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Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées comme reméde pour soigner les maladies depuis
des millénaires (Evreinoff, 1957) ; suite a de nombreuses années d'utilisation empirique de
préparations a base de plantes, la premiere extraction de substances actives — telles que les
alcaloides morphine, strychnine, quinine, etc. — au début du XIXe siecle marque un tournant
dans l'utilisation des plantes médicalescontemporaines. Les plantes médicinales peuvent étre
utilisées sous deux formes distinctes : comme des mélanges complexes qui renferment une
variété de composants (infusions, huiles essentielles, teintures, extraits) ou en tant que
principes actifs purs, définis chimiquement (Hamburger et Hostettmann, 1991).

La résistance aux antimicrobiens représente lI'une des principales préoccupations sur le
plan mondial pour la santé publique et le progrés. Selon les estimations, la résistance des
bactéries aux antimicrobiens a été associée directement a 1,27 million de decés a travers le
monde en 2019 et a contribué a 4,95 millions de déceés. Les agents pathogenes résistants aux
médicaments sont principalement causés par [l'utilisation abusive et excessive des
antimicrobiens chez les humains, les animaux et les plantes (OMS, 2023).

L'accroissement de la toxicité des médicaments synthétiques et la baisse de leur
efficacité ne sont que deux autres motifs de préoccupation. Ainsi, les études récentes se sont
focalisées sur la decouverte de nouveaux antimicrobiens a partir de plantes.Les plantes et
leurs extraits ont été utilisés dans différentes branches de la médecine traditionnelle et, en
raison de leur abondance, ils peuvent fournir une variété de métabolites secondaires avec une
variété de structures. En effet, les métabolites secondaires veégétaux présentent des propriétés
prometteuses qui peuvent constituer des sources alternatives pour combattre la résistance
microbienne (Kupnik et al., 2021).

Le grenadier est un arbuste ou un arbre buissonnant qui peut atteindre une hauteur de 2
a 5 metres, avec des feuilles caduques, un tronc tortueux et des épines légerement pointues.
La plupart du temps, il pousse de maniére naturelle ou cultivée dans toute la région
méditerranéenne(Wald,2009).La peaureprésente environ 50% du poids du fruit, ce qui en fait
une source importante de composés bioactifs. Pendant ce temps, 40% du fruit de la grenade
est comestible et 10% sont des grains (Rebogile, 2016).

La Grenade (Punica granatum, Linné) est une variété de fruits précieux qui se trouve
dans les régions méridionales et subtropicales. Malum granatum est le nom latin de la pomme

granulée (Valero-Mendoza et al.,2023).
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Le nom scientifique actuel Punica granatum provient du nom latin Pomum (pomme),
granatus (grain), ou pomme semée. Arhumani était le nom de la grenade en Egypte antique.
Le nom Punica granatum a eté finalement attribué par C. von Linné (Chandra, 2010).

Cet arbre a été introduit en Afrique du Nord par les Romains, qui étaient alors sous le
contréle des Phoeniciens et dont la capitale était Carthage. Le terme utilisé par les Romains
était Malum punicum. A cette époque, le troisiéme fruit était appelé « malum » (pomme) : la
pomme authentique, le coing (malum stutheum) et la grenade (Evreinoff, 1957).

La classification phylogénétique APGII (Angiosperm Phylogeny Group) est une classification
phylogénétique réalisée en 2003, comprenant 45 ordres et457 familles (Wald,2009) :
Clade : Angiospermes
Clade : Dicotyledones vraies
Clade : Rosidées
Ordre : Myrtales
Famille : Lythraceae
Genre: Punica
Espéce : Punica granatum

Le grenadier (Punica granatum L.) est une culture commerciale importante qui est
cultivée dans divers endroits du monde (Rebogile, 2016). Il est originaire de la région du
Nord de I'Inde et de I'lran. Mais il est maintenant largement cultivé en Californie, au Mexique,
en Arizona et en Afrigue (Abdollahzadeh et al,2010).En Italie, en Espagne, au Maroc et en
Algeérie, il est fréquent de croiser des Grenadiers qui sont devenus sauvages dans les environs
des maisons (Evreinoff, 1957).

