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Résumé

La présenteétudecontribue a la valorisation d’une plante médicinale appartenanta la famille
des Lythracées, « PunicagranatumL. ». Le travail consiste enla caractérisation phytochimique
de ID’extrait aqueux de I’écorce du fruit et I’évaluation des activités antioxydantes,

antimicrobiennes, anti-inflammatoires et anti-spasmodiques.

Le criblage phytochimique réalis¢ sur 1’infusé de 1’écorce du fruit de grenadier, a révélé la
présence des plusieurs métabolites secondaires telle que les flavonoides, les alcaloides, les

tanins.

L’évaluation in vitro de 1’activité anti-oxydante réalisée par deux méthodes : piégeage du
radical libre DPPH et la réduction du fer FRAP de I’extrait aqueux d’écorce de
Punicagranatum L. a montré que ce dernier est dot¢ d’un pouvoir antioxydant important par
rapport a 1’acide ascorbique.

Les effets anti inflammatoires et antispasmodiques ont montré que 1’administration orale de
I’extrait aqueux de PunicagranatumL. a une dose de 500mg/mlinduit d’une part, la réduction
du pourcentage d’cedéme de (42.83%) et d’autre part, un pourcentage de protection de
(38.78%).

En outre, le test antimicrobien a révélé la sensibilité des souches microbiennes vis-a-vis de
I’extrait testé. Les bactéries Gram+ (Staphylococus aureus, Bacillus subtilis) sont les plus
sensibles avec des diamétres des zones d’inhibition importants (26-18mm, respectivement)
par rapport aux bactéries Gram- (E.coli, 15 mm). L’extraitaqueux a révélé un effet
antifongique important vis-a-vis de candida albicans(3 1mm) et

Aspergillusbrasiliensis(21mm).

Mots clés : PunicagranatumL., extrait aqueux,criblage phytochimique, activités

antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antispasmodiques.



Abstract

The present study contributes to the valorisation of medicinal plants, belonging to the
Lythraceafamily «punitagranatum L. ».  This work consists in the phytochemical
characterization of fruit's bark of the aqueous extract and the evaluation of antioxidants,
antimicrobial, anti-inflammatory and spasmodic activities.

The phytochemical screening is realized by the infusion of Grenadier fruit's bark, revealed
with the presence of several and secondary metabolites such as flavonoids, alkaloids and
tannins

In vitro evaluation, the antioxidant activity is realized through two methods: trapping of
radical free DPPH and the reducing of iron FRAP, which is found in the bark of aqueous
extract in aqueous extract of Pumicagranatum L.’s bark.It showed that this latter had an
important antioxidant power in relation with ascorbic acid.

The anti-inflammatory and antispasmodic effects in the oral administration had shown that the
aqueous' extract of PumicagranatumL. at a dose of (500 mg/ ml) induced in one part a
reduction in percentage of edema (42.83%) and in another part a protection in percentage
(38.78%).

In addition, the antimicrobial test revealed the sensitivity of the microbial strains to the extract
tested. Gram + bacteria (staphylococcus aureus,Bacllus subtilis) are the most sensitive with
large inhibition zone diameters (26-18mm), respectively compared to Grame- (E. coli,15mm)
bacteria. The aqueous extract revealed an important antifungal effect against candida albicans
(31) and Aspergillus brasiliensis (21mm).

Key words: Punicagranatum L., aqueous extract, phytochemical screening, antioxidant
activites, antimicrobial, anti-inflammatory, antispasmodic.
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Matériel non biologique :

Annexe 1

1.1. Appareillage, Verreries et Réactifs

Tableau II. Appareillage, Verreries et Réactifs.

Appareillages

Verreries etautres

Réactifs et solutions

- Balance analytique

- Réfrigérant

- Hotte

- Bain marie

- Bec bunzen

- Etuve d’incubation

- Plaque chauffante

- Hydro distillateur de type
clevenger

Balance pour animaux
, Agitateur magnétique,
Haute pour solvants

, ’evaporateur rotatif,

Broyeurélectrique

- Béchers

- Ampoule a décantation
- Pipettes graduées

- Poire - Flacon ombreé
- Sonde de gavage

- Boites de pétri

- Disque en papier

- Ecouvillons

- Pince de laboratoire

- Pipette pasteur

- Tube a essai

- Microplaques

- Micropipette

- Anse de platine

- Pied a coulisse

- Eau distillé

- Eau physiologique

- Diethyl éther

- Méthanol

- Hydroxyde de potassium

- Réactif de Dragendroff —
Butanol

- Acétate de plomb

- Ammoniaque

- FeCl13, H2S04, AICI3

- Propanol

- Acide chlorhydrique

- Alcool isoamylique

- Stiansy

- Acide sulfirique

- Acétate de plomb

- Tween 80

- Rouge de phénol

- Dimethylsulfoxide
(DMSO)

- Solution Héxomédine -

Solution Glibenclamide

1.2. Les milieux de cultures : - Muller-Hinton (MH) -G¢lose de Sabouraud

(GS)




Figure05: Préparation des solutions de DPPH de I’activité anti oxydante
(Originale,2017)

Figure 06 : lecture avec un spectrophotometre(Originale, 2017)



Les calcules des doses utilisées dans activités anti-inflammatoires et
antispasmodiques :

Les doses utilisées :

- 300mg /kg :

On a utilisé 300mg de résidu

300mg » 1000g

7.8 » 26g (moyenne des poids des souris)

7.8 » 0.5

X > 6ml

6ml » 93.6mg = 0.0936¢g
- 500mg/kg:

500mg »1000g

13 > 26

13mg » 0.5ml

X »6oml

156 dilué » 6ml

Préparation de la dose de médicament (LIVOSPASME 8mg):

160mg »  60kg (60000g)
2.66 » 1000g

Y »  26g

0.0676 » 0.5ml

591ml

v

80mg
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Tableau VI: Résultats de I’activité antioxydante par la méthode DPPHvis a vis les
différents concentration de 1’extrait aqueux de 1’écorce de PunicagranatumL. et la vitamine

C.
C mg/ml ABS ABS ABS Moyenne VITC
0 0 0 0 0,000 0,000
0,016 0,514 0,640 0,614 0,589 0,135
0,063 0,908 1,030 1,054 0,997 0,495
0,125 1,403 1,229 1,194 1,275 0,991
0,250 1,7 1,119 1,416 1,412 1,770
0,500 1,748 1,368 1,681 1,599 2,095

Tableau IX :Evolution moyenne des pattes postérieures gauches des souris de chaque lot

L. Extrait aqueux 300 | Extrait aqueux ]
T Diclof
émoin mg/kg 500 mg/kg iclofenac
Souris/
lots PPD PPG PPD PPG PPD PPG PPD PPG
1 0,11 0,16 0,09 0,17 0,12 0,11 0,13 0,14
2 0,12 0,22 0,10 0,16 0,11 0,21 0,13 0,17
3 0,14 0,23 0,12 0,19 0,13 0,18 0,13 0,17
4 0,11 0,18 0,12 0,17 0,12 0,16 0,11 0,17
5 0,12 0,17 0,11 0,15 0,11 0,14 0,12 0,18
Moyenne 0,12 0,19 0,11 0,17 0,12 0,16 0,12 0,17
Ecart
type 0,013 0,028 0,011 0,014 0,010 0,038 0,010 | 0,015




PPD : Poids des pieds droits

PPG : Poids des pieds gauches

Tableau X: Test anti-inflammatoire pour les trois lots testé(témoin, référence, extrait

aqueux).
Lots % d’cedeme | % de réduction d’cedéme
Témoin 58,25 0
Extrait aqueux 300 mg/kg 51,44 11,69
Extrait aqueux 500mg/kg 33,30 42,83
Référence Déclofénac 34,22 41,25




Figure 19: Zones d’inhibitions de la croissance de souches bactériennes testées vis-a-vis de

I’extrait aqueux d’écorce de Punicagranatum L.

Témoin

Extrait aqueux a 50mg/ml

Extrait aqueux a 100mg

Extrait aqueux a 150mg

Extrait aqueux a 200mg
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Introduction

Les fruits du Grenadier (PunicagranatumL.) ainsi que ses graines, son écorce et ses fleurs
sont utilisés depuis des milliers d’années pour leurs propriétés médicinales et thérapeutiques
dans plusieurs régions d’ou cet arbuste est originaire (bassin méditerranéen, Moyen-Orient,
sud de I’Asie et Amérique latine) (Afaq etal., 2005).
L’écorce de grenade montre également une puissante activité antioxydante et antiulcéreuse,
¢galement anti-inflammatoire liées a la présence de polyphénols, de tanins ellagiques et de
tannins hydrolysables maiscompte parmi les plantes médicinales les moins fréquemment
employées dans notre pays acause de 1’ignorance de sa valeur thérapeutique.
Utilisé de fagon empirique, dans les médecines traditionnelles, pour soigner les maladies
gastro-intestinales et les affections parasitaires. Il a été abandonné ensuite en raison de la
toxicité de certains de ses principes actifs, le grenadier fait I’objet, depuis une dizaine
d’années, d’un regain d’intérét, tant sur un plan médical et pharmacologique que sur un plan
cosmétologique,(WALD, 2009).
D’un point de vue pratique, la plupart des travaux de recherches se sont vus concrétisés dans
des projets industriels. Plusieurs marques de produits cosmétiques (Archipelago, Ushuaia,
Tocophea etc.) incorporent les extraits de grenade dans leur gamme des produits, pour ses
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes (Curtay et al., 2008).
A I’égard de ce qui précede, nous sommes intéressées, dans la présenteétude les effets
thérapeutiques de 1’écorce dufruit de grenadier, pour ce faire ; I’objectif assigné a notre travail
consiste a :

e Déterminer les caracteres chimiques de I’extrait aqueux de I’écorce de grenade.

e Déterminer la composition chimique de I’extrait aqueux de 1’écorce de grenadier.

e Déterminer 1’activité antioxydante de I’extrait aqueux de I’écorce de grenadier

e Déterminer ’activité anti-inflammatoire de PunicagranatumL. sur des souris.

e Déterminer [’activité antispasmodique et mettre en évidence 1’effet réducteur de

spasmes de 1’extrait aqueux chez les souris de laboratoires, provoqué par 1’acide
acétique.

e Déterminer I’activité antimicrobienne de 1’extrait aqueux de 1’écorce de grenadier.
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I.1.Phytothérapie

I.1.1 Définition de la phytothérapie :

La phytothérapie est fondée sur une somme d’expériences et de connaissances dont les
origines remontent a plusieurs millénaires (Grunwald et Janicke, 2006). Littéralement, la
thérapie a base de plantes ne décrit pas une spécialité unifiée mais plutét un ensemble
hétérogéne de pratiques se rattachant dont le seul dénominateur commun est 1’'usage d’une
pharmacopée a base végétale(Mercan, 2014).

