I'augmentation de la concentration des différents extraits de plantes.

Par conséquent, notre étude a révélé que gingembre et le fruit de la grenade, qui contient de
grandes quantités de polyphénols et de flavonoides, joue un réle important dans I'activité

antioxydant et peut étre utilisé comme source naturelle d'antioxydants.
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VI1I1.4. Pactivité antibactérienne des deux especes étudiées

» L’espéce Punica granatum L

Tableau 07 : Résultats d’activité antibactérienne.

Extrait

Souches Punica granatum L.

P. aeruginosa

E. Coli
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S. aureus

B. cereus

Le tableau 08 présente les résultats des essais de susceptibilité de quatre souches effectués a 1’aide
de la méthode de diffusion des disques.

Tableau 08 : Résultats d’activité antibactérienne pour 1’extrait de Punica granatum L.

Pseudomonas Escherichia. | Staphylococcus | Bacillus cereus
aeruginosa Coli aureus
SM 16mm 18mm 20mm 14mm
C1 14mm 14mm 15mm 12mm
C2 12mm 13mm 12mm 11mm

SM : la solution mére = 100 mg/ml ; C1 (1/2) = 50 mg/ml ; C2 (1/4) = 25mg/ml.
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e Interprétation :
IIs ont classe le diametre des zones d’inhibition (D) de la croissance microbienne comme
Suit :

> Non sensible (-) : D <8 mm
» Sensible (+) : 9 <D < 14 mm
» Trés sensible (++) : 14<D <20 mm

> Extrémement sensible (+++) : 20 < D mm

Les résultats obtenus montrent que, la souche la plus sensible Staphylococcus aureus G+ presque
pour SM, C1, C2.

La différence morphologique entre les bactéries Gram positif et Gram négatif pourrait expliquer la
variation de sensibilité. Ces derniers ont une membrane phospholipidique a I’extérieur qui est riche
en composants lipopolysaccharides structurels. Les bactéries a Gram positif sont plus sensibles
parce qu’elles ne contiennent qu’une couche de peptidoglycane, qui est inefficace comme barriére

de permeabilité.
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> Pour L’espéce zingiber officinale :

Tableau 09 : Résultats d’activité antibactérienne.

Souches

Extrait

Zingiber officinale

E. Coli

P.aeruginosa
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S. aureus

B. cereus

Les différents diamétres d’activité antibactérienne d’extraits de Zingiber officinale par rapport aux

quatre échantillons d’essai sont présentes au tableau 10.

Tableau 10 : Résultats des différents diamétres d’activité antibactérienne pour I’extrait de Zingiber

officinale
Pseudomonas Escherichia. | Staphylococcus | Bacillus cereus
aeruginosa Coli résistant aureus résistant
SM 10mm 11mm 14mm 10mm
C1 9mm 9mm 10mm 8.5mm
C2 8.5mm 8.5mm 9mm 8.3mm

e Interprétation :

Bien que I'utilisation du éthanol ait considérablement augmenté la sensibilité des pathogenes
étudiés aux extraits dissous de DMSO, tous les extraits semblaient insensibles aux souches
testées (E. coli, P. aeruginosa, S. aureus et B. cereus) dans le test antibactérien.
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> Discussion

D’apreés les résultats, il semble que Punica granatum L. ait un impact antibactérien sur toutes
les souches qui ont été étudiées. L’étude de Prashanth et al. (2001) a prouvé que I'extrait
¢thanolique était plus actif que les extraits d’eau contre ces souches. Nos constatations sont

similaires a celles de cette étude.

Nos résultats concordent avec ceux d’Alexandre et al. (2019), qui ont découvert une activité
antibactérienne dans les deux extraits de Punica granatum L. contre la bactérie Bacillus cereus.
Contrairement aux bactéries Gram- négatives, les bactéries Gram+ positives n’ont pas de
membrane externe, ce qui facilite la diffusion des acides phénoliques a travers la paroi cellulaire.
La différence de résistance des bactéries Gram positives et Gram négatives a 1’effet des composés
phénoliques peut s’expliquer par la membrane interne des bactéries Gram négatives agissant

comme une barriére a I’acidification excessive (Alexandre et al., 2019).