Les actions pharmacologiques de la grenade ont une longue histoire et ont été décrites
dans la littérature grecque et égyptienne. Des études récentes ont montré que la grenade a de
nombreux effets potentiels, notamment des effets bactéricides, antifongiques, antiviraux,
immunomodulateurs, anthelminthiques, stimulants, réfrigérants, astringents, stomachiques,
toniques, laxatifs, diurétiques et anthelminthiques. Egalement utilisé pour réduire les effets
indésirables des maladies cardiovasculaires, du diabete, de la diarrhée, de la dysenterie, de
I'asthme, de la bronchite, de la toux, de la coagulopathie, de la fievre, de lI'inflammation, du
syndrome d'immunodéficience acquise, de l'indigestion, des ulcéres, des contusions, des
plaies, des lésions buccales, du paludisme, du cancer de la prostate, de l'athérosclérose, de

I'hypertension, de la maladie parodontale, de I'hyperlipidémie, de la stomatite dentaire,
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infertilit¢ masculine, vaginite, dysfonctionnement érectile, maladie d'Alzheimer, obésité,

ischémie cérébrale chez les nourrissons (Abdollahzadeh,2010).

L'écorce de Punica granatum est utilisée pour traiter les infections génitales
humaines, la mastite, l'acné, la folliculite, les hémorroides, la dermatite allergique, la
tympanite, les brilures, la diarrhée, la dysenterie et comme antioxydant (Choi et al., 2011).

L’objectif du présent travail est d’évaluer ’activité antimicrobienne des écorces de
deux variétés de grenade (Punica granatum). La partie expérimentaleporte sur :
L’extraction des molécules bioactives par différents solvants et méthodes.
L’évaluation de I’activité antibactérienne vis-a-vis de souches de référence
L’évaluation de I’activité antifongique Vis-a-vis de Candida albicans.
Détermination de la CMI et du CMB.

Puis, I’étudede la composition biochimique des écorces de grenade testées.



Partie expérimentale




Matériel et Méthodes

I. Matériel et méthodes
I-1. Matériel biologique
I-1.1.Matériel végétal : les fruits de grenade, de deux variétés différentes, variété prévenant
de la région de BBA, précisément de Tagliat, et de la région de Kabylie (Béjaia) appelée
communément « lahlou », récoltées du mois d’octobre 2023.
I-1.2. Les microorganismes de référence (cibles)

Les souches bactériennes utilisées sont des souches de référence appartenant a la
collection du laboratoire. Les souches utilisées sont représentées dans le tableau suivant :

Tableaul :les microorganismes cibles

Staphylococcus aureusATCC25923 Gram +
Enterococcus faecalis Gram +
Escherichia coli ATCC25922 Gram -
Candida albicans (preléevement clinique) /

I-2. Méthodes
I-2.1. Préparation de la poudre de I’écorce de Punica granatum L.

Les écorces de grenade des deux variétés ont éte isolées et séchées dans un endroit sec
et bien aéré a ’ombre, puis broyées a I’aide d’un broyeur ¢électrique. La poudre obtenue a été
conservée dans un flacon en verre et maintenue a I’abri de la lumiére et de I’humidité.

I-2.2. Préparation des extraits

Des extraits de chaque variéteé ont été préparés selon le protocole modifiée de
(Bourgou et al.,2016) : 1 g de poudre d’écorce a été mis a macérer dans 10 ml d’eau
distillée, méthanol, éthanol, acétone, acétate d’éthyle, des extraits de mélanges de solvant ont
été également préparés, a savoir : eau-méthanol, eau-acétone, eau-acétate d’éthyle (60/40),
méthanol-acétone-eau (40/40/20) et méthanol-acétate d’éthyle-eau (40/40/20) ; sous agitation
magnétique pendant 30 min. Apres la sédimentation de la poudre, les surnageants ont été
récupérés et placés dans des boites pétri en verre, et laissés sécher compleétement jusqu’a
I’évaporation complete du solvant dans une étuve a température de 40° C. L’extrait a été par
la suite récupéré dans 2 ml de méthanol (Abdollahzadeh et al.,2010). Les extraits obtenus
ont été conservés dans des flacons en verre dans le réfrigérateur a 4 °C.

I-2.3. Extraction par infusion et décoction

Afin d’étudier I’influence de la technique d’extraction sur la solubilité des molécules

bioactives et sur I’activité antimicrobienne, ’extraction par infusion et par décoction a été

réalisée :
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Par infusion : 1 g de poudre de Puinca granatum L de chaque variété a été infusé dans 10 ml
d’eau distillée pendant 24 h, puis filtré et le filtrat a été récupéré pour utilisation.

Par décoction : 1 g de poudre de Puinca granatum L de chaque variété a été ajouté a 10 ml
d’eau distillée puis mis a ébullition pendant 15 min, puis filtré et le filtrat a été récupéré pour

utilisation.

I-2.4. Influence du temps de macération sur I’extraction des molécules bioactives

Pour étudier I'influence du temps de macération sur I’extraction des molécules
bioactives, le méme protocole de préparation de I’extrait méthanolique a été réalisé, en
laissant macérer a des temps différents, a savoir 30 min, 3 h (Choi et al.,2011) , 24 h
(Bouharb et al .,2014) et 72 h.