La phytothérapie, du grec phyto et Therapeia, est I’art de se soigner par les plantes mais pas
n’importe quelles plantes, les plantes médicinales. Ce sont toutes les plantes qui contiennent
une ou des substances pouvant &tre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des

précurseurs dans la synthése de drogues utiles (Sofowora, 2010).

I.1.2. Historique et évolution de la phytothérapie :

SelonCatier et Roux (2004), la Phytothérapie peut revendiquer le titre de « plus ancienne des
disciplines médicales », les plantes médicinales ayant été employées depuis la nuit des temps,
et surtout, partout sur la planéte.

Historiquement, la médecine classique n’existerait pas sans la phytothérapie. Cette derniére
compte parmi les premicres et les plus anciennes méthodes curatives depuis 1’aube de
I’humanité.

C’est avec le développement ultra-rapide des sciences naturelles au XIXe siecle, et
particulierement avec les avancées de la chimie, que I’on a pu isoler des composants purifiés
des plantes et produire leurs dérivés partiellement synthétiques, puis fabriquer de nouvelles
molécules (Meier et al., 2013).

Depuis les années 80, les plantes médicinales ont fait un retour en force, s’appuyant sur des
valeurs slres testées depuis de longues années par nos ancétres. Plusieurs facteurs sont
derriere ce regain d’intéréts tels que, le colit moins ¢levé que les médicaments conventionnels,
la relative disponibilité surtout dans les régions €loignées, la méfiance vis-a-vis des produits
de synthése ou tout simplement 1’envie de consommer " Bio » (WHO, 2004).

Actuellement, la phytothérapie moderne s’efforce principalement de prouver scientifiquement

I’efficacité des remedes a base de plantes et d’en contrdler les risques.
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Ces parametres se mesurent selon des normes internationales et dans le respect des directives

européennes, (Grunwald et Janicke , 2006).

1.1.3. Types de phytothérapie :

On distingue deux types de phytothérapie :

v’ La phytothérapie traditionnelle qui est une thérapie de substitution. Elle a pour but de
traiter les symptomes d’une affection. Ses origines peuvent parfois étre trés anciennes, elle
se base sur l'utilisation de plantes selon les vertus découvertes empiriquement (Wichtl et
Anton, 2009).

v La phytothérapie moderne est basée sur les avancées scientifiques et les recherches des
extraits actifs des plantes. Une fois identifiés ces extraits actifs des plantes sont
standardisés. Cette pratique conduit aux phytomédicaments et selon la réglementation en
vigueur dans le pays, la circulation de ces derniers est soumise a l'autorisation de mise sur

le marché¢ (Monnier, 2002).

1.1.4. La place de la phytothérapie :

1.1.4.1. Dans le monde :

La pratique de la phytothérapie différe selon les pays, car elle dépend des traditions
médicinales et des enseignements donnés dans les différentes facultés de médecine,
(Schanenberg et Ferdinand, 2001).

Cependant, la commercialisation des plantes chinoises ou indiennes pose un certain
nombre de questions, liée a leur provenance, a leur identification et a leur innocuité.
Harmoniser les traitements thérapeutiques, les conditions de détention et de délivrance des
plantes, tels sont les objectifs de I’Union européenne (Schanenberg et Ferdinand, 2001).
En Chine et en Inde, les universités enseignant la médecine traditionnelle fournissent une
formation équivalente a celle de la médecine conventionnelle. En France, plusieurs
universités proposent des cycles de phytothérapie (Paris V et Paris XII, Montpellier, etc.),
mais ce n’est pas encore généralisé (Chevallier, 2007).

En Afrique, I’'usage des plantes date de la nuit des temps, d’anciens textes égyptiens font
état de ’emploi des plantes médicinales, en Afrique du Nord, depuis des millénaires.

Le papyrus égyptiens (environ1500 avant J.C) mentionne environ 700 herbes et de

nombreuses formules et indications (Chevallier, 2007).
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1.1.4.2. En Algérie :

En Algérie, ’'usage de plantes médicinales est une tradition de mille ans. Les premiers
écrits sur les plantes médicinales ont ¢été faits au IXéme siécle par Isha-Ben-Amran et
Abdallah-Ben-Loun¢s, mais la plus grande production de livres a été réalisée au XVIleme
et au XVIlIeme siécle (Benhouhou, 2015).

Méme pendant le colonialisme francais de 1830 a 1962, les botanistes ont réussi a
cataloguer un grand nombre d’espeéces médicinales. En 1942, Forment et Roques ont
publiés un livre de 200 especes végétales d'intérét médicinale et aromatique, la plupart
d’entre elles sont du Nord d’Algérie et seulement 6 espéces sont localisées au Sahara
(Benhouhou, 2015).

La phytothérapie en Algérie est utilisée depuis toujours dans le secteur de la médecine
traditionnelle. Les pharmacopées régionales s’inspirent principalement de la médecine
arabe classique et de I’expérience locale des populations en matiére de soins. Elles reflétent
a la fois I’histoire des Maghrébins et les spécificités de leur environnement naturel
(Bellakhder, 2006).

La phytothérapie est trés populaire, en Algérie. Elle gagne, de plus en plus, d’adeptes,
comme partout dans le monde. Nombreux sont ceux qui croient a la grace de la nature,
pour guérir. En réalité, la phytothérapie, ou, plus exactement, 1’herboristerie a toujours,
existé en Algérie. En 2003, une filiale des laboratoires Magpharm a créé une ligne de
phytothérapie « phytopharm », qui est 'une des premiéres entreprises a avoir introduit la
phytothérapie en Algérie, avec des produits naturels, au service du bien-étre, de la beauté
et de la santé de tout un chacun (Mohammedi,2013).

Elle importe presque la totalité¢ de ses besoins en plantes aromatiques, médicinales et huiles
essentielles. Aussi, la matiére brute de ces plantes est vendue a des prix dérisoires, par
contre le produit fini est importé a des prix exorbitants. C'est pour cela que 1'Algérie
devrait rendre le marché des plantes médicinales une filiere a part entiére afin de tirer

profit de son riche potentiel, a I'instar des autres pays du Maghreb (Boudraa, 2015).
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1.2. Plantes médicinales :

I.2.1. Définition des plantes médicinales :

On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs capables
de prévenir, soulager ou guérir des maladies (Schaunenberg et Ferdinand, 2001).

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particulieres bénéfiques pour la
santé humaine En effet, elles sont utilisées de différentes maniéres, décoction, macération et
infusion. Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées tells que les racines, feuilles,

et fleurs.

1.2.2. Principaux composés actifs des plantes :

A. Les phénols :
Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de plus de 8000 molécules, divisé
en une dizaine de classes chimiques, qui présentent tous un point commun : la présence dans
leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre
variable de fonctions hydroxyles OH (Hennebelle et al., 2004).
Les phénols sont connus pour leurs propriétés anti-inflammatoires et antiseptiques

(Wolfgang, 2007).

B. Les Flavonoides :
Le terme flavonoide (de flavus, <« jaune » en latin) désigne une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols .IlIs constituent des pigments
responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux
(Havasteen, 2002).
Ceux-ci présentent des actions antioxydantes, antivirales, anti-inflammatoires et protectrices

du foie (Wolfgang, 2007).

C. Les Tanins :
Utilisés depuis I’antiquité par I’homme pour le traitement des peaux d’animaux, les tanins ont
une grande importance économique et écologique et sont responsables de 1’astringence de

nombreux fruits et Iégumes et des produits qui en sont dérivés (Macheix et al., 2005).
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Leurs principaux bienfaits pour I’organisme sont I’apaisement des brilures, le renouvellement
des cellules cutanées, et pour réparer les tissus endommagés par un eczéma (Wolfgnag,

2007).
D. Les Alcaloides :

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractére alcalin et de
structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles des plantes,
la plupart des alcaloides sont solubles dans 1'eau et 1'alcool et ont un gout amer et certains sont

fortement toxiques (Wichtl et Anton, 2009).

E. Les Anthocyanes :

Ils dérivent de I’acide cyanhydrique (produit de la combinaison de 1I’hydrogeéne avec le

cyanogene). Ceux-ci présentent une action antiseptique (Wofgang, 2007).

1.2.3. Pouvoir des plantes médicinales :

On considere les plantes et leurs effets en fonction de leurs principes actifs. La recherche des
principes actifs extraits des plantes est d'une importance capitale car elle a permit la mise au
point de médicaments essentiels (Iserin, 2001).

Les plantes médicinales représentent non seulement une source naturelle de nouvelles
molécules bioactives ; mais aussi une source de produits naturels qui pourraient étre utilisés
comme agents médicamenteux.

La recherche des plantes médicinales se base sur quatre domaines : 1’ethnobotanie, pour
rechercher et répondre aux questions concernant la plante et son utilisation traditionnelle ;
I’ethnopharmacie, pour explorer tous les aspects en rapport avec la préparation de
médicaments a partir d'extraits bruts de plantes ; 1’ethnopharmacologie, pour résoudre les
questions concernant les phénomenes biologiques, pharmacologiques et thérapeutique; et en
fin, I’ethnomédecine, pour évaluer toutes les données en respectant la maladie et les
traitements ( Butler, 2004 ; Jones et al., 2006 ; Rios, 2011 ).

Les plantes sont de plus en plus utilisées par l'industrie pharmaceutique, il est impossible
d'imaginer le monde sans la quinine qui est employ¢e contre la malaria ou sans la

diagoxine qui soigne le cceur, ou encore 1'éphédrine que l'on retrouve dans de nombreuses

prescriptions contre les rhumes (Iserin, 2001).
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1.3. Plante étudiée :

1.3.1. Historique :

La grenade est originaire d'Asie centrale et de Perse ou son histoire commence. Elle a d'abord
été découverte et exploité comme plante sauvage ; seulement plus tard, les gens qui vivaient
dans les collines et les vallées de la région ont appris a domestiquer les fruits(Richard et al.,
2006).

De D’orient jusqu’en chine le grenadier symbolise la vitalit¢ et la fertilit¢ a cause de ses
nombreuses graines(Bartels, 1998).

La grenade est souvent mentionnée dans la mythologie grecque, ainsi que dans la Bible et le
Coran, preuve que ce fruit est connu et consommé depuis des millénaires (Calin etal., 2005).
Dans les écrits sacrés de l'islam, la grenade a également été mentionnée dans le Coran, et

s’appelle "Fruit of Paradise"(Richard et al., 2006).

