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Introduction

Introduction

Dans I'Union européenne, pres de 40% du gaspillage alimentaire total provient des
déchets alimentaires engendrés lors de la transformation des aliments (Roukas et al., 2020).
Il est important de noter qu'une grande partie de ce gaspillage alimentaire est constituée de
sous-produits qui contiennent des composés valorisables. Par exemple, la grenade (Punica
granatum L.), un fruit largement cultivé dans le monde entier, présente des opportunités

intéressantes pour valoriser ces composés (Kandylis et al., 2020).

Selon les recherches menées par Turrini et al. En 2019 et Nazeam et al. En 2020, le fruit
de la grenade se compose des proportions suivantes : 50% de peau, 40% darilles et 10% de
graines. Ainsi, environ 60% du fruit est généré sous forme de sous-produits lors du processus
de transformation, ce qui pourrait éventuellement conduire a leur mise au rebut, (Gullon et al.,
2020).

Cependant, ces sous-produits renferment d'importantes quantités de composés
phénoliques tels que des flavonoides et des tanins, ainsi que des sucres, des acides organiques
et des minéraux. De plus, ces sous-produits présentent des propriétés bénéfiques telles que des
activités antioxydantes, antifongiques et antibactériennes, (Kandylis et al., 2020 ; Gullén et
al., 2020 et Singh et al., 2019). En résumé, les études révelent que la grenade présente un
potentiel intéressant pour la valorisation de ses sous-produits riches en composés bénéfiques,
en particulier sa peau, qui peut étre une source précieuse d'extraits bioactifs. Les composés
phénoliques présents dans les végétaux offrent de nombreux bienfaits pour la santé humaine.

Bien qu'il existe plusieurs méthodes de récupération de ces composés (d’Ameer et al., 2017).

Cette étude a permis de réaliser une étude phytochimique approfondie de la pelure de

grenades en utilisant différentes méthodes d'extraction : I'infusion, la macération et le Soxhlet.

Ce mémoire est organisé en trois parties distinctes. La premiere partie aborde la
théorie et présente des informations générales sur la grenade. Dans la deuxieme partie, le
focus est mis sur le matériel et les méthodes utilisées, y compris les divers métaux
experimentaux examinés. Enfin, la troisieme partie synthétise les résultats obtenus et propose

une discussion approfondie sur les conclusions de cette étude.
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I. Généralités sur le grenadier

I.1. Historique
La grenade, fruit du grenadier (Punica granatum L.) est I'un des premiers fruits cultivés par
I’homme (4000-3000 avant notre ere) (Ge et al., 2021). C’est un fruit originaire d'lran et des
pays voisins ou il s'est progressivement développé dans I'Himalaya, le Moyen-Orient et la
région de I'Asie centrale a la Méditerranée. Il est également bien cultivé en Arizona et en
Californie et en Asie du Sud (Shahrbabaki, 1997). La grenade est mentionnée dans la Bible, le
Coran et I'Art bouddhiste et chinois. Elle est considérée comme un fruit béni dans la culture
chinoise, et il est évocateur fertilité et de postérité. Dans le Coran, la grenade est citée comme
fruit du paradis (Langley, 2000 ; Newman et al., 2007).

Le Grenadier a été décrit pour la premiére fois par Théophraste, un botaniste de la
Gréce antique (2350 ans avant le présent). C’est un arbre qui fait partie de cing premiéres
cultures d’arbres fruitiers domestiquées a savoir, le figuier, le dattier, la vigne, et I’olivier. Il a
toujours été symbole de santé comme l'ont dit de nombreuses cultures anciennes (Adsule et
patil, 2005 ; Levin, 2006b).

1.2. Le grenadier (Punica granatum)

Punica granatum L. est un arbre fruitier appartenant a la famille des Punicaceae,
distribué dans le monde entier. Cet arbre produit des grenades de différentes variétés.
Diverses parties de la grenade, y compris les graines, la pelure, le jus et les feuilles, sont
riches en composés bioactifs potentiels (Eghbali, et al., 2021). Les grenades sont
principalement confinées aux régions tropicales et subtropicales et poussent bien dans les
climats arides et semi-arides (Erkan et al., 2011).

Depuis son apparition dans ses pays d’origine a nos jours, la grenade s'est propagée
aux pays des quatre coins du monde. Les missionnaires espagnols ont apporté des grenades en
Ameérique au XVle siécle (Hodgson, 1917 ; Larue, 1980). Actuellement, les principales
régions de culture commerciale de la grenade dans le monde sont le Moyen-Orient, 1’Inde et
pays voisins, et I’Europe du Sud. Aux Etats-Unis, c’est principalement concentré dans la

vallée de San Joaquin en Californie du Sud (La Rue, 1980).

1.3. Description botanique et répartition géographique
Le grenadier est un arbuste de 3 & 8 metres de haut, persistant sous les tropiques et

caduc dans les régions subtropicales et tempérées (Singh et al., 2006). Les grenadiers sont
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géneralement épineux, a feuilles caduques, avec des tiges courtes et de petites feuilles
allongeées (Figure 1), (Erkan et al., 2011).

Les fleurs sont écarlates, blanches ou panachées. Elles font plus de 2 cm de diamétre
avec 5 a 8 pétales plissés et calice tubulaire charnu rouge restant sur le dessus des fruits. Les
fleurs peuvent étre simples ou groupées en 2 a 3 au bout de la branche (Kumari, 2012).

Les fruits de la grenade mesurent de 6,25 a 12,5 cm de large et pésent de 200 & 650
grammes (Holland et al., 2009). Ils sont blancs/verts, roses ou rouges avec un fond extérieur
jaune. La couleur de la pulpe suit la couleur extérieure. Il existe également une race rare avec
une couleur extérieure noire. L'arille, partie comestible du fruit, contient une couche charnue
qui se développe compléetement a partir des cellules épidermiques externes de la graine
rayonnante. La taille et la dureté des graines varient selon le cultivar. Les variétés dites sans
pépins contiennent des graines molles (Holland et al., 2009).

La grenade possede une peau lisse et coriace divisée par une fine membrane non
comestible en une série de cellules, chacune remplie pépins contenues dans des sacs de pulpe
juteuse (Holland et al., 2009). L'épaisseur de la peau dépend de la variété cultivée dans
différentes parties du monde. Le génotype sauvage a une fermeté et une dureté et une ténacité
élevée des graines (Al-Said et al., 2009).