1-2.5. Etude de P’activité antibactérienne des extraits

a) Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure et jeune de 18 a 24 heures sur gélose nutritive, 3 a 5
colonies bien isolées et parfaitement identiques ont été prélevées a 1’aide d’une anse de
platine. Décharger I’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile, bien homogénéiser la
suspension bactérienne avec une opacité équivalente a 0,5 Mc Farland, ainsi I’étalon doit
présenter une densité optique (DO) allant de 0,08 a 0,11 a 625 nm (Standardisation de
I’antibiogramme selon ’OMS, 1999).

b) Ensemencement

L’ensemencement a été réalise par écouvillonnage selon la méthode de Kirby-Bauer
(Hudzicki, 2009) :

— Plonger un écouvillon stérile dans une suspension bactérienne et le laisser s’imbiber, le
sortir du tube en I’essorant doucement sur la paroi.

— Ensemencer la boite de gélose nutritive dont I’épaisseur de la gélose est de 4 mm, en
frottant I’écouvillon sur sa surface et en tournant la boite 3 fois de 60° afin d’assurer une
bonne distribution de I’inoculum.

— Laisser sécher les boites pendant 15 a 20 min.

c) Préparation des disques d’extraits
A l’aide d’une pince stérile, des disques en papier filtre de 6 mm de diamétre
préalablement stérilisés (autoclavés) ont été imbibés de 100l de chaque extrait, laissés sécher

et par la suite aseptiqguement déposés sur la surface du milieu de culture. Incubation a 37° C
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pendant 24h. A I’aide d’une régle, des mesures des diamétres des zones d’inhibition autour

des disques chargés d’extraits ont été réalisées.

I-2-6.Détermination de la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice)

La CMI représente la concentration la plus basse de la substance pour laquelle il n'y a
pas de croissance visible a I'ceil nu aprés une incubation de 18 a 24 heures (Toty et al.,2013).

Une série de tubes a essai contenant 5 ml d’eau peptonée ont été préparés, a chaque
tube ont été ajoutés 100ul de I’extrait méthanolique de chacune des deux variétés avec les
différentes concentrations de 0,1-0,2-0,4-0,6-0,8-10-20-40-60-80-100 mg/ml ; puis 100ul de
la suspension bactérienne a été ajoutée a chaque tube. Le tout bien homogénéisé et incubé a
37 °C pendant 24h. Apres incubation, la lecture a été effectuée par visualisation de la

croissance a I’ceil nu(présence ou absence d’un trouble).

I-2-7.Détermination de la CMB (Concentration Minimale Bactéricide)

La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la concentration la plus
faible des substances bioactives qui laisse au plus 0,01% de germes vivants (Toty et al.,
2013).

Un prélévement de 100 pl a eté effectué dans chacun des tubes qui ne présentent aucune
culture visible, étalés sur milieu gélosé et les boites incubées a 37 C° pendant 24h. La lecture
a été effectuée apres incubation et la détermination du résultat par la présence ou I’absence de

la croissance (colonies) des germes pathogenes testés.
I-2-8. Dosage biochimique des molécules

I-2-8-1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode utilisant le réactif Folin-
Ciocalteu selon le protocole modifié décrit par (Singleton et Rossi, 1965 ; Mansour et al.,
2013).0,5 ml de I’extrait méthanolique ont été mélangés avec 2 ml d’une solution de
carbonate de sodium 7,5 %. Apres 5 minutes, 2,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10
fois) ont été ajoutés. Le meélange obtenu a été laissé a température ambiante, a I’abri de la
lumiére pendant 30 minutes ; I’absorbance a ¢té ensuite mesurée a 1’aide d’un
spectrophotometre & 760 nm. Les résultats sont obtenus a partir de la courbe d’étalonnage de

I’acide gallique.

1-2-8-2.Dosage des flavonoides



Matériel et Méthodes

La méthode colométrique de trichloride d’aluminium a été utilisée pour la
détermination du taux des flavonoides, a partir du protocole décrit par (Bachiri et al., 2016).
1 mld’une solution de trichloride d’alumimium a 2 % ont été ajoutés a 1ml d’extrait
meéthanolique, puis laissé pendant 40 min a température ambiante ; 1’absorbance a été mesurée
a ’aide d’un spectrophotomeétre a 415 nm. Les résultats sont obtenus a partir de la courbe

d’étalonnage de la quercétine.