Au 1300 ans avt. J.-C, les Phéniciens ont commencé a cultiver la grenade. Ils étaient de
grands commercants qui ont envoy¢é de nombreux navires a ports dans le bassin
méditerranéen.

Selon des écrits égyptiens datant des alentours de 1500 ans avt. J.-C., les fruits du grenadier
¢étaient utilisés comme remede contre le ver solitaire. Attribué aux divinités des Enfers dans
I’Antiquité, a Aphrodite, déesse de la beauté, dans la Greéce antique et considéré comme
symbole de fertilité, le grenadier est apparu sous des jours trés différents au fil des siecles.
C’est ainsi que I’on aurait combattu la stérilit¢ en mangeant une grenade. On dit également
que le premier roi d’Israél, Saiil, cherchait la tranquillit¢t a I’ombre d’un grenadier

(Wald,2009).

1.3.2. Description botanique de grenadier :

Le grenadier est un petit arbre a port arbustif des régions méditerranéennes qui peut atteindre
6 m de haut. Ses fleurs rouge vif mesurent 3 cm de diameétre. Ses fruits, les grenades,
contiennent en moyenne 600 graines pulpeuses. La grenade est une grosse baie ronde, de la
taille d’une grosse orange, a écorce dure et coriace, de couleur rouge ou jaune beige, qui
renferme de nombreux pépins de couleur rose a rouge. Seuls ses pépins sont comestibles, soit

environ la moitié du fruit. Dans chaque pépin, la graine est enrobée d'une pulpe gélatineuse de
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chair rouge transparente, sucrée chez les variétés améliorées, sinon d'un golt plutét acre

(Benoit Bock, 2013)

A. Les feuilles :

Le Grenadier possede un feuillage pérenne constitué¢ par des feuilles opposées, lancéolées
rigides et coriaces, elles sont luisantes, de 3 a 7 cm de long sur 2 cm de large selon les
cultivars (Bridel et al., 2004). Au stade juvénile, les feuilles sont de couleur rougeatre puis a

la maturité, elles deviennent verdatres (Hollande et al.,2009).

B. Les fleurs :
Les fleurs du grenadier sont d’un rouge éclatant ou grenat selon les variétés mesurent 3 cm de
diamétre et d’une longueur de 3.8 a 5 cm. Elles se trouvent soit, solitaire a 1’aisselle des

feuilles ou réunies par groupe de deux ou trois au sommet des branches(Nizamul et al.,

2015).

Le réceptacle floral turbiné ou campanulé est surmonté de quatre a huit sépales rouges, les
pétales en méme nombre sont insérés en dedans des sépales et alternent avec eux ; ils sont
minces et chiffonnés dans le bouton, les étamines, en grand nombre, sont insérées sur la face
interne du réceptacle au-dessous de la corolle.

Le gynécée, qui comprend huit a neuf carpelles disposés sur deux verticilles, ne possede

qu’un seul style surmonté d’un renflement stigmatique(Kerguelen, 1993).

A : Feuille B : Fleur

Figure 01.Aspect générale de la plante Punicagranatum L.(Originale, 2016).
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C.Les fruits :

Le fruit du grenadier, la grenade, est une drupe sphérique d'environ 12 cm de large alors que
le poids varie entre 200 et 650 grammes, couronnée par un calice persistant (Holland et al.,
2009).

Le péricarpe du fruit est une coque épaisse, de consistance dure, de saveur amere et
astringente. Il est trés coloré, généralement de teinte orange-marron a rougeatre, tandis que
l'intérieur est rempli de graines enchassées dans une gangue jaunatre et enveloppées par une
pulpe rose comestible, tres juteuse, au golt acidulé et doux a la fois (Lhoste, 1989).

La baie renferme de nombreuses graines angulaires ou arilles. Le fruit contient en moyenne
600 graines pulpeuses, contenus dans des loges, séparées par des cloisons ténues et
nombreuses. Ces graines sont de couleur rouge et de teinte variable et possédent un
mésocarpe charnu et gélatineux, acidulé et sucré, représentant la partie comestible du fruit

(Everinoff, 1957).

D.Ecorce :
L'écorce de grenadier est irrégulicre, dure, et coriace.Plutot épaisse de (2-3) mm de couleur
rouge ou jaune beige chez certaines variétés, qui renferme de nombreux pépins de couleur
rose a rouge.

Cependant, un golit vraiment astringent et faiblement ameére. (Nizamul et al.,2015).

C : Fruit D : Fleur

Figure 01.Aspect générale de la plante Punicagranatum L.(Originale, 2016).
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1.3.3. Etymologie :

Le grenadier a d’abord été connu sous deux appellations latines ; Malumgranatum, qui
signifie pomme a graines et Malumpunicum qui signifie pomme de Phénicie. Linnaeus a
appelé plus tard le grenadier « Punicagranatum ». Le nom conserve encore un dérivé du mot
Punicase référant a la ville de Carthage, ancienne ville dans la banlieue nord de la Tunisie. Et
celui spécifique granatum, qui signifie granuleux faisant référence a la multiplicité des grains

contenus dans le fruit (Richarde et al., 2006 ; Wald, 2009).

1.3.4. Classification :

D’apres APG III (2009) PunicagranatumL. est classée comme suit :

* Régne : Plantae

* Embranchement : Magnoliphyta
* Classe : Magnoliopsida

* Ordre : Myrtales

* Famille : Lythracée

* Genre : Punica

» Espéce : Punicagranatum.

1.3.5. Origine géographique, production mondiale et Exigences édaphiques :
1.3.5.1. Origine géographique :

Le grenadier est fortement représenté au Moyen-Orient, sa terre d’origine. Ainsi, il se trouve
fréquemment en Afghanistan, Turquie, Transcaucasie, et en Inde. Il est aussi beaucoup cultivé
dans le bassin méditerranéen : Espagne, Italie, Grece, Algérie, Tunisie et Maroc (Wald,
2009). La culture du Grenadier a commencé en Asie occidentale a 1'époque préhistorique, son
extension dans l'antiquité vers 1'Occident d'abord, puis vers 1'Inde et la Chine, a été suivie
d'une naturalisation trés fréquente et trés ancienne qui peut induire en erreur sur sa véritable

origine (Everinoff, 1957).
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1.3.5.2. Production de grenadier dans le monde :

La surface mondiale dédiée a la culture du grenadier est de 300 000 Ha, dont plus de 76 %
sont repartis sur cing pays (Inde, Iran, Chine, Turquie et USA) (Melgarejo et Valero, 2012)
Pour la production mondiale, il n’y a pas des données précises, car cette espece est
probablement considérée comme une culture secondaire (Melgarejo et Valero ,2012) ont
estimé la production mondiale a environ 3 086 000 tonnes tout en se basant sur les données

¢laborées par différents chercheurs et des associations a travers le monde.

1.3.5.3. Exigences édaphiques du grenadier :

Le grenadier est un petit arbuste a longue durée de vie, bien adapté au climat méditerranéen et
aux zones arides. Le grenadier s’adapte a de nombreux climats, des tropiques aux régions
tempérées chaudes. Cependant, c’est un climat austral subtropical voire tropical qui lui
convient le mieux (Melgarejo et Valero., 2012).

Les meilleurs fruits sont obtenus dans les régions subtropicales, ou la période des
températures élevées correspond au moment de la maturité des grenades (Afaque et al.,
2005).

Le grenadier est une espéce connue pour sa tolérance au calcaire et a la salinité, elle peut

supporter des températures extrémes allant de -10 et +40C° (Oukabli, 2004).

1.3.6. Composition chimique des différents organes du grenadier :

Au XIXeme siecle, le grenadier suscitait un intérét chez les chercheurs qui, avec des moyens
trés rudimentaires, ont ainsi mis en évidence certains principes actifs de cet arbre, tel que la
pelletiérine. Grace aux récents procédés d’analyse chimique, comme les techniques de
chromatographie, de résonance magnétique ou encore de spectrométrie de masse, il a été
possible d’identifier avec précision la composition des différents organes du grenadier (Wald,

2009).
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L'é¢tude phytochimique de Punicagranatuml.révéle sa richesse en polyphénols : (tanins,
flavonoides, anthocyanes ...) et d'autres composés tels que les alcaloides ainsi quela présence
des sucres (10%), des acides organiques (1,5%), des acides aminés, des stéroides, et des sels
minéraux selon la partie de la plante (Gil et a/.,2000 ; Kim et al.,2002).

L’écorce du fruit contient deux importants acides hydroxybenzoiques, ’acide gallique et

’acide ellagique (Curtay et al.,2010).

1.3.7. Activités thérapeutiques de PunicagranatumL.

A. Propriétés antioxydantes :

Des études in vitroont démontré que le jus de grenade et les extraits de graines du grenadier
ont 2 a 3 fois la capacité antioxydantes du thé vert ou du vin rouge en piégeant les radicaux
libres et en diminuant le stress oxydatif des macrophages et la peroxydation lipidique chez les

animaux(Jurenka, 2008).

Dans le jus de grenade, les principaux polyphénols antioxydants sont les ellagitannins et les
anthocyanines. Les ellagitannins comptent pour 92% de I’activité antioxydante du jus de
grenade et sont concentrés dans 1’écorce, les membranes et les moelles du fruit (Seeram et
al., 2005).

Ainsi, toutes les parties du grenadier contiennent des polyphénols, les tiges et I’écorce étant
les plus riches en tanins. Parallélement, ces deux organes démontrent des propriétés
antioxydantes plus marquées pour lutter contre 1’oxydation des LDL. La capacité de lutte
contre la peroxydation du grenadier semble donc étre liée, a la présence de tanins

antioxydants(Seeram et al., 2006).
B.Propriétés anti inflammatoire :

L’inflammation, la premiére défense physiologique du corps humain, peut nous protéger des
Iésions causées par les blessures ou les empoisonnements (Lee et al.,2010). De nombreuses
preuves scientifiques qui démontrent clairement les propriétés anti-inflammatoires de
grenadier (Lansky et Newman,2007 ; Larrosa et al.,2010), ont prouvé que I’acide punique,
qui est un acide gras conjugué présent dans I’huile de pépins de grenade, possede un effet
anti-inflammatoire, qui a ét¢ démontré in vivo et limitant par conséquent la péroxydation

lipidique.Boussetta et al. (2009)
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Par la suite, Nigris et a/.(2007) ont démontré que 1’administration du jus de grenade et
I’extrait de grenade a des rats obeses diminue de maniére significative 1’expression de certains

marqueurs génétiques ayant une influence sur I’inflammation cardiovasculaire.

