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Résume : 

Dans la présente étude nous avons tenté à effectuer des analyses physico-

chimiques et d’évaluer l’activité antioxydante de l’extrait méthanolique des écorces 

de deux variétés de la grenade (Punica granatum L) de la région de la Mitidja, et une 

analyse qualitative par HPLC. 

la détermination des teneurs en  métabolites primaires révèle les 

compositions suivantes : sucre totaux (4,27%et 3,46%), proteines 0,55% et lipides 

(0,52%, 0,95%) pour l’extrait de Doux de Koléa et de Doux de Messad 

respectivement.  

L’estimation quantitative des polyphénols totaux (par la méthode de Folin-

Ciocalteu) montrent les teneurs suivantes :(642,58 et 726,75 mg EAG/g extrait), des 

flavonoïdes totaux (par la méthode au trichlorure d’aluminium) (22,67 et 20,04mg 

EQ/g extrait) et des tanins hydrolysables (271,25 et 314,25mgEAT/g extrait) pour la 

variété de Doux de Koléa et Doux de Messad respectivement. 

              Le présent travail a montré l’activité anti-oxydante par le biais de deux 

méthodes : la méthode du pouvoir réducteur et la méthode au DPPH montre que 

l’extrait de doux de koléa et Messad sont les plus actifs, avec une IC50 de l’ordre 

de12,83 mg/l et 12.96 mg /l respectivement ,en comparant avec celle du BHT avec 

une IC50 ( 28,01). L’analyse qualitative des extraits par chromatographie liquide à 

haute performance a révélé la présence probable de la quercetine et la catéchine 

dans les deux extraits méthaloniques des deux variétés. 

Mots clés :punica granatum L, extrait naturel, polyphénols, activité 

antioxydant. 

 

 

 

 

 



 

Abstract: 

In this study we tried to make physicochemical analyzes and evaluate the 

antioxidant activity of the extract of the bark méthalonique two varieties of 

pomegranate (Punica granatum L) region Mitija and analysis qualitative HPLC. 

Indeed the determination of primary metabolites reveals total sugar content 

(4.27% and 3.46%), 0.55% in protein and fat (0.52%, 0.95%) to extract Kolea sweet 

and mild Messad respectively.  

The quantitative estimation of total polyphenols (by the Folin-Ciocalteu) 

enregisre values (642.58 and 726.75 mgEAG / g extract), total flavonoids (by the 

method of aluminum trichloride) (22.67 and 20.04 mg EQ / gextrait) and hydrolysable 

tannins (271.25 and 314.25 mgEAT / g extrait) for the variety of Mild Kolea and 

Messad respectively. 

 This work aims to evaluate the antioxidant activity through two methods: the 

method of reducing power and DPPH method shows that the extract of sweet and 

Kolea Messad are the most active, with IC50 from12, 83mg / l and 12.96 mg / l 

respectively, comparing with that of BHT with an IC50 (28.01). The qualitative 

analysis of the extracts by high performance liquid chromatography revealed the 

probable presence of quercetin and catechin in both méthaloniques extracts of both 

varieties. 

Keywords: Punica granatum L, natural extract, polyphenols, antioxidant 

activity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    ملخص

المستخلصات النباتٌة الطبٌعٌة تحتوي على مجموعة متنوعة من المركبات الفٌنولٌة  لها  انشطة بٌولوجٌة مختلفة  

اد للأكسدة   لمستخلص مٌتانولً لقشور الرمان من فً هذه  الدراسة قمنا بتحالٌل فٌزٌوكمٌائٌة وتقٌٌم النشاط المض∙

 ∙منطقتٌن من متٌجة 

٪، .528٪ من البروتٌن والدهون)5288٪( و 6279٪ و :.72التحلٌل الفٌزٌوكمٌائً اظهر مجموع محتوى السكر )  

 ∙                                                                                              ٪( لمستخلص القلٌعة و مسعد على التوال52.8ً

 )غ من المستخلص /  EAG ملػ726,75- 642,58(القٌم  Folin-Ciocalteu   البولٌفٌنولالتقدٌر الكمً لمجموع 

    Tanins     و مركباتغ من المستخلص(  EQ /  ملػ 5257.و :29..)( FeCl3مجموع مركبات الفلافونوٌد )    

 .( لنوعً القلٌعة و مسعد على التوالًغ من المستخلص AT/ ملػ  -6.72.8 2.8.:.)

تبٌن  DPPHٌهدف هذا العمل إلى تقٌٌم نشاط مضادات الأكسدة من خلال طرٌقتٌن: طرٌقة القوة الارجاعٌة و طرٌقة الـ  

ملػ/لتر على التوالً بالمقارنة مع  IC5012 ,83 12,96ان مستحلص القلٌعة و مسعد هم الاكثر نشاط بكمٌة 

BHTIC50,28,01 التحالٌل النوعٌة للمستخلصٌن ب .ملػ/لترHPLC   اثبتت وجود.cathéchine ,quercétine 

                              Punica granatum L∙ المضاد للأكسد مستخلصات طبٌعٌة، البولٌفٌنول، نشاط ꞉كلمات البحث  
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Depuis des milliers d'années, l'humanité a utilisé diverses plantes trouvées 

dans son environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces 

plantes représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux 

métabolites secondaires qui ont l'avantage d'être d'une grande diversité de structure 

chimique et ils possèdent un très large éventail d'activités biologiques. Cependant, 

l'évaluation de ces activités demeure une tâche très intéressante qui peut faire 

l'intérêt de nombreuses études. 

Le continent africain est doté d’une biodiversité parmi les plantes riches dans 

le monde, avec un nombre très élevé de plantes utilisées comme herbes, comme 

aliments naturels et pour des buts thérapeutiques. De nombreuses substances 

naturelles différentes ont été identifiées et beaucoup d’entre elles se sont utilisées 

dans la médecine traditionnelle pour la prophylaxie et le traitement des maladies. 

Malgré que l’Algérie, soit un pays connu par ses ressources naturelles, et 

disposes d’une flore singulièrement riche et variée, il y a eu peu d'efforts consacrés 

au développement des agents thérapeutiques de ces plantes. C'est pourquoi nous 

nous sommes intéressés à étudier le fruit du grenadier (Punica granatum ) de la 

famille des Punicaceae très apprécié ces dernières années par la population 

algérienne. Ces écorces sont utilisées, de façon empirique, dans les médecines 

traditionnelles, pour soigner les maladies gastro-intestinales. 

On observe actuellement une évolution du statut de cette espèce dans notre 

pays : bien que longtemps considérée comme simple fruit oublié, de plus en plus de 

chercheurs lui réattribuent aujourd’hui son vrai statut de plante nutritionnelle et 

médicinale. 

 Par ailleurs, nous n’avons relevé aucun travail consacré à l’étude et à la 

caractérisation des composants de ces variétés algériennes. 

  Notre travail s’est porté sur l’investigation de deux d’entres elles, faisant 

partie du genre Punica (Punicaceae). Cette famille avec ses différentes espèces a 

été relativement peu étudiée. Ainsi, un travail considérable persiste, tant sur le plan 

de la classification botanique, que phytochimique.Nous nous intéressons ici en 

premier lieu à la caractérisation de la composition physico - chimique de cette plante. 

En effet, quelle valeur aurait l’identification de métabolites secondaires (polyphénols) 

d’une plante, si celle-ci n’était pas clairement définie d’un point de vue physico 

chimique ?  
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Cette étude va porter sur ces deux domaines, puisque le genre Punica avec 

ces deux variétés n’a, à l’heure actuelle, jamais été révisé d’un point de vue 

physicochimique et n’a fait l’objet que de quelques investigations phytochimiques 

(variété non identifiée).  

Dans ce contexte, notre travail vise à démontrer la richesse des pelures de 

ce fruit en composés phénoliques et de déterminer leurs propriétés biologiques. Pour 

cela, notre étude englobe deux aspects, dont le premier est d’ordre phytochimique 

basé principalement sur l'extraction et la quantification des composés phénoliques. Il 

porte également sur le diagnostic et la séparation des principaux composés 

phénoliques par l’utilisation d’une technique chromatographique (HPLC). 

Le second aspect est consacré à une évaluation de l'activité antioxydante 

des flavonoïdes vis-à-vis du radical libre DPPH. 

Pour cela, nous nous sommes fixés les objectifs suivants : 

 Analyse physico chimiques des deux variétés de la grenade ; 

 Extraction des composés phénoliques ;  

 Analyse quantitative et qualitative du contenu en polyphénols, en flavonoïdes et 

en tanins des différents extraits de Punica granatum L ; 

 Évaluation du pouvoir piégeur des différents extraits vis-à-vis d’un radical libre 

relativement stable (DPPH), et du pouvoir réducteur. 

Ce travail vise la valorisation du fruit de ces deux variétés du nord de 

l’Algérie. Ses écorces sont utilisées en médecine traditionnelle. Cela permettra de 

relier les éléments d’informations apportés par les ethnobotanistes aux effets 

physiologiques observés par les biologistes d’autres pays et les confirmer sur nos 

variétés. 

Comme nous ne disposons d’aucune étude qui différencie l’étude qualitative 

et quantitative de ces deux variétés, ainsi notre travail sera présenté comme suit : 

L’état des connaissances bibliographiques botaniques et phytochimiques sur 

le genre Punica et leur famille Punicaceae ; 

 Dans un deuxième chapitre, nous aborderons un aperçu général sur les 

composés phénoliques. 

 Le troisième chapitre sera consacré à des généralités sur l’oxydation et les 

antioxydants.  
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Dans la partie « matériels et méthodes », les méthodes d’analyses 

classiques utilisées dans ce travail, la préparation des échantillons, et 

l’instrumentation utilisés sont décrites.  

La dernière partie sera consacrée à la présentation des résultats et à leurs 

discussions. 

 Enfin, une conclusion générale portera sur une lecture attentive des 

différents résultats obtenus et des perspectives. 



 

 

Première partie  

Synthèses bibliographiques 

  



 

 

Chapitre I 
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Le grenadier grenade punica granatum L, est une espèce de climat tempéré, 

principalement cultivé dans la région méditerranéenne, l’Asie méridionale, et dans 

plusieurs pays de l’Amérique du Nord et l’Amérique du Sud (Strover et Mercure, 

2007). 

La popularité de la grenade a augmenté énormément surtout dans la 

dernières décennie en raison des effets : antimicrobiennes, antioxydant puissant, 

antiviral, anticancéreux et anti-mutagénique, du fruit (Negi, Jayapraksha et Jena, 

2003). 

1.1.Étymologie :  

Le mot Punica vient du mot latin puniceus, qui signifie rouge écarlate : 

couleur des fleurs (Bonnier, 1990) et granatum« granatus » qui signifie "abondant en 

grains.  La grenade a été désigné par Pline l’encyclopédiste romain du Ier siècle, par 

malum granatum, il employait aussi le terme de malum Punicum « pomme de 

Carthage » ou punica arbor « arbre punique » c’est-à-dire de Carthage. En 1753, 

Carl Von LINNE reprit ces expressions de lieu pour dénommer le nom de genre 

Punica « de Carthage ». Dernièrement elle sera alors renommée Punica granatum. 

Punica en souvenir des guerres puniques ou peut-être pour puniques qui signifie 

rouge écarlate en latin, et granatum pour la multiplicité des graines contenues dans 

le fruit, (Mars et al., 1994). Ce mot grenade vient du latin grana : « grain », (Margot 

et Sphon., 2007). 

1.2. Origine et historique : 

Le grenadier est cultivé depuis la plus haute Antiquité pour ses fruits 

comestibles (les grenades) et pour les qualités ornementales de ses grandes fleurs 

(Jurenka JS, 2008). 

C'est dans l'ancienne Perse que fut connue pour la première fois la culture 

du grenadier environ 2000ans avant l’ère chrétienne. C'est de la Perse que le 

Grenadier fut importé en occident dans la région méditerranéenne de l'Europe et de 

l'Afrique du Nord, et en Orient dans le Turkestan, l'Afghanistan, les Indes et la Chine.  

Historiquement, la grenade était connue et appréciée de tous les peuples 

antiques, par les juifs, par les égyptiens, par les phéniciens et par les grecs et les 

romains pour ses qualités médicinales et gastronomiques. 
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 D’après NIKOLAI VAVILOV, le grenadier appartient au Centre IV : Centre du 

Proche Orient (Asie Mineure). Actuellement, il est cultivé dans de nombreux pays, 

notamment l’Espagne, les États-Unis, l’Iran, la Turquie, l’Inde, Israël, la Chine et les 

pays de la côte nord de l’Afrique, entre autres. L’Espagne est le premier producteur 

d’Europe, et la production y est concentrée dans la Communauté Valencienne, en 

Andalousie et dans la région de Murcie Transcaucasie, Iran et régions hautes du 

Turkménistan. 

1.3. Description botanique : 

C’est est un arbre fruitier appartenant à la famille des Punicacés qui 

comprend trois espèces différentes : Punica protopunica, Punica nana et Punica 

granatum, espèce la plus commune.  

L’espèce Punica granatum, sur le plan botanique partage son nom de famille 

avec son ancêtre génétique Punica Protopunica , dont l’habitat se limite à l’île de 

Socotra à la rencontre de mer et de l’Océan indien, dépendance du Yémen (Storey, 

2007; Joannet, 2009). 

 Cependant, dans la culture française, cet arbre s’est vu attribuer d’autres 

noms vernaculaires, moins courants. Ainsi, grenadier est synonyme de : Granatier, 

Migranier et de Miougranié (Planshon G et al., 1875). 

Le grenadier peut exister sous forme d’arbuste buissonnant de 2 à 5 m de 

hauteur, légèrement épineux, au feuillage caduc et au tronc tortueux. Il croît 

majoritairement dans toute la région méditerranéenne, de façon subspontanée ou 

cultivée (Garnier G, 1961) 

 

Figure n°1 : Arbre et planche illustrée taxonomique de Punica granatum L (Ashton 

R et al., 2006) 
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Il est reconnu par ses feuilles qui sont opposées et caduques, vertes et 

brillantes, ovales ou lancéolées, 2 - 8 cm de long, bord entier (Schonfelder et 

Ingrid, 1988). Les feuilles du grenadier tombent les rejets ou être en touffes sur les 

pousses courte. 

 

Figure n°2 : Feuilles de Punica granatum L ( www.plant-identification.co.uk ). 

 Pour la fleur, elle est de couleur  rouge orangé éclatant de 3 cm de 

diamètres environ, isolées ou groupées par 2 à 4 à l’extrémité de tiges . Le calice 

jaune rougeâtre épais adhère au fruit qui persiste à son sommet. 

A l’intérieure ; 5 -7 pétales chiffonnés alternent avec les sépales, 

nombreuses étamines minces et jaunes (Bossard et Cuistance., 1986). Les fleurs 

s’épanouissent en juin – juillet (Bonnier, 1990). 

 

Figure n°3 : Fleurs aux sépales charnus et rouges et aux pétales froissés 

(www.plant-identification.co.uk). 

Le fruit qui arrive à maturité en Septembre (dans l’hémisphère nord) est une 

baie sphérique ou globuleuse, à peau épaisse lisse, couronnée au sommet par le 
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restes durcis du calice, de 7-12 cm de diamètre, jaunâtre à brun _ rouge à maturité 

et souvent marbrée de taches aux couleurs plus vives. 

Elle est divisée par de nombreuses parois. Ainsi se forment des loges dans 

lesquelles se trouvent de nombreuses graines triangulaires mesurant jusqu’à 15 

millimètres qui sont entourées d’une enveloppe (arille) translucide très juteuse de 

couleur rouge foncé à rose clair qui éclate à la moindre pression.  

 

Figure n°4 : Grenades et leur calice denté (www. plant-identification.co.uk). 

Cette baie renferme de nombreuses graines contenues dans des loges, 

séparées par des cloisons ténues et membraneuses. Toutes ces graines possèdent 

un mésocarpe charnu et gélatineux, acidulé et sucré, représentant la partie 

comestible du fruit. (Batles A., 1998). 

 

Figure n°5 : Grenade et ses nombreuses graines (Batles A., 1998). 
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Les fruits ne continuent pas à mûrir après la cueillette, ils font partie des fruits 

non-climactériques. 

Ce fruit ou grenade est formée de trois partie principales, ayant chacune leur 

propre caractère métaphysique, botanique et chimique. Ces parties sont les pépins 

ou « arilles », le jus et la peau (Storey, 2007). 

1.4. Place du grenadier dans la systématique : 

Le grenadier, Punica granatum, a été décrit par Linné et introduit dans sa 

classification en 1753. Telle est cette classification : 

Règne : végétal 

Embranchement : Spermaphytes 

Sous embranchement : Angiospermes 

Classe :Magnoliopsida 

Ordre : Myrtales 

Famille : Punicaceae 

Genre : Punica 

Espèce : Punica granatum 

En 1998, une nouvelle classification des angiospermes, c’est à dire des 

plantes à graines, est créé par un groupe de botanistes, l’Angiosperm Phylogeny 

Group ou APG. Cette classification phylogénétique réorganise le règne végétal en 

fonction de critères moléculaires, s’intéressant essentiellement à l’ADN de deux 

gènes chloroplastiques et d’un nucléaire de ribosome. Ainsi pour certaines espèces 

végétales, les résultats moléculaires sont en accord avec les anciennes 

classifications alors que pour d’autres espèces végétales, il est nécessaire de 

modifier leur position dans la systématique. Ces résultats reconsidèrent la 

phylogénie des plantes. Cette nouvelle organisation se compose alors de 462 

familles réparties dans 40 ordres (Spichiger, Savolainen et al., 2004). 

Cette classification à été révisée en 2003, donnant naissance à la 

classification phylogénétique APG2, qui comporte 457 familles réparties dans 45 

ordres. Au sein de cette classification, la position du grenadier est : 
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Classe : Angiospermes 

Sous classe : Dicotylédones vraies 

Clade : Rosidées 

Ordre : Myrales 

Famille : Lythraceae 

Genre : Punica 

Espèce : Punicagranatum 

Il convient donc de retenir que dans cette nouvelle classification, la famille 

des Punicacées n’existe plus. Le grenadier appartient alors à la famille des 

lythracées, famille comportant 30 genre et 600 espèces (Spichiger, Savolainen et 

al., 2004). 