1-2-8-3.Dosage des tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables ont été dosés selon la méthode colorimétrique de Willis et
Allen (1998) modifiée. 0,3 ml d’extrait méthanolique dilué par 1,5 ml d’eau distillée et 1 ml
de KIO3 a 2,5%. L’absorbance a été mesurée a 550 nm apreés 30 min d’incubation. Les

résultats sont obtenus a partir de la courbe d’étalonnage de I’acide tannique.
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I1. Résultats et discussion

11-1.Résultats des tests de I’activité antimicrobienne des extraits de poudre

11-1-1.Résultats de la mise en évidence de ’activité antimicrobienne de la variété 1

11-1-1-1.Activité vis-a-vis de Staphylococcus aureus
Les résultats de I’activité antimicrobienne vis-a-vis de S. aureusATCC25923de
extraits en utilisant un seul solvant et un mélange de solvants delavariété 1sont représentés

dans les histogrammes suivants :
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Figure 1 : Résultats de I’activité antibactérienne des extraits de la variété 1 avec un solvant

(a) et mélanges de solvants (b) vis-a-vis de S. aureusATCC 25923.

Figure 2 :Activité des extraits de la variété 1 avec un solvant (a) et de mélanges
solvant (b) vis-a-vis de S. aureusATCC25923.
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Figure 3 : Résultats de I’effet du méthanol (témoin) sur S. aureus.

11-1-1-2. Activité vis-a-vis de Enterococcus faecalis
Les résultats de ’activité antimicrobienne vis-a-vis de E. faecalis des extraits de la

variété 1 sont représentés dans les histogrammes suivants :
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Figure 4 : Résultats de I’activité antibactérienne des extraits de la variété 1 (a) avec un

solvant (b) et mélanges de solvants vis-a-vis de E. faecalis.

Figure5 :Activitéantibactérienne des extraits de la variété 1 (a) avec un solvant (b) et
mélanges de solvants vis-a-vis de E. faecalis.
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11-1-1-3. Activité vis-a-vis de Escherichia coli

La souche E. coliATCC25922 a montré une résistance a tous les extraits de la variété 1.

Figure 6 :Activité antibactérienne des extraits de la variété 1 vis-a-vis de E. coli ATCC25922

11-1-1-4. Activité vis-a-vis de Candida albicans

Les résultats de 1’activité antimicrobienne vis-a-vis de Candida albicans des extraits

de la variété 1sont représentés dans les histogrammes suivants :
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Figure 7 : Résultats de I’activité antimicrobienne des extraits de la variété 1 (a) avec un
solvant (b) avec mélanges de solvants vis-a-vis de Candida albicans.
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Figure 8 : Activité des extraits de la variété 1 (a) avec un solvant (b) et mélanges de solvants

vis-a-vis de Candida albicans.

11-1-2. Résultats de la mise en évidence de I’activité antimicrobienne de la variété 2

11-1-2-1. Activité vis-a-vis de Staphylococcus aureus

Les résultats de l’activité antimicrobienne vis-a-vis de S. aureusATCC25923 des

extraits avec un seul solvant et avec un mélange de solvants de la variété 2 sont représentés

dans les histogrammes suivants:
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Figure 9 : Résultats de I’activité antibactérienne des extraits de la variété 2 avec un

solvant (a) et de mélanges solvant (b) vis-a-vis de S. aureusATCC25923.
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Figure 10 : Activité des extraits de la variété 2 avec un solvant (a) et mélanges de solvant (b)
vis-a-vis de S. aureusATCC25923.
11-1-2-2. Activité vis-a-vis de Enterococcus faecalis
Les résultats de I’activité antimicrobienne vis-a-vis de E. faecalis des extraits avec un
seul solvant et avec un mélange de solvants de la variété 2 sont représentés dans les

histogrammes suivants :
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Figure 11 : Résultats de ’activité antibactérienne des extraits de la variété 2 (a) avec un

solvant (b) avec mélanges de solvants vis-a-vis de E. faecalis.
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Figure 12 : Activité des extraits de la variété 2 (a) avec un solvant (b) avec mélanges de

solvants vis-a-vis de E. faecalis.

11-1-2-3. Activité vis-a-vis de Escherichia coli
La souche E. coliATCC25922 a montré une résistance a tous les extraits de la variété 2.

e

Figure 13 :Activité des extraits de la variété 2vis-a-vis de E. coli ATCC25922.