Enfin, Larrosa et al. (2010) ont observé que I’administration des extraits de grenade diminue
les niveaux de prostaglandines dans la muqueuse du colon di au niveau élevés d’acide

ellagique dans la grenade.

C. Propriété antimicrobienne :

L’activité antimicrobienne du grenadier a ét¢ démontré dans de nombreuses études qui ont
constaté 1’inhibition de la croissance de nombreux microorganismes (Reddy etal .,2007 ;Al-
zoreky,2009).

Reddye et al. (2007) ont démontré que les différents extraits de grenade préparés dans
différents solvants (eau, éthanol, méthanol) présent une activité antimicrobienne significatif
contre plusieurs souches tels que Candidat albicans, E.coli, Pseudomonas aeryginosa.

Choi et al. (2009) ont quant & eux étudié D’effet in vitro et in vivo de I’application de
différentes concentrations de I’extrait d’écorce de grenadier pour inhiber la croissance de
Salmonelle. Ils ont constaté que la dose minimale était de 62.5mg /L.

En général, le fort pouvoir inhibiteur dePunicagranatumL. est dG & la concentration élevée en
composés bioactifs tels que les polyphénols, les tanins et les flavonoides qui possédent la
capacit¢ d’inhibition de D’activité des micro-organismes provoquant la détérioration des

aliments (Navarro et al.,2011).

D. Propriétéanticancéreuse:

Nombreuses sont les études réalisées pour évaluer 1’efficacité de PunicagranatumL., dotée
d’une grande activité antioxydante et agit en tant que facteur antiprolifératif, pro-apoptique
sur les cellules malades (Lansky et Newman.2007 ; Hong et al., 2008).

Hong et al. (2008) ont démontré que le jus de grenade constitue un puissant inhibiteur de la
croissance cellulaire, et il est méme plus puissant que certains polyphénols. Ils suggerent ainsi
un effet synergique des composés phytochimiques présents dans le grenadier et dans ses

extraits.
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Seeram et al. (2005) ont décrit P’activité antiproliférative du jus de grenade sur diverses
lignes cellulaires tumorales, avec une grande inhibition de 1’ordre de 30% jusqu’al00% da a

la présence de 1’acide ellagique el la punicalagine.

E. Propriété antidiabétique :

A l'origine, des remedes traditionnels a travers quelques pays du monde depuis des centaines
d'années, montrent que les fleurs de PunicagranatumL.sont la seule partie utilisée dans le

traitement du diabéte sucré (Saxena etVikram, 2004).

Dans notre pays et principalement dans la région de Tlemcen, PunicagranatumL.(épicarpe)
est parmi les plantes utilisées traditionnellement dans le traitement du diabétesucré d'apres les
informations ethnobotaniques recueillies parKhalil (2004), qui montrent que I'extrait aqueux
de l'épicarpe de PunicagranatumLl. provoque une diminution de la glycémie chez les rats

normaux et rendus diabétiques parl'alloxane.

La consommation de grenadier par les patients diabétiques de type2 ayant une hyperlipidémie
provoque une diminution du taux de cholestérol total. Cette activité a ét¢ démontrée par les

travaux d'Esmaillzadeh et al.(2006).

=
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Lieu de stage

Notre travail a été réalisé durant la période de trois mois allant du mois de Février
jusqu’au mois d’Avril 2017, au niveau de trois laboratoires de SAIDAL- Filial Biotic-Saidal
d’Oued Smar :

» Auniveau du laboratoire des analyses physico-chimiques : réalisation de I’extraction,
les parametres physico-chimiques, le screening phytochimique ainsi que 1I’évaluation

de I’activité antioxydante

» Au niveau du laboratoire de pharmacotoxicologie: 1’évaluation des études

pharmacologiques
» Auniveau du laboratoire de microbiologie : 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne.
I1.1. Matériel :
II.1.1. Matériel biologique :
I1.1.1.1. Matériel végétal:

Notre choix a porté sur 1’écorce de fruit de Punica granatum L. La récolte de la plante a été
effectuée durant le mois de Novembre 2016 au niveau de la région de Sidi- Amer (wilaya de
Tipaza).

Les fruits une fois récoltés, ont été soumis a un nettoyage a la main afin d’éliminer toute trace
de poussiere, puis ils ont été soumis a un pelage manuel. Les écorces sont mises aux
conditions de séchages a I’abri de la lumicre et de ’humidité, a une température ambiante
pendant 3 semaines. Une fois séchée, la matiére végétale a été réduite en poudre a 1’aide d’un
broyeur maison. La poudre obtenue est conservée dans un bocal hermétiquement fermé a
I’abri de lumiére et de ’humidité au congélateur a basse température de 4°c jusqu'a son

utilisation.
11.1.1.2 Matériel Animal:

Les animaux utilisés proviennent de 1’animalerie du laboratoire de pharmacotoxicologie de la

Filiale Biotic (Saidal) d’Oued Smar. Figure 02 (Annexe II)

¢
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Nous avons utilisés 40 souris Albinos, de souche Swiss race NMRI (Naval Médical Research
Institut), sexe male et femelle, de 26 a 28g de poids corporel 20 souris pour 1’activité anti-

inflammatoire et 20 souris pour 1’activité antispasmodique).
% Conditions d’élevage :

Température ambiante : 20 °C a 24 °C.
Taux d’humidité : 50%
Eclairage : 10h/j.
+ Régime alimentaire :
Nourriture : Tourteaux agglomeres, composés de mais, son, remoulage, Soja,
CMV, Granulés (ONAB)

Boisson : eau du robinet (eau potable).

I1.1.1.3 Microorganismes étudiés :

Les germes testés proviennent de la collection du laboratoire de Microbiologie de SAIDAL

d’Oued Smar, identifiés avec une référence ATCC (American Type Culture Collection), et

présentés dans le Tableau I

Tableau I : Souches microbiennesutilisées dans 1’activité antimicrobienne.

Souches utilisées ATCC
Escherichia coli
Bactéries a Gram (-) 16404
Bacillus subtilis 6633
Bactéries a Gram (+)
Staphylococcus aureus 6538
Levure Candida albicans 10231
Moisissure Aspergillus brasiliensis 14028

I1.1.2 Matériel non biologique :

L’appareillage, la verrerie, les réactifs ainsi que les divers produits chimiques utilisés sont

mentionnés en (Tableau II, Annexe I).
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I1.2. Méthodes :
I1.2 .1 Etude phytochimique

11.2.1 Détermination du taux d’humidité:

Le taux d’humidité dans la poudre végétale est I'un des indices importants qui caractérisent la

bonne qualité de celle-ci.

D’apres la (pharmacopée Européenne,2002), 1g de poudre végétale est mis dans un creuset
en porcelaine préalablement séché et pesé ; ’ensemble est placé dans une étuve réglée a une
température entre 100 et 105°C durant deux heures. Le pourcentage d’eau contenue dans la

poudre est calculé par la formule suivante (Pharmacopée européenne, 2005) :

Ou:

X% : Taux d’humidité de la poudre.

M : Masse de la prise d’essai en gramme.

M’: Masse de la prise d’essai aprés séchage en gramme.

I1.2.3Screening phytochimique :

Nous avons caractéris¢ les différents groupes chimiques en nous référant aux techniques

décrites par Bruneton (1999).
% Préparation de I'infusé :

Nous avons infusé pendant 15min 20g de la poudre séche dans 200 ml d’eau distillée

bouillante. L’infus¢ a été filtré pour produire 1’extrait aqueux. Figure 03(Annexe I)
I1.1.51dentification des principaux constituants chimiques:
> Les anthocyanes :

A 5 ml d’infusé sont introduit dans un tube a essai auquel quelques gouttes d’ammoniaque Y2

sont ajoutés. La réaction donne une coloration bleue en présence des anthocyanes.

=
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> Les leucoanthocyanes :
Introduire 2 g de poudre végétale et 20 ml d’un mélange de propanol /acide chlorhydrique
(1/1), dans un bécher de 20 ml. Puis porter en bain marie bouillant pendant quelques minutes.
Une coloration rouge se développe en présence des leucoanthocyanes.

» Les tanins :
A 5 ml d’infusé on rajoute quelques gouttes d’une solution de Fe Cl; a 5%.

La réaction donne une coloration bleu-noir en présence des tanins.
- Les tanins catéchiques :

Dans un bécher, 15ml d’infusé sont additionnés a 7 ml de réactif de Stiasny. La réaction

donne une coloration rouge en présence des tanins catéchétiques.
- Les tanins galliques :

A T’aide d’une pipette graduée 5 ml d’infusé sont introduit dans une fiole auxquels 2 g
d’acétate de sodium et quelques gouttes de Fe Cl; sont ajoutés.

Apres agitation, une coloration bleue foncée apparait en présence des tanins galliques.

> Les alcaloides :

Faire macérer dans une bouteille en verre (Duran SCHOTT) 5g de poudre humectés avec de
I’ammoniaque’z pendant 24h dans 50ml d’un mélange éther chloroforme (3/1). Le mélange

obtenu est filtré. Ainsi, le filtrat est épuisé par 2 ml d'acide chlorhydrique 2N.

Apres adjonction de quelques gouttes du réactif de DRAGENDORFF, la présence d'alcaloides

se manifeste par le développement d'un trouble ou d'un précipité dans la bouteille.

> flavonoides :

Introduire dans une fiole 5 ml d’infusé ,5 ml d’Hcl, un copeau de Mg et 1 ml d’alcool
isoamylique. L’ensemble est agité pendant quelques minutes. La réaction donne une

coloration rouge orangé¢ en présence des flavonoides.

&
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» Les saponosides :

Dans un tube a essai, on introduit 2 ml d’infusé auxquels, on rajoute quelques gouttes

d’acétate de plomb.La formulation d’un précipité blanc indique la présence des saponosides.
» Les quinones :
- Les quinones libres :

Dans un bécher, 2g de poudre humectés par 2ml d’acide chlorhydrique 1N sont mis en contact
pendant 3heures dans 20 ml de chloroforme. Le mélange est filtré puis agité avec 5 ml

d’ammoniaque 2. L'apparition d'unecoloration rougeindique la présence des quinones libres.

- Les quinones combinées :

A 2g de poudre on additionne 5 ml d’acide sulfurique 2N et porter a reflux pendant 2h.