I.4. Nomenclature et classification botanique

Le nom grenade vient du mot latin "pomum™ signifiant pomme et "granatus™ signifiant plein
de graines. Le nom botanique vient du vieux frangais, grenade-pomme grenade. La

classification botanique selon Kumari et al. (2012) est décrite comme suit :
Nom botanique : Punica granatum.

Regne : Plantae (Angiosperme).

Ordre : Myrtales.

Famille : Lythraceae.

Genre : Punica.

Espéce : P. granatum.
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Figure 1 : Différentes parties du grenadier (Punica granatum L). A) Arbre ; B) Fleur ; C)
Pelure ; D) Fruit ; E) Graines (Ge et al., 2021).

1.5. Utilisation de la grenade en médecine traditionnelle

La grenade a été souvent utilisée en médecine traditionnelle dans différentes cultures,
avec des preuves documentées remontant a plus de 1550 avant le présent dans le papyrus
égyptien Ebers (Braga et al., 2005).

La grenade est un fruit riche en tanins, ce qui lui confere une grande capacité
astringente. Différentes parties de la plante, comme les fleurs et la pelure, ont été utilisées en
médecine traditionnelle, pour traiter diverses affections. Les infusions ou décoctions a base de
fleurs étaient employées pour traiter la diarrhée et les infections vaginales. Les gargarismes a
base d'extrait de la pelure de grenade étaient utilisés pour soulager I'inflammation
pancréatique. Le jus rafraichissant du fruit était recommandé pour favoriser la guérison des
affections de la vésicule biliaire. De plus, les graines de grenade, contenant une faible
concentration en tanins, étaient couramment utilisées dans le traitement et la cicatrisation des

plaies. Les extraits éthanoliques de I'écorce de racine du grenadier, riches en alcaloides,
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étaient utilisés pour leurs proprietés vermifuges, aidant a éliminer les parasites intestinaux
(Viswanath et al., 2019).

La grenade est un fruit aux propriétés thérapeutiques scientifiquement prouveées, telles
que ses effets antiathérogenes, antiparasitaires, antibactériens, antioxydants, anticancérigénes
et anti-inflammatoires (Adhami et al., 2009 ; Akpinar et al., 2012). Elle posséde un large
éventail d'effets antibactériens, agissant contre les bactéries & Gram-négatives et a Gram-
positives, les champignons et les moisissures. Plusieurs études ont montré que I'extrait de
pelure de grenade présente une activité importante contre les pathogénes bactériens et
fongiques, grace a sa teneur élevée en flavonoides et en tanins (Dahham, et al., 2010 ;
Casquete et al., 2015 ; Ismail et al., 2016). En outre, I'extrait de grenade pourrait offrir une
nouvelle approche pour réduire l'inflammation et la douleur associées a des affections
cutanées, notamment dans le traitement de l'infection au virus de 1’herpés (Herpes Simplex
Virus, HSV) telle que la kératite interstitielle herpétique (Vidal, et al., 2003 ; Patel et al.,
2008).

Les antioxydants naturels présents dans les fruits de la grenade sont bénéfiques pour
protéger contre le stress oxydatif, réduire le risque de maladies chroniques et prévenir leur

progression (Lansky et Newman, 2007 ; Viuda-Martos et al., 2010 ; Zaouay, 2012)

1.6. Composition chimique des difféerents organes du grenadier

La grenade (Punica granatum) est un fruit riche en tanins, en flavonoides, et en
alcaloides, contribuant a ses propriétés astringentes, antioxydantes, anti-inflammatoires et
vermifuges (Braga et al., 2005). Les différentes parties du fruit de la grenade contiennent des
quantités variables de composés tels que des vitamines (vitamine C et vitamine K), des
polysaccharides, des minéraux (tels que le potassium), des polyphénols (notamment les
anthocyanes et les flavonoides) et des glucides, qui sont les 16 ingrédients les plus abondants
dans la grenade (Lansky et Newman, 2007).

L'huile de pépins de grenade (HPG) constitue environ 12 a 20 % du poids total des
graines. Elle est principalement composée d'environ 80 % d'acide octadéca-diénoique
conjugué, également connu sous le nom d'acide punicique. Celui-ci est synthétisé in situ a
partir de l'acide octadécadienoique non conjugué, l'acide linoléique (Hornung et al., 2002),
qui représente environ 7 % de I'HPG. Les acides gras représentent plus de 95 % de I'huile,
principalement sous forme de triacylglycérol. Les constituants mineurs incluent les stérols, les
stéroides et les cérébrosides, importants pour la gaine de myéline mammaire (Tsuyuki et al.,
1981).
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Les feuilles du grenadier contiennent de I'apigénine glycoside, une flavone ayant des
propriétés progestatives et anxiolytiques (Paladini et al., 1999 ; Zand et al., 2000). Elles sont
¢galement riches en minéraux tels que 1’azote (N), le potassium (K), le fer (fe) et le calcium
(Ca), dont les concentrations varient selon 1’age du grenadier (Munde et al., 1980,).

Les fleurs contiennent des composés qui se trouvent également dans la pelure (acide
gallique) et dans les graines (acide ursolique) et trés probablement des composés uniques et
caractéristiques (colchicine, morphine et quercétine), (Huang et al., 2005c).

La pelure de grenade est quant a elle est riche en de nombreux composes
phytochimiques, qui sont principalement des acides phénoliques, des flavonoides et des tanins
(Amri-et al., 2017 ; Singh, et al., 2018). Les principaux acides phénoliques identifiés a partir
de I'EPG sont I'acide ellagique, I'acide gallique, I'acide caféique, I'acide chlorogénique, I'acide

p-coumarique et I'acide cinnamique (Elfalleh, et al., 2011 ; Stojanovic et al., 2017).
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1. Les composés phénoliques
11.1. Deéfinition

Les polyphénols sont des composés naturels bioactifs principalement synthétises par les
plantes. Ces composés sont largement retrouvés dans les aliments, notamment dans les fruits
et légumes, les graines, les fleurs et les écorces d'arbres (Bertelli et al., 2021). Ils sont en
partie responsables des qualités sensorielles et nutritionnelles des aliments végétaux, dont
I'astringence, la couleur et I'odeur variant selon la teneur en ces composés (Pandey et Rizvi,
2009). Au cours des dernieres décennies, les polyphénols font 1’objet d’un nombre croissant
de recherches démontrant que la consommation de polyphénols peut jouer un role vital dans
la santé grace a la régulation du métabolisme, du poids, des maladies chroniques et de la
prolifération cellulaire. Leurs bienfaits dépendent de la quantité consommée et de leur
biodisponibilité. (Manach et al., 2004 ; Cory et al., 2018).