11-1-2-4. Activité vis-a-vis de Candida albicans
Les résultats de I’activité antimicrobienne vis-a-vis de Candida albicans des extraits
avec un seul solvant et avec un melange de solvants de la variété 2 sont représentés dans les

histogrammes suivants :



Résultats et Discussion

a b

= €
£ o 30 .
£ 30 ext agueux %— M ext eau-méthanol
S 25 2 25
= M ext ] ,
a , . = M ext eau-acétone
< 20 méthanolique £ 20
— e
3 et g M ext eau-d'acétat
s 15 4 éthanolique Q 15 1 exl €au-d-acetate
N  acét = d'éthyle

i M ext acétone @ i
s 10 s 10 . - M ext M+A+E
3 | =]
E > M ext d'acétate g 51

Les extraits

Les extraits

Figure 14 : Résultats de 1’activité antimicrobienne des extraits de la variété 2 (a) avec un

solvant (b) avec mélanges de solvants vis-a-vis de Candida albicans.

Figure 15 : Activité des extraits de la variété 2 (a) avec un solvant (b) avec mélanges de

solvants vis-a-vis de Candida albicans.

Selon les résultats obtenus, tous les extraits ont montré une activité sur les souches
testées : Staphylococcus aureusATCC25923, Enterococcus feacalis, Candida albicans, sauf
vis-a-vis de Escherichia coli ATCC25922 qui a montré une résistance a tous les extraits.Les
meilleurs résultats ont été obtenus avec I’extrait méthanolique avec des zones d’inhibition de
24 3 30 mm de diametre, puis 1’extrait acétonique avec 26-29mm, 1’acétate d’éthyle avec 17-

31mm suivi par I’extraitaqueuxavec 18-27mm, et I’extrait éthanolique avec 17-27mm.

Pour I’extrait méthanolique nos résultats corroborent avec ceux de Abdollahzadeh et
al., 2011 qui étaient contre des pathogénes oraux etceux deMansour et al.,2013 qui ont
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évalué I’activité de 21 variétés de grenades tunisiennes, les résultats obtenus des zones
d’inhibition allant de 14 a 34 mm de diametre contre les souches testées Staphylococcus
aureus ATCC25923,Salmonella typhimurium ATCC1408, Escherichia coli ATCC25923,
Enterococcus faecalis ATCC29212 et Staphylococcus epidermidis CIP106510.

Nuamsetti et al., 2012ont obtenudes résultats similaires auxnotres pour I’extrait éthanolique
et aqueux. Ibrahium, 2010ont obtenu des résultats avec deszones d’inhibition de 11 a 25,7
mm de diametres avecl’extraitéthanolique vis-a-vis de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli a différentes concentrations.

Les résultats des travaux de Al-Zoreky, 2009, leurs extraits aqueux et acétoniquen’ont
montréaucune activité.

Nos résultats corroborent avec ceux de Karthikeyan etVidya, 2019qui ont obtenu des
activités vis-a-vis des germes a Gram positif.Escherichia coli ATCC25922a montré une
résistance a tous les extraits, ce qui corroborentavec les resultats de Kanatt et al., 2010avec
Escherichia coli JIM109 ; et ceux de Opara et al.,2009 et Benjabeur, 2012.Les bactéries a
Gram négatif montrent plus de résistance a la plupart des extraits des plantes (Kanatt et al.,
2009)cela est di a la présence de la membrane externe dans leur paroi. Tandis que (Balaban
et al.,2022)ont obtenu une zone d’inhibition de moins de 25 mm et Oraketal.,2011une zone
de 33 mm vis a vis de E. coli ATCC 25922 avec I’extraitaqueux.Pareil pour les résultats de
Mansour et al., 2013 avec E. coliATCC25923et ceux de Ibrahium, 2010, Karthikeyan et
Vidya, 2019 ; Nuamsetti et al., 2012.

On a noté une diminution remarquable de I’activité de 1’extrait eau-acétate d’éthyle
par rapport a I’activité de ’acétate d’éthyle seul, ce qui peut étre expliqué par la différence de
polarité et la faible miscibilité de 1’acétate d’éthyle dans I’eau. Une légere diminution de
I’activité de I’extrait de mélange eau-méthanol et eau-acétone. Tandis que le mélange eau-
méthanol et acétate d’éthyle donne un trés bon résultat, pareil pour le mélange eau-méthanol
et acétone.