1.5. Répartition géographique et production : 

1.5.1 Dans le monde : 

Le grenadier est fortement représenté au Moyen-Orient, sa terre d’origine. 

Ainsi, on le trouve fréquemment en Afghanistan, Turquie, Transcaucasie, et en Inde. 

Son espace d’origine semble de situer sur le haut plateau irano afghan dont il 

apprécie les sols rocailleux et le climat subdésertique. Il s’est développé au Pakistan, 

au Cachemire et sur le bassin méditerranéen depuis les temps les plus anciens. 

Il est aussi beaucoup cultivé dans le bassin méditerranéen : Espagne, Italie, 

Grèce, Algérie, Tunisie et Maroc. 

On le rencontre déjà plus rarement dans le midi de la France, au Portugal, en 

Bulgarieet en Crimée. 

De même en Amérique, la culture du grenadier reste très sporadique. Il est 

présent en Californie, dans l’Utah, en Alabama, Louisiane et Floride. (Wald E., 1982) 
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(1) Afrique 

 

Figure n°6 : Répartition géographique de la grenade (Wald E., 1982). 

 

Le grenadier est, avec la vigne et le figuier, l’un des premiers arbres à cultiver 

par l’homme. (Henri J, 2009). 

En ce qui concerne la production, les pays les plus   producteurs de grenades 

sont l’Iran, la Turquie, la Transcaucasie et l’Inde mais aussi dans la zone 

méditerranéenne la Tunisie, le Maroc, l’Espagne, l’Italie et la Grèce. 

Aux Etats-Unis et plus particulièrement en Californie, la culture de la grenade 

est très développée. 

La production de grenade est en nette augmentation ces dernières années, 

montrant un regain d’intérêt pour ce fruit oublié depuis plusieurs décennies. 

 

 

 

1 
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1.5.2. En Algérie : 

Bien que le grenadier soit peu exigeant, les plantations ne sont pas très 

importantes en Algérie .Il existe de nombreuses variétés de grenades, de qualités 

très différentes. Plusieurs sortes de grenadier sont signalées dans les petits jardins 

en Kabylie. On ne connait que leur appellation locale (Lahlou, Elmouse,…). Quatorze 

variétés sont actuellement autorisées à la production et à la commercialisation par 

l’état (tableau n °1), (INRAA, 2006).  

Espagne Gajin Selection station 

Corda travita Sefri Chelfi 

Mollerhuesso Zemdautomne Doux de Kolea 

Mellisse Sulfani Messaad 

Papers shell Spanichduoy  

Tableau n°1 : variétés de grenadier autorisées à commercialiser en Algérie 

( INRAA, 2006). 

En Algérie, la superficie de la culture du grenadier en Algérie est estimée à 

9161ha en 2012, avec une baisse rapport à la campagne précédente (9566 ha). A 

signaler que plus 60% est concentré au niveau du sahara (Biskra et Djelfa) et la 

wilaya de Mostaganem. 

Le profil variétal est composé de deux groupes : 

• Les grenades de couleur rouges et jaunes : Sefri, Doux de Koléa, Messaad … 

• Les grenades acides à pépins durs qui sont destinées à la transformation. 

La période de la production se situe entre les mois d’octobre et de novembre.  

La qualité des fruits est tributaire des variétés et des conditions du milieu 

notamment au niveau des zones à forte humidité où il y a risque de maladie causant 

la pourriture du fruit. 

La production en grenades de la campagne 2011-2012 est estimée à 

717063Qx. Elle a marqué un accroissement de 10% par rapport à la campagne 

précédente (674 660Qx). 

Le rendement moyen a excédé les 78,3Qx/ha en 2012, sachant que les 

rendements sont variables d’une wilaya à l’autre et dépendent des ressources 

hydriques mobilisées au profit de cette culture, (Madr, 2013). 
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1.6. Composition biochimique du fruit :  

Le grenadier suscite un intérêt chez les anciens chercheurs qui, avec des 

moyens très rudimentaires, ont ainsi mis en évidence certains principes actifs de cet 

arbre, tel que la pelletiérine. Grâce 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. 

Le fruit de grenade se compose de trois parties : l’écorce (peau de la 

grenade), les graines, et le jus (Lansky et newman, 2007). 

Partie 

comestible 50% 

 

80% arilles (jus) 

20% pépins 

eau (85 %); sucres (10 %), principalement 

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

essentiellement acide ascorbique, citrique et 

malique; composés bioactifs tels que 

polyphénols et flavonoïdes (essentiellement 

anthocyanines). 

les graines de grenade sont une source 

importante de lipides, car les pépins ont une 

teneur en acides gras qui oscille entre 12 et 20 

% de leur poids total (poids sec).les protéines, 

protides (1,5%)  

 

Écorce ou 

péricarpe 50% 

Environ 50 % du poids total de la grenade correspond à l’écorce 

et aux membranes blanches, qui sont une source très importante 

de composés bioactifs, tels les polyphénols, les flavonoïdes, les 

ellagitanins, les proantocianidines et les minéraux, 

essentiellement du potassium, de l’azote, du calcium, du 

phosphore, du magnésium et du sodium.  

 

Tableau n° 2 : composition biochimique de la grenade (Angel A et al., 2010) 
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1.7. Composition phénolique de la grenade : 

1.7.1. Composés phénoliques à faible poids moléculaire :  

Les composés phénoliques peuvent être divisés en molécules simples, et en 

polymères de celles-ci ayant un poids moléculaire plus élevé. Parmi les premières il 

convient de citer les flavonoïdes, qui sont les composés les plus importants de ce 

sous-groupe ; tandis que les anthocyanosides sont les composés les plus 

représentatifs, responsables de la couleur caractéristique de la grenade. Parmi les 

composés phénoliques à faible poids moléculaire il faut mettre l’accent sur les acides 

phénoliques, et parmi ces derniers sur l’acide gallique et l’acide ellagique (Angel A 

et al., 2010). 

 

Figure 7 : Composés phénoliques à faible poids moléculaire 

1.7.2. Composés phénoliques à poids moléculaire élevé : 

Les tanins sont les polyphénols à poids moléculaire élevé les plus 

caractéristiques. L’écorce de la grenade est riche en tanins hydrolysables, 

principalement en punicaline, pédunculagine et punicalagine (Angel A et al., 2010). 
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Figure n° 8 :Structure moléculaire de la punicalagine. 

1.8. Propriétés thérapeutiques de la grenade : 

La grenade a été utilisée depuis des siècles pour ses vertus thérapeutiques. 

En médecine Ayurvedique, la grenade est considéré comme « une pharmacie en soi 

» et elle a été utilisé comme agent antiparasitaire, un « tonique sanguin » et pour 

traiter les aphtes, les diarrhées et les ulcères. La grenade a servi aussi de remède 

pour le diabète dans le système Unani de la médecine pratiquée au Moyent Orient et 

en Inde (Jurenka JS, 2008). Les propriétés thérapeutiques potentielles de la 

grenade sont très variées et incluent traitement et prévention du cancer, les maladies 

cardiovasculaires, diabète, dysfonctionnement érectile et protection contre les 

radiations ultraviolettes. Ces activités thérapeutiques sont attribuées à différents 

mécanismes. La plupart des recherches se sont concentrées sur les propriétés 

antioxydant, anticarcinogénique, anti-inflammatoire et antidiabétique de grenade. 

1.9. Utilisations de la grenade : 

1.9.1. Utilisation culinaires :  

 Tout d’abord, la grenade peut être utilisée en fruit de table. Dans ce cas, le 

fruit se mange nature ou accompagné de sucre, à décortiquer grain par grain. Pour 

déguster commodément la grenade, il est préférable de prélever à la cuillère les 

petits grains pulpeux. 

Ces grains peuvent également servir à garnir une salade de fruits, lui 

apportant une saveur sucrée acidulée. 
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1.9.2. Utilisation en industrie agroalimentaire : 

L’industrie agro-alimentaire et en particulier l’industrie des boissons 

s’intéresse de près à la grenade, avant tout pour son côté exotique et son goût 

nouveau. Le jus Pomegreat commercialisé depuis quelques années en Grande-

Bretagne (mélange de grenade, aronie et autres fruits rouges) s’est ainsi imposé 

avant grâce à son goût agréable. 

1.9.2.Utilisation en industrie cosmétique : 

Les puissantes propriétés antioxydantes de la grenade en font un ingrédient 

de choix pour la cosmétique, en particulier dans les produits dermatologiques visant 

à protéger la peau du cancer. Afaq et al. Ont en effet montré une action inhibitrice de 

l’extrait de grenade sur le cancer de la peau chez la souris (Afaq F et al., 2005). 

Par ailleurs, l’extrait de grenade est déjà incorporé dans plusieurs lignes de 

produits cosmétiques qui exploitent son parfum, ses propriétés hydratantes et, 

adoucissantes ainsi que ses effets raffermissant (crèmes anti-cellulite). 

1.9.3. Autres utilisations : 

L’écorce de la grenade fut quelquefois utilisée, pour remplacer la noix de 

galle, dans la préparation de l’encre.  

Le grenadier fournit de nombreux principes tinctoriaux, aux couleurs très 

variées, tels que le vert, une large palette de jaunes, des gris, bruns et noirs. Les 

parties utilisées de cet arbre sont essentiellement l’écorce des grenades. 

Les teinturiers de cuir de Fez et Marrakech employaient les écorces de fruits 

verts pour réaliser des jaunes pâles et les écorces de fruits bien mûrs pour les tons 

dorés (Cardon D, 2OO3). 
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Les plantes produisent une grande diversité de métabolites secondaires pour 

la défense et le suivie dans l’écosystème. Ils dépassent actuellement 100 000 

substances identifiées, et appartiennent à trois principales classes chimiques : les 

terpènes (un groupe de lipides), les alcaloïdes (dérivés d’acides aminés) et les 

polyphénols (dérivés de glucides) (Benamor B, 2008). 

Les polyphénols représentent une source importante de molécules utilisables 

par l’homme dans des domaines aussi différentes que la pharmacologie et 

l’agroalimentaire (Macheix J et al., 2006). 

2.1. Définition : 

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du 

métabolisme secondaire des plantes, largement distribués possédant plusieurs 

groupements phénoliques, avec ou non d’autres fonctions et comportant au moins 

8000 structures différentes connues, allant de molécules phénoliques simples de bas 

poids moléculaire tels que, les acides phénoliques à des composés hautement 

polymérisés comme les tannins. Ils font partie intégrante de l'alimentation humaine et 

animale. 

Les polyphénols sont des constituants communs des plantes, ils se 

retrouvent sous forme conjuguées et/ou glycosylées. Ils sont caractérisés comme 

indique leur nom, par la présence de plusieurs groupements phénoliques associés 

en structures plus ou moins complexes, généralement de haut poids moléculaires. Ils 

sont probablement produits comme des métabolites secondaires responsables de 

plusieurs propriétés organoleptiques des végétaux, particulièrement, de couleur et 

d’astringence et agir comme des détergents normaux au pâturage des animaux et en 

tant qu’agent antimicrobiens (Laurent C et Oestveldt K, 2008). 

Ils sont caractérisés par la présence d’un au moins un motif phénolique 

(cycle aromatique sur lequel viennent se greffer un ou plusieurs groupement (OH). 

 

Figure n°9 : Structure du phénol (noyau aromatique). 
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2.2. Composés phénoliques dans la plante : 

    Les composés phénoliques jouent un rôle important dans les qualités 

sensorielles et nutritionnelles des produits végétaux car ils sont présents dans la 

plupart des organes et tissus utilisés ou consommés par l’homme, cependant comme 

pour la plupart des métabolites dits secondaires, il existe en réalité une extrême 

diversité de répartition de ces composés selon les espèces et en fonction des 

différents organes et tissus d’une plante.(Sarni manchado et Cheynier, 2006 ).  

2.2.1. Répartition cellulaire, tissulaire et dans les différents organes     

de la plante : 

Le niveau d’accumulation des composés phénoliques dans les différents 

tissus et organes de la plante apparait toujours comme la résultante entre leur 

biosynthèse, dont les grandes lignes viennent d’être rappelées, et leur utilisation 

et/ou leur dégradation. 

A l’échelle cellulaire, la répartition des composés phénoliques est très 

caractéristique. Ils s’accumulent principalement dans deux sites : d’une part, la paroi 

cellulaire où sont présentes les lignines (et quelquefois certains flavonoïdes et des 

molécules associées aux lignines comme l’acide férutique) et la vacuole où sont 

stockés les phénols solubles (acide chlorogenique, anthocyane, flavonols, tanins,…). 

Certains flavonoïdes (quercétine, kaempférol) pourraient également être présents au 

niveau du noyau et de la membrane plasmique (Sarni-Manchado et al., 2006) mais 

toujours à être faible que lorsque des perturbations membranaires interviennent, soit 

au cours de certaines évolutions physiologiques soit à la suite de divers traitements. 

L’apparition de brunissement en est généralement la conséquence. 

A l’échelle tissulaire, on observe également des répartitions très inégales des 

différents composés phénoliques (Sarni-Manchado et al., 2006). Ainsi les 

anthocyanes et les pigments de type flavonols sont généralement présents dans les 

couches cellulaires externes des organes végétaux, en particulier les épidermes des 

fruits et des feuilles. 

Des différences très marquées existent également entre les différents 

organes d’une plante donnée, chacun d’entre eux (feuille, fruit, graine, racine…) 

pouvant souvent être caractérisé par son profil polyphénolique (Sarni-Manchado et 

Cheyneir, 2006). 
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Les légumes contiennent aussi des quantités importantes de Polyphénols. Le 

champion toute catégories est l'artichaut avec une concentration de 321.3 mg GAE / 

100 g. 

Parmi les 20 premiers fruits et légumes les plus riches en polyphénols. 60 % 

représentent les fruits et le reste des 40 % est représenté par les légumes. 

2.3. Facteurs influençant la teneur des plantes en composés 

phénoliques : 

La teneur des végétaux en composés phénoliques est très variable en 

fonction de nombreux paramètres génétiques, physiologiques, ou environnementaux. 

2.3.1. Facteurs physiologiques : 

En fonction du stade physiologique on remarque des variations qualitatives 

et quantitatives très particulière de la teneur en polyphénols des plantes. Les 

organes jeunes sont quelquefois plus riches en composés phénoliques que les 

organes âgés dont la teneur en ces composés tend à diminuer au cours de la 

croissance (Macheix et al., 2005). 

2.3.2. Facteurs génétiques :  

Les variations des teneurs en composés phénoliques sont souvent 

considérables d’une espèce à une autre et, à l’intérieur d’une espèce, selon les 

variétés ou les cultivars considérés.  

2.3.3. Facteurs externes :  

Certains facteurs externes comme la lumière et la température peuvent 

influer nettement sur la teneur des plantes en polyphénols, en agissant sur leur 

métabolisme phénolique. En effet pour la lumière deux paramètres interviennent : 

d’une part, l’intensité du flux lumineux et d’autre part, la nature des radiations 

constitutives (Sarni-Manchado et Cheyneir, 2006).  

La température est également un facteur de régulation de l’expression du 

métabolisme phénolique, souvent en interaction avec la lumière (Rhodes et al., 

1981). 
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Toutefois, la contamination du végétal par des micro-organismes pathogènes 

entraine également une forte augmentation des teneurs en composés phénoliques, 

correspondant à la mise en place du mécanisme de défense de la plante (Dixon et 

Paiva, 1995). 

2.4. Principales formes et classes des composés phénoliques : 

2.4.1. Les formes simples : 

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures 

chimiques allant du simple phénol en C6 (non présent naturellement chez les 

végétaux) aux flavonoïdes en C15 et à des molécules proches (Macheix et al., 2005)  

2.4.1.1. Phénols simples : 

Selon Bruneton (1993), les phénols simples (catéchol, guaiacol, 

phloroglucinol,…) sont plutôt rares dans la nature à l’exception de l’hydroquinone qui 

existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae…).  

2.4.1.2. Les acides phénoliques simples : 

2.4.1.2.1. Acides hydroxybenzoïques : 

 Ce sont des dérivés de l'acide benzoïque ; 

 Ils ont une structure générale de base de type (C6-C1) ; 

 Ils existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides. 

 

     Les acides hydroxybenzoïques les plus abondants sont répertoriés dans le 

tableau n°3 
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Tableau n°3 : Principaux acides hydroxybenzoïques (Sarni-Manchado et Cheynier, 

2006). 

2.4.1.2.2. Acides hydroxycinnamiques :  

 Ils dérivent de l'acide cinnamique ; 

 Ils ont une structure générale de base de type (C6-C3) ; 

 Ils existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques ; 

 Les degrés d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique conduisent à une 

réactivité chimique importante de ces molécules, le tableau II représente les 

principaux acides hydroxycinamiques (tableau n°4). 

 Tableau n°4 : Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et      

                                    Cheynier, 2006). 
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2.4.1.2.3.Coumarines :  

Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation 

interne de la chaîne latérale. 

Les coumarines ont fréquemment un rôle écologique ou biologique 

 (Tableau n°5). 

 

Tableau n°5 : Principaux types de coumarines (Macheix et al., 2005). 

2.4.1.3. Les flavonoïdes : 

2.4.1.3.1. Généralités : 

Le nom flavonoïde proviendrait du terme flavedo, désignant la couche 

externe des écorces d'orange (Piquemal, 2008). Cependant, d'autres auteurs 

supposaient que le terme flavonoïde a été plutôt prêté du flavus ; (flavus=jaune) 

(Karaali et al., 2004 ; Malesev et Kuntic, 2007). 