11.2. Classification des polyphénols

Les polyphénols sont classés en différents groupes en fonction du nombre de cycles
phénoliques qu'ils contiennent et des éléments structuraux qui relient ces anneaux les uns aux
autres (Pandey et Rizvi, 2009). Cing grandes classes de polyphénols sont identifiées ; les
acides phénoliques, les flavonoides, les stilbénes et les lignanes (Grosso et al., 2014 ; Ofosu et
al., 2020).
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Figure 2 : Structures chimiques des différentes classes des polyphénols (Ribereau-
Gayon, 1968)

11.2.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés chimiques naturels présents dans de
nombreux végétaux, caractérises par la présence d'un groupe phénol (Yao, 2004). Les acides
phénoliques peuvent étre distingués en deux classes : les dérivés de l'acide benzoique et les
dérivés de l'acide cinnamique (Pandey et Rizvi, 2009). La teneur en acide hydroxybenzoique
des plantes comestibles est généralement tres faible, a I'exception de certains fruits rouges,
radis noirs et oignons (Naczk, 1995). Au contraire, les acides hydroxycinnamiques sont plus
abondants que les acides hydroxybenzoiques et se composent principalement d'acides p-
coumarique, caféique, férulique et sinapique (Pandey et Rizvi, 2009).

Hydroxybenzoic acids Hydroxycinnamic acids

R, R,

9 R
R, 2 o)
OH \

Rj OH
R, = R,= OH, R, = H : Protocatechuic acid R, = OH : Coumaric acid
R,=R,=R,;= OH : Gallic acid R, = R, = OH : Caffeic acid

Ry =0CHj;, R, = OH : Ferulic acid

Figure 3 : Formules structurales générales des acides phenoliques (Manach et al., 2004).
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11.2.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des polyphénols largement retrouvés dans les aliments d’origine
végétales, et aussi les plus étudiés. Ils sont responsables des pigments de couleur des fruits,
des légumes, des épices et des plantes médicinales (Bravo, 1998 : Kanwal, et al., 2011). Selon
leur degré d'hydroxylation et la présence d’une double liaison en C2-C3 dans le cycle pyrone
hétérocyclique, les flavonoides sont répartis en 13 classes. Les plus importants sont les
flavonols, les flavanols, les flavones et les isoflavones, les anthocyanidines ou anthocyanes et
les flavanones (Scalbert et Williamson, 2000 ; Sanchez-Moreno, 2002).

Les flavonoides ont la capacité de se lier aux monosaccharides et aux disaccharides,
ainsi que de former des complexes avec des oligosaccharides, des lipides, et des amines. Ces
composés existent également sous forme de dérivés sulfatés ou méthylés et peuvent
également s'associer avec des acides organiques (Yao, 2004).

Parmi les flavonoides, les plus connus, la quercétine, la catéchine, la naringénine, le
cyanidine-glycoside et la daidzéine. Ces composés sont connus pour leurs propriétés

antioxydantes et bienfaits pour la santé (M.D, 2007)
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Figure 4 : Structures chimiques des sous-classes de flavonoides (Pandey et Rizvi, 2009).
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11.2.3. Tanins

Les tanins forment un groupe hétérogéne de composés phénoliques hydrosolubles de
poids moléculaire élevé (Rathod et al., 2023). Ils sont classés en tanins hydrolysables et
condensés. Les tanins hydrolysables sont classés en gallotanins et ellagitanins, retrouvés dans
de nombreux végétaux. lls sont caractérisés par la présence de groupes gallole dont
I'nydrolyse donne des sucres et de I'acide gallique qui sont responsables de leurs propriétés

chimiques et biologiques spécifiques (Pereira et al., 2009 ; Lamy et al., 2016).

11.3. Activitées biologiques des polyphénols

Les polyphénols ont été largement étudiés pour leurs nombreuses bio-activités
bénéfiques pour la santé de I’homme. Il s’agit particulierement de propriétés antioxydantes,
cardioprotectrices, anticancereuses, anti-inflammatoires et antimicrobiennes (Arts et Hollman,
2005 ; Li et al., 2014).

11.3.1. Activité antioxydante

De nombreuses expériences in vitro ont montré que les composés phénoliques tels que
I’acide rosmarinique et 1’acide férulique, contribuent de maniére significative a la capacité
antioxydante des plantes (Roy et al., 2010). Les polyphénols agissent également comme
antioxydants in vivo par la capture des radicaux libres, 1’inhibition de la peroxydation des
lipides, I’activation des enzymes anti-oxydante (Li et al., 2014). Les polyphénols peuvent non
seulement étre utilisés comme antioxydants chez I'nomme, mais aussi comme conservateurs

en industrie alimentaire (Li et al., 2014).

11.3.2. Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est reconnue comme un facteur essentiel dans de nombreuses maladies
humaines telles que les maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives et
I'obésité. Les polyphénols ont démontré des effets anti-inflammatoires significatifs in vivo et
in vitro (Santangelo et al., 2007). Il existe de multiples mécanismes anti-inflammatoires des
polyphénols in vivo, dont l'inhibition des enzymes génératrices d'eicosanoides telles que la
phospholipase A2 (PLAZ2) et les cyclooxygénases (COX) (Kim et al., 2004 ; Li et al., 2014).

La quercétine est un flavonoide qui peut jouer un réle important dans la réduction du
risque d'athérosclérose ou I’inflammation est un élément clé dans le processus de formation et

de progression des plagques d’athéromes (Kostyuk et al., 2011). De plus, les polyphénols sont
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capables d’inhiber la libération du monoxyde d’azote (NO) en agissant sur 1’expression de
I’enzyme catalysant sa formation, la NO-synthase (NOS) (Stangl et al., 2007). lls régulent
également les cytokines qui sont des médiateurs essentiels de la communication locale et
intercellulaire impliqués dans les processus immunitaires et inflammatoires (Miles et al.,
2005).