La procédure d'extraction est impactée par divers facteurs tels que : la composition
chimique de ces composes, la méthode d'extraction employée, la taille des particules
d'échantillon et le délai d'extraction (Telli et al.,2010). La quantité de polyphénols récupérée
des matiéres végétales est déterminée par la capacité des composés phénoliques a se dissoudre
dans le solvant utilisé pour l'extraction. De plus, I'importance de la polarité des solvants sera
essentielle pour accroitre la solubilité phénolique (Naczk et Shahidi, 2006). Ainsi, il est
complexe de concevoir une méthode d'extraction standard qui convient a I'extraction de tous

les phénols végétaux (Alothman et al.,2009).
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Les extraits testés ont montré une bonne inhibition de Candida albicans avec des
zones allant de 13 & 26 mm de diametresauf I’extrait eau-acétate d’éthyle de la variété2 qui
n’a montré aucune activité. Nos résultats sont similaires a ceux de Balaban et al., 2022qui
ont obtenu deszones d’inhibition allant de 8 a 25mm. A Tinverse des résultats de
Abdollahzadeh et al., 2011 et de Bendjabeur,2012; leurs extraits a différentes

concentrations n’ont aucune activité vis-a-vis de Candida albicans.

11-2. Résultats de I’influence du temps de macération sur I’extraction molécules
bioactives et I’activité antimicrobienne des deux variétés

11-2-1. Activité vis-a-vis de Staphylococcus aureus

Les résultats de ’activité antimicrobiennevis-a-vis de S. aureusATCC25923 des extraits apres
macération a 30min, 3h, 24h et 72h de la variété let 2 sont représentés dans les histogrammes

suivants :
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Figure 16 : Résultats de I’influence du temps sur 1’extraction et I’activité vis-a-vis de S.
aureusATCC25923variété 1 (a) et variété 2 (b).
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Figurel7:Activité des extraits en fonction du temps vis-a-vis de S. aureusATCC25923 de la
variété 1 et 2.

11-2-2. Activitévis-a-vis deEnterococcus faecalis

Les résultats de I’activité antimicrobiennevis-a-vis de E. faecalis des extraits apres

macération a 30min, 3h, 24h et 72h des deux variétés sont représentés dans les histogrammes

suivants :
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Figure 18 : Résultats de I’influence du temps sur I’extraction et ’activité vis-a-vis de E.
faecalis varieté 1 (a) et variété 2 (b).

V1

Figure 19 :Activité des extraits en fonction du temps vis-a-vis de E. faecalis de la variété let

11-2-3. Activité vis-a-vis de Escherichia coli.

2.

La souche E. coliATCC25922 a montré une résistance a tous les extraits des deux variétés.
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Figure 20 : Activité des extraits en fonction du temps vis-a-vis de E. coliATCC25922 des
extraits de la variété 1 et 2.

11-2-4. Activité vis-a-vis de Candida albicans
Les résultats de I’activité antimicrobienne vis-a-vis de Candida albicans des extraits
apres macération a 30min, 3h, 24h et 72h des deux variétés sont représentés dans les

histogrammes suivants :
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Figure 21 :Résultats de I’activité antimicrobienne des extraits de la variété let 2 vis-a-vis de

Candida albicans

Lesrésultats de 1’activité antimicrobienne des extraits obtenus par différents temps de
maceration (30 min, 3h-24h et 72h) indiquent une diminution du diamétre des zones
d’inhibition avec le temps. Les meilleurs résultats ont été obtenus a 30 minutes.

Les résultats du dosage phytochimique des polyphénols totaux, les flavonoides, les

tannins ont montré une diminution en teneurs en polyphénols et enflavonoides avec la
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prolongation du temps de macération pour les deux variétés, et une légére diminution de la
teneur en tannins hydrolysables, cela peut expliquer la baisse d’activité antimicrobienne.

Nos résultats corroborent avec ceux de Zamet al.,, 2012 qui ont obtenu une
dégradation rapide des polyphénoles et proanthocyanidines de I’écorce de grenade dans un
temps supérieur a 30 minutes, le meilleur rendement était dans un intervalle de 5 a 20
minutes. Pareil pour les résultats de Jia et al.,2009etBoussalah, 2010qui montrent que le
meilleur rendement est obtenu aprés 1h-1h30min, et une diminution de la teneur
enpolyphénols a été observée apres deux heures, ces résultats ont été obtenus au cours de
I’optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques de I’écorce de grenade.
Cette diminution de la teneur enpolyphénols peut étre expliquée par ’oxydation des composés
phénoliques au cours du temps (Nazck et Shahidi, 2006 ; Druzynska et al., 2007).

11-3. Résultatsd’extraction par infusion et décoction
11-3-1.Activité vis-a-vis deStaphylococcus aureus

Les résultats de I’activité antimicrobienne vis-a-vis de S. aureusATCC25923des
extraits par infusion et décoction desdeux variétéssont représentés dans I’histogramme

suivant :
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Figure 22 :Résultats de I’activité antimicrobienne des extraits par infusion et décoction vis-a-
vis de S. aureusATCC25923.