Les flavonoïdes ont été isolés par le scientifique E.CHERVREUL en 1814, 

mais ont été réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Györgyui, 

désignés sous le nom de vitamine P, en raison de leur efficacité à normaliser la 

perméabilité des vaisseaux sanguins. Cette dénomination fut abandonnée lorsqu'on 

se rendit compte que ces substances ne correspondaient pas à la définition officielle 

des vitamines, il devient clair que ces substances appartiennent aux flavonoïdes 

(Nijveldt et al., 2001). 

Les travaux relatifs aux flavonoïdes sont multiples depuis la découverte du 

célèbre "french paradox" correspondant à un bas taux de mortalité cardiovasculaire 

observé chez les habitants des régions méditerranéennes, associant une 

consommation de vin rouge à une prise importante de graisses saturées (Ghedira, 

2005; Malsev et Kuntic, 2007). Près de 4000 flavonoïdes ont été décrits 

(Medic_saric et al., 2004). 
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2.4.1.3.2. Classification : 

Les principales classes des flavonoïdes sont données dans le tableau n°6. 

Tableau n°6 : Principales classes des flavonoïdes (Narayana et al., 2001; W- 

Erdman et  al., 2007). 

 

Classes Structure chimique R3’ R4’ R5’ exemples 

Flavones 

 

H OH H Apigénine 

OH OH H Lutéoline 

OH OCH3 H Diosmétine 

Flavanols 

 

H OH H Kaempférol 

OH OH H Quercétine 

OH OH OH Myrecétine 

Flavanols 

 

OH OH H Catéchine 

Flavanones 

 

H OH H Naringénine 

OH OH H Eriodictyol 

Anthocyanidines 

 

 

H OH H Pelarganidine 

OH OH H Cyanidine 

OH OH OH Delphénidine 

Isoflavones 

 

 

R5 R7 R4’  

OH OH OH Genisteine 

H O-Glu OH Daidezine 
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2.4.1.3.3. Structure : 

Les flavonoïdes sont les polyphénols les plus abondants dans nos régimes, 

les plus nombreux (plus de 5000 molécules isolées) et les plus connus. Ils ont tous la 

même structure chimique de base, ils possèdent un squelette carboné de quinze 

atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliés 

entre eux par une chaîne en C3 en formant ainsi l'hétérocycle (C) (Erdman et al., 

2007). 

Généralement, la structure des flavonoïdes est représentée selon le système 

C6-C3-C6 (Emereciano et al., 2007) en formant une structure de type diphényle 

propane dont des groupements hydroxyles, oxygènes, méthyles, ou des sucres 

peuvent être attachés sur les noyaux de cette molécule (Narayana , 2001; Malsev et  

Kunitik, 2007). 

La structure de base ainsi qu’un schéma simplifié des flavonoïdes sont 

représentés par la structure dans les figures n°10 et 11 (Dacosta, 2003). 

 

 

2.4.1.3.4. Localisation :    

Les flavonoïdes sont impliqués dans de nombreuses interactions des plantes 

avec les conditions biotiques et abiotiques de leur environnement, ces substances 

sont accumulées dans différentes parties cellulaires et tissulaires de la plante durant 

l'organogénèse et sous l'influence de plusieurs facteurs stimulants (Hutzler et al., 

1998). 

Sur le plan cellulaire, les flavonoïdes sont synthétisés dans les chloroplastes 

puis migrent et se dissolvent dans les vacuoles (Piquemal, 2008). 

Figure n° 10 : Structure de base des 

flavonoïdes 

Figure n°11 : Schéma simplifié des 

flavonoïdes 
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 La répartition de ces composés montre des accumulations très localisées, 

généralement en relation avec une fonction physiologique ou avec l’interaction de la 

plante avec son environnement. Ainsi, les flavonoïdes qui ont une localisation 

épidermique ont un rôle d'écran vis-à-vis des rayonnements solaires, tandis que ceux 

qui sont impliqués dans les mécanismes de défense ont plutôt une localisation sous 

épidermique (Boudet, 2000). 

2.4.1.3.5. Distribution : 

Les flavonoïdes sont présents dans toutes les parties des végétaux 

supérieurs : racines, tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens (Verhoeyen et al., 

2002), ils peuvent aussi être rencontrés dans certaines boissons et chez certains 

fourrages (exemple: trèfle) (Urquiaga et Leighton, 2000). (Voir tableau n°7). 

Flavonoïdes Exemples Aliments Caractéristiques 

Flavonols 

 

Quercétine 

Kaempférol 

Oignon, poireau, 

broccolis, pommes, 

chou fris’, vin rouge, 

thé. 

Le groupe le plus abondant des 

composés phénoliques 

Flavones 

 

Lutéoline 

Apigénine 

Persil 

Céleri 

Le groupe le plus abondant des 

composés phénoliques, les flavones 

se différent des flavonols seulement 

par le manque d’un OH libre en C3, 

ce qui affecte ainsi leur absorption 

aux UV. Mobilité chromatographique 

et les réactions de coloration. 

Flavanols

 

Catéchine 

Epicatéchine 

Epigallocatéchine 

Vin rouge, thé, 

noire, thé vert, 

cacao, chocolat 

Flavanols 3 ainsi que flavan 3, 4 

diols son tout les deux impliqués 

dans la biosynthèse de 

proanthocyanidines  (tanins 

condensés) par des condensations 

enzymatiques et chimiques. 



Chapitre II Structure et caractérisation des composés polyphénoliques 

 

 24 

 

Tableau n°7 : Distribution alimentaire des principales classes de flavonoïdes 

(Erdman et al., 2007). 

2.4.2. Formes condensées : 

Ces formes résultent généralement de la condensation de certaines des 

formes simples précédemment évoquées. Selon la nature des constituants impliqués 

et selon le type de condensation, on obtient des composés plus ou moins complexes 

pouvant encore présenter une hydrosolubilité suffisante pour être présents dans la 

vacuole (tannins, certains produits de brunissement) ou au contraire acquérir un 

caractère lipophile marqué et s’accumuler alors dans les structures pariétales 

(lignine, formes présentes dans la cutine et la subérine …) (Macheix et al., 2005). 

2.4.2.1. Les tannins : 

Les tanins sont des polyphénols que l'on trouve dans de nombreux végétaux 

tels que les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). 

Anthocyanidines 

 

Cyanidine 

Delphénidine 

Raisin, vin rouge, 

certaines variétés 

de céréales. 

Représentent le groupe le plus 

important des substances colorées, 

ces pigments hydrosolubles 

contribuent à la coloration des 

angiospermes. 

Flavanones 

 

Naringénine 

Eriodictyol 

Fruits du genre 

Citrus. 

Sont caractérisés par l’absence de la 

double liaison C2, C3 le flavanone le 

plus abondant est la naringénine, 

isolée pour la première fois à partir 

des écorces de citrus. 

Isoflavones 

 

Genisteine 

Daidzeine 

Graines de soja et 

produits qui en 

dérivent. 

Caractérisés par leur variabilité 

structurale dont l’attachement du 

cycle B se fait en C3 ils sont présents 

dans les plantes sous forme libre ou 

glycosylées. 
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 Leur structure complexe est formée d'unités répétitives monomériques qui 

varient par leurs centres asymétriques, leur degré d’oxydation (Hemingway, 1992). 

Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques 

produits au cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors 

formés, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaîne de l’auto 

oxydation des lipides (Cavin, 1999). 

Les tanins sont divisés en deux groupes : 

 Les tanins condensés, formés de proanthocyanidines (sous forme d'oligomères) ; 

 Les tanins hydrolysables, esters des acides phénols et de glucose. 

2.4.2.2. Les lignines : 

Ce sont des composés de haut poids moléculaire qui s’accumulent au niveau 

des parois cellulaires et des vaisseaux de sève où elles sont responsables de leur 

rigidité. (Macheix etal., 2005). 

2.5. Rôles et Propriétés antioxydantes des polyphénols :  

2.5.1. Propriétés antiradicalaires : 

Les polyphénols sont capables de piéger les radicaux libres découlant aussi 

bien des réactions d’oxydations de différents nutriments que celle de l’organisme. Le 

mécanisme global de cette réaction est schématisé dans la figure suivante : 

 

Figure n° 12 : pouvoir antioxydant des polyphénols (Rolland, 2004). 
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L’oxydation est un phénomène irréversible qui peut et qui doit être ralentit. 

Parmi les solutions, les meilleurs sont sûrement issue de la nature comme les 

désormais célèbres tocophérols et polyphénols. Ces derniers doivent leurs activités  

(comme leur nom indique), à un très grand nombre de résidus hydroxyles qui sont 

autant de munitions pour luter contre les radicaux libres et stopper la réaction de 

chaine comme le montre la figure n°12 (Rolland, 2004) . 

Les polyphénols étant des antioxydants primaires et radicalaires, peuvent 

ralentir la formation de radicaux libres et interrompre la chaine autocatalyque. 

Dans le cas particulier des lipides, les polyphénols (A-H) réagissent avec un 

radical libre lipidique pour le convertir soit en acide gras de départ R-H soit en 

hydroperoxyde. 

 R-OOH ou en dérivé hydroxylipidiques de type R-OH. Simultanément, un 

radicalA. issu de l’antioxydant est formé .Celui-ci est plus stable que le radical 

lipidique. 

 

En règle générale, les formes radicalaires de l’antioxydant peuvent soit subir 

des réactions de réarrangement interne soit réagir entre elles pour donner des 

dimères ou encore réagir avec second radical lipidique pour stopper la chaîne 

radicalaires. 

 

2.5.2. Propriétés chélatrices des ions métalliques :  

Les ions métalliques sont nécessaires pour le fonctionnement des processus 

biochimiques et physiologiques cellulaires, mais dans certains cas et lorsque leur 

mécanisme d'action n'est pas bien contrôlé ces mêmes ions peuvent être à l'origine 
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d'une peroxydation lipidique, un stress oxydatif, ou une blessure des tissus. A titre 

d'exemple, Cu+² est un stimulateur de la peroxydation des LDL  (Tiqwari, 2001). 

Grâce à leur structure chimique spécifique, les polyphénols notamment les 

flavonoïdes peuvent facilement chélater les ions métalliques en créant des 

composés complexes inactifs (Malesev et kintic, 2007). 

La chélation des ions métalliques nécessite trois sites principaux (voir figure 

n°13): 

 Site situé entre le groupe 3' OH et le groupe 4' OH du cycle B ; 

 Site situé entre le groupe 3OH et 4 C=O de l’hétérocycle C ; 

 Site situé entre le groupe 5OH du cycle A et le groupe 4C=O de l’hétérocycle C. 

 

 

Figure n° 13 : Principaux sites impliqués dans la chélation des ions métalliques 

(Me+ⁿ) (Tiqwari, 2001). 

 

2.5.3. Propriétés antibactériennes : 

Les polyphénols notamment les flavonoïdes et les tannins sont reconnus par 

leur toxicité vis- à -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut être lié à 

l'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou 

d'autres interactions pour inactiver les andésines microbiens, les protéines de 

transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999). 
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2.5.4. Propriétés anticancéreuses : 

Le cancer se présente habituellement comme une tumeur formée d'une 

masse cellulaire qui est l'aboutissement d'une série de transformation pouvant se 

dérouler pendant plusieurs années, donc la cancérogénèse est un processus 

complexe multi-séquentiel menant une cellule de l'état sain à un état précancéreux et 

finalement à un stade précoce de cancer (Pincemail et al., 1999). 

Les travaux réalisés par Mahmoud et al., 2000 in Depeint et al., 2002 , 

montrent que les polyphénols permet de prévenir la formation des tumeurs 

spontanées induites génétiquement, ce même flavonoïde réduit l'apparition des 

tumeurs de la peau induite chimiquement. La quercétine et la rutine sont les deux 

flavonoïdes les plus conseillés pour prévenir l'apparition du cancer de l'appareil 

gastro-intestinal tandis que l'apigénine avec la quercétine ont la capacité d’inhiber la 

phase de métastase. Toutefois, Caltagirone et al., 2000 in Depeint et al., 2002 

signalaient que l’inhibition des différents stades de développement de cancer est 

plutôt assurée par tous les flavonoïdes. 

L'activité anticancéreuse des polyphénols est assurée par l'intervention de 

plusieurs mécanismes : 

 Piégeage des radicaux libres ; 

 Inhibition du métabolisme d'acide arachidonique ; 

 Formation d'un complexe inactif avec le carcinogène (Hertog, 1996) ; 

 Prévention de l'activation des métabolites carcinogènes ; 

 Inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses ; 

 Arrêt du cycle cellulaire des cellules cancéreuses ; 

 Induction de l'apoptose ; 

 Inhibition des processus d'angiogénèse (Ren et al., 2003). 

2.5.5. Propriétés antivirales : 

   La stratégie de recherche d'un composé antiviral consiste à mesurer la 

réduction de l'infection virale des cellules en culture, une substance peut agir à 

différents niveaux du cycle viral : 

 Au niveau de l'adsorption du virus sur la cellule hôte ; 

 Au niveau de la pénétration du virus dans la cellule hôte ; 
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 Au niveau de la réplication du virus et la synthèse des protéines virales ; 

 Au niveau de l'assemblage et de la sortie du virus hors de la cellule hôte. 

L'activité antivirale des polyphénols contre HIV peut être liée directement par 

leurs effets sur les enzymes responsables de son réplication (HIV-1 reverse 

transcriptase ou HIV-1integrase). Par ailleurs, d'autres flavonoïdes montraient une 

activité antivirale contre le virus d'influenza, HIV-1, HIV-2 (Bylka et al., 2004). 

2.6. Autres activités biologiques des composés phénoliques :  

Les composées phénoliques sont douées d'activités diverses, probablement 

du a leurs diversités structurales, le tableau suivant englobe les activités biologiques 

des polyphénols les plus importantes. 

Tableau n°8 : Principales activités biologiques des composées phénoliques      

( Ferhat M, 2009). 

Classes de polyphénols Activités 

Acide phénoliques 
Anti carcinogènes Anti mutagènes 

Anti oxydants 

Stilbénes 
Inhibent l'oxydation des LDL et l'agrégation des plaquettes 

Anti carcinogènes Anti mutagènes 

Coumarines 
Anti carcinogènes Anti mutagènes 

Digestibilité des protéines 

Flavonoïdes 
Anti carcinogènes Anti mutagènes 

Anti oxydants 

Anthocyanes Anti oxydants Colorants 

Lignines Anti carcinogènes Anti mutagènes 

Tanins 
Anti oxydants Anti tumoral 

Digestibilités des protéines 

Proanthocyanidines 
Anti inflammatoires 

Anti bactériens Anti fongiques 
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2.7. Intérêts dans l’industrie agroalimentaire : 

Les composés phénoliques sont à l’origine du caractère amer de certains 

produits d’origine végétale, tels que les agrumes et leurs produits dérivés (naringine) 

et les olives (oléuropéine). Ils sont aussi responsables de l’astringence des fruits des 

boissons. La maitrise de ces caractères conditionne l’acceptabilité des produits par le 

consommateur et présente un enjeu économique majeur pour certaines industries de 

transformation des végétaux (Sarni-Manchado P, Cheynier V, 2006). 

Bien que non connus officiellement comme des additifs puisque ils sont 

étiquetés comme « épices », les fabricants proposent des condiments en poudre , 

sous forme d’oléorésine ou d’émulsion à partir des extraits de romarin pour stabiliser 

les huiles et les graisses, protégés les pigments de caroténoïdes, inhiber le 

brunissement et stabiliser la flaveur .Ces extraits sont utilisés en pâtisserie, produits 

d’extrusion, huile de soja, saucisson fraiche …ils sont autorisés seulement dans les 

États –Unis (Moll M, Moll N, 1998). 

Les principaux polyphénols d’intérêts technologique dans la pomme, le 

raisin, l’orge ou le thé sont les flavonols ou tanins condensés et l’orsqu’une couleur 

rouge est recherchée, les pigments anthocyaniques (Sarni-Manchado P, Cheynier 

V, 2006).  

Les polyphénols peuvent être considérés comme ingrédient fonctionnel .les 

extraits riches en polyphénols comme thé sont actuellement incorporés aux biscuits, 

lait, boissons pour des raisons alimentaires dues à leurs effets bénéfiques sur la 

santé. L’addition des composés phénoliques aux produits à bases de viandes 

comme antioxydants, à la B-lactoglobuline écume comme stabilisateurs, au lait en 

tant qu’agent antifongiques et aux nourritures comme inhibiteurs des réactions de 

brunissement. 
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Ces dernières années ont été très importantes pour la recherche 

d’antioxydants. Les épidémiologistes ont attiré notre attention sur le rôle des 

antioxydants naturels dans les aliments et leurs avantages potentiels pour la santé 

humaine en relation avec la prévention et la thérapie du stress oxydatif et des 

maladies apparentées. Ces antioxydants sont aussi largement utilisés comme 

additifs dans l’industrie alimentaire pour empêcher ou retarder l’altération des 

aliments (Halliwel et Gutteidge, 1999). 

3.1. L’oxydation : 

L'activité des composés phytochimiques attire notre attention du fait de leur 

rôle potentiel dans la prévention des maladies humaines. Les composés phénoliques 

sont considérés comme étant le groupe majeur de métabolites secondaires qui 

contribue à l'activité antioxydante des plantes. 

3.1.1. Définition : 

L'oxydation est le phénomène qui fait rouiller les métaux, flétrir les fruits et 

les légumes et fait rancir les graisses. Cette réaction modifie le goût et la couleur de 

certains aliments. 

Sur le plan chimique, l'oxydation est générée par des radicaux libres ; 

espèces chimiques neutres ou chargées instables qui ne cherchent qu'à récupérer 

un électron dans leur environnement pour retrouver un état stable, très rapide et se 

propage en chute. Ils ciblent tous les corps gras comme les phospholipides des 

membranes cellulaires mais aussi les protéines. Dans le cas des enzymes, 

l'oxydation entraine une modification ou une perte de l'activité biologique de la 

molécule, ce qui provoque des désorganisations cellulaires parfois irréversibles 

entrainant la mort cellulaire.  