Par ailleurs, il a été démontré que les polyphénols sont impliqués dans la modulation
de la voie de signalisation des MAPK (mitogen-activated protein kinases) en agissant a
différentes étapes de la cascade d'activation. Par modulation du processus de phosphorylation
et de déphosphorylation de protéines effectrices, conduisant ainsi a des effets antioxydants,
anti-inflammatoires et anti-cancéreux, pouvant contribuer a la prévention de certaines
maladies chroniques et a la promotion d'une meilleure santé globale (Soobrattee et al.,
2005 ; Pandey et Rizvi, 2009 ; Prasad et Aggarwal, 2011).

11.3.3. Activité antimicrobienne

L'activité antibactérienne des polyphénols est un sujet d'intérét croissant dans le
domaine de la recherche médicale, les polyphénols étant reconnus pour leur capacité a inhiber
la croissance de certaines bactéries pathogenes. Les polyphénols possedent également des
activités antifongique et antivirale potentielles (Cushnie et Lamb 2005 ; Jung et al., 2005 ;
Baydar et al., 2006). En effet, il a été démontré que les polyphénols entravent I'adhésion des
bactéries pathogenes aux cellules de I'néte, inhibent la formation de biofilms protecteurs,
neutralisent les toxines bactériennes nocives et agissent en synergie avec les antibiotiques,
renforcant ainsi leur efficacité (Chen et al., 2018 ; Zhou et al., 2019 ; Bessa et al., 2020).

La capacité des polyphénols a cibler différents facteurs de virulence microbienne offre
un potentiel prometteur dans le développement de nouvelles approches thérapeutiques pour
lutter contre les infections bactériennes résistantes aux antibiotiques et améliorer la prise en

charge des maladies infectieuses (Pranav et al., 2022).
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IT1. Méthodes d’extraction conventionnelles

L'extraction constitue une étape essentielle dans 1’analyse phytochimique, du fait de
la nécessité d’extraire les composés cibles afin de les isoler et de les caractériser
(Fabricant et Farnsworth, 2001). Les techniques d'extraction traditionnelles sont connues
depuis longtemps comme des techniques d'extraction classiques ou conventionnelles. Elles
sont encore utilisées aujourd’hui et sont basées sur I’utilisation de solvants, de 1’agitation et
du chauffage. Les plus utilisées sont I’infusion, la macération, et Soxhlet (Tambun, et al.,
2020).

I11.1. Infusion

L'infusion est une méthode d'extraction largement utilisée pour préparer des boissons a
base de plantes médicinales. Elle consiste a verser de l'eau bouillante sur une quantité
déterminée de matiére végétale séche ou fraiche. Ce mélange est laissé reposer pendant un
certain temps. Pendant ce processus, les composés solubles dans I'eau se dissolvent et se
mélangent au liquide, créant ainsi une boisson aromatique et bénéfique pour la santé (Cheng
etal., 2015).

111.2. Macération

La macération est une méthode traditionnelle largement utilisée qui implique de
mettre le matériau végétal en contact avec un solvant, avec ou sans agitation, a température
ambiante ou a une température élevée pendant une période spécifique (Ecribano et al., 2003).
Le processus de macération implique généralement plusieurs étapes, dont la premiére étant le
broyage de la matiére végétale en petites particules afin d’augmenter la surface de contact
avec le solvant d’extraction. Un solvant approprié est ensuite ajouté a la matiére végétale pour
entamer le processus de macération dans un récipient fermé hermétiqguement. Une fois la
durée de macération terminée, le maceérat est filtré pour séparer les particules solides.
L’agitation est un paramétre qui permet d’améliorer la qualit¢é de la macération par
augmentation de la diffusion des particules dans le solvant. De plus, la solution concentrée a
la surface des particules de I'échantillon est éliminée pour introduire un nouveau solvant et

augmenter I'efficacité de I'extraction (Azmir et al., 2013).

I11. 3. Soxhlet

L'extraction Soxhlet est une méthode proposée et développée pour la premiere fois en

1879 par Franz von Soxhlet, un agrochimiste allemand. C’est une technique couramment
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utilisee, ou le matériau végetal est placé dans un support en papier filtre ou en cellulose appelé
"cartouche". Ce support est ensuite inséré dans un porte-dosette qui est rempli de solvant
d'extraction. Le solvant est chauffé dans un ballon inférieur. A ébullition, les vapeurs du
solvant chauffé passent dans le sac d'échantillon puis se condense sous 1’effet du systéme de
refroidissement et retourne dans le support pour effectuer 1’extraction (Figure 5).

Un siphon se crée lorsque le niveau de liquide atteint le niveau de débordement. Le
dispositif est utilisé pour transférer le liquide contenu dans la cartouche vers le ballon de
distillation. Ce processus permet d'entrainer les substances extraites dans le liquide.
L'opération se poursuit jusqu'a ce gqu'une extraction complete soit obtenue (Handa et al.,
2008).

Réfrigérant
a boules

Thermometre

Cartouche
contenant 'oPEKK

Réservoir

supérieur

Réservoir
inférieur

|
Extracteur de Soxhlet

Bain d'huile
de silicone

©“
-
>
]
=]

Agitateur magnétique
chauffant

Figure 5 : Schéma du principe de I'extraction par Soxhlet (Alexandre, 2017)
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111.4. Autres méthodes conventionnelles

I11.4.1. Digestion

La méthode de digestion est généralement utilisée pour obtenir des extraits de plantes
aromatiques. Le processus de digestion est une macération a chaud, mais avec l'avantage
d'utiliser une chaleur douce pendant I'étape d'extraction, ce qui améliore l'efficacité de
I'extraction par solvant (Manousi et al., 2019). Gréce a la digestion, le rendement d'extraction
est souvent augmentée et des extraits de meilleure qualité peuvent étre obtenus (Azmir et al.,
2013).