La solution extractive est filtrée puis épuisé par 20 ml de chloroforme. Cette solution
chloroformique est évaporée a sec a l’aide d’un évaporateur rotatif puis épuisée par

I’ammoniaque’s. Une coloration rouge apparait en présence des quinones combinées.

> Les sénosides:

Dans une fiole conique, on introduit 2.5 g de poudre végétale, puis on rajoute 50 ml d’eau
distillée et 2ml d’acide chlorhydrique concentré. Le mélange est chauffé dans un bain-marie

pendant 15 min.

Apres refroidissement, 1’ensemble est agité avec 40 ml d’éther. La couche éthérée est séparée

et séchée avec le sulfate de sodium anhydre, ensuite évaporer a siccité.

Au résidu refroidi, on rajoute 5 ml d’ammoniaque diluée ’2. Une coloration jaune ou orangé

se développe.

Le chauffage de cette solution au bain-marie pendant 2 mn, donne une coloration violette

rouge en présence de sénosides.

&
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> Les coumarines :
La préparation de 1’extrait se fait comme suit :

Faire bouillir a reflux 2g de poudre dans 20 ml d’alcool éthylique pendant 15 min puis
filtrer.

A 5ml du filtrat, rajouter 10 gouttes de la solution alcoolique de KOH a 10% et
quelques gouttes d’Hcl a 10%.

La formation d’un trouble indique la présence de coumarines.
» L’Amidon:

A 2g de poudre végétale on rajoute quelques gouttes d’lode (I). Une coloration bleue violette

est obtenue en présence de I’amidon.
> Les glycosides :

A 2 g de poudre végétale on rajoute 10ml de H,SO4. La formation d’une coloration rouge

brique ensuite violette indique la présence des glycosides.

I1.2.2. Préparation de Dextrait aqueux de I’écorce de fruit de Punica

granatum L. :

Nous avons procédé a une décoction aqueuse pour I’obtention de 1’extrait aqueux suivant le
protocole de (Kadi et al., (2011) ; Kanoun et al., (2014). Vingt grammes (20 g) de poudre
végétale ont été¢ mis en décoction dans 200 ml d’eau distillée pendant 20 minutes. Au terme
de cette opération, le décocté obtenu apres refroidissement a été filtré avec du papier
Whatman n°l. Le filtrat a ét¢ concentré en procédant a une évaporation sous étuve a

40° L’extrait sec a été ensuit conserve, a une température de 4°C.

&
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I1.2.3 Evaluation des activités biologiques :

I1.3.1 Activité antioxydante

Dans le but d’évaluer I’activité antioxydante de I’extrait aqueux (EA) de I’écorce de fruit de
Punica granatumL.et pour mieux [’estimer, deux méthodes basées sur deux principes
différents pour 1’évaluation de cette activité sont réalisées, a savoir : la méthode de piégeage
du radical DPPH et le pouvoir réducteur FRAP. Le pouvoir antioxydant de ’EA a été estimé

par comparaison avec 1’acide ascorbique.

A. Activité de piégeage du radical DPPH (2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl) :
» Principe

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (o, a-diphényl-B-picrylhydrazyle) fut
I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydant
des composés phénoliques (Blois, 1958 ; Williams et al., 1995). Il posséde un ¢électron non
apparié¢ sur un atome du pont d’azote. Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical
ne forment pas des dimeres, i.e. DPPHe reste dans sa forme monomeére relativement stable a
température ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur bleue bien caractéristique
de la solution de DPPHe.. La mesure de I’efficacit¢ d’un antioxydant se fait en mesurant la
diminution de la coloration bleue, due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable

par spectrophotométrie a 515-518 nm (Popovici et al., 2009).
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Figure 04: Forme libre et réduite du radical DPPH (Molyneux, 2004).
% Mode opératoire :
Le protocole expérimental suivi est celui de Cuendet et al. (1997).

Préparation de la solution DPPH

)
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La solution de DPPH (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl) est préparée par solubilisation de 4mg
de DPPH dans 100ml de méthanol absolu.

Préparation des solutions meres et des dilutions de chaque extrait:

Comme premiere €tape, une solution mere a une concentration de 0,5 mg/ml est préparée, en

faisant dissoudre 2,5 mg d’extrait dans 5 ml de méthanol.

Cette solution subit ensuite des dilutions pour en avoir différentes concentration de 1’ordre de
mg par ml ; 0.25 mg/ml, 0.125 mg/ml, 0.0625 mg/ml, 0.0312 mg/ml, 0.0156 mg/ml et 0.0078

mg/ml.

En parall¢le, une solution méthanolique d’antioxydant de référence ; I’acide ascorbique

a été préparée par dissolution de 2.5 mg de la vitamine C dans 5 ml de méthanol.

Dans des tubes secs et stériles, Iml de 1’échantillon a différentes c<<oncentrations, sont
ajoutés a 2 ml de la solution de DPPH. Aprés agitation a I’aide d’un vortex, les tubes
sont placés a ’obscurité, a une température ambiante (25°C) pendant 30 min. Pour chaque

concentration, le test est répété 3 fois.Figure 05 (Annexe II)
Le controle négatif contient uniquement la solution méthanolique de DPPH.

L’expérimentation a été effectuée en utilisant un spectrophotometre UV-VIS a une longueur

d’onde de 517nm.Annexe 11
Calcul :

Le pourcentage d’inhibition est calculé comme suit :

T Ac— A
% inhibition = . x 100

Ac : Absorbance du controle négatif.

Ar : Absorbance du test effectué.
Calcul des ICs

L’ICso ou concentration inhibitrice de 50% est la concentration de 1’échantillon testé

nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH".
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B. Pouvoir réducteur FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power) :
» Principe :

L’activité réductrice du fer de I’extrait aqueux est déterminée selon la méthode décrite par
Oyaizu (1986), basée sur la réduction du fer ferrique Fe’™ présent dans le complexe
K3Fe(CN)g en fer ferreux Fe »*. La réaction est révélée par le virement de la couleur jaune du
fer ferrique en couleur bleu vert du fer ferreux. Par conséquent, Fe * peut étre évaluée en
mesurant et en surveillant ’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu

réactionnel a 700nm (Bougandoura et al., 2012).
*» Mode opératoire :

Dans des tubes a essais, un millilitre de 1’extrait a des concentrations croissantes est
mélangé avec 2.5 ml d’une solution tampon phosphate 0.2 M (pH 6.6) et 2.5 ml d’une

solution ferricyanure de potassium K3;Fe(CN)g a 1 %.

L’ensemble est incubé au bain marie a 50 ° C pendant 20 minutes.

Ensuite, 2.5 ml d’acide trichloracétique a 10 % sont ajoutés pour stopper la réaction.
Les tubes sont centrifugés a 300 tours/min pendant 10 minutes

2.5 ml du surnageant sont prélevés et mélangés avec 2.5 ml d’eau distillée et 0.5 ml
d’une solution de chlorure ferrique (Fe Cls) fraichement préparé a 0.1 %.
La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplacant 1’extrait par 1’eau distillée.
Le control positif est représenté par une solution d’un antioxydant : I’acide ascorbique dont

I’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes conditions que 1’échantillon.

11.3.2 Evaluation de ’activité anti-inflammatoire

Pour mettre en évidence ’activité anti-inflammatoire de 1’extrait aqueux de Punica granatum
L. un modele expérimental d’inflammation aigué de la patte de la souris induite par la

carragheénine a été sélectionné.
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% Principe

Des cedémes au niveau des pattes de souris sont induits apres injection sub-plantaire (intra-
articulaire) d’une solution de carraghénine au niveau de la patte arriere gauche des souris, 30
min aprés administration des extraits par voie orale. L’ inflammation causée sera diminuée en

présence de I’extrait ayant une activité anti-inflammatoire (Levy, 1969).
% Mode opératoire :

Afin de mettre en évidence I’effet anti-inflammatoire, les souris sont réparties en 4 lots de 06
souris chacun, a savoir trois lots traités, et un lot témoin. Les souris utilisées sont privées de

nourriture et d’eau pendant 18 heures avant la période d’expérimentation.

Au temps Ty:
Les solutions (eau physiologique, Diclofenac®, extrait aqueux a 300 et 500 mg/kg) sont
administrées par voie orale a 1’aide d’une sonde gastrique :

Tableau III : La répartition des lots est faite selon le tableau suivant :

N° Essai Objetifs
Lot
Témoin 01 chaque souris regoit 0.5 ml d’eau Vérification de I’action
physiologique a 0,9%. inflamatoire de
carraghénine
Essais de 02 Les souris re¢oivent 0.5 ml d’un produit . ) ,
-Vérification I’effet
produit de anti-inflammatoire (Diclofenac®) ; 1 . .
anti-inflamatoire de
référence et de comprimé de 75mg dans 750 ml d’eau .
référence
I’extrait hysiologique ) )
PRy el -Mise en évidence de
aqueux e ea L
., 03 Les souris regoivent 0.5 ml de I’extrait | 1 activité anti-
d’écorce de

aqueux a une dose de 300mg/kg. inflamatoire et de la

Punica

relation entre la dose et

granatum L. 04 Les souris regoivent 0.5 ml de I'extrait | offor

aqueux a une dose de 500 mg/kg.
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Au temps Ty + 30 min

L’inflammation est provoquée par I’injection de 0.025 ml d’une solution de carraghénine a

1% sous I’aponévrose plantaire de la patte arriere gauche de chaque souris 30 min apres

administration du traitement (Figure 07).

Figure 07: Injection de la carraghénine a 1% sous 1’aponévrose plantaire des pattes

postérieures gauches (Originale, 2017)
Au temps (Ty4)

L’activité anti-inflammatoire de 1’extrait a été évaluée en sacrifiant les souris par asphyxie en
utilisant I’éther diéthylique, puis en coupant les pattes postérieures au niveau de I’articulation

tarso-métatarsienne (Figure 08 et 09)etles pesées sur une balance analytique.

Figure 08 :Coupure des pattes postérieures a hauteur de 1’articulation(Originale ,2017)

&
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Figure 09 :Pesage des pattes droites et gauches sur d’'une Balance
analytique(Originale,2017)

«» Expression des résultats

Le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (% d’cedéme) est donné par la formule

suivante :

Moyenne des poids de la patte gauche—Moyenne de la patte droite

% de ’cedéme= x 100

Moyenne des poids de la patte droite

Le pourcentage de réduction de I’cedéme chez les souris traitées par rapport au témoin est

calculé comme suit

% de 1’ oedéme témoin—% de 1’ oedéme essai

% de réduction de I’cedéme= v do U oodome tomoin x 100
0

I1.3.3 Evaluation de P’activité antispasmodique :

Pour mettre en évidence 1’activité antispasmodique de 1’extrait aqueux de Punica granatum L.
un modéle expérimental de I’effet réducteur de spasme chez les souris de laboratoires

provoqués par 1’acide acétique a été sélectionné(Rahman, 2005).
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% Principe

L’injection d’acide acétique a 1% par voie intra-péritonéale provoque chez les souris une
réaction douloureuse, cette douleur se manifeste par des spasmes sous forme de mouvements

de torsion de I’abdomen avec étirement des pattes postérieures (Rahman, 2005).