3.1.2. Causes et conditions d’oxydation : 

Le déclenchement de l’oxydation des aliments est dû à plusieurs facteurs 

(Frankel, 2000 ; Hultin, 1994 ; Hseih-Wilson, 1996) ; les facteurs intrinsèques tels 

que la composition en acides gras des lipides (nombre et position des insaturations), 

la présence de pro-oxydants (ions métalliques, enzymes), les formes activées de 

l’oxygène (radicaux libres, espèces oxygénées réactives,…) ou d’antioxydant 

naturels (tocophérols, caroténoïdes…).  
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Les facteurs externes tels que la température, la lumière, la pression partielle 

en oxygène, l’activité de l’eau, les conditions de stockage et de transformation 

(Hultin, 1994 ; Hseih-Wilson, 1996) sont la cause de l’oxydation des aliments. 

3.2. Les antioxydants :  

3.2.1. Définition d’un antioxydant :  

Une définition large du terme antioxydant donné par Halliwell (1994) est 

« toute substance qui, présente à faible concentration comparée à celle du substrat 

oxydable, retarde ou prévient de manière significative l’oxydation de ce substrat ».  

Les antioxydants sont des composés, naturels ou ajoutés, qui permettent de 

ralentir le phénomène d’oxydation et apparaissent ainsi comme essentiels pour 

maintenir la qualité des aliments et les protéger des oxydations (Rice-Evans et al., 

1997 in Macheix et al., 2005).        

3.2.2.Classification des antioxydants :  

3.2.2.1. Antioxydants naturels : 

Le groupe le plus important d’antioxydants naturels comprend la vitamine E 

(tocopherol), les flavonoïdes et autres composés végétaux (Buettner, 1999, Pelli et 

Lyly, 2002). 

  Acide ascorbique : 

L’acide ascorbique ou vitamine C est un nutriment essentiel pour l’homme, 

elle exerce divers activités biologiques, notamment Co-substrat de plusieurs 

oxygénases et d’oxydases, c’est aussi un important antioxydant hydrosoluble 

capable d’interagir avec plusieurs dérivés de l’oxygène o2
-, H2O2, O2, NO et OH 

(Neve, 2002). 

 Caroténoïdes : 

Les caroténoïdes sont un groupe dont la structure de base comprend 

toujours un ensemble de doubles liaisons conjuguées, responsables de la couleur 

caractéristique (lycopène, xanthophiles, lutéine, zeaxanthine,….). (Corpet, 2002 ; 

Berset, 2006). 
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  Vitamine E (α-tocophérol) : 

Selon BERSET (2006), le D-α-tocophérol (vitamine E) possède la plus 

abondante distribution naturelle et la plus grande activité biologique.  

3.2.2.2. Les antioxydants de synthèse : 

Le BHT (Butylhydroxytoluène ou E321) est un monophénol de synthèse très 

utilisé industriellement comme antioxydant. De même le BHA (Butylhydroxyanisole 

ou E320) fait partie du groupe des monophénols de synthèse, il est obtenu à partir 

d’un mélange de deux isomères en proportions égales : 3-tertiobutyl-4-

hydroxytoluène. La dose autorisée varie de 0,01 à 0,02% du poids de la matière 

grasse contenant dans l’aliment. 

3.2.2.3 Les antioxydants enzymatiques :  

 Le superoxyde dismutase et la catalase :  

Les superoxydes dismutases(SOD) sont des métalloenzymes qui catalysent 

la dismutation des ions superoxydes en molécules de peroxyde d’hydrogène 

(Thérond et Bennefont, 2006). Selon Menvielle-Bourg (2005), cette enzyme 

inactive l’ion superoxyde (point de départ de la chaine de production des radicaux 

libres) en le transformant en peroxyde d’hydrogène (H2O2), celui-ci est ensuite 

rapidement catabolisée par la catalase et les peroxydases en dioxygène (O2) et en 

molécules d’eau (H2O) (figure14).  

 Gluthation peroxydase (GPX) : 

La GPx (figure14) est une enzyme capable de détoxifier le peroxyde 

d’hydrogène et autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction de 

l’hydroperoxyde avec l’oxydation d’un substrat réducteur (Glutathion), (Thérond et 

Bennefont-Rousselot, 2006).  



Chapitre III L’oxydation et les antioxydants 

 

 34 

 

 

Figure n°14 : Rôle des   enzymes antioxydantes dans le processus d’inactivation de 

l’ion superoxyde (Menvielle-Bourg, 2005). 

 

3.3. Activité antioxydante des polyphénols : 

 Pouvoir antioxydant : 

Les composés phénoliques ont la particularité de posséder plusieurs 

groupements hydroxyles greffés sur un noyau benzénique qui sont responsables de 

leur pouvoir antioxydant. 

 Mécanisme antioxydant : 

 

Grace aux propriétés précédentes, les composés phénoliques peuvent céder 

un hydrogène aux peroxydes lipidiques LOO pour les stabiliser sous forme 

d’hydroperoxydes LOOH et bloquer les réactions de propagation de la chaine 

d’oxydation. 

La délocalisation de l’électron non apparié sur le cycle aromatique et 

l’absence de site d’attaque de l’oxygène empêchent la propagation de nouvelles 

réactions radicalaires. 

 Flavonoïdes  

Comme il était évoqué dans la partie consacrée aux composés phénoliques 

que beaucoup de flavonoïdes ont une bonne activité antioxydante, due 

principalement à la configuration catéchol du noyau B (Brese, 2006).  
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3.4. Le stress oxydatif : 

3.4.1. Historique : 

Les radicaux libres, les espèces réactives d’oxygène (ERO), le stress 

oxydant et antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers pour les 

professionnels de la santé et même pour le grand public. Ces notions ne sont 

toutefois pas nouvelles puisqu’il faut rappeler que dans le milieu des années 50, R. 

Gerschman puis D. Hartman évoquaient déjà la toxicité de l’oxygène et la « free 

radical theory » pour expliquer le processus du vieillissement.             

En 1969, les Américains Mc Cord et Fridovich isolent à partir de globules 

rouges humains un système enzymatique antioxydant la SOD, démontrant ainsi pour 

la première fois que notre organisme produit bel et bien des ERO dont il doit se 

protéger. Cette découverte sera le point de départ d’une intense recherche 

scientifique dans le monde entier sur le stress oxydant et les antioxydants (Favier, 

2003). 

3.4.2. Définition d’un radical libre :  

La majeure partie de la toxicité de l’oxygène provient de la formation de 

radicaux libres, c'est-à-dire, selon la définition proposée par Halliwell et Gutteridge, 

d’espèces capables d’existence indépendante, contenant un ou plusieurs électrons 

non appariées dits électrons célibataires. Ces radicaux peuvent se former par 

transferts mono-électroniques ou par scission homolytique de liaison covalente selon 

le schéma suivant : (Bonnefont-rousselot et al., 2003). 

 

Après une rupture homolytique, chacun des deux électrons intervenant dans 

la liaison entre les atomes A et B gagne l’orbitale externe de ces atomes, qui 

deviennent alors des radicaux libres (Bonnefont-Rousselot et al., 2003). 
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Du fait de leur instabilité énergétique, les radicaux libres ont tendance à 

revenir immédiatement à un état stable en donnant un électron ou en prenant un à 

une autre molécule: ils peuvent donc être réducteurs ou oxydants. En jouant le rôle 

d’accepteur ou donneur d’électrons, les radicaux libres ont donc la propriété d’être 

extrêmement réactifs vis-à-vis des autres molécules, possédant un temps de demi-

vie extrêmement court (de la nano à la milli seconde) (Koechlin-Ramonatxo, 2006). 

Bien que le terme de radical libre ait souvent été assimilé à une espèce 

réactive ou à un oxydant, il est important de signaler que tous les radicaux libres ne 

sont pas forcément des oxydants. De même que tous les oxydants ne sont pas des 

radicaux libres (Diallo, 2005). 

3.4.3. Rôle des radicaux libres :  

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des 

espèces extrêmement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre 

considérable de maladies, tout en étant des espèces indispensables à la vie. Ils 

remplissent en effet de très nombreuses fonctions utiles qui à part la phagocytose, 

ont été découvertes récemment. 

Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, à la 

transduction de signaux cellulaires, à la défense immunitaire contre les agents 

pathogènes, à la destruction par apoptose des cellules tumorales, à la régulation de 

la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux 

de la mémoire, à la fécondation de l'ovule, à la régulation des gènes (Favier, 2003), 

à la production énergétique, au règlement de la croissance des cellules et à la 

signalisation intracellulaire (Ardestani et Yazdanparast, 2007). 

3.4.4. Définition du stress oxydant :  

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont 

produits en permanence et en faible quantité et cette production physiologique est 

parfaitement maîtrisée par des systèmes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport 

au niveau de radicaux présents. Dans ces circonstances normales, on dit que la 

balance antioxydants/pro-oxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce 

soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme de radicaux, 

l'excès de ces radicaux est appelé stress oxydant (Favier, 2003). 
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Chaque individu ne possède pas le même potentiel antioxydant selon ses 

habitudes alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou 

l’environnement dans lequel il vit (Diallo, 2005). L'importance des dommages du 

stress oxydant dépend de la cible moléculaire, de la sévérité de l'effort et du 

mécanisme par lequel l'effort oxydant est imposé (Aruoma, 1999). 

3.4.5. Origine du stress oxydant : 

Cette rupture d'équilibre, lourde de conséquence, peut avoir de multiples 

origines. L'organisme peut avoir à faire face à une production beaucoup trop forte 

pour être maîtrisée, qui sera observée dans les intoxications aux métaux lourds, les 

ischémies/reperfusions suivant des thromboses (Favier, 2003), le dysfonctionnement 

de la chaîne mitochondriale ; l’activation de systèmes enzymatiques ; la libération de 

fer libre à partir des protéines chélatrices ou d’une oxydation de certaines molécules 

(Pincemail, 2002). 

Les radicaux libres sont produits pendant l'irradiation, par la lumière UV, par 

rayons X et par les rayons γ. Ce sont des produits des réactions métal-catalysées 

présents comme des polluants dans l'atmosphère ; ils sont produits par des 

neutrophiles et des macrophages pendant l'inflammation et se sont des sous-

produits des réactions mitochondrie-catalysées de transport d'électron et d'autres 

mécanismes (Valko et al., 2006). 

L'ingestion d'alcool est suivie par la formation de radicaux libres, également 

des antibiotiques, des anticancéreux. L’infection au VIH a pour effet d’accroître la 

production de radicaux libres dans l’organisme (Mohammedi, 2006). Enfin, une 

mauvaise alimentation pauvre en antioxydants contribuera également à l’apparition 

d’un stress oxydant.  (Pincemail, 2002). 

Généralement, le stress oxydant sera la résultante de plusieurs de ces 

facteurs et se produira dans un tissu et un type cellulaire bien précis, objet de la 

défaillance et non pas dans tout l’organisme (Favier, 2003). 

3.4.6.Conséquences du stress oxydant :  

L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques 

membranaires, induit des processus de peroxydations en cascade aboutissant à la 

désorganisation complète de la membrane, altérant de ce fait ses fonctions 

d’échange, de barrière et d’information (Kœchlin-Ramonatxo, 2006). 
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La toxicité des EOR s’exerce également sur les protéines. Les EOR sont en 

effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaînes de protéines, 

altérant également leur fonction. Les plus sensibles à leur action sont le tryptophane, 

la tyrosine, l’histidine, la cystéine et la méthionine. Les EOR sont aussi capables de 

couper des liaisons peptidiques et de former ainsi des fragments protéiques.  

L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure 

des EOR. Ceux-ci peuvent en effet interagir avec les désoxyriboses de l’ADN, mais 

aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques. Ces altérations structurales 

lorsqu’elles ne sont « réparées » entraînent à long terme des altérations géniques. 

Si la chimie de l'attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup 

moins étudiée que celle des autres macromolécules, il n'en demeure pas moins que 

les EOR attaquent les muco- polysaccharides et notamment les protéoglycanes du 

cartilage. 

Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrêmement 

variables selon la dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la 

prolifération cellulaire et l'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens 

faciliteront l'apoptose, alors que de forts stress provoqueront une nécrose et des 

stress violents désorganiseront la membrane cellulaire, entraînant des lyses 

immédiates. De nombreuses autres anomalies biologiques sont induites par le stress 

oxydant : mutation, carcinogenèse, malformation des fœtus, dépôt de protéines 

anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dépôt de lipides oxydés, 

immunosuppressions. 

3.4.7 Les maladies liées au stress oxydant :   

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 

l'âge, car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la 

production mitochondriale des radicaux. 

En faisant apparaître des molécules biologiques anormales et en sur-

exprimant certains gènes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de 

plusieurs maladies : cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome 

de détresse respiratoire aigu, œdème pulmonaire, vieillissement accéléré. 
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Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant l'apparition de 

maladies plurifactorielles tel que le diabète, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes 

et les maladies cardiovasculaires (Favier, 2003). 

3.5. Mécanisme d’action des antioxydants : 

D’après Berset (2006), les antioxydants s’utilisent pour réduire l’oxydation du 

produit auquel ils sont mélangés et l’effet des antioxydants provient de plusieurs 

mécanismes : 

 ils neutralisent les radicaux libres et empêchent les réactions en chaine 

initialisées par ces derniers ; 

  ils abaissent la pression partielle en oxygène et chélates les métaux de 

transition ; 

  ils désactivent les espèces oxygénées réactives et détruisent les 

hydroperoxydes en interrompant la liaison O -O ; 

  ils inactivent également les enzymes de peroxydation. 

En effet, certains antioxydants de type phénoliques réagissent selon un 

mécanisme proposé dès 1976 par Sherwin décrit comme suit : l’antioxydant cède 

formellement un radical hydrogène, qui peut être un transfert d’électrons suivi, plus 

ou moins rapidement, par un transfert de protons, pour donner un intermédiaire 

radical stabilisé par ses structures mésomères conjuguées (figure 15). 

 

Figure n° 15 : Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques (Sherwin, 1976). 
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3.6. Méthodes de mesure de l’activité antioxydante :  

La mesure du potentiel antioxydant et le suivi des processus d’oxydation sont 

abordés globalement en déterminant des produits résultant de l’oxydation ou en 

évaluant l’aptitude à piéger des radicaux de modèles réactionnels, plusieurs 

analyses peuvent être effectuées dont les principales sont sités dans le tableau n°9. 
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Tests 
DPPH 

ABTS ou TEAC ORAC 

Mécanismes 

réactionnels 

• transfert d'électron 

majoritaire  

• transfert d'électron 

et de proton  
• transfert de proton  

Nature des 

molécules testées 

• hydrophiles et 

lipophiles  

• hydrophiles et 

lipophiles  

•hydrophiles et 

lipophiles  

Expression des 

résultats 

• CI50 et/ou en mg ou 

μmol équivalent 

Trolox.  

• CI50 et/ou en mg 

ou μmol équivalent 

Trolox.  

• CI50 et/ou en mg ou 

μmol équivalent 

Trolox.  

Avantages 
•très facile à mettre en 

oeuvre • peu couteux  

• très facile à mettre 

en oeuvre • cinétique 

de réaction très 

rapide • peu couteux  

•facile à mettre en 

oeuvre •couteux 

(nécessité d’un 

fluorimètre)  

• Utilisation d'un 

générateur de 

radicaux (ROO•)  

Inconvénients 

• encombrement 

stérique de molécules 

à hauts poids 

moléculaires 

•interférences 

possibles à 515 nm 

•forte dépendance au 

pH et au solvant • 

radical inexistant in 

vivo  

• produits de 

dégradation 

antioxydants • radical 

inexistant in vivo  

• mécanismes de 

génération des ROO• 

non physiologique • 

interférences 

possibles des 

protéines  

Références 

[Brand-Williams et 

al., 1995; Pinelo et al., 

2004]  

[Awika et al., 2003; 

Arts et al., 2004; 

Osman et al., 2006]  

[Ou et al., 2001; 

Lopez et al., 2003]  

Tableau n°9 : description de quelques tests antioxydants in vitro (Pior l et al., 

2005) . 
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1.1. Matériel végétal : 

Les pelures choix du matériel végétal a obéit à des considérations 

bibliographiques tout à bord, qui ont montré une chimio-diversité remarquable de 

cette espèce à travers des travaux effectués sur des échantillons provenant de 

l’’Iran de la Turquie, du Maroc et de la Tunisie. 

Nous avons voulu, pour notre part, apporter une contribution à cette 

chimio-diversité par l’étude de la variété Algérienne. Le deuxième critère de choix 

se rattache aux vertus médicinales de cette plante. 

 

1.1.1.Choix de la variété : 

  Les écorces (pelures) étudiés proviennent du fruit de deux variétés du 

grenadier Doux de Koléa et Doux de Messad récoltés au niveau de la région de 

Mitidja dans la wilaya de Blida à environ 35 km d'Alger. 

La confirmation de l’identification des plantes a été faite au niveau de la 

Station Expérimentale de Boufarik  

1.1.2.Sites d’échantillonnage :  

           Les variétés étudié proviennent de la Station Expérimentale de Boufarik 

située au nord de la Mitidja et les fruits sont prélevées durant le stade de 

maturation, complète (mi- Septembre – début Octobre 2012). 

1.2. Préparation de l’extrait : 

Le matériel végétal est constitué par la partie externe de notre fruit 

(pelure). Une fois les fruits sont récoltés, arrivés au laboratoire sont lavés avec de 

l’eau distillés, séchés avec du papier absorbant avant de séparer la pelure de la 

pulpe. La pulpe est conservée au 20°C pour utilisation ultérieurs. 