111.4.2. Décoction

Cette méthode est principalement utilisée pour extraire les composés actifs des parties
souterraines des plantes, telles que les racines, ainsi que des écorces. Ces parties ont tendance
a libérer leurs principes actifs de maniére plus efficace lorsqu'elles sont soumises a une
décoction qu’a une infusion (Nogaret-Ehrhart, 2003). Généralement, le rapport initial entre
I'échantillon de substances médicamenteuse et I'eau est d'un quart (1:4) ou d'un seizieme (1
:16). L'ébullition réduit le mélange au quart de son volume d'origine en raison de I'évaporation
qui se produit pendant la décoction (Manousi et al., 2019). Une fois I'extraction par décoction
terminée, l'extrait concentré est filtré et est utilisé sur place ou pour un traitement ultérieur
(Handa et al., 2008).
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I. Matériel et méthodes
1.1. Matériel

I.1.1. Matériel végétal

La pelure du fruit de la grenade, étudiée dans ce travail a été récoltée a partir de
grenades du commerce dans la ville de Bejaia durant la période d’octobre a novembre 2022.
Apres consommation des fruits, la pelure de grenade a été récupérée et séchée a I'abri de la
lumiere pendant plusieurs semaines. La pelure séchée a été ensuite broyée en poudre fine
(<250um), gardee dans des récipients en verre hermétiquement fermés jusqu’au moment de

I’extraction.

| .2. Réactifs et appareils

Le Tableau ci-dessous présente les produits chimiques et appareils utilisés pour la

réalisation de cette étude.

Tableau 1 : Produits chimiques et appareils utilisés.

Produits

Appareils

Ethanol.

Standards (acide gallique, quercétine, catéchine,
trolox).

Folin-Ciocalteu.

Carbonate de sodium (Na2CQ3).

Chlorure d’aluminium (AICI3).

Vanilline.

Chlorure d’hydrogene (HCI).
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

Acide 2,2’- azinobis-3-ethyl-benzothiazoline-6-
sulfonique (ABTS).TPTZ (2,4,6-Tri (2-pyridyl)-
1,3,5-triazine).

Acétate de sodium (C2H3NaO,)

Acide acétique (CH3COOH).

Trichlorure de fer hexahydraté (FeClz-6H20).
Sulfate ferreux heptahydraté (FeSO4-7H20).

Etuve (MEMMERT)
Centrifugeuse.
Spectrophotometre (BIOTECH
ENGINEERING MANAGMENT)
Evaporateur rotatif (BUCHI Heating
Bath B-490)
Bain marie (MEMMERT).
pH-métre.
Soxhlet (BEHR labor-technik).
électrique (ROBOSTE/
BRANDMANN, Germany styl 1°).
Vortex (VELP SCIENTIFICA).
Tamiseur électrique (RETSCH).
Balance de précision (ADVENTURER
OHAUS).

Broyeur
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1.2. Méthodes

La partie expérimentale de ce travail a été réalisée dans le laboratoire BPC4
(laboratoire de cryptogamie) de la faculté des sciences de la nature et de la vie de 'université

Abderrahmane Mira de Bejaia.
1.2.1. Préparation des extraits

L’extraction de la poudre préparée a partir de la pelure de grenade a été effectuée par
trois méthodes conventionnelles différentes ; 1’infusion, la macération et Soxhlet. Chacune

des extractions a été réalisée trois fois.
1.2.1.1. Extraction par infusion

Dix grammes (10 g) de la poudre de la pelure de grenade sont pesés et ajoutés a 100
ml d'eau distillée préalablement chauffée jusqu’a ébullition a 100°C. Le mélange est agité en
continu sur une plagque agitatrice pendant 10 min (Haj Ali et al., 2018). Le mélange a été
réparti dans des tubes puis centrifugé a 3000 t/min pendant 5 min. Ensuite, le surnageant de
chaque tube a été filtré dans du papier whatman n°3. Le filtrat obtenu est mis a sécher dans
I’étuve a 50°C. L’extrait obtenu est conservé a I’abri de la lumiére dans des récipients

opaques hermétique jusqu’au moment de 1’analyse.
1.2.1.2. Extraction par Macération

L’extrait par macération a €té préparé par adaptation de la méthode décrite par Ranjha
et al. (2020). 10 g de la poudre de pelure de grenade ont été macérée dans 100 ml d’éthanol
(70%) dans un bain marie a 60°C, sous agitation pendant 6 h. Le macérat obtenu a été ensuite
centrifugé a une vitesse de 3000 t/min pendant 5 min. Le surnageant a été ensuite filtré sur du
papier whatman. Afin d'éliminer 1’excés de solvant, le filtrat a été évaporé sous vide a ’aide
d’un évaporateur rotatif a 60°C. Puis, le résidu de I'évaporation a été placé dans une étuve a
une température de 50°C pour sécher. Une fois I’extrait sec, il est conservé dans des récipients

hermétiques, a I'abri de la lumiére jusqu’au moment de 1’analyse.

1.2.1.3. Extraction par Soxhlet

L’extraction par Soxhlet a été effectuée selon la méthode decrite par Ali et Kumar
(2014). De I’éthanol a 70% a été également utilisé dans cette méthode. Une quantité définie

de la poudre de la pelure de grenade est mise dans une cartouche et le solvant dans le ballon
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avec un ratio de 10% (m /v). L’extraction est menée pendant 6 heures a 60°C. Aprés 8 cycles
d’extraction, la cartouche est retirée et le solvant chargé de I’extrait de la pelure de grenade
est récupéré pour étre filtré. Aprés filtration, le filtrat est évaporé a ’aide d’un évaporateur
rotatif a 60°C et le résidu de I’évaporation est séché dans une étuve a 50°C. L’extrait obtenu
est conservé dans des flacons hermétiques et gardé a I’abri de la lumiére jusqu’au moment de

I’étude.

1.2.2. Dosage des composés phenoliques

1.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le contenu en polyphénols totaux des extraits a été déterminé par la méthode au Folin-
Ciocalteu. Cette méthode implique la réduction du réactif de Folin-Ciocalteu par les groupes
phénoliques hydroxylés, entrainant la formation d'un produit bleu foncé dans une solution
alcaline (Li et al., 2007). Le réactif du Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique (HzP4W12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo12040) qui subit une
réduction lors de I'oxydation des phénols, produisant un mélange d'oxydes bleus de tungstene
(Ws0O23) et de molybdéne (MosO23) (Ribéreau-Gayon, 1968).