% Mode opératoire :

La mise en évidence de 1’effet antispasmodique sur les souris a été réalisé selon la
méthode de Rahman et a/ (2005).
Les souris albinos sont réparties en quatre lots de 05 souris dont le poids corporel est

compris entre 26 g et 28 g.

> Autemps Ty:
Les 03 solutions (eau physiologique, Livospasme 80mg, 1’extrait aqueux a 300mg et
500mg/kg sont administré par voie orale :
Lot témoin : Chaque souris recgoit 0,5 ml d’eau physiologique.
Lot essai 01 : Chaque souris regoit 0,5 ml du produit de référence (Livospasme
80mg).
Lot essai 02 : Chaque souris regoit 0,5 ml de I’extrait a 300mg.

Lot essai 03 : Chaque souris recoit 0,5 ml de I’extrait a 500mg.

» Au temps T° +30 minute :

Injection de I’acide acétique a 1% par voie intra-péritonéale sous volume de 0,2ml a

toutes les souris mises en expérience.
»> Apres Sminute :

Apres I’injection de la solution d’acide acétique et un temps de latence de Smin, nous

avons compté le nombre de spasmes durant 10minutes.

Le syndrome douloureux se caractérise par des mouvements d’étirement des pattes

postérieures et de torsion de la musculature dorso-abdominale (Rahman, 2005).

=
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+ Expression des résultats :

SelonRahman,(2005), 1’activité antispasmodique est exprimée par le pourcentage de

réduction du nombre de spasmes chez les souris traitées par rapport au témoin selon la

formule suivante :

% de réduction
~ moy des spasmes du lot T — moy des spasmes du lot E

Lot T: Lot témoin.

Lot E : Lot Essai

Figure 10: Mise a jeun les souris Figure 11 : Administration des
pendant 16h (Originale, 2017) solutions préparées par voie orale
(Originale, 2017)

Figure 12 : Injection de 1’acide Figure 13 : Comptage du nombre
acétique par voie intra parentérale de spasme (Originale, 2017)
(Originale, 2017)
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11.3.4 Evaluation de ’activité antimicrobienne

L’objectif de 1’étude de I’activité antimicrobienne est de déterminer le taux d’inhibition de la
croissance des microorganismes soumis a l’extrait aqueux de I’écorce de fruit de punica

granatum L.ceci par la méthode de diffusion sur milieu gélosé (Aromatogramme).

% Principe :

Cette méthode consiste a mettre en évidence une éventuelle activité antibactérienne et
antifongique ou les deux en mm temps, en les mettant en présence des germes testés dont la
concentration est ajustée a 107-10° germes/ml avec le spectrophotométre a UV visible.

Des disques de 9mm de diametre, avec une capacité d’absorbation de 2 a 3 pl sont déposés
sur la gélose ensemencée en nappe a partir des souches a tester.

La diffusion de ’extrait aqueux, dans la gélose va permettre 1’inhibition de la croissance des
germes, tout au tour des disques, dans le cas d’une éventuelle activité antimicrobienne
positive qui se traduira apres incubation par une auréole claire et distincte autour du disque
appelée Halo ou zone d’inhibition.

La lecture se fait par la mesure des diameétres des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied a
coulisse, pour chacune des souches (Pharmacopée européenne, 2002).

% Protocole experimental :

A. Préparation de la premiére couche du milieu :

Faire fondre les milieux Mueller-Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour les
levures dans un bain marie réglé a 95°C.

Verser aseptiquement une premicre couche des deux milieux dans des boites de Pétrie
de 90mm de diamétre a raison de 15ml par boite avec 3 répétitions par souches.
Laisser refroidir et solidifier sur paillasse.

B. Préparation de ’inoculum :

La préparation de I’inoculum s’est fait a partir de jeunes cultures (18h a 24h pour les bactéries
et 48h pour les levures).
Réaliser des suspensions microbiennes qu’on dépose dans 5 ml d’eau physiologique
stérile.
Agiter au vortex.
Réaliser une premiere lecture de la concentration de la suspension a I’aide d’un
spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 620nm + 20 en estimant la transmittance

entre 22 et 32% pour les bactéries et entre 2 a 3 pour les levures.
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Les valeurs comprises dans les intervalles cités ci-dessus correspond a une
concentration optimal de 10’-10® germes/ml, si une des valeurs trouvées a la premiére
lecture n’est pas comprise dans I’intervalle, on 1’ajuste soit, en ajoutant de I’eau
physiologique si elle est supérieure a la valeur maximale soit en ajoutant les colonies
si elle est inferieur a la valeur minimale.

A chaque fois, une nouvelle lecture de transmittance est réalisée jusqu’a 1’ajustement
de la suspension aux valeurs désirées.

L’inoculum doit étre utilisé dans les 15 min qui suivent sa préparation.

C. Préparation de la deuxiéme couche du milieu :
Faire fondre les deux milieux MH et SAB.
Laisser refroidir jusqu’a une température de 45°C.
Mettre dans des flacons de 50 ml le milieu correspondant pour chacune des souches.
Ensemencer les milieux avec 100ul de la suspension.
Agiter manuellement puis déposer rapidement 4ml de chaque milieu ensemencé sur la
surface de la premiére couche en faisant pivoter la boite sur elle méme pour avoir une
surface uniforme.

Laisser solidifier sur la paillasse.

D. Dépot des disques :
Prélever a 1’aide d’une pince stérile
Imbiber les avec I’extrait aqueux brut en mettant en contact seulement le bout des
disques. L’absorption se fait progressivement jusqu'a imprégnation total de tout le
disque.
Disposer les sur la surface de la gélose.
Laisser diffuser pendant 30 min.
Incuber a 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 25°C pendant 48h pour les levures.
Lecture :

Présence de zone claire autour du disque : Présence d’activité inhibitrice.

Présence de zone claire autour du disque: absence d’activité inhibitrice (Al-

Zoreky ,2009).

&
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II1.1. Etude phytochimique

I11.1.1 Détermination du taux d’humidité dans la poudre végétale
Le résultat du taux d’humidité de la maticre végétale est représenté dans le tableau III :

Tableau IV : Taux d’humidité de la poudre de PunicagrantumL.

Poids de la matieére végétale avant séchage Pi(g) 1,002

Poids de la matiére végétale aprés séchage P(g) 0,899

Le taux d’humidité de la matiére végétale H (%) 10,27

D’apres les résultats affichés dans le tableau I, le taux d’humidité de Punicagranatum L. est
de 10,27 %.

Nos résultats concordent avec ceux de Manish et al. (2014), ou le taux d’humidité est entre 7-
28%.

Le taux d’humidité nous donne une idée sur la dégradation des principes actifs de la plante.la
quantité du résidu sec nous renseigne sur la quantit¢ de la poudre présente de 1’extrait
alcoolique,Ce résultat démontre que notre matériel végétal a été séché et conservé dans de
bonnes conditions, ce qui rend, par conséquent le résultat de nos analyses phytochimiques
fiables.

II1.1.2.Screening phytochimique :
Ces tests ont été effectués pour mettre en évidence la présence de certains groupements
chimiques qui peuvent €tre responsables des activités biologiques étudiées. Les résultats sont

indiqués dans le tableau V:

=
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Tableau V: Résultats du screening phytochimique

Composés coloration Reaction
Anthocyanes Bleu _
Leuco-anthocyanes Rouge +++
Tanins Bleue noir e
Taninscathéchiques Rouge -+
Taninsgalliques Bleu foncée e
Quinones libres Rouge ++
Quinines combines Rouge .
Saponosides Précipité blanc ++
Alcaloides Trouble +++
Sennosides Jaune _
Coumarines Trouble +++
Flavonoides Rouge orangé 4+
Glucosides Rouge en suite _
violette
Amidon Bleueviolette

(+ + +): Réaction trés positive / (+ +):Réaction moyennement positive / (+) : Réaction
faiblement positive / (-): Réaction négative

Le test phytochimique réalis¢ sur la poudre et I’infusé de PunicagranatumL. révéle la
présence de plusieurs familles de composé chimiques. Les substances polyphénoliques telles
que les alcaloides, les flavonoides et les tanins existent a des fortes teneurs parmi ces derniers
on note les tanins catéchiques et galliques (réaction trés positive). La plante est également
riche en leuco-Anthocyanes. Cependant les saponosides, les quinones libres et les coumarines
existent a des teneurs moyennes.

Alors que les anthocyanes, I’amidon et les glucosides ne sont pas présents (réaction négative)

dans notre échantillon.

0
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Nos résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Chebaibi et Rhazi (2013), qui ont
révélé la présence de tritérpénoides, de stéroides, de flavonoides, de tanins, de glycosides et

de saponines dans I’extrait aqueux d’écorces de fruit de Punicagranatum L.

Les métabolites secondaires précisément les polyphénoles fournissent des propriétés
pour la santé humaine.Les composés appartenant aux térpénoides, alcaloides et les

flavonoides sont utilisés comme médicaments ou comme compléments

Alimentaires pour guérir ou prévenir diverses maladies et en particulier certains de ces
composés semblent compétents dans la prévention et I'inhibition de divers types de cancer. Ils
sont doués d’un pouvoir antioxydant, antimicrobien et représentent une bonne alternative aux
antibiotiques et aux conservant chimiques (Jurenka, 2008, Lansky et al., 2009 ; Nizamul,

2015).
I11.2. Evaluation des activités biologiques :

II1.2.1. Résultats de I’activité antioxydante

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de notre échantillon est réalisée par deux tests

chimiques, chacun de ces tests correspond a un des deux mécanismes de réaction qui sont :

e Mécanisme de réaction SET « simple transfert d’¢électron » réalisé par la méthode de
FRAP « FerricRéducing Antioxydant ».
e Mécanisme de réaction HAT « Transfert d’atome d’hydrogene » et SET a la fois

réalisé par la méthode de DPPH « 1,1-diphenyl-2 picrylhydrazule »

Evaluation de la méthode de DPPH

La figure 14illustre ’efficacité de I’extrait aqueux d’écorce de fruit de Punicagranatuml. a
piéger le radical DPPH traduite par le taux d’inhibition (%]I) en fonction des différentes
concentrations. Ces résultats montrent que 1’activité anti-radicalaire est dose-dépendante, car
elle augmente avec I’augmentation de la concentration de I’extrait dans le milieu réactionnel

Tableau VI, Annexe II.
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Figure 14:Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par I’extrait aqueux de
Punicagranatum L.et la vitamine C

A partir de ces résultats obtenus, nous avons remarqué que l’extrait aqueux a montré une
activité antioxydante importante vis-a-vis du piégeage du radical libre DPPH", ceci est traduit
par le graphe tracé qui a une allure exponentielle qui se termine par une phase stationnaire,
phase dans laquelle le radical DPPH est réduit totalement en sa forme non radicalaire, 1’extrait
aqueux a enregistré une valeur importante en pourcentage d’inhibition du DPPH de I’ordre de

97.94 £ 1.41% a une concentration de 0.5 mg/ml.