Après avoir déterminée la teneur en eau, les pelures sont séchées à l’air 

libre et à l’abri de la lumière et à température ambiante. Une fois séchées, les 

pelures ont été coupées en petits morceaux, pilées au mortier traditionnel pour 

obtenir une poudre grossière, puis réduite en poudre fine à l’aide d’un moulin à 

café. Nous avons obtenu une poudre fine de couleur jaune, conservées dans les 

flacons en verre fumé dans un endroit sec. C’est cette poudre que nous avons 

utilisé pour la préparation de nos extraits.  
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Photos A : Pelures du fruit du grenadier  Photos B :Poudre des pelures du fruit 

du grenadier 

1.3.Méthodes d’analyses : 

Notre étude s’est articulée autour de trois axes majeurs : 

 Analyse physico-chimique de l’écorce de la grenade. 

 Caractérisation des composés phénoliques : 

 Extraction des composés phénoliques. 

 analyses spectrophotometrique des polyphénols totaux, des 

flavonoïdes, des tanins hydrolysables. 

 Analyse chromatographique : Chromatographie liquide à haute 

performance (CLHP)  

 Étude, in vitro de l’activité antioxydante des extraits phénoliques. 

Le diagramme ci –dessous illustre en générale de la démarche suivie pour 

la réalisation de cette étude : 

 

Figure n° 16 : Diagramme générales des dosages effectuer. 
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1.3.1. Caractérisation physico-chimiques : 

1.3.1.1. Détermination de la teneur en eau : 

La teneur en eau est déterminée par la méthode de référence (NA 

1213 /1992). 

a. Principe : 

La teneur en eau est déterminée par dessiccation d’un échantillon de 

2g     dans une étuve isotherme à une température de 103°±2°C et à la 

pression atmosphérique jusqu’à l’obtention d’une masse constante de 

l’échantillon. La teneur en eau est égale à la perte de masse subie dans les 

conditions de mesure (Audigie, 1978). La détermination de la matière sèche 

sera réalisée juste à l’arrivée des échantillons au laboratoire. 

b. Mode opératoire : 

 Préparer les vases à tare, les mettre dans l’étuve (103°±2°C) durant 15 

min, en les laisser refroidir et les peser ; 

 Peser 2g de chaque échantillon dans chaque vase à tare ; 

 Sécher les échantillons dans l’étuve à (103°±2°C) pendant 3 heures, 

laisser refroidir au dessiccateur pendant 30 min. 

c. Expression des résultats : 

La teneur en eau (H%) est donnée par la relation suivante : 

 

P : masse en g de la prise d’essai avant séchage.      

P1 : masse en g de la prise d’essai après séchage. 

M : masse du matériel biologique. 

 

 

 

H% = (P-P1)/ M .100 
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A partir de la teneur en eau, on détermine le taux de matière sèche 

qui est donné par la formule suivante : 

 

1.3.1.2. Détermination du pH : 

a. Principe : 

La détermination de la différence de potentiel entre deux électrodes en 

verre, plongées dans une solution aqueuse de poudre de pelure à analyser. 

Le pH mètre de type (Inlabo Multi 720) utilisé, permet une lecture directe du pH 

de la solution analysée.  

        b. Mode opératoire : 

 Régler le système de correction de la température du pH-mètre 

-étalonner le pH-mètre en utilisant deux solutions tampons l’une à pH =7.00 ± 

0.02, 

T (20°C) et l’autre à pH = 4.00 ± 0.02, T (20°C) ; pour une mesure précise, et afin 

de compenser la diminution de la sensibilité de l’électrode due ; au vieillissement. 

-rincer l’électrode avec de l’eau distillée. 

-essuyer l’électrode avec du papier Joseph. 

- introduire l’électrode dans la prise d’essai préalablement homogénéisée 

-lire le pH directement sur l’échelle de l’appareil lorsqu’une valeur constante a été 

obtenue 

-effectuer deux déterminations sur cinq prises d’essai séparées provenant du 

même échantillon préparé. 

1.3.1.3. Détermination de la teneur en matière grasse (ISO 659, 

1998) : 

a. Principe : 

L’extraction par solvant organique (Hexane), spécifique pour la 

détermination du taux de la matière grasse est réalisée avec un appareil de type 

Soxhlet (Figure 17). 

A la fin de l’extraction, on peut admettre que toute la matière grasse est 

transférée dans le solvant. 

Taux de matière sèche (MS%)=100 - teneur en eau (H%) 
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b. Mode opératoire : 

Il a été effectué selon la méthode ISO 659, 1998. 

 Sécher 3g d’échantillon à l’étuve à 105 °C pendant 3 h ; 

 Placer l’échantillon sec dans une capsule de cellulose, l’échantillon est 

extrait en continu par de l’ hexane à l’ébullition qui dissout graduellement la 

matière grasse. 

 Le solvant s’évapore et la matière grasse s’accumule dans le ballon jusqu'à 

ce que l’extraction soit complète. Une fois l’extraction terminée, la matière 

grasse est pesée. 

 

 

c. Expression des résultats : 

Le taux de la matière grasse est calculé par la formule suivante : 

 

Dont : 

P2 : poids du ballon vide. 

P1 : poids du ballon après évaporation. 

ME : masse de la prise d’essai. 

MG : taux de la matière grasse. 

100 : pour exprimer le pourcentage. 

MG (%) = (P-P1)/ ME .100 
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Figure n°17 : appareil à Soxhlet. 

1.3.1.4. Détermination de la teneur en cendres : 

La méthode utilisée est celle de minéralisation par calcination (Laurent, 

1991). 

a. Principe : 

C’est la méthode la plus simple, elle consiste à un passage au four à une 

température de 400 à 600 °C jusqu’a destruction totale de toute particule 

charbonneuse (Laurent, 1991). 

 

 

b. Expression des résultats : 

La détermination de la teneur en matière organique se fait par le calcul de 

la différence de poids selon la formule suivante : 

 

Où : 

MO%  : Teneur en matière organique ; 

Mi : Masse initiale (avant calcination) ; 

Mf : Masse finale (après calcination) ; 

P : Masse de la prise d’essai ; 

Teneur en matière organique (MO%) = ((M i-Mf)/ P)*100 
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Le taux des cendres est calculé selon la relation suivante : 

 

1.3.1.5.Dosage des sucres totaux : 

a. Principe : 

Le dosage des sucres totaux est effectué par la méthode de phénol / 

acide sulfurique (Dubois et al,. 1956). 

Cette dernière nécessite une hydrolyse acide qui permet la rupture de 

toutes les liaisons glucidiques dans le polyoside. 

Le principe du dosage se base sur la condensation des produits de 

déshydratation des oses avec un chromogène qui est le phénol. A ce moment- là, 

il se forme des chromophores de couleur jaune-orange, leur apparition est suivie 

en mesurant l’augmentation de la densité optique à 490nm. 

La teneur des sucres est exprimée en μg / ml (convertie en grammes / 

litre) de α D (+) Glucose à partir d’une courbe d’étalonnage. 

b. Mode opératoire : 

 Préparation de l’échantillon : 

 On additionne à 0,5g d’échantillon, 20 ml d’acide sulfurique (H2So4) 0,5 M, puis 

on place l’ensemble dans une étuve réglée à 105°C pendant 3 heures ; 

 on transverse la solution dans une fiole de 500ml tout en ajustant le volume par de 

l’eau distillée jusqu’à 500ml ; 

 on filtre la solution puis on réalise trois dilutions au 1/3 ; 

 dans des tubes, on met 1ml de chaque dilution, ensuite on ajoute dans chaque 

tube 1ml de phénol à 5 % et 5ml d’acide sulfurique H2So4 à 98% ; 

 les tubes sont maintenus dans l’étuve pendant 5 minutes à 105°C, puis laissés 

dans l’obscurité pendant 30 minutes ; 

 enfin, à l’aide d’un spectrophotomètre, on lit la densité optique à une longueur 

d’onde de490 nm. 

 En parallèle, on trace la courbe d’étalonnage de la façon décrite dans 

l’annexe n° 2. 

Teneur en cendres (C%) = 100 - MO%. 
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Figure n°18: Courbe d’étalonnage pour le dosage des sucres totaux. 

1.3.1.6. Dosage des protéines : (Kjeldahl, 1883) : 

a. Principe : 

Pour déterminer la quantité des protéines contenues dans un échantillon, 

on procède à un dosage de l’azote total par la méthode de Kjeldahl. Cette 

dernière s’effectue en trois phases : 

 minéralisation ; 

 distillation ; 

 titration.    

b. Mode opératoire : 

 Minéralisation : 

Dans un matras de Kjeldahl, on introduit : 

- 1 g du matériel biologique broyé. 

- 2 g de catalyseur (annexe n°3). 

- 25 ml de H2So4 concentré à 97 %. 

- 2 ml d’ d’H2O2 (eau oxygénée) à 30 %. 

On chauffe le matras jusqu’à ce que la couleur noire se transforme en une 

couleur limpide. A ce moment-là l’azote organique est transformé en azote 

minéral. 
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Ensuite, on laisse refroidir et on transverse l’échantillon minéralisé dans 

une fiole, on lave le matras avec de l’eau distillée tout en ajustant le volume 

jusqu’à 100 ml. 

 Distillation : 

Elle se fait dans une unité de distillation BŰCHI Distillation Unit B-324. 

Dans un matras, on introduit 10 ml du contenu de la fiole auquel on 

additionne 20 ml d’eau distillée et 30 ml de la soude à 35 %. 

En parallèle, on prépare une solution d’acide borique à 0,1N avec 10 

gouttes d’Indicateur de Tashiro (de couleur rose- violette en présence d’un milieu 

acide et verte dans le cas d’un milieu alcalin) (annexe n° 3). 

La distillation s’effectue dans un appareil spécifique, elle est arrêtée au 

bout de 4 minutes à compter du début d’ébullition. 

 Titration : 

Puisqu’on utilise l’acide borique comme solution de récupération, on va 

alors titrer l’excès des anions de borate avec la solution de HCl à 0,1N jusqu’à 

changement de la coloration du vert au rose-violet dû au virage de l’indicateur de 

Tashiro. 

c. Expression des résultats : 

L’azote total est calculé suivant la formule représentée ci- dessous : 

                     
                      

 
 

Dont : 

VB : Volume de NaOH 0.1N utilisé pour un essai blanc (ml). 

VE : Volume de NaOH 0.1N utilisé pour la titration de la solution à doser       

        (ml). 

F : Facteur de correction. 

100 : coefficient du pourcentage 

10 : coefficient du volume total de la solution à doser 

M : masse de la prise d’essai. 

Le taux d’azote total est converti en taux de protéines brutes selon la 

formule suivante : 
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D’où 6,25 est le facteur de conversion basé sur le taux moyen d’azote des 

protéines. 

1.4. Extraction des polyphénols : 

Les opérations d’extractions des composés phénoliques, à partir du matériel 

végétal sont primordiales avant de passer à leurs analyses qualitatives et 

quantitatives. 

 

1.4.1. Préparation de l’extrait brut méthalonique :  

L’extrait méthalonique a été obtenu en se référant à la méthode de 

macération simple qui permet d’effectuer une extraction solide-liquide avec une 

grande efficacité (Mariana et al., 2010). 

 

 20g de la poudre végétale est mise dans 100 ml de méthanol. 

 Le mélange matière végétale - méthanol est agité pendant 24 heures par 

un agitateur magnétique, la solution obtenue subit deux filtrations 

successives sur papier filtre moyen (mm) ; le filtrat obtenu est macéré 

pour une deuxième fois. 

Après l’extraction, le solvant riches en substances extraites a été récupéré 

dans un ballon, puis passé au rotavapor afin d’évaporer le solvant (voir figure ci-

dessous) 

 

Figure n°19 : évaporation du solvant (méthanol) au Rotavapor. 

Taux de protéines brutes (%) = N total (%) x 6,25 
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 L’extrait obtenue est lyophilisé à l’aide d’un lyophilisateur de type Telstar à 

une température de (-47°C) à (-48°C) (figure n°20).  Le lyophilisat obtenu 

est une poudre de couleur brun clair, il est conservé à 4 °C dans un flacon 

hermétiquement fermé jusqu’à l’utilisation.  

 

Figure n° 20: Lyophilisation de l’extrait méthanolique de la grenade. 

 

1.4.2. Rendement d’extraction :  

Le rendement d’extraction exprime le rapport entre le poids du résidu sec 

de l’extrait méthalonique et le poids du produit à traiter. Le rendement, exprimé en 

pourcentage, est calculé par la formule suivante :  

 

Avec :  

P0 : poids du ballon vide (g) 

P1 : poids du ballon après évaporation du solvant (g) 

E : poids de l’échantillon en poudre (g). 

1.5. Analyse des extraits des pelures du fruit de Punica granatum 

L : 

Les essais chimiques de caractérisation ont porté sur la recherche dans les 

différents extraits des principaux groupes de composés phénoliques. Ces essais 

Rdt % = [(P1 – P0)/ E] ×100 
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permettent d’avoir des informations préliminaires sur la composition de ces 

extraits. 

1.5.1. Réactions de caractérisations des composés phénoliques : 

 Caractérisation des Flavonoïdes : 

La détection de la présence des flavonoïdes dans les extraits du fruit de 

Punica granatum L a été faite par la réaction à la cyanidine (Ciulel, 1982). Pour 

chaque extrait, on ajoute quelques gouttes d’HCl et quelques fragments de 

magnésium. Le test est positif lorsqu’on obtient la couleur rose orange. 

  Caractérisation des Tanins : 

Pour détecter la présence des tanins, on ajoute à chaque extrait quelques 

gouttes de Chlorure ferrique (FeCl3) à 1%. La couleur vire au bleu noir en 

présence de tanins galliques et au brun verdâtre en présence de tanins 

catéchiques (Diallo et al., 2004). 

 

 

1.5.2. Techniques d’analyses : 

Après leur extraction, les polyphénols sont soumis à une étude 

quantitative et qualitative. 

1.5.2.1. Analyse qualitative : 

L’analyse qualitative est réalisée par la chromatographie, qui est un 

ensemble de méthodes de séparations basés sur différents principes physiques, 

elle sépare les constituants d’un mélange par entrainement au moyen d’une phase 

mobile (liquide), le long d’une phase stationnaire (solide). 

Suivant la disposition du support de chromatographie on distingue : 

( Bruneton, 1993). 

 La chromatographie sur papier (de partage) ; 

 Chromatographie phase gazeuse ; 

 La chromatographie sur couche mince (d’adsorption) ; 

 La chromatographie liquide à haute performance. 
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 Par manque de disponibilité de moyens, nous avons utilisé, pour notre travail 

un seul type de chromatographie, qui est la dernière chromatographie. 

 Dosage par chromatographie liquide à haute performance 

HPLC –RP-C18 : 

Dans le cadre d’identifier les polyphénols existants dans l’extrait brut, 

l’analyse est réalisée par un HPLC, le besoin d'identifier les composés individuels 

dans les échantillons exige le remplacement des méthodes traditionnelles par des 

techniques séparatives. L’HPLC est sans doute la technique analytique la plus 

utile pour caractériser les composés polyphénoliques (Gomez-Caravaca et al., 

2006). 

C’est une technique très fiable et très pratique pour la séparation de très 

faibles quantités de produits non volatiles (comme les polyphénols) dans les 

mélanges les plus complexes. 

Dans le cadre de notre   étude, nous avons opté pour une méthode de 

choix très précise (VP SHIMADZU LIQUID CHROMATOGRAPH) qui a été réalisé 

au niveau du laboratoire physico-chimique du complexe antibiotique SAIDAL 

Médéa. 

a. Principe : 

20 μl de chaque extrait ont été injectés sur une colonne de type phase 

inverse C18, de dimensions égales à (125x 4.6 mm). La phase mobile est 

constituée de trois éluant : l’eau distillée, méthanol, acide acétique (50 : 47 : 2.5) 

(V /V /V). Le gradient d’élution appliqué est de type isocratique étalé sur 10 min. 

Le débit est de 1 ml / min (Amarowicz et al., 2005). La détection a été effectuée 

par un détecteur UV-Vis à une longueur d’onde égale 254 nm. 

b. Expression des résultats : 

Les flavonoïdes contenus dans chaque extrait analysé ont été identifiés 

par la comparaison des temps de rétention obtenus par ceux des témoins. 
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1.5.2.2.Analyse quantitative : 

 Dosage spectrophotometrique : 

C’est une méthode couramment employée pour la détermination de la 

concentration d’un composé qu’il soit natif ou qu’il résulte d’une hydrolyse acide. 

Au cours de notre travail nous avons utilisé le spectrophotométre U.V –

visible(typa Shimadzou UV mini 1240). 

Le protocole que nous avons suivi pour la mesure des densités optiques 

est celle de Folin-Ciocalteu (Li et al., 2006). 

 Il s'agit d'une méthode analytique biochimique nécessitant la prise 

d'échantillons, l'extraction des composés phénoliques à partir de ces échantillons 

puis d'une mesure spectrocolorimétrique des extraits.  

1.5.2.2.1. Estimation quantitative des polyphénols totaux : 

   La méthode de dosage des polyphénols totaux est celle de Folin-

Ciocalteu qui a été décrite dès 1965 par (Li et al., 2006). Depuis, son utilisation 

s’est largement répandue pour caractériser les extraits végétaux d’origines les 

plus diverses.  

a. Principe :   

Le réactif de folin-ciocalteu est un acide de couleur jaune,constitué par un 

mélange d’acide phosphotungstique (H
3
PW

12
O

40
) et d’acide phosphomolybdique 

(H
3
PMo

12
O

40
).  

Il est réduit, lors de l’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes 

bleus de tungstène et de molybdène (Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration 

produite, dont l’absorption maximum est comprise entre 725 et 770 nm est 

proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux.    

L’acide phénolique standard utilisé dans cette méthode est l’acide gallique 

(C7H6O5), Ce dernier étant un composé organique aromatique largement répandu 

dans les plantes soit sous forme libre, soit comme composant des gallotanins, sa 

formule chimique est la suivante (figure n°21) :  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne
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Figure 21 : Formule semi-développée del’acide gallique (acid 3, 4, 5 

trihydroxybenzoïque) 

b. Mode opératoire :  

 Prendre un volume de 0,25 ml d’extrait dilué mélangé à 1,25 ml de réactif de 

Folin-ciocalteu. 