11-3-2. Activité vis-a-vis deEnterococcus faecalis
Les résultats de 1’activité antimicrobienne vis-a-vis de E. faecalisBA2856des extraits

par infusion et par décoction desdeux variétéssont représentés dans I’histogramme suivant :
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Figure 23 : Résultats de ’activité antimicrobienne des extraits par infusion et décoction vis-a-
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11-3-3. Activité vis-a-vis Candida albicans
Les résultats de 1’activité antimicrobienne vis-a-vis de Candida albicans des extraits

par infusion et par décoction desdeux variétéssont représentés dans I’histogramme suivant :
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Figure 24:Résultats de ’activité antimicrobienne des extraits par infusion et décoction vis-a-
vis de Candida albicans.

11-3-4-Activité vis-a-vis de Escherichia coli
La souche E. coliATCC25922 a montré une résistance auxextraits par infusion et

décoctiondes deux variétés 1 et 2.
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Figure 25 :Activité antibactérienne des extraits par infusion et décoction vis-a-vis de E. coli
ATCC25922.

Les extraits obtenus par infusion et décoction pour les deux variétés présentent des
diamétres de zones d’inhibition proches .Nuamsetti et al.,2012ont montré quel’extrait d’eau
bouillante présente une activité similaire aux activités des autres extraits éthanolique,
acetonique, ce qui veut dire que I’extrait est thermostable, ce qui correspond a nos résultats,
méme effet des extraits & 1’eau bouillante et a I’eau distillée.

La quantité en polyphénols récupérée des matieres végetales est déterminée par la
capacité des composés phénoliques a se dissoudre dans le solvant utilisé pour I'extraction. De
plus, lI'importance de la polarité des solvants sera essentielle pour accroitre la solubilité
phénolique (Naczk et Shahidi, 2006). Ainsi, il est complexe de concevoir une méthode

d'extraction standard qui convient a I'extraction de tous les phénols végétauxAlothman,2009.
11-4. Résultats de ladétermination de la CMI et de la CMB

Les résultats de la détermination de la CMI et de la CMB basés sur la charge
bactérienne dans le milieuliquide et sur la densité optique (DO) de chaque tube pour les deux

variétés sont représentés dans le tableau ci-apres :

Tableau II : Résultats de la détermination de la CMI et de la CMB

Souches CMI CMB
Staphylococcus aureusATCC25923 80 mg /ml 100mg/mi
Ennterococcus faecalis 20 mg/ml 100mg/mi
Candida albicans 4mg/ml (80 mg/ml) 100mg/ml
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La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été déterminée par la méthode de
dilution en milieu liquide. A cause de la couleur et de la turbidité de I’extrait, il était difficile
de déterminer la CMI visuellement. Selon (Nuamsetti et al., 2012) on préléve 100 ul de
chaque tube étalé sur la surface de gélose nutritive. Les résultats de détermination de la CMI
sont basés sur la charge bactérienne dans le milieu solide et sur la densité optique (DO) de
chaque tube des deux variétés. Les résultats de la determination de la CMB apres étalement de
100p1 de la suspension des tubes ne montrant aucune croissance visible sont présenteés sur la

figure 26.

Figure 26 : Résultats de la détermination de la CMB pour les deux variétés

11-5. Résultats du dosage chimique des molécules

La quantité des polyphénols a été rapportée en milligramme d’équivalent d’acide
gallique par gramme de poids sec de I’échantillon (mg EAG/g Ps).
La teneur en polyphénols de la variété 1 était de 168,28 mg EAG/g Ps, tandis que celle de la
variété 2 était de 199 mg EAG/g Ps.Selon Hasnaoui et al., 2014 la teneur en polyphénols
varie en fonction de la variété de grenade. Cela peutétre di aussi a la présence

d’anthocyanidines, responsables de la couleur des grenades rouge, jaune...
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La quantité¢ des flavonoides a été rapportée en microgramme d’équivalent de la
quercétine par gramme de poids sec de nos échantillons (ug EQ/g Ps). La teneur en
flavonoides de la variété 1 était de 59,96 pg EQ/g Pset la variété 2 de 48,68 g EQ/g Ps.

La quantité des tanins hydrolysablesa été rapportée en microgramme d’équivalent
d’acide tannique par gramme de poids secs de nos échantillons (ug EAT/g Ps).La teneur en
tanins de la variété 1 estlégérement supérieure de celle de la variété 2 qui sont de 0,44 g
EAT/g Ps et 0,39 ug EAT/g Ps, respectivement.