Quant au contrdle positif utilisé, nous avons remarqué une forte activité antioxydante qui se
traduit par des pourcentages d’inhibition élevés, de 1’ordre de 95.06 + 0.20 %, 95.59 +
0.54%, 95.83 £ 0.61%, 96.16 + 0.68 % a des concentrations de 0.031, 0.125,0.250, 0.500

mg/ml, respectivement.

Mutahar et ses collaborateurs (2012) rapportent que les écorces de grenades sont riches en
composés phénoliques et présentent une puissante activité du piégeage du radical libre DPPH
ainsi qu’un pouvoir de réduction. Ils rapportent également que les antioxydants contenus dans
les fruits et les légumes, tels que l'acide ascorbique, les flavonoides et les tanins, sont

supposés jouer un role trés important dans la prévention des maladies.

A partir des courbes des taux d’inhibition, nous avons pu déduire graphiquement les valeurs
d’IC50 de I’extrait aqueux et du controle positif (VitC). La valeur de I’'IC50 est inversement

proportionnelle a la capacité antioxydante (taux d’inhibition 1%) d'un composé, car elle refléte
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la quantité d'antioxydant requise pour neutraliser 50% de la concentration initiale du radical
libre dans le milieu. Plus la valeur d’IC50 est faible, plus l'activité antiradicalaire d'un
compos¢ est appréciable. Le tableau VII rapporte les valeurs de I’'lC50 de chaque

échantillon.

Tableau VII : Activité antioxydante de 1’extrait aqueux de PunicagranatumlL.vis-a-vis du

piégeage du radical libre DPPH exprimée par la valeur d’IC50

Extraits IC50 (mg/ml)
Extrait aqueux (EA) 0.008
Controle positif (VitC) 0.006

Du tableau, nous remarquons clairement le fort pouvoir antioxydant du contrdle positif utilisé

(Vitamine C), qui est de 1’ordre de 0.006 mg/ml.

Rajan et al. (2011) indiquent que les extraits aqueux et alcooliques des écorces de fruit de
PunicagranatumL.ont eu des effets significatifs de balayage du radical DPPH. Comme le
DPPH est considéré comme un radical lipophile, il accepte facilement 1'¢lectron du composé
antioxydant et convertit sa couleur du violet au jaune qui est détect¢ a 517nm. La valeur de
I’'ICsode 1'extrait aqueux de I’écorce de grenade était de 13.527 + 39,30 mg / ml (Rajan et
al.,2011) . Cette valeur est nettement supérieure a celle trouvée dans cette actuelle étude

(0.008mg/ml).

Bien que la valeur d’ICsy de [D’extrait aqueux d'écorce de fruitPunicagranatuml.
¢taitinférieur, elle est comparable a d'autres fruits tropicaux qui sont considérés comme ayant
une puissante activité antioxydante (ICsoGoyave2,1 + 0,63 mg / ml, ICsy papaye 3,5 = 0,9 mg
/ ml) (Lim et al., 2007).

Par ailleurs, Orak et ses collaborateurs (2012) ont effectué¢ une étude comparativedes
activités antioxydantes du jus, de 1'écorce et des graines de grenade (Punicagranatum L.) et
I’inter-relations avec les composés phénoliques, tannins, anthocyanés et flavonoides totaux.
Cette recherche a soutenu que les extraits de grenade ont une capacité antioxydante puissante,
et les extraits d’écorce du fruit sont plus efficaces que le jus et les extraits de graines comme
sources potentielles d'antioxydants naturels. Les résultats de la recherche montrent que le

niveau de contribution des différents composés bioactifs dans les parties ; écorces, jus et les
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graines de grenade différe différemment selon le niveau d'activité antioxydante et les

caractéristiques antioxydantes.

Méthode de réduction du Fer : FRAP (FerricReducingAntioxidant Power)

Pour ce test, une gamme de concentration a été préparée. Les valeurs des densités optiques
obtenues montrent une augmentation proportionnelle du pouvoir réducteur en fonction des
concentrations. Ces résultats ont permis de tracer deux courbes (Figure 05) a partir des

valeurs d’absorptions calculées et présentées dans le tableau VIII

Tableau VIII: Variation de I’absorbance en fonction de la concentration de 1’extrait aqueux

de punicagranatum L.et de la vitamine C dans le mélange du test FRAP.

C (mg/ml) ADbS moy EA ADS oy VitC
0 0 0
0.01 0.58 +£0.07 0.13+0.14
0.06 0.99 +£0.08 0.49£0.10
0.12 1.27+£0.11 0.99 + 0.50
0.25 1.41 £0.29 1.77 +£0.33
0.50 1.59+£0.20 2.09 £1.09

Selon Mutahar et al .,(2012 )la présence de composés réducteurs dans 1’extrait de la plante
provoque la réduction du fer ferreux (Fe™) en fer ferrique (Fe™ ). Par conséquent I’évaluation
du Fe' est faite en mesurant I'intensité de la couleur bleue dans le milieu réactionnel a 700

nm.

. T < . o+t ++
La figure ci-dessous indique que le pouvoir réducteur du fer ferrique Fe  en fer ferreux Fe
varie linéairement avec la variation de la concentration de 1’extrait. Cela est en accord avec

les résultats de la méthode précédente.
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Figure 15: Pouvoir réducteur de 1’extrait aqueux et du controle positif (Vit C) testé par la

méthode FRAP

L’analyse des courbes de la figure 15, montre une augmentation de I’activité¢ de I’extrait
aqueux des écorces de fruit de Punicagranatum L. avec I’augmentation de la concentration.
D’autre part, nous constatons que le pouvoir réducteur de I’extrait aqueux est loin de celui du
contrble positif (Vit C), une concentration de 0.250 mg/ml correspond a une absorbance de

I’ordre de 1.770 pour la vitamine C alors qu’elle était de 1.412 pour I’extrait aqueux.

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Dheeshs et al, (2005) ; Mutahar et al.
(2012) qui ont mentionné un fort pouvoir antioxydant de 1’extrait aqueux des écorces de fruit

de Punicagranatum L.

Gil et al. (2000) rapportentque la capacité antioxydante de la grenade est due au moins en
partie & la présence des polyphénols. Les principaux polyphénols antioxydants de la grenade
sont les anthocyanes et les ellagitanins. Ces derniers comptent pour plus de 90 % de I’activité

antioxydante du fruit et sont concentrés dans le péricarpe et les membranes.
I11.2.2. Résultats de I’activité anti-inflammatoire in vivo :

Les résultats des moyennes et de la réduction de I’inflammation sont compilés dans les

tableaux (IX et X) en (Annexe II) et la figure ci- dessous :

=



Chapitre III : Résultat et discussion

58,25
51,44

42,83 41,26

o/ d' A
30 - H % d'oedéme

B % de réduction

20 11,70

10 A

Témoin EA 300 mg/kg EA 500mg/kg Diclofenac

Figure 16: Histogramme représentant les pourcentages d’augmentation et de réduction de

I’cedéme pour les quatre lots traités : Lot témoin, lot de référence, lots d’essais.

Aprés 30 minutes de I’administration des traitements (Témoin, produit de référence, extrait
aqueux a 300 et 500mg/ml), nous avons injecté la carraghénine a 1%. Dans les quatre heures
qui ont suivi le traitement, nous avons remarqué que I’extrait aqueux a 500 mg/kg a induit un
taux de réduction d’cedéme de 42.83%. Ce taux est plus au moins important que celui obtenu
suite au traitement a base de produit de référence (Diclofenac), provoquant ainsi une

réduction d’cedéme de 41.26%.

Quant a I’extrait aqueux a 300 mg/kg, nous avons constaté que le pourcentage de réduction
d’cedeme de cette derniére (11.70%) est inférieur a celui enregistré pour la dose a 500mg/kg

et a celui du produit de référence.

Au regard de ces résultats, nous pouvons déduire qu’a de fortes doses, 1’extrait aqueux

d’écorces de fruit Punicagranatum L. posseéde un effet anti-inflammatoire.

Le pouvoir anti-inflammatoire de I’extrait aqueux d’écorce de Punicagranatum L. a la dose
de (500 mg/ kg) peut étre expliqué par la présence des tanins, des flavonoides et des
saponosides qui ont ¢été¢ révélé par le screening phytochimique.Les résultats obtenus
concordent avec plusieurs recherches qui montrent que [’activité anti-inflammatoire de

I’extrait aqueux peut s’expliquer en partie par la présence dans le fruit des composés
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polyphénoliques comme les tanins et les flavonoides (Zarfeshany et al., 2014). Ces derniers

sont des constituants bien connus des plantes anti-inflammatoires.

Selon Mutahar et al. (2012), les polyphénols de grenade présentent une activité anti-
inflammatoire probablement en modulant le métabolisme des eicosanoides et en inhibant la

synthése de nombreux médiateurs pro-inflammatoires intracellulaires, comme le NF-kB.

Par ailleurs, les tanins sont impliqués dans 1’inhibition de la synthése de la prostaglandine et

des leucotriénes qui sont des intermédiaires dans la réaction inflammatoire (Kim et al.,1998).

Les flavonoides trouvés lors des criblages photochimiques (Holland et al, 2009) peuvent
expliquer cet effet anti-inflammatoire. En effet, 1’application topique de la quercetine et la
myricetine exerce une forte inhibition sur la cyclooxygénase (COX) et la lipooxygénase(Kim

et al., 1998).
II1.2.3. Résultats de ’activité antispasmodique in vivo

L’activit¢ antispasmodique de I’extrait aqueux de Punicagranatuml.a ¢été évaluée
par le dénombrement des spasmes ou des contractions abdominales induites chez les
souris par injection intra-péritonéale de [’acide acétique a 1%. Les résultats obtenus

sont indiqués dans le tableau XI.