Un volume de 0.5 ml du réactif du Folin-Ciocalteu (1:10) est ajouté dans chaque tube
contenant 0,1 ml d'extrait. Aprés 4 minutes, 0.4 ml d’une solution de carbonates de sodium
(Na2COs) a 7.5% est ajoutée dans chaque tube. Les tubes sont ensuite agités au vortex, puis
incubés a I'obscurité pendant 1.5 heure & température ambiante. A la fin de cette incubation,
I'absorbance est mesurée a I'aide d'un spectrophotometre a une longueur d'onde de 760 nm. En
parallele, une courbe d'étalonnage a été construite en utilisant I'acide gallique sur une gamme
de concentrations allant de 0 a 200 pg/ml. La concentration des polyphénols totaux est
calculée a partir de 1’équation de régression de cette gamme d’étalonnage. Cela nous a permis
d'exprimer le contenu en polyphénols de chaque extrait en milligrammes équivalents d'acide

gallique par gramme d'extrait (mg EQAG/g extrait).

2.2.2. Dosage des flavonoides

Le contenu en flavonoides a été quantifié en utilisant la méthode au chlorure
d'aluminium (AICI3), qui est basée sur la formation d’un complexe flavonoide-aluminium
(Bahorun et al., 1996). Dans cette méthode, un volume de 0.5 ml d'une solution d'AICl3 a 2%
dans de I'eau distillée a été ajoutée a un volume égal de chacun des extraits préparés. Apres

agitation au vortex, les tubes sont incubés a température ambiante pendant 10 min. Ensuite,
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I'absorbance de chaque échantillon a eété mesurée a une longueur d'onde de 430 nm. Afin
d’stimer la teneur en flavonoides, une gamme étalon avec différentes concentrations (0-50
ug/ml) de quercétine, un standard flavonoide, a été préparée. Le contenu en flavonoides est
calculé a partir de la gamme d’étalonnage, et est exprimé en mg équivalent de quercétine par

gramme d’extrait (mg EqQ/g d’extrait).
2.2.3. Dosages des tanins condensés

Les tanins condensés sont dosés selon la méthode de la vanilline (Sun et al., 1998). Un
volume de 0.5 mL de vanilline (4% dans 1’éthanol) est ajouté & 0.2 mL de chaque extrait.
Aprés mélange des échantillon, 0.5 mL de HCI est rajouté dans chaque tube. Les tubes sont
agités au vortex puis incubés a I’obscurité pendant 20 min a température ambiante. A la fin de
cette incubation, I’absorbance est lue au spectrophotométre (A=500 nm). La concentration des
tanins condenses est déterminée en utilisant I'équation de régression de la gamme d'étalonnage
établie par la catéchine (0-50 pg/ml). Le contenu en tanins est donc quantifié en mg

équivalent de tanins par gramme d’eXtrait sec (mg EqC/g d’extrait).
1.2.3. Etude de activité antioxydant
1.2.3.1. Effet du piégeage du radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPHe)

Le potentiel antioxydant de différents extraits (infusion/macération/Soxhlet) a été
évalué en utilisant la méthode du piégeage du radical libre DPPH. Le 1,1-diphényl-2-
picrylhydrazyle est un radical libre stable de couleur violette foncée. Lorsqu'il est exposé a un
antioxydant, il accepte un électron de cet antioxydant, ce qui entraine une décoloration de sa
forme réduite en 2,2-diphényl-1-picryl hydrazine de couleur jaune (Zahin et al., 2010).

Pour ce test, une solution de DPPH- a été¢ préparée dans d’éthanol (0.1 mM), puis 0.5
ml de chaque extrait a une de concentration (1mg/ml) ont été ajoutés a 1 ml de la solution de
DPPH. Apres une incubation de 30 minutes a I'obscurité, les absorbances ont été mesurées a
une longueur d'onde de 517 nm (Mokhnache et al., 2019). Le trolox a été utilisé pour tracer
une droite d’étalonnage (0-0.1 mM/ml). L’activité antioxydante inhibitrice de 1’oxydation du
DPPH a été exprimée en mmol. équivalents en trolox par gramme d’extrait sec (mmol TEq /g
extrait). Le pourcentage de I’activité antioxydante a été également calculé en utilisant la
formule suivante :

Activité antioxydante (%) = [(Ao - At) /Ao] x 100
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Sachant que : Ao est 1’absorbance du blanc (sans 1’extrait) et At est 1’absorbance du test
(extrait ou standard).

1.2.3.2. Effet de piégeage du radical cationique 2,2'-azino-bis (3 éthylbenzo thiazoline-6-
sulphonique (ABTS™)

Le test a I’ABTS est est basé sur la neutralisation d'un radical cation engendré par
I'oxydation du composé synthétique chromophore appelé acide 2,2'-azino-bis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), (ABTS™). La variation du spectre d’absorption est suivie

de fagon spectrophotométrique (Re et al., 1999).

Au préalable, une solution stock est préparée par dissolution de I'ABTS dans de I'eau
distillée a une concentration de 7 mM, puis du persulfate de potassium (K2S20g) est ajouté a
une concentration de 2.45 mM. Ce mélange est agité pendant toute une nuit (12-16 heures) a
I'obscurité et a température ambiante. Cette solution stock est diluée au moment de son
utilisation dans 1’éthanol de maniere a atteindre une absorbance de 0.70 £ 0.02 a A = 734 nm.
Le test a ’ABTS est réalisé selon la méthode de Re et al. (1999). Un aliquot de 20 pL de
chaque extrait est mélangé & 2 mL de la solution diluée d'ABTS, puis incubée a 30°C pendant
six minutes. L'absorbance est mesurée a A = 734 nm contre un blanc. Une courbe standard est
préparée en utilisant des concentrations croissantes (0-2 mM) de trolox. Les valeurs de la
capacité antioxydante sont calculées a partir de la droite standard, et les résultats sont
exprimés en mmol équivalent Trolox par gramme d'extrait (mmol TroloxEq/g d’extrait). La
capacité de piégeage du radical cationique ABTS™ est également quantifiée en pourcentage

(%), calculée en utilisant la formule suivante :

Activité antioxydante (%) = [(Ao - At) /Ao] x 100

Sachant que : Ao est I’absorbance du blanc (sans I’extrait) et

At est I’absorbance du test (extrait ou standard).