 Après 3 minutes de temps de réaction de ce mélange, ajouter 1 ml de la 

solution de carbonate de Sodium (Na2Co3) à une concentration de 75g/l.  

 Après 30 minutes d’incubation à l’abri de la lumière et à température ambiante, 

l’absorbance est lue à 765 nm. 

 Un blanc est préparé dans les mêmes conditions, en remplaçant l’extrait 

méthanoliques par le méthanol. 

 L’expérience est répétée trois fois pour chaque concentration d’extrait dilué.    

 On procède par les mêmes étapes pour l’obtention de la courbe d’étalonnage 

du standard (l’acide gallique) de 20-100 μg/ml afin de déterminer la teneur en 

polyphénols totaux.  

La concentration en composés phénoliques totaux est déterminée en se 

référant à la courbe d’étalonnage de l’acide gallique exprimée en mg équivalent 

d’acide gallique par gramme d’extrait. 

1.5.2.2.2.Estimation quantitative des flavonoïdes : 

La teneur en flavonoïdes est estimée selon la méthode au trichlorure 

d’aluminium (AlCl3) modifiée (Lamaison et Carnet, 1990). 
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a. Principe :   

Le trichlorure d’aluminium forme un complexe avec les flavonoïdes dont le 

dosage est à une absorbance de 430 nm.  

La quercétine ou quercétol (C15H10O7) est le flavonoïde standard utilisé 

pour le dosage des flavonoïdes, dont la formule chimique est la suivante (figure 

n°22). 

 

Figure n°22 : formule chimique de la quercétine. 

b. Mode opératoire :  

  Ajouter 1ml d’extrait dilué à 1ml de la solution de chlorure d’aluminium  

  Après 1 heure d’incubation à température ambiante, l’absorbance est mesurée à 

430 nm. 

  L’expérience est répétée 3 fois pour chaque concentration d’extrait dilué.   

  On procède par les mêmes étapes pour l’obtention de la courbe d’étalonnage du 

standard (la quercétine) afin de déterminer la teneur flavonoïdes.  

  La teneur en flavonoïdes est déterminée en se référant à la courbe d’étalonnage 

de la quercétine qui sera exprimée en mg équivalent de quercétine par gramme 

d’extrait. 

1.5.2.2.3. Estimation quantitative des Tanins hydrolysables 

Les anthocyanines ont été déterminées selon la méthode de Willis et 

Allen (1998) modifié par Çam et Hisil (2010): 

 Dans un tube à essai, 1 ml de l’extrait dilué dix fois et 5ml de Kl03 à 2,5% sont 

mélangés et vortexés pendant 10 secondes. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne
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 Le temps de réaction optimal pour obtenir la valeur maximale d’absorbance a 

été déterminé de 2 minutes pour les extraits de peau de grenade et de 4 

minutes pour les solutions étalons de l’acide tannique. 

 L’absorbance du mélange de couleur rouge a été déterminée à 550 nm contre 

le blanc (eau distillée). 

 Six concentrations différentes de solutions d’acide tannique sont préparées 

pour l’étalonnage. 

 Les résultats finaux sont exprimés en mg équivalent d’acide tannique par g de 

matière sèche (mg EAT/g MS). 

 Tous les dosages ont été réalisés en triplicata (3 répétitions pour toutes les 

concentrations). 

1.6.Évaluation de l’activité biologique des extraits végétaux 

étudiés :    

1.6.1. Évaluation in vitro de l’activité antioxydante :  

L’activité antioxydante d’un composé correspond à sa capacité à résister à 

l’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le β-carotène (provitamine A), 

l’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés 

phénoliques. En effet, la plupart des antioxydants de synthèse ou d’origine 

naturelle possèdent des groupes hydroxyphénoliques dans leurs structures et les 

propriétés antioxydantes sont attribuées en partie à la capacité de ces composés 

naturels à piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH) et 

superoxydes (O2). 

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, l’activité 

antioxydante par piégeage de radicaux différents, comme les peroxydes ROO par 

les méthodes ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total 

Radical-Trapping Antioxidant Parameter) ; les ions ferriques par la méthode FRAP 

(Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter) ; ou les radicaux ABTS (sel 

d’ammonium de l’acide 2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), ainsi 

que la méthode utilisant le radical libre DPPH (diphényl-picrylhydrazyle). 
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Dans notre étude, l’activité antioxydante des  extraits végétaux  étudiés a 

été évaluée in vitro par deux méthodes de référence : le pouvoir réducteur et 

l’activité d’inhibition du radical DPPH (2-2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl).   

Le pouvoir antioxydant de ces extraits a été comparé à un antioxydant  de 

synthèse qui est le BHT.  

1.6.1.1.Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH :  

a. Principe :  

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (α,α-diphényl-β-

picrylhydrazylе) fut l’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation 

structure-activité antioxydant des composés phénoliques, Il possède un électron 

non apparié sur un atome du pont d’azote, du fait de cette délocalisation, les 

molécules du radical ne forment pas des dimères, le  DPPH reste dans sa forme 

monomère relativement stable à température ordinaire. La délocalisation provoque 

aussi la couleur bleue bien caractéristique de la solution de DPPH (figure n° 23). 

 La mesure de l’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la 

diminution de la coloration bleue, due à une recombinaison des radicaux DPPH, 

mesurable par spectrophotométrie à une absorbance de 515 à 518 nm (Sanchez-

Moreno, 2002). 

 

 

 

Figure n°23 : Structure chimique du radical libre DPPH (2,2 Diphenyl-1-Pikryl-

Hydrazyle. 
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Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de 

deux types de mécanismes : 

   la libération de l’atome d’hydrogène du groupement hydroxyle (cinétique rapide 

de certaines acides et dérivées phénoliques). 

  la libération d’un électron (cinétique lente des dérivées glycosylées et des 

anthocyanes). 

Dans le cas des composés phénoliques, le mécanisme principal d’action 

est le piégeage des radicaux libres par le transfert de l’atome H sur le DPPH, 

alors, transformé en une molécule stable DPPH-H (figure n°24). 

 

DPPH (violet)                                         DPPH-H (jaune) 

Figure n°24 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH. 

 

Figure n°25 : Solution de DPPH après réaction avec l’extrait phénolique. 
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b. Mode opératoire : 

Le test utilisant le radical DPPH est réalisé, en suivant la méthode décrite 

par Sahin et al. (2004). 

25 μl de la solution méthanolique de l’extrait phénolique et 0.975 ml de la 

solution méthanolique de DPPH (0.0024 g/100 ml méthanol) sont ajoutés dans 

une cuvette après incubation pendant 30 min et l’absorbance a été mesuré à 517 

nm contre le méthanol. L’expérience est répétée 3 fois pour chaque concentration 

d’extrait dilué. 

Le pourcentage d’activité antioxydante (I%) est calculé selon la formule 

suivante : 

 

 A blanc = Absorbance du témoin (nm): c’est l’absorbance du DPPH au temps 

zéro avant l’addition de l’échantillon (extrait méthanolique) à une concentration 

donnée.  

Aéch = Absorbance de l’échantillon testé après 30 minutes.   

Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés à ceux 

obtenus pour le BHT pris comme antioxydant standard.  

1.6.1.2 Détermination de la concentration inhibitrice de 50% des 

radicaux (IC50) : 

Elle est définie comme étant la quantité ou la concentration d’antioxydants 

nécessaire pour inhiber ou faire disparaître 50% des radicaux. Elle est obtenue à 

partir de l’équation de la courbe de l’activité antioxydante (%) en fonction de la 

concentration de l’antioxydant. 

1.6.2 Mesure du pouvoir réducteur :   

L’aptitude des extraits végétaux à réduire le fer ferrique est évalué par la 

méthode décrite par Oyaizu (1986). 

 

I % = [(Ablanc – Aéch)/ Ablanc] × 100 
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a. Mode opératoire :  

L’estimation du pouvoir réducteur des échantillons (les extraits végétaux) 

est obtenue en suivant le protocole expérimental représenté par la figure n °26. 

 L’expérience est répétée 3 fois pour chaque concentration de l’échantillon 

testé ; 

 L’augmentation de l’absorbance indiquera une augmentation du pouvoir 

réducteur de l’échantillon. 

 

0,125 ml des différentes concentrations des extraits méthanolique 

 

2,5 ml d’une solution tampon phosphate (0,2M, pH : 6,6) 

 

2,5 ml d’hexacyanoferrate de potassium (K3 Fe (CN6)) à 1% 

 

Incubation pendant 20 minutes à 50°C au bain –marie 

 

Addition de 2,5 ml d’acide trichloracétique à 10 %  

 

Centrifugation pendant 10 minutes à 1500 tr/ minutes 

 

Prélever 2,5 ml de la phase supérieure de la solution en lui ajoutant 

2,5 ml d’eau distillée 

 

Addition de 0,5 ml de chlorure ferrique FeCl3 à 0,1 

 

Mesure de l’absorbance à 700 nm 

Figure n°26 : Les étapes d’évaluation du pouvoir réducteur. 



Chapitre I   Matériel et méthodes 

 

 63 

 

 Le blanc est préparé de la même façon en remplaçant l’extrait par le méthanol. 

le BHT à différentes concentrations est utilisé comme standard. 

 Une absorbance élevée indique un pouvoir réducteur élevé. 

           La concentration en extrait fournissant 0.5 d’absorbance (EC50) ou la 

concentration effective a été calculée à partir du graphique de l’absorbance à 700 

nm contre la concentration en extrait (Ferreira et al., 2007). 

 

 

1.7. Analyses statistiques : 

Les résultats obtenus lors de l’évaluation de l’analyse physico- chimique ont 

fait l’objet d’une analyse descriptive à l’aide du logiciel Excel 2007. 

Les résultats obtenus lors de l’évaluation de l’activité antioxydante et 

pouvoir réducteur des extraits phénoliques ont fait l’objet d’une analyse statistique 

à laide de deux Logiciels ANOVA (test de Fisher) et Excel 2007. 

Les valeurs de la concentration inhibitrice à 50% (IC50) sont calculées par la 

méthode de régression linéaire à partir de la courbe [pourcentage d’inhibition en 

fonction de la concentration). 
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Ce chapitre présente tous les résultats obtenus au cours des expériences 

effectuées ainsi que leurs interprétations et discussions. 

2.1. Analyses physico-chimique :  

Les résultats des analyses physico-chimiques effectuées sur les deux 

variétés de l’écorce de la grenade sont représentés dans le tableau10 : 

Tableau 10 : composition biochimique du grenade (en % de la matière végétale). 

Paramètres Variété Doux de Koléa a Variété de Doux deMessad a 

Humidité % 7,12± 0,24 7,28± 0,53 

PH 4,34 ±0,01 4,31 ±0,01 

Sucre totaux % 4,27±0,03 3,46±0,03 

Protéine % 0,55 ±0 ,02 0,55 ±0,02 

Taux de cendre % 6,76 ±0,75 6,32 ±0,03 

Matière grasse % 0,52 ±0,03 0,95 ±0,09 

a : valeur en moyenne ±écart-type. 

2.1.1.Teneur en humidité : 

Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraîches pour elles renferment 

60 à 80%. Pour assurer une bonne conservation, la teneur en eau doit être inférieure 

ou égale à 10% (Paris et Moyse, 1965). Nous avons utilisé la méthode pondérale 

pour déterminer la teneur en eau dans la poudre pelures sèches de nos plantes, 

C’est la détermination de la perte de masse par dessiccation à l’étuve. 

La peau fraiche des deux variétés de la grenade donne une teneur en eau 

(7,12 ± 0,24%) et (7,28 ± 0,53%) pour l’espèce de Doux de Koléa et Doux de 

Messad respectivement.Ces résultats sont comparables avec celle trouvés par 

Wenjuan Qu et al., (2012) 7,43%  pour l’écorce fraiches. 

D’autre auteur ont étudiées l’écorce sèche, la teneur en humidité est estimée 

entre 10 et 30%. 
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    La variation de la teneur en eau peut être due aux : 

 différences des variétés ; 

 expositions à différentes conditions pédoclimatiques ; 

 stade de maturation ; 

 répartition géographique. 

2.1.2. pH : 

Est le potentiel d’hydrogène, il représente la concentration en ions H+ dans 

le milieu. 

On remarque que le pH des écorces de la grenade est de (4,34 ±0,01) pour 

la variété de Doux de koléa et (4,31 ±0,01) pour Doux de Messad, c’est un pH acide. 

Ces valeurs sont comparables avec celles donnés par Gozlekci et al., 

(2012). 4,56 et avec celle donné par Ali Tahnifar et al., 2010 et Nasseur et al., 

2012 qui est de 4,09 et 3,75 respectivement. 

2.1.3. Teneur en lipides : 

Les lipides sont des constituants biologiques nutritionnellement importants du 

point de vue calorique et de l’apport en acide gras essentiels ainsi qu’en vitamines 

liposolubles, ce sont des matières organiques insolubles dans l’eau mais solubles 

dans les solvants organiques. 

De multiples paramètres influent sur le taux de matière grasse comme la 

granulométrie, l’humidité, la nature du solvant et la méthode d’extraction utilisée. 

La teneur en lipide pour les deux variétés étudiées est évalués à (0,52 

±0,03%) et (0,95 ±0,09%) pour l’extrait de Doux de koléa et Doux de Messad 

respectivement. Ces résultats sont très inférieurs à celles trouvées par (Nasseur et 

al., 2012) ,qui estiment la valeur (9,4 ±0,1%) pour la variété de Pakistan.  

Cette différence peut être due à la variété de la grenade et les conditions 

édaphiques. 

La variété étudiée de Doux de Koléa donne une valeur (0,52 ±0 ,0 3%) 

comparable avec celle trouvée par Siti Nor et Adilah (2012), (0,49±0,01%), ce qui 

confère à la grenade la propriété de diminuer le risque de maladies 

cardiovasculaires. 
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2.1.4. Teneur en cendres : 

La détermination de la teneur en matière minérale nous éclaire sur la qualité 

nutritionnelle de l’échantillon à analyser. 

En effet, la teneur en cendres des aliments doit avoir un seuil à ne pas 

dépasser pour la consommation humaine et animale. 

Les résultats obtenus pour la teneur en cendres des écorces de la grenade 

étudiées sont (6,76 ±0,75%) pour l’échantillon de Doux de Koléa et (6,32 ±0,03%) 

Doux de Messaad.ces valeurs sont supérieure à celle donné par Nasseur et al., 

2012 et Michel aviran et al., 2008 estimé de (5,00±0,14%) et 2%  respectivement. 

Ces différences peuvent être dues à certains facteurs écologiques, l’âge de 

la plante, la période du cycle végétatif, ou même à des facteurs génétiques.  

2.1.5.Sucres totaux : 

Les résultats du dosage des sucres totaux au niveau de la pelure de la 

grenade représentent (4,27±0,03%) pour le doux de koléa et (3,46±0,03%) pour le 

doux de Messad.ces valeurs sont comparable avec celle trouvé par Nasseur et al., 

(2012) qui ont trouvé 3,13±0,3%. 

Siti Nor et Adilah (2012) et Cristobal Noé et al., 2008 qui ont trouvés ( 9,2 

et 9.64±0.29 %) respectivement. 

La teneur en sucre totaux dans les écorces étudiés présente une faible 

valeur ce qui confère aux pelures leur gout amer. 

2.1.6 .Teneur en protéines : 

Les protéines tiennent une place importante dans notre alimentation. En 

effet, pour l’Homme et l’animal, le besoin en protéines est d’environ 12 à 15% de la 

matière sèche du régime alimentaire, suivant l’espèce et l’état physiologique. Elles 

sont fournies essentiellement par les graines de céréales et des légumineuses. 

La teneur en protéines brutes est l’un des critères utilisés pour évaluer la 

valeur nutritive d’un aliment. La teneur en protéines dépend sans aucun doute des 

conditions pédoclimatiques ainsi que du stade de développement de la plante. 
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Le taux de protéine est estimé à (0,55 ±0,02%) pour les deux variétés 

analysées, cette valeur est comparable avec celle trouvé par Siti Nor et 

Adilah(2012) qui est (0,75 ±0,04%). En effet Nasseur et al., (2012) donne une 

valeur de (6,719 ±0,10%). 

2.2. Rendement d’extraction : 

La polarité d’un solvant en dehors du moment dipolaire, la polarisabilité et la 

liaison d’hydrogène déterminent quel type de composés est capable de dissoudre 

(Wang et al., 2011).  

Les antioxydants à bases de plantes sont extraits des matières ou des 

déchets de l’industrie alimentaires par les solvants organiques tels que le méthanol, 

l’acétone et l’éther diéthylique. le méthanol est un extracteur efficace pour une large 

gamme de polyphénols, donc c’est un solvant fréquemment utilisé à l’échelle de 

laboratoire et industrielle .il est facilement accessible et à bon marché (Wang et al., 

2004). 

Le tableau ci-dessous représente les rendements en extraits méthanoliques 

exprimés (g d’extrait/100g de matière végétale). 

Tableau n°11: Rendement en extraits méthanolique de quatres espèces de 

grenade (en % MS) 

(1):Echantillon étudié Doux de  Koléa; 

(2) :Echantillion étudié Doux de Messad ; 

(3) :(Wenjuan Qu et al., 2010) ; 

(4) :(Singh R P et al., 2001) ; 

 

 

Espèces Provenance Rendement en extrait % 

Punica granatum Doux de Koléa (1) 27,5 

Punica granatum Doux de Messad (2) 35,8 

Punica granatum Californie (3) 22,9 

Punica granatum Inde  (4) 9 ,38 
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D’après le tableau n°11 ci-dessus on constate que le rendement d’extraction 

obtenus à partir de l’échantillon étudié de Messad (35,8 g /100g de MS) est 

supérieur à celui de Koléa (27,5 g /100g de MS) et à celui de la même espèce 

(22,9g /100g de MS) originaire de la Californie.et de l’Inde (9 ,38 g /100g de MS). 