Les phénols sont un ensemble hétérogene de substances organiques dont la qualité et
la quantité different selon plusieurs facteurs. La composition en polyphénols totaux varie
selon le type de cultivar et les différentes parties du fruit, la région de culture, le climat, la
maturation et les conditions de conservation. Cette variation en polyphénols est due aussi aux
méthodes d’extraction, aux conditions environnementales et a la température d’extraction

(Doukani, 2018 ; Jalal et al., 2018).
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Conclusion

L’écorce de grenade Punica granatum L. est une source naturelle de nouvelles
molécules bioactives ayant des activités biologiques différentes, parmi elles [’activité
antimicrobienne. Ces molécules peuvent étre utilisées dans plusieurs domaines
pharmaceutiques pour leurs propriétés antioxydantes, remplacer les médicaments synthétiques
; cosmétique, agroalimentaire, la conservation des aliments.

Lors de la présente étude, ’évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’écorce de
deux variétés de grenade Punica granatum L, I’extractiona été faite par le méthanol, 1’éau
distillée, I’éthanol, I’acétone, I’acétate d’éthyle, et différents mélanges et deux extrait aqueux
obtenus par infusion et décoction ont été testés sur quatre souches Staphylococcus
aureusATCC25923, Enterococcus faecalis, Escherichia coli ATCC25922¢t la levure Candida
albicans. Tous les extraits ont montré une forte activité vis-a-vis des germes testés sauf sur E.
coli qui a montré une résistance a tous les extraits.

La meilleure activité a été obtenue avec 1’éxtrait méthanolique des deux variétés sur les
bactéries a Gram positif et I’éxtrait acétonique des deux variétés sur Candida albicans.

La CMI déterminée pour I’extrait méthanolique a différentes concentrations montre
que la CMI de Staphylococcus aureus était 80 mg/ml, 20 mg/ml pour Enterococcus faecalis,
Candida albicans a 4mg/ml et 80mg/ml (confusion !). La CMB était de 100 mg/ml pour
toutes les souches.

Les extraits obtenus par macération ont montré une meilleure efficacité comparée aux
extraits par décoction et infusion qui présentent une activité similaire ce qui indique que
I’extrait est thermostable. On a noté que le temps de macération a une influence sur les
molécules bioactives par diminution de teneur en polyphénols totaux avec la prolongation de
temps de macération.

Les deux variétés présentent une activité antimicrobienne similaire. Selon les résultats
de I’¢tude phytochimique obtenus par dosage des molécules, les deux variétés sont différentes
dans leur composition, avec une teneur de polyphénols totaux élevée pour la variété 2 et une
teneur en flavonoides et tannins élevée pour la variétél.

D’apres les résultats de cette étude, nous concluons que 1’écorce de Punica granatum L. est

une excellente source de molécules bioactives a activité antimicrobienne.
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Résumé

La présente étude consiste en 1’évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’écorce de 1’espéce Punica
granatum L., ’extraction a été faite par divers solvants organiques par la méthode de macération, et deux autres
extraits aqueux obtenus par infusion et par décoction. Les extraits ont été testés sur deux bactéries a Gram positif
. Staphylococcus aureusATCC25923, Enterococcus faecalis, sur une bactérie a Gram négatif Escherichia coli
ATCC25922 et une levure Candida albicans. Des dosages des polyphénols totaux, des flavonoides et des tannins
hydrolysables ont été réalisés.

Les extraitsont montré une activité antimicrobienne vis-a-vis des germes testés sauf E. coli qui a montré
une résistance a tous les extraits. Une différente composition chimique (polyphénols, flavonaides et tanins) a été
obtenue pour les deux variétés.A 1’issus de cette étude ont peut conclure que les écorces de grenade possédent
des propriétés antimicrobiennes intéressantes.

Les mots clés : Activités antimicrobiennes, écorce de grenade, extraction, Punica granatum L., solvants

organiques.

Abstract
The present study involves the evaluation of the antimicrobial activity of Punica granatum L. peels. The

extraction was conducted with various organic solvents by maceration methode. And two other aqueous extracts
were obtained by infusion and decoction. The extracts were tested against two Gram positive bacteria:
Staphylococcus aureus ATCC25923, Enterococcus faecalis , and against a Gram —negative bacteria Escherichia
coli ATCC25922, and against a yeast Candida albicans. The total polyphenols, flavonoids, and hydrolysable
tannins were quantified.

The all extracts showed antimicrobial activity against the tested germs except for E. coli,

whichshowedresistance to all extracts. Differentchemical compositions (polyphenols, flavonoids, and
tannins) wereobtained for bothvarieties. According to the results obtained with this study, we can conclude that
pomegranate peels have interesting antimicrobial properties.

Keywords: Antimicrobial activity, pomegranate peel, extraction, Punica granatum L., organic solvents.
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