1.2.3.3. Potentiel antioxydant réducteur du fer (FRAP)

Le potentiel antioxydant réducteur du fer des différents extraits de la pelure de grenade
est évalue par la méthode decrite par Benzie et Strain (1999). Le réactif de FRAP est préparée
en mélangeant du tampon acétate (300 mM, pH 3.6), une solution de TPTZ (10 mM de 2,4,6-
Tris (2-pyridyl)-1,3,4-triazine) dans 40 mM de HCI, et 20 mM de la solution de FeClz-6H.0
avec une proportions de 10:1:1 (v/v/v). Cette méthode permet de mesurer la capacité des

antioxydants a reduire le fer par le suivi de I'absorbance du réactif FRAP a A =593 nm.
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A chaque échantillon a tester, 65 pl des différents extraits (dilués au 1/100) sont
ajoutés a 200 pl d'eau distillée et 2 ml du réactif de FRAP fraichement préparé. Aprés
incubation & 37°C pendant 30 minutes, I'absorbance de chaque échantillon est mesurée a A =
593 nm. Les résultats sont comparés a une courbe standard tracée pour une gamme de
concentrations croissantes (0-2 mM) d'une solution de FeSOs-7H20. Les valeurs du pouvoir
antioxydant réducteur sont exprimées en mmol équivalents de Fe?* par gramme d'extrait

(mmol Eq.Fe?*'g d'extrait).
1.2.4. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont présentés en tant que valeur moyenne * écart-type.
L'analyse statistique est effectuée a l'aide du logiciel GraphPad Prism. 5 par analyse de la
variance (ANOVA), suivie du test de Tukey. Une valeur de p<0.05 a été considérée comme
étant statistiguement significative.
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I1. Résultats et discussion

La présente étude est réalisée sur des extraits de pelure de grenade obtenus par les
différentes méthodes d’extraction, qui sont 1I’infusion, la macération et Soxhlet. Le rendement
de I’extraction a été calculé pour chaque méthode d’extraction. Leur contenu en polyphénols,
en flavonoides et en tanins condensés a été également déterminé puis 1’activité antioxydante a
été analysée par différents tests (DPPH, ABTS et FRAP).

I1.1. Rendement de I’extraction

Les rendements d’extraction obtenus par chaque méthode sont exprimés en pourcentage
(masse d’extrait/100g de la poudre). Comme le montre le tableau 2, les valeurs des
rendements obtenus n’ont montré aucune différence significative entre 1’infusion, la
macération et le Soxhlet.

Tableau 2 : Rendements obtenus par les différentes méthodes d’extraction.

Extrait Rendements (%0)

Infusion 40.65 +0.08™
Macération 34.78 £0.24 ™

Soxhlet 54.11+£0.22™

NS : différence non significative (P>0.05).

D’apres ces résultats, il apparait qu’il n’y a aucune différence significative entre les
rendements d’extraction obtenus par les différentes méthodes d’extraction.

Le rendement d'extraction est défini comme le quotient entre la quantité de composés
naturels extraits par le processus d'extraction effectué avec un solvant donné et la quantité
initiale de ces composés présente dans le matériel végétal d'origine. Il dépend de plusieurs
parameétres tels que, la méthode d'extraction (macération, décoction, infusion), le choix des
solvants ainsi que les propriétés chimiques des molécules extraites et les conditions
d'exploitation (chaud ou froid). L’ensemble de ces facteurs influencent a la fois le rendement
et la composition chimique des extraits obtenus. Ils ont par conséquent un impact direct sur
les activités biologiques médiées par les métabolites extraits (Michel et al., 2012).

L’utilisation de mélanges eau/solvant organique peut faciliter I'extraction de produits
chimiques qui sont solubles dans I'eau et/ou dans le solvant organique (Do et al., 2014). Nous
avons obtenu un rendement par macération de 34.78 £ 0.24 %. Ce rendement est considéré
comme important par rapport au rendement trouvé par Meziani et al. (2019) qui est de 33.7%.
Par ailleurs, des rendements plus faibles ont été obtenus par Sarbaswarup et al. (2019) en

utilisant la méthode d’infusion, en comparaison a notre résultat.
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11.2. Dosage des composés phéenoliques

11.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Les composés phénoliques sont des phyto-micronutriments résultants du processus
métabolique secondaire chez les plantes (Cory et al., 2018).

L’estimation du contenu en polyphénols totaux a été obtenue a partir de la courbe

d’étalonnage de I’acide gallique (Figure 6).

2,5 -
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15 y =0,0093x + 0,0378
’ R?=0,9963

Absorbance(760nm)

0 25 50 75 100 125 150 175 200
Concentration (ng/ml)

Figure 6 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Le tableau 3, présente les résultats du dosage des polyphénols totaux par le réactif du

Folin-Ciocalteu, dans les différents extraits préparés (infusion, macération et Soxhlet).

Tableau 3. Contenu en polyphénols totaux obtenu par différentes méthodes d’extraction de la

pelure de grenade.

Contenu en polyphénols

. R .
Méthodes d’extraction (mg EAG/e d’extrait sec)

Infusion 289.123 + 17.50P
Macération 353.01 + 06.692
Soxhlet 263.316 + 09.68°

Une lettre différente indique une différence significative (P< 0.01) entre les valeurs dans la méme colonne.
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Ces résultats révelent que la teneur en polyphénols totaux dans I’extrait obtenu par macération
(353.01 + 6.69 mg EAG/g d’extrait sec) est significativement plus élevée (P< 0.01) que celle
obtenu par infusion (289.123 + 17.50 mg EAG/g d’extrait sec) et par Soxhlet (263.316 + 9.68
mg EAG/g d’extrait sec). La différence entre ces résultats pourrait étre due au choix de la
méthode d’extraction qui peut avoir un effet important sur la séparation des composés
bioactifs ciblés a partir de la matiére végétale. Par conséquent, un TPC élevé serait lié a un
temps de contact plus long entre la poudre et le solvant dans macération par rapport a
I’infusion. Ce temps aiderait a libérer plus de composés phytochimiques solubles
(Sarbaswarup et al., 2019).