Le rendement en extrait méthanolique peut varier au sein de la même 

espèce en fonction de l’origine, de la période de récolte de la plante, de la méthode 

d’extraction ainsi que des conditions sous lesquelles cette dernière a été effectuée.  

Singh et al., (2002) ont extrait les antioxydants à partir de l’écorce de la 

grenade et de la pulpe en utilisant du méthanol, de l’acétone ou de l’eau. Ils ont 

constaté que le méthanol a donné un meilleur rendement. 

Iqbel et al., (2008) ont observé que le rendement le  plus élevé est obtenu 

avec le méthanol suivi de l’éthanol, de l’acétone, du chloroforme, de l’acétate 

d’éthyle et de l’eau, respectivement. Ces résultats ont confirmé ceux obtenus 

précédemment par Iqbel et al., (2005), qui ont rapporté que le méthanol est 

habituellement recommandé pour l’extraction des composé antioxydants. 

L’extraction des polyphénols de grenade par une macération avec le 

méthanol pure a donné un rendement de 35,8% et 27,5% de la matière végétale. 

Comparativement à certaines études (tableau n°12) ce mode d’extraction apparait 

très efficace dans l’extraction des antioxydants de la peau de grenade.  

Auteur Solvants Rendements (%MV) 

Okonogi et al.(2007) 

Sultana et al.(2008) 

Iqbel et al .(2008) 

 

 

Li et al.(2006) 

Ethanol à 95% 

Méthanol 80% 

Méthanol 

Acétone 

Ethanol 

Mélange de solvants 

6,21% 

29,9% 

29% 

27% 

21% 

31.5% 

Tableau n°12 : rendement en extrait sec de peau de grenade rapporté par 

certains auteurs. 
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Cette variation de rendement d’extraction peut s’expliquer par la différence 

de la région de provenance de chaque variété. 

2.3.Analyse des extraits des pelures du fruit de Punica granatum L : 

2.3.1. Réactions de caractérisations des composés phénoliques : 

 Caractérisation des Flavonoïdes 

L’apparition de la couleur rose orangé dans l’extrait de Koléa et l’extrait de 

Messad indique la présence des flavonoïdes. 

   Caractérisation des Tanins  

Le virement de la couleur en bleu noir indique la présence des tanins galique 

dans les deux extraits et ainsi la présence des tanins catéchiques (brun verdâtre). 

2.4. Techniques d’analyses : 

2. 4.1.Analyse qualitative : 

Le méthanol utilisé pour l’extraction a un rôle protecteur. Il peut empêcher les 

composés phénoliques d'être oxydée par des enzymes, telles que des 

phénoloxydases. 

La colonne utilisée pour séparer les composés phénoliques est 

exclusivement à phase inverse. Ce système est une haute technique de résolution 

chromatographique largement répandue, pour la séparation et la quantification 

simultanée des substances phénoliques (Proestos et al., 2006). 

Les figures 27, 28 et 29 nous donnent les chromatogrammes des différents 

des étalons utilisés (1 mg/ ml), les analyses sont faites à une même longueur d’onde 

254. L’identification et la quantification de composés phénoliques contenus dans les 

extraits se fait par comparaison du temps de rétention, des surfaces des étalons 

utilisés rapport à ceux obtenus en analysant les extraits. 

Les chromatogrammes d’HPLC des standards et des différents extraits sont 

représentés ci-dessous. 
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Figure n°27 : Chromatogramme d’HPLC de la quercétine enregistré à 254 nm. 

 

Figure n°28: Chromatogramme d’HPLC de la rutine enregistré à 254 nm. 

 

Figure n°29 :Chromatogramme d’HPLC de la catéchine enregistré à 254 nm. 
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Les profils chromatographiques de différents extraits de Punica granatum 

analysés sont représentés au niveau des figures n°30 et 31. 
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Figure n°30 : Chromatogramme d’HPLC d’extrait de Doux de koléa enregistré à  

254 nm. 
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Figure n°31 :Chromatogramme d’HPLC d’extrait de Doux de Messad enregistré à 

254 nm. 

La comparaison des temps de rétention (Tableau n°13) des standards avec 

ceux enregistrés dans les différents chromatogrammes (Tableaux n°14), permet 

l'identification probable de certains flavonoïdes dans nos extraits (Merken et al., 

2000).  

 

 

 



Chapitre II Résultats et discussion  

 

 72 

 

Tableau n°13 : Temps de rétention des flavonoïdes standards : 

Temps de rétention (min) Le flavonoïde Standard 

1.81 

3.45 

2.05 

Quercétine 

Rutine 

Catéchine 

Tableau n°14 : Temps de rétention des flavonoïdes présents dans les 

extraits de grenade. 

N° de pic selon la 

concentration 

Temps de rétention 

Probable flavonoïde Extrait de Doux 

de koléa 

Extrait de Doux 

de Messad 

0 ,2mg/ml 

0,45 

1,81 

4,41 

5,55 

0,39 

1,42 

3,05 

4,34 

5,48 

 

Présence de la Quercétine  

0,4mg/mL 

1,81 

2,05 

3,075 

4,308 

5,417 

1,81 

2,05 

3,03 

4,31 

5,44 

12,41 

Présence de la Quercétine 

Présence de la catéchine 

0,8mg/ml 

0,325 

2,05 

4,34 

5,36 

15,49 

1,81 

4,745 
Présence de la Quercétine 

Présence de la catéchine 

L’analyse par HPLC des extraits des pelures de la grenade des deux variétés 

etautochtones de la région de la Mitidja montre la présence de flavonoides (figures 

30 et 31). La Quércetine et la catéchine sont les deux flavonoides identifiés dans les 

deux extraits de pelures.  
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La quércétine est présente pour un temps de rétention de 1,81 à une 

concentration de 0,4 et 0,8 mg/ml pour la variété Doux de Koléa, alors qu’elle est 

présente chez la variété Doux de Messad à une concentration de 0,4 et 0,8 mg/ml 

pour le même temps de rétention. 

Pour la Catéchine, elle est présente pour un temps de rétention de 1,81 à une  

concentration de 0,8mg/ml pour les deux variétés. A une  concentration de 0,8mg/ml 

elle est présente pour  un temps de rétention de 2,05 seulement pour la variété Doux 

de Koléa. 

Après comparaison des temps de rétention des témoins avec ceux des 

extraits, on constate que les deux extraits de l’écorce de la grenade semblent 

contenir la quercetine, la catéchine. Ce résultat est en accord avec ce qui est décrit 

dans la littérature (Julie Jurenka, 2008) et ( Amira Abdel ,  Sherif Shaker., 2011).  

2.4.2. Analyse quantitative : 

2.4.2.1. Teneur en polyphénols totaux :  

La teneur en polyphénols des extraits de la plante étudiée est déterminée par 

la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu, en utilisant la courbe d’étalonnage 

obtenue par l’acide gallique (mg équivalent d’acide gallique/g d’extrait) représentée 

par la figure n°32. 

 

Figure 32 : courbe d’étalonnage de l’acide gallique. 
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Le tableau n°15 et la figure n°33 montre les différentes teneurs du dosage 

des phénols totaux des extraits méthanoliques des variétés étudiées 

 

Figure n°33: teneur en polyphénols totaux des extrais méthaloniques étudiées de la 

peau de la grenade. 

Tableau15 : Teneur en polyphénols de l’extrait méthalonique des différents 

échantillons de la peau de la grenade. 

     (1) : Echantillon étudié Koléa; 

     (2) : Echantillion étudié Messad ; 

     (3) : (Saad H et al., 2012) ; 

     (4) : (Ali Tehranifar et al., 2010). 

 

 

642,58 
726,76 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

Extrait de koléa Extrait de Messad

T
e
n
e
u
r 

e
n
 p

h
é
n
o
ls

 t
o
ta

u
x
 m

g
 

A
G

 /
 g

 e
x
tr

a
it

 

Espèces Provenance 
Teneur en polyphénols          

mg.eq.AG/g MV 

Punica granatum Koléa  (1) 642,58±4,66 

Punica granatum Messad (2) 726,76±5,08 

Punica granatum  Iran(3) 423,5±1,3 

Punica granatum Tunisie (4) 181,6±5,9 
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L’extrait méthalonique de l’écorce de la grenade étudié de Doux de Messad 

possède une teneur en composés phénoliques très élevé (726,76±5,08 mg eq AG/g 

d’extrait) supérieure à celle trouvé dans l’extrait de Doux de Koléa (642,58±4,66 mg 

eq AG/g d’extrait). 

Ces résultats nous indiquent que les extraits étudiés sont majoritairement 

riches en composé phénoliques et supérieure de celles trouvés par Ali Tehranifar et 

al., (2010)  qui sont de (423,5±1,3 mg eq AG/g d’extrait) et de ( 181,6±5,9 mg eq 

AG/g d’extrait) étudiés par Saad H et al., (2012). 

La quantité en composés phénoliques des extraits des plantes étudiés 

dépend essentiellement : de leur origine, de la méthode d’extraction utilisée, de la 

nature du solvant et du matériel végétal (Ebrahimzadeh et al., 2008). 

Selon Hayouni, 2007 l’utilisation des solvants polaires conduit à une teneur 

élevée en composés phénoliques. 

 La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le 

développement de la plante. Ceci peut être lié aux conditions climatiques dures (la 

température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la 

biosynthèse des métabolites secondaires tels que les polyphénols (Falleh et al., 

2008). 

La teneur en polyphénols peut servir comme indicateur important de la 

capacité antioxydante et être utilisée comme une sélection préliminaire pour 

n’importe quel produit quand il est destiné comme source naturelle des antioxydants 

dans les aliments fonctionnels (Viuda_Martos et al., 2011). 

2.4.2.2. Teneur en flavonoïdes : 

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé en suivant la méthode au trichlorure 

d’aluminium (AlCl3), en utilisant la courbe d’étalonnage obtenue avec la quercétine 

indiquée sur la figure suivante. 
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Figure n°34 : Courbe d’étalonnage de la quercétine. 

La teneur en flavonoïdes est indiquée dans le tableau n°16 et la figure n°35. 

 

Figure n° 35 : Teneur en flavonoïdes des extraits méthaloniques de la peau de la 

grenade. 
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Tableau n°16 : Teneur en flavonoïdes des extraits méthanoliques de la grenade. 

Espèces Provenance 
Teneur en flavonoïdes 

mg.eq.Qr/g d’extrait 

Punica granatum Koléa
(1) 

22,67±0,75 

Punica granatum Messad(2) 20,04±0,30 

Punica granatum Iran (3) 25,05± 0,56 

      (1) : Echantillon étudié Koléa; 

      (2) : Echantillion étudié Messad ; 

      (3) : (Shams ardekani MR et al., 2011) 

D’après les résultats du tableau et de la figure ci-dessus, nous constatons 

que l’extrait méthanolique de l’écorce de la grenade de la variété Doux de koléa et 

Doux de Messad possède une faible teneur en flavonoïdes (22,67±0,75mg.eq. Qr/g 

d’extrait) et (20,04±0,30 mg. eq. Qr/g d’extrait) respectivement. 

Ces résultats sont similaires à ceux rapporté par Shams ardekani MR et al. 

(2011) qui onttrouvé (25,05± 0,56 mg. eq. Qr/g d’extrait). 

Li et al., (2006) ont rapporté que les flavonoïdes représentent seulement une 

petite partie des polyphénols présents dans l’extrait d’écorce de grenade. Il a été 

rapporté que l’extrait de grenade riche en ellagitanins qui sont des tannins 

hydrolysables. 

Les teneurs en flavonoïdes des différents échantillons sont variables au sein 

du même genre botanique et suivant la région de provenance. 

2.4.2.3. Teneur en tannins hydrolysables :  

Les anthocyanines ont été déterminés selon la méthode de Willis et Allen 

(1988), en utilisant la courbe d’étalonnage obtenue avec l’acide tannique indiquée 

sur la figure suivante (figure n° 36).  
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Figure n°36 : courbe d’étalonnage de l’acide tannique. 

La teneur en tannins hydrolysables est indiquée dans le tableau n°17et la 

figure n°37. 

 

Figure n°37 : Teneur tanins hydrolysables des extraits méthaloniques de la peau de 

la grenade. 
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Tableau n°17 : Teneur en tannins hydrolysables des extraits méthaloniques de la 

grenade. 

Espèces Provenance 
Teneur en tannins 

hydrolysable 

Punica granatum Koléa  (1) 271,25±5,8 

Punica granatum Messad(2) 310,25±4, 2 

Punica granatum Tunisie(3) 421,6±54,8 

      (1) : Échantillon étudié Koléa ; 

      (2) : Échantillon étudié de Mesaad ; 

      (3) : (Saad H et al., 2012). 

Les résultats présentés dans le tableau n° 17 et la figure n° 37 montrent 

que la proportion en tannins hydrolysables de l’extrait méthanolique des échantillons 

étudiés (271,25±5,8_ 310,25±4 mg eq AT/g extrait) pour la variété de Doux de 

koléa et Doux de Messad respectivement. Ces résultats sont inferieurs à celle 

donnée par (Saad H et al., 2012) . 

Le groupe de tannins hydrolysable est trouvé dans la peau (la cosse, l’écorce 

ou le péricarpe), les membranes et les moelles du fruit (Kulkarni et al., 2004). Ce 

groupe contient les isomères de punicalagine, en plus de l’acide ellagique, l’acide 

gallagique, et punicaline, qui est responsable de 92% de l’activité antioxydante du 

fruit entier (Gil et al., 2000). 

Les tannins sont connus pour empêcher la peroxydation des lipides et les 

lipo-oxygénases in vitro, et l’information a été accumulée au cours de ces dernières 

années. démontrant leur capacité de piéger les radicaux tels que l’hydroxyle, le 

superoxide ,et le peroxyle ,qui sont connus pour être importants dans les états de 

pro-oxydation cellulaires (Gyamfi et aniya, 2002). 
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2.5. Évaluation de l’activité biologique des extraits de plantes      

étudiées : 

2.5.1.Évaluation de l’activité antioxydante : 

2.5.1.1. Activité de piégeage du radical DPPH : 

L’activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. 

Soit l’habilité des extraits phénoliques à céder des protons hydrogènes, pour cela 

l’évaluation de l’activité de piégeage du radical DPPH est une méthode qui permet 

de mesurer cette activité antioxydante, ainsi selon (Thaipong et al., 2006 ; 

Siddhuraju, 2007), cette méthode est largement utilisée pour sa fiabilité . 

Le teste DPPH est un radical libre organique très stable de couleur violette 

foncée qui donne des maximum d’absorption autour de 515-528 nm. Selon nos 

conditions le maximum d’absorption pour notre analyse a été réalisé à 517 justifié 

par un balayage. 

 

Figure n° 38 : balayage du DPPH. 

Au cours de notre analyse, on a utilisé un antioxydant de synthèse qui est le BHT.   

Les différentes teneurs de l’activité de piégeage du radical libre des deux 

extraits de la plante étudiées comparés à celles du BHT sont reportées dans le 

tableau n°18 et illustrées sur la figure n°39 
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Tableau n°18 : Activité de piégeage du radical libre des extraits de Punica 

granatum comparée à celle du BHT. 

Concentration 

(mg/l) 

Activité de piégeage du radical libre  DPPH ade l’extrait de 

Punica granatum (%) 

Extrait de Doux de 

koléa 

Extrait Doux de 

Messad 
BHT 

2 11,85±0,47 11,82±1,017 ND 

5 23,43 ±1,17 21,91±2,77 ND 

10 40,35±3,268 34,81±1,68 31,40±0,70 

20 64,401±4,46 64,04±1,38 42,14±0,48 

50 89,92±1,70 92,41±0,38 62,49±0,69 

100 89,96±0,37 92,27±0,14 73,15±0,85 

ND : valeur non déterminée : valeurs en moyenne ± écart-type. 

 

Figure n°39 : Activité de piégeage du radical libre par les extraits de Doux de Koléa 

et Doux de Messad et du BHT. 
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Il ressort de ces résultats que le pouvoir de piégeage du radical DPPH est 

très significativement dépendant de la concentration (p<0,0001). 

L’extrait de la peau de grenade montre une augmentation significative du 

pouvoir piégeage jusqu'à la concentration 50mg/l (89,92±1,70%) pour l’extrait de 

Doux de koléa et (92,41±0,38%) pour l’extrait de Doux de Messad (P<0.05). puis au-

delà une augmentation non significative est remarqué (P>0,05). 

Negi et jayaprakasha (2003) ont rapporté une forte augmentation de 

l’activité de piégeage des radicaux (DPPH) avec une augmentation de la 

concentration des extraits de peau de grenade jusqu'à 25 ppm après cela une  

légère augmentation de l’activité de piégeage des radicaux a été observé . 

Les résultats du pouvoir piégeage du radical (DPPH) du doux de Koléa et le 

doux de Messaad suivi par celle du BHT ne présente pas une différence 

significatives (P>0,05).  

Aux concentrations supérieures ou égales à 10mg/l, l’activité de piégeage du 

radical libre de l’extrait méthalonique de Doux de koléa est plus importante que celle 

de Doux de Messad, et cela peut être attribué à sa forte teneur en composés 

phénoliques. 

Nous constatons que les concentrations supérieures ou égales à 10mg/l 

montrent pour l’ensemble des extraits méthaloniques de l’écorce de la grenade 

locale, une activité plus élevée de celle du BHT.  

Les pourcentages supérieurs à 90% peuvent être considérés comme une 

inhibition de l’absorption complète du DPPH, parce qu’après avoir terminé la 

réaction, la solution finale possède toujours une couleur jaunâtre et, par conséquent, 

l’inhibition de l’absorption à l’incolore ne peut atteindre à 100% par rapport à la 

solution de méthanol. L’absorption résiduelle permanente a comme conséquence 

jusqu'à 7% d’inhibition d’absorption totale (Milliauska et al., 2004). 