Pour les espéces de gingembre (Z. officinales). D’aprés les résultats de 1’étude, certaines
mesures antimicrobiennes ont été demontrées ; I’extrait de gingembre était le plus efficace contre
S. aureus - mais relativement faible pour E. coli, P. aeroginosa, B. cereus ceci est confirmé selon
(Silva et al., 2009). . Un certain nombre d’études ont montré que, bien que les extraits organiques
et les huiles essentielles de diverses plantes empéchent considérablement la croissance des souches
testées, les extraits aquatiques de ces plantes n’ont aucune activité antimicrobienne (Candan et al.,
2003 ; Sokmen et al., 2004 ; Tepe et al., 2005).

D’apres ces résultats, il indique que la variation de I’activité antibactérienne est probablement
attribuable a des bactéries ayant une sensibilité et/ou une sélectivité variables pour les extraits de
plantes. Ceci explique pourquoi I’activité antibactérienne differe entre les plantes et les germes.
Yameogo, (2003). Weber et al., (1996) ont découvert que les produits chimiques phénoliques sont
connus pour étre nocifs et qu’ils cibleraient les enveloppes microbiennes comme la membrane et

la paroi du plasma.
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Conclusion

Aujourd’hui, de nombreuses plantes médicinales ont des propriétés biologiques importantes qui
sont utilisées dans une variété d’entreprises, y compris les professions pharmaceutiques et

médicales.

Dans notre travail, nous nous intéressons particulierement a la composition phytochimique des
deux herbes médicinales Punica granatum L. et Zingiber officinale, ainsi que leurs flavonoides,

leurs propriétés antibactériennes et leur potentiel antioxydant.

La richesse des métabolites secondaires de nos plantes a été découverte par criblage
phytochimique. Nous avons identifié Punica granatum L. et Zingiber officinale. Comme
particulierement riches en flavonoides, coumarines, alcaloides, glucosides, tannins, quinones,

polyphénols et terpénes.

Apres extraction au méthanol, les rendements des extraits secs des deux plantes sont trés
incohérents. L’espece Zingiber officinale a un rendement de (10 %), tandis que 1’espéce Punica
granatum L. a le rendement le plus élevé a (28 %). Les extraits aqueux (22,16 %) et (27,96 %),

respectivement, des deux especes ont été mentionnés.

L’effet des extraits testés sur les quatre souches bactériennes choisies, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus, révéle une sensibilité et une
résistance variables selon la souche étudiée. Cela a été déterminé par la méthode de diffusion

moyenne a I’aide de gélose.

Punica granatum et Zingiber officinale ont montré un effet antibactérien négligeable pour les deux
souches, selon les résultats d’expériences sur 1’activité antibactérienne. (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus), et 1’absence d’un tel effet dans les souches de (Bacillus Cereus,

Pseudomonas aeroginosa).

En perspective, Il serait donc trés intéressant de compléter cette étude Au futur et d’encourager
d’autres études complémentaires et approfondies utilisant d’autres méthodes d’extraction
modernes et d’analyse plus efficaces, Ceux-ci incluent la distillation d’hydrogéne, le CO2
supercritique, le cryobroyagenet la centrifugation différentielle, extraction par d’autres solvants, le

relargage. Cela permet non seulement la quantification mais aussi la qualification des composés et



Conclusion

les principes actifs de la grenadier et gingembre. Nous testons ensuite leur efficacité contre d’autres

activités biologiques et ¢lucidons leurs mécanismes d’action par exemple :

Activité anticoagulant

- Activité antidiabétique

- Activité cytotoxique

- Activité antiviral comme Anti-herpes
- Activité anti-inflammatoire ;

- Activité anticancéreux

- Antiparasite

Propriété anesthésique, analgésique

On aimera bien doser d’autres parametres et faire d’autres testes des composés réducteurs, les

huiles essentielles, O- hétérosides...etc., pour améliorer nous résultats.

Enfin, notre objectif est de mettre en évidence ces deux plantes, qui ont toujours été populaires
dans la médecine ancienne, et de poursuivre les recherches analytiques pour découvrir de nouveaux

composeés actifs qui peuvent étre des réponses a de nombreuses maladies et problemes de santé.
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