Tableau XI: Activité antispasmodique de 1’extrait aqueux de PunicagranatumL.

Nombre de souris Témoin Référence EA 300 mg/kg | EA 500 mg/kg
1 85 28 39 58
2 101 32 47 55
3 90 26 39 57
4 94 29 46 51
5 80 35 44 59
Moyenne + écart type 90 + 8,09 30 +£3,54 43 + 3,81 56 £3,16
% protection - 66.67 52.22 37.78

Les figures ci-dessous rapportent les résultats de Iactivité antispasmodiques de
I’extrait aqueux en comparaison avec un antispasmodique de

référence (Livospasme)

)
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L’activité antispasmodique a ¢été exprimée par le nombre de contraction en dix
minutes. Le pourcentage de diminution des contractions pour chaque lot a ¢été

calculé par la formule citée précédemment.

100 Moyenne des spasmes

80 -
70 A
60 -
50 A
40 A
30 A
20 A
10 A

B
w

Moyenne

Témoin Référence EA 300 EA 500

Figure 17 : Moyenne du nombre de crampes pour chaque lot pendant 10 minutes.
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Figure 18: pourcentage de protection de la douleur pour chaque lot.

D’aprés les résultats que nous avons obtenus, il apparait que le lot de souris traitées avec le
médicament de référence (Livospasme) a présenté le nombre de contractions le plus faible (30
spasmes par 10 minutes). En revanche le lot trait¢ avec de 1’eau physiologique (Témoin) a

présenté le nombre de contractions le plus élevées (90 spasmes par 10 minutes).

En ce qui concerne I’extrait aqueux, le nombre de contractions pour la dose 300 mg/kg est

¢gale a 43 et 56 pour la dose 500mg/ml (Figure 17).

40
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Nous constatons également que 1’extrait aqueux a 300 et 500 mg/kg a induit un pourcentage
de protection égale respectivement a 52.22 % et 37.78% par rapport a celui présenté par le
traitement a base du produit de référence (66.67%) (Figure 18), ce qui démontre que 1’extrait

aqueux étudié présente un pouvoir de protection important contre les douleurs provoquées.

L’¢écorce de fruit de PunicagranatumL.est traditionnellement utilisée dans le traitement des
crampes abdominales et de divers troubles gastro-intestinaux. Jusqu'a présent, l'activité
spasmolytique de I'écorce de PunicagranatumL.a été rapportée en utilisant un mode¢le in vitro.
Cependant, son mode d'action n'est pas encore exploré. Par ailleurs, des études €laborées
parKhatale et al. (2011), sur les différents extraitsaqueux et alcooliques de I’écorce de
PunicagranatumL. ou le produit de référence était le Spasfon ont montré un effet anti-

spasmodique comparable a nos résultats.
I11.2.4. Résultat de ’activité antimicrobienne :

.L’activité antimicrobienne de 1’extrait aqueux d’écorce de fruit Punicagranatum L. est estimé
en terme de diamétre de la zone d’inhibition autour des disques contenant les differentes
concentrations a tester vis-a-vis des six germes (Bacillus subtilis, Staphylococus aureus,
Echerichia coli, Candida albicans, Aspergillusbrasiliensis) aprés 24 heures d’incubation a
une température adéquate de 37°C pour les bactéries et 48 heures pour les levures et
champignons. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau XII. (Figure 19, Annexe

1)

Tableau XII:Diameétres des zones d’inhibition des différentes souches bactériennes testés vis-

a-vis des différentes concentrations de I’extrait aqueux de PunicagranatumL.

Germes Diamétres des
zones d’inhibition (mm)
Concentrations 200mg/ml 150mg/ml | 100mg/ml 50mg/ml

Bacillus subtilis 18 15 16 11
Staphylococus aureus 26 22 23 23
Echerichia coli 15 13 22 12
Candida albicans 31 28 26 27
Aspergillusbrasiliensis 21 18 17 17

=
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Les résultats du test de diffusion sur la gélose ont indiqué que 1’extrait aqueux d'écorce
Punicagranatum L. a montré différents degrés d'inhibition de la croissance, selon les souches

bactériennes.

A partir du tableau XII, les résultats de I’activité antimicrobienne de 1’extrait aqueux ont
démontré clairement qu’avec des doses croissantes, le diamétre de la zone d’inhibition
augmente. Nous avons constaté également de larges écarts dans les diameétres des zones
d’inhibitions obtenus, allant de 11 mm a 31 mm pour I’extrait aqueux d’écorce du fruit
PunicagranatumL.

Nous pouvons déduire quelessouches utilisées sont sensibles a I’extrait aqueux d’écorce de
grenade, et que plus le diamétre de la zone d’inhibition augmente, plus la résistance des
microorganismes testés diminue.

Pour candida albicans, nous avons enregistré une zone d’inhibition importante de 31mm

avec une dose de 200mg /ml d’extrait aqueux (Figure 19, Annexell).

D’apres les résultats du tableau XII, pour une dose de 200mg/ml d’extrait aqueux, les trois
especes (Bacillus et Staphylococcus) montre une sensibilité importante. Toute fois pour
Echerichia Coli, nous avons enregistré une zone d’inhibition plus importante 22mm avec une

dose de 100 mg/ml.

Nos résultats ont été confirmés par ceux obtenus ; Prashanth et al., 2001 ; Holetz et al.,
2002 et Machado et al., 2003 qui ont montré que PunicagranatumL.est efficace pour inhiber

la croissance bactérienne Gram-positive, spécialement Staphylococcus aureus.

Au vu de ces résultats, nous pouvons déduire que 1’extrait aqueux d’écorce de fruit de
PunicagranatumL. a présenté une action antibactérienne importante vis-a-vis des trois
souches testées dés la premicre dose testée (50mg/ml) ; 11 mm pour B. subtilis, 12mm pour E.

coliet 23mm poursS. aureus.

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Kadi et ses collaborateurs (2011). Ces
derniers ont rapporté que le test de diffusion du disque a montré que 1’extrait aqueuxa la plus
grande activité contre toutes les bactéries Gram (+) et ils ont également montré une bonne
activité contre les bactéries Gram (-). La raison de cette sensibilité entre les bactéries Gram
(+) et Gram (-) est attribuée aux différences morphologiques entre ces microorganismes. Les
bactéries a Gram (-) ont une membrane phospholipidique externe portant les composants

lipopolysaccharides structuraux.
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Cela rend la paroi cellulaire imperméable aux solutés lipophiles, tandis que les porines
constituent une barriére sélective aux solutés hydrophiles avec une limite d'exclusion
d'environ 600 Da (Nikaido et Vaara, 1985). Les bactéries Gram (+) devraient étre plus
sensibles car elles ne posseédent qu'une couche externe de peptidoglycane qui n'est pas une

barriére de perméabilité efficace (Scherrer et Gerhardt, 1971).

Pour D’activité antifongique, nous avons constaté que I’extrait aqueux est tres efficace, avec
des zones d’inhibition de 27-26-28-31mm pour les doses 50- 100- 150 -200 mg/ml,

respectivement.

Endo et al. (2010)rapportent quel'activité antifongique des extraits de plantes est attribuée a
leur composition chimique fondée sur des analyses spectrales ; tels que les composés extraits
d‘écorces de grenade qui présentent une forte activité antifongique, comme le punicalagine

qui possede une forte activité contre Candida albicans.

Par ailleurs ces résultats suggerent que 1’effet inhibiteur montrépar I’extrait aqueux d'écorce
de Punicagranatum L.peut étre attribuable aux tanins qui représentent 28% des constituants
d'écorces (lansky et Newman, 2007). Il a été trouvé qu’in vitro, cette famille de composés
peut avoir diverses propriétés pharmacologiques telles que ; antioxydantes, antimicrobiennes

et anti-inflammatoires.

En outre, 'activité antibactérienne observée peut également étre due a d'autres métabolites

secondaires comme les composés phénoliques et les saponines.

&



Conclusion

Par I’actuelle étude, nous avons contribué¢ a la mise en valeur des propriétés thérapeutiques
d’une plante trés rependue dans le bassin méditerranéen, Punicagranatum L.

Pour ce faire, nous avons, au préalable, effectué un criblage phytochimiques des différentes
familles de métabolites secondaires contenues dans I’écorce du fruit de Punicagranatum L.,
Il s’agit essentiellement des flavonoides, des tanins et des alcaloides.

Vu sa richesse en polyphénols surtout en flavonoides, la plante représente une source
prometteuse d’antioxydants importants, et peut étre utilisées dans le cas des stress oxydatifs et
de prévenir les différentes pathologies survenus suite a une attaque radicalaire.

Les résultats obtenus a l'issu de 1’activité¢ anti-inflammatoire ont montré que 1’extrait aqueux
aréduit de facon appréciable I'eedéme induit par la carragénine. L'inhibition de 1'cedéme de
I’extrait aqueux est comparable, a celle du Diclofenac®.

D’autre part, D’extrait aqueux a une dose de 300 mg/ml, a présenté une activité
antispasmodique importante égale a 52.22 % par rapport a celui présenté par le produit de
référence (66.67%). Ceci est en relation avec la richesse de 1’extrait aqueux de 1’écorce de
grenade en métabolites secondaires tels que les flavonoides. Ces derniers sont connus par leur
pouvoir anti-inflammatoire dans les phases prolifératives et exsudatives de l'inflammation.
L’¢étude de D’activité antimicrobienne de notre extrait arévélé un pouvoir inhibiteur sur les
différentes souches testées.

Comme perspective, Malgré les découvertes intéressantes sur les nombreuses vertus du
grenadier, aucunmédicament a base de grenade n’a, a I’heure actuelle, été mis sur le marché.
En effet,de nouvelles expérimentations s’averent nécessaires pour compléter les
résultatsobtenus et éventuellement développer un médicament. Seuls quelques
complémentsalimentaires sont déja commercialisés, essentiellement a visée antioxydante.
Nous souhaitons pouvoir compléter cette étude par la caractérisation et identification des
molécules antioxydantes du grenadier par des techniques plus performantes comme la
chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrophotométrie de masse (CG-
MS).

La détermination des effets thérapeutiques de cette plante par des études cliniques
approfondies (effet hypoglycémiant, anticancéreux) pourrait enrichir les travaux sur cette
plante.

Le grenadier reste donc toujours une plante fascinante et mystérieuse qui n’a sirementpas

encore livré tous ses pouvoirs thérapeutiques.
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