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportés par Zahin et al., 

(2010) ont trouvé qu’à 80mg/l ,l’extraction des polyphénols de peau de la grenade a 

donné des capacité d’inhibition d’absorption de radical DPPH : 90.53%, 86.4% et 

83.2% pour la fraction de méthanol, d’acétone et d’éthanol respectivement . 
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Dans une autre étude Singh, Murthy et jayapraskasha (2002) ont trouvé 

qu’à 50 ppm, les polyphénols extraits de la grenade par l’acétate d’éthyle,le 

méthanol, et l’eau montraient une activité de piégeage de radical libre DPPH de 46, 

81 et de 43% respectivement.  

La teneur élevée en composé phénolique contenue dans l’extrait de grenade 

peut expliquer sa forte activité antioxydante. Dans les investigations sur les activités 

antioxydantes de certains extraits de peau de fruit y compris la grenade et de la 

banane, montrent une activité de piégeage du radical DPPH la plus élevée (Okonogi 

et al., 2007). 

Selon Rodriguez-Rojo et al., 2012, l’activité antioxydante est en relation 

avec la méthode d’extraction et la nature du solvant utilisé. 

Ainsi, ces résultats suggèrent que l’antioxydant naturel inhibe mieux le 

radical DPPH que l’antioxydant synthétique BHT. Ceci est soutenu par les valeurs 

d’IC50. 

Une valeur plus faible d’IC50 (définie comme la concentration du composé 

capable d’inhiber 50% de tous les radicaux de DPPH) indique une activité 

antioxydante plus élevée (Zhang et al., 2010). 

Les concentrations inhibitrices IC50 des différents antioxydants sont 

représentées dans la figure suivante : 

 

 

 

 

 

Figure n°40 : Concentrations pour 50% d’inhibition des radicaux libres, du BHT et 

des extraits méthalonique de Punica granatum. 

 

12,83 12,96 

28,01 

0

5

10

15

20

25

30

extrait de
koléa

extrait de
messad

BHT

IC
5
0
m

g
/l

 

extrait de koléa

extrait de messad

BHT



Chapitre II Résultats et discussion  

 

 84 

 

L’extrait de Doux de koléa et Doux de Messad montre une IC50 (12 ,83mg/l) 

et (12,96mg/l) plus faible que le BHT (28 ,01mg /l). 

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Kanatt et al., (2010) qui 

ont trouvé quel’IC50 (de radical DPPH) du BHT était plus élevée que celle de l’extrait 

de la peau de grenade. 

Des résultats similaires rapportés par Okongi et al., (2007), qui ont trouvés 

que parmi huit peau de fruit étudiées, la peau de grenade a eu le pouvoir de 

piégeage le plus élevé (IC50 le plus faible). 

Kulkarni et al., (2004) rapportent une IC50 de 8,33mg/l pour les extraits 

méthaloniques des écorces de la grenade. Cette forte activité antioxydante est liée à 

la forte concentration en composés phénoliques. 

Ce phénomène est vérifié pour les extraits que nous avons étudiés, il est à 

noter que l’intensité du pouvoir de piégeage augmente avec la teneur en phénols 

totaux et en flavonoïdes de chaque extrait comme résumé dans le tableau n°19. 

Tableau n°19 : Valeurs des IC50, polyphénols totaux et flavonoïdes et des 

tanins hydrolysables différents extraits de la peau de la grenade : 

Extraits IC50 (mg/l) 

Polyphénols totaux 

(mg.eq.AG /g 

d’extrait) 

Flavonoïdes 

(mg.eq.Qr/g 

d’extrait) 

Tanins 

hydrolysables 

(mg.eq.EAT/g 

d’extrait) 

Extrait de 

koléa 
9,966±1,15 495,83 22,67±0,75 271,25±5,8 

Extrait de 

Messad 
12,75±0,88 460,16 20,04±0,30 310,25±4, 2 

La variabilité des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoïdes 

déterminante du pouvoir de piégeage, est elle-même liée à la variabilité relative des 

écotypes dont les extraits sont issus (YesilCeliktas et al., 2007). Cette variabilité en 

composition chimique des écotypes (et donc du pouvoir de piégeage du radical 

DPPH) est dépendante des facteurs génétiques et environnementaux (climat, 

altitude, latitude, etc…) dans lesquels évolue la plante (Shan et al., 2005 ; Wojdyło 

et al., 2007). 
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L’activité antioxydante des extraits de peau de grenade pourrait être attribué à 

la présence des polyphénols, comme les tanins ellagiques, l’acide ellegique et l’acide 

gallique (Gil et al., 2000). 

La capacité des flavonoïdes ainsi que des phénols totaux à piéger les 

radicaux libres s’explique par leurs structures chimiques comportant un nombre 

important d’atomes d’hydrogène, des groupements hydroxylés, des noyaux phényles 

qui seraient capables de capter les radicaux libres en démobilisant leurs électrons 

célibataires (Calliste et al., 2001, Torres de Pinedoet al., 2007 ; Wojdyło et al., 

2007). 

Les résultats de test de piégeage du radical libre DPPH suggèrent que les 

composants qui se trouvent dans l’extrait sont capable de piéger les radicaux libres 

par l’intermédiaire de donation d’électrons ou d’hydrogène. Ceci montre également la 

capacité des extraits à piéger les différents radicaux libres dans les différents 

systèmes, ce qui indique qu’ils peuvent être des agents thérapeutiques utiles pour le 

traitement des dommages pathologiques liés aux radicaux (Abdelazim et al., 2011). 

Ceci peut être bénéfiques dans la conservation des produits alimentaires, 

des formulations médicamenteuses et des produits cosmétiques, où les réactions en 

chaîne de radicaux libres ont comme conséquence l’oxydation des lipides et la 

détérioration   ultérieures des produits (Dastmalchi et al., 2008)  . 

2.5.2. Pouvoir réducteur : 

Le pouvoir réducteur exprime la capacité à réduire le fer ferrique (Fe+3) en fer 

ferreux (Fe+2) et donc l’aptitude d’un extrait à s’interagir avec des composés 

chimiques réactifs en tant que donneur d’électrons de sorte que les radicaux libres 

deviennent plus stables lorsqu’ils sont réduits.  

Les résultats de l’évaluation du pouvoir réducteur des deux extraits de 

l’espèce étudié comparés au pouvoir réducteur du BHT, et exprimés par une 

absorbance à 700 nm sont représentés dans les tableaux n°20 et la figure n°41. 
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Tableau n°20 : Pouvoir réducteur des extraits de Punica granatum L 

comparé à celui du BHT. 

Concentration 

(mg/l) 

Absorbancea  des extraits de Punica granatum ue à 700 nm 

Extrait de Koléa Extrait de Messad BHT 

2 0,088±0,004 0,323±0,004 ND 

5 0,117±0,01 0,357±0,021 ND 

10 0,172±0,033 0,409±0,015 ND 

20 0,465±0,012 0,533±0,042 0,311±0,006 

50 0,901±0,085 0,933±0,041 0,576±0,001 

100 1,434±0,162 1,409±0,056 0,863±0,011 

ND : non déterminé a : valeurs en moyenne ± écart-type 

 

Figure n°41 : Pouvoir réducteur du BHT et des deux extraits méthaloniques de 

Punica granatum en fonction de la concentration. 

D’après les résultats ci-dessus, tous les composés montrent un certain degré 

de pouvoir réducteur qui est supérieur à celui de BHT. 

Aux concentrations (2, 5,10mg /l) l’extrait de Doux de Messad a un pouvoir 

réducteur plus élevé que l’extrait de Doux de koléa, au –delà de la concentration 

(20mg /l) les deux extraits ont un pouvoir réducteur plus élevés que celui du BHT.  
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L’étude statistique de ces résultats montre une différence non significative 

(P>0,05). 

Negi et jayaprakasha (2003) ont rapporté une augmentation significative de 

pouvoir réducteur de l’extrait de la peau de grenade avec l’augmentation de la 

concentration de 50 à 400 ppm. 

Sachant que l’activité antioxydante (DPPH), le pouvoir réducteur de l’extrait 

augmente avec l’augmentation de la quantité de l’extrait. 
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Conclusion : 

Les substances naturelles occupent de plus en plus une place de choix en 

thérapeutique. En effet, les plantes médicinales constituent de véritables usines 

chimiques dont il faut tirer le maximum de profit. 

Le présent travail a porté sur l’étude des extraits méthanoliques (préparés à 

partir de la partie externe) du fruit de Punica granatum L, et nous avons tenté de 

contribuer à sa valorisation en Algérie en établissant une relation entre sa 

composition chimique et ses activités biologiques. 

 L’analyse de la composition en métabolites primaires de l’écorce de la 

grenade de la région de koléa et Messad montre une teneur en protéine de 0,55%  

 La détermination de la teneur en sucre totaux est de 4,2% pour koléa 

supérieure à celui de Messad 3,4%. 

 L’évaluation du taux de la matière grasse révèle une quantité de 0,95% 

majoritaire à celui de koléa 0,52%. 

 La détermination de la teneur en humidité relève une richesse en eau 

pour l’écorce fraiche de la grenade estimée à 7,12% pour la variété Doux de Koléa 

plus faible que celle de Doux de Messad 7,28%. 

Pour l’obtention de différents extraits, nous avons réalisé une extraction 

organique par une macération au méthanol. 

Le rendement en extrait méthaloniques réalisé par la méthode de macération 

simple enregistre une teneur de 35,8% pour la variété de Doux de Messad 

supérieure à celui de Doux de Koléa 27,5%. Cela peut être attribué à la variété et les 

conditions édaphiques. 

Le criblage phytochimique basé sur des tests spécifiques a permis de 

caractériser les flavonoïdes, les tanins, hydrolysables. Ces métabolites secondaires 

ont de grandes valeurs thérapeutiques 

L’estimation quantitative des polyphénols totaux, des flavonoïdes totaux et des 

tanins condensés dans les deux extraits analysés montre que les écorces de la 

grenade étudiée sont riches en polyphénols 726,75mg/g de MS et 642,58mg/g de 

MS pour Doux de Messad et Doux de koléa respectivement. 
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Le dosage des tannins hydrolysables a révélé une dominance de ces derniers 

310,25mg/g de MS pour la variété de Messad par rapport à celle de Koléa 271,25 

mg/g de MS. 

Le dosage des flavonoides a montré que la teneur est faible en ces derniers 

pour les deux variétés, Doux de koléa et Doux de messad (22,67 d’extraitmg/g de 

MS) et (20,04mg/g de MSrespectivement. 

      L’évaluation de l’activité antioxydante a été réalisée par deux tests in vitro : 

L’inhibition du radical DPPH et le pouvoir réducteur.  

  Le test de piégeage du radical DPPH a montré une forte capacité inhibitrice des 

extraits méthaloniques par rapport à celle du BHT.lie à sa forte teneur en 

polyphénols 

 Aux concentrations utilisées (2,5, 10,20 mg/l) l’extrait de Doux de koléa possède 

une activité antiradicalaire forte légèrement à celle de Doux de Messad, et aux 

concentrations 50 et 100 mg/l l’extrait de Messad enregistre une activité supérieure à 

celle de Koléa. 

 L’inhibition du radical DPPH exprimé en concentration inhibitrice de 50% des 

radicaux libres (IC50) indique d’une part que l’extrait de Doux de  Koléa et Doux de 

Messad (IC50=12,83 mg/.l, IC50=12,96 respectivement) faible en comparant à celle 

du BHT (IC50=28,01mg/l). La peau de grenade a eu le pouvoir de piégeage le plus 

élevé (IC50 le plus faible).  

 L’activité antioxydante retrouvée dans les extraits de Punica granatum L.confère à 

la plante des vertus thérapeutiques. 

 En ce qui concerne le pouvoir réducteur des deux extraits étudiés, nous 

constatons qu’aux différentes concentrations, l’extrait de Doux de Messad possède 

un pouvoir réducteur plus élevé que celui de Doux de Koléa suivi par celle du BHT. 

 L’analyse qualitative par HPLC permet d’isoler pour la première fois a montré la 

catéchine et la quercétine dans les extraits de ces deux variétés nouvellement 

étudiées. 

Ces résultats restent préliminaires, il serait donc intéressant de poursuivre les 

investigations sur les différentes parties du fruit (peau, pulpe et graines) en se 

focalisant sur les différents extraits organiques, à savoir le fractionnement. 

   Des extraits voir même isolement de substances qui sous entendent les 

diverses activités détectées. De plus, des études approfondies concernant 
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l’identification des composés par des méthodes plus performantes seront 

nécessaires. 

Pour mieux évaluer l’activité antioxydante, d’autres études in Vitro et in Vivo 

seraient intéressantes, il serait souhaitable de faire une étude dans le domaine 

toxicologique afin de mettre à la disposition des populations une plante active avec 

des posologies précises. 
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ANNEXE 1 : Matériels utilisés  

 
 

Micropipettes Balance analytique 

 

 

Distillateur de protéines Four à moufle 

  

Spectrophotomètre UV-visible Étuve de séchage 
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HPLC type shimadzou 

Autre matériel : 

Appareil soxhlet 

Minéralisateur  

Matériel courant de laboratoire  

Bain marie  

Rotavapor type Buchi R200 

Agitateur. 

 

ANNEXE 2 : COURBE D’ETALONNAGE : 

La gamme d’étalonnage est effectuée de la façon suivante : 

 Une solution mère de α D (+) glucose est préparée à une concentration de 

1%. A partirde cette dernière, on prend 1ml et on complète le volume par l’eau 

distillée jusqu’à100ml. 

 Ensuite, on prépare des dilutions de différentes concentrations :10, 25, 40, 60, 

75 et 100 (μg/ml). 

 De chaque concentration, on prend 1ml au quel on ajoutera 1ml de phénol à 

5% et 5mld’acide sulfurique à 98%. 

 On maintient les tubes dans une étuve pendant 5min à 105°c, ensuite on les 

laisse dansl’obscurité pendant 30min. 
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 Enfin, on lit la densité optique, de chaque concentration, à 490nm et on trace 

la courbed’étalonnage DO = f (C). 

Dont : 

C : est la concentration en μg/ml 

DO : est la densité optique. 

ANNEXE 3 : 

2. REACTIF C : 

Mélanger Fecl3 0.01M avec une solution d’HCl 0.001M (V/V). 

3. CATALYSEUR : 

Mélanger 20g de K2SO4 et 1g de HgO. 

4. INDICATEUR DE TASHIRO : 

10ml de méthyle rouge à 0.03% dans l’éthanol 70% et 1.5ml de bleu de 

méthylène à0.1% aqueux. 

ANNEXE 4 : 

Extraction, caractérisation et dosage des composés phénoliques : 

Tableau n°21 : Principales méthodes d'études des composées phénoliques. 

 Techniques : Principe : Référence : 

Extraction 

Extraction par les 

solvants 

(macération) 

Le contacte entre le solvant 

(liquide) et la matière 

végétale (solide) a pour but de 

libérer les polyphénols présents 

dans les cellules par rupture du 

tissus végétale et par diffusion. 

Owen et johns, 1999 

Hayouni et al.,2007 

Extraction par 

chromatographie 

sur 

colonne 

Elle consiste à absorber sur une 

résine du type C18 pour les 

polyphénols et flavonoïdes des 

extraits végétaux puis à éluer 

sélectivement les substances 

polyphénoliques au moyen 

d'éthanol ou méthanol aqueux. 

 

Extraction -Le CO2 supercritique, utilisé Chan et Maznah 
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supercritiques 

(SFE) 

comme solvant 

d'extraction, du fait de sa faible 

viscosité lui confère une grande 

capacité de diffusion lui permettant 

d'avoir accès à des composées 

phénoliques liés a la paroi 

cellulaire et sa densité relativement 

élevé lui confère un pouvoir de 

solvatation ce qui permet un 

meilleur taux d'extraction. -Procédé 

non dénaturant. 

-Temps d'extraction réduit. 

,2009 

Séparation 

et 

purification 

Chromatographie 

sur couche mince 

(CCM) 

Séparation et purification des 

différents constituants en fonction 

de leur taille et de leur forme Les 

constituants du mélange se 

séparent par migration 

différentielle : chacun d'eux est 

d'autant plus entraîné par l'éluant 

qu'il est plus soluble dans celui-ci 

et 

moins adsorbé sur la phase 

stationnaire. 

Tissut, 1967 

Chromatographie 

liquide haute 

performance 

(HPLC) 

L'échantillon à analyser est poussé 

par un liquide 

(appelée phase mobile) dans une 

colonne remplie d'une 
CastanedaOvandoet 

al.,2009. 
phase stationnaire de fine 

granulométrie (les "grains" sont de 

très petite taille). Le débit 

d'écoulement de la phase mobile 

est élevé ce qui entraîne une 
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augmentation de la pression dans 

le système. Ce débit élevé diminue 

le temps nécessaire pour séparer 

les composants le long de la phase 

stationnaire 

Chromatographie 

phase gaz (CPG) 

Les différents solutés gazeux vont 

se séparer par 

migration différentielle le long de la 

phase stationnaire. 

Colin-Henrion et al., 

2008 

Caractérisation 

Chromatographie sur 

couche mince (CCM 

Les constituants du 

mélange se séparent 

par migration 

différentielle : chacun 

d'eux est d'autant plus 

entraîné par l'éluant 

qu'il est plus soluble 

dans celui-ci et 

moins adsorbé sur la 

phase stationnaire. 

Lawson,2006 

Spectrophotométrie 

UV-visible 

méthode analytique 

quantitative qui 

consiste à mesurer 

l'absorbance ou la 

densité optique d'une 

substance chimique 

donnée en solution. 

Plus cette espèce est 

concentrée plus elle 

absorbe la lumière 
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ANNEXE 5: 

 

Figure n°42 : activité antioxydante de l’extrait de doux de Koléa 

 

Figure n°43 : activité antioxydante de l’extrait de doux de Messad. 

 

Figure n°44 : activité antioxydante
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