De plus, I’effet de la température a été rapporté pour avoir aussi un effet sur I’extraction des
polyphénols totaux. La chaleur contribue a faciliter I'extraction en augmentant la perméabilité
des membranes cellulaires. Cependant, des températures excessivement élevées peuvent
provoquer une dénaturation des composeés a extraire (cas du soxhlet) (Wang et al., 2011). Par
ailleurs, les résultats obtenus peuvent étre influencés par les conditions expérimentales des
dosages. Le réactif du Folin-Ciocalteu, peut interagir avec diverses substances telles que les
protéines, les sucres, l'acide ascorbique et des composés soufrés, ce qui pourrait interférer
dans les dosages obtenus (Li et al,. 2006 ; Jinnawat et al,. 2012).

Des études antérieures ont montré des valeurs différentes en polyphénols totaux dans
I’extrait obtenu par macération et par infusion en comparaison a notre résultat (Zahin et al.,
2010 ; Meziani et al., 2019 ; Sarbaswarup et al., 2019).

Le profil phénolique des extraits de plantes peut varier selon notamment la variété utilisée,
le climat, la situation géographique (Ryan et al., 1999). La température et le solvant

d’extraction sont également de facteurs de variabilité (Sousa et al., 2006 ; Conde et al.,2009).

111.2.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
ou, la quercétine a été utilisée comment étalon. Les résultats obtenus a partir de la courbe

d’étalonnage sont présentés dans figure 7.

La quantité des flavonoides a été exprimée en milligrammes équivalents de quercétine

par gramme de poids sec de I’échantillon (mg EQ/g d’extrait sec).
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Figure 7 : Courbe d’étalonnage a la quercétine pour le dosage de flavonoides.

A partir de courbe d’étalonnage, les teneurs des flavonoides obtenus par les différentes

méthodes d’extractions (infusion, macération, Soxhlet) sont présentées dans le tableau 4.

Tableau 4. Contenu en flavonoides obtenus de la pelure de grenade par les différentes

méthodes d’extractions.

Contenu en flavonoides
Méthodes d’extraction .
(mg EQ/g d’extrait sec)

Infusion 21.13+1.182
Macération 21.08 +1.792
Soxhlet 12.54 + 0.09

Une lettre différente indique une différence significative (P< 0.01) entre les valeurs dans la méme colonne.

Ces résultats révélent que la teneur en flavonoides totaux dans I’extrait obtenu par
infusion (21.13 + 1.18 mg EQ/g d’extrait sec) est similaire a celle obtenue par macération
(21.08 £ 1.79 d’extrait sec). Tandis que la teneur obtenue par Soxhlet (12.54 + 0.09 mg EQ/g
d’extrait sec) est significativement (P<0.01) plus faible.

Cette variation des résultats peut étre attribuée aux variations entre les méthodes
d'extraction, pouvant influencer les propriétés intrinséques des substances extraites. La
différence pourrait également étre due a la méthode spectrométrique du dosage des
flavonoides totaux ou une absence possible de réactivité de certains flavonoides avec le

trichlorure d'aluminium, ce phénoméne pouvant entrainer une légere sous-estimation du
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contenu réel de I’extrait (Meziani et al,. 2019). D’autres études ont montré des teneurs plus
¢levées en flavonoides dans I’extrait obtenu par macération et des valeurs plus faibles dans

I’extraction par infusion (Meziani et al., 2019 ; Sarbaswarup et al., 2019).

111.2.3. Dosage des tanins condensés
Le contenu en tanins condensés a été estimé par rapport a la gamme étalon tracée pour

des concentrations croissantes en catéchines (Figure 8).

Catéchine

y=0,010x+ 0,018
R?=0,976

0,2 -

Absorbance(500 nm)
o
w

0 ‘ T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Concentration (ng/ml)

Figure 8 : Courbe d’étalonnage a la catéchine pour le dosage des tanins condenses.

La quantité des tanins condensés a été exprimée en milligramme équivalent de
catéchine par gramme d’extrait sec (mg EC/g d’extrait sec). A partir de la courbe étalonnage,
la teneur des tanins condensés obtenus par les trois méthodes d’extraction sont présentés dans

le tableau 5.

Tableau 5. Contenu en tanins condenses obtenu de la pelure de grenade par les différentes

méthodes d’extractions.

Contenu en tanins condenses
Méthodes d’extraction

(mg EC/g d’extrait sec)
Infusion 2.80+£0.02
Macération 2.81+0.02
Soxhlet 2.81 + 0.006
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Ces résultats révelent que des teneurs similaires en tanins condensés sont contenues dans
les extraits obtenus par infusion, par macération et par Soxhlet. Des valeurs équivalentes ont

¢été retrouvées par 1’étude de Meziani et al. (2019).

111.3. Evaluation de I'activité antioxydante

Les méthodes d'évaluation de l'activité antioxydante sont utilisées pour mesurer la
capacité d'une substance a neutraliser les radicaux libres et a prévenir les dommages oxydatifs
dans le corps. Les différents extraits de la pelure de grenade ont été soumis a une évaluation
de leur activité antioxydant a l'aide des méthodes DPPH, ABTS et FRAP.

111.3.1. Effet du piégeage du radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH?)

Le test DPPH est une méthode tres utilisée pour analyser l'activité anti-oxydante. Le
changement de couleur peut étre suivi par spectrophotométrie a 517 nm et de cette maniére le
potentiel antioxydant d'une substance ou d'un extrait de plante peut étre déterminé (Popovici
etal., 2010).

Les résultats obtenus par le test du DPPH ont montré que les trois extraits analysés
sont capables d’exercer un puissant effet neutralisant du radical libre DPPHe. A une
concentration de 0.5 mg/ml, ’extrait de ’infusion a montré un pourcentage d’inhibition de
I’oxydation du DPPH (PI) de 84.07 + 0.15%. Des valeurs équivalentes ont été obtenues par
macération (84.47 + 0.13%) et par Soxhlet (84.80 + 0.10%) (Figure 9).
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Figure 9 : Courbe d’étalonnage au Trolox pour le test du DPPH.
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Par ailleurs, 1’activité neutralisant le radical libre DPPHe, exprimées en terme de
Capacité Antioxydante en Trolox Equivalent (TEAC) (figure 9), a révélé que I’extrait obtenu
par infusion possede un potentiel antioxydant significativement (P<0.01) plus important que

ceux des extraits obtenus par macération et par Soxhlet (Figure 10).

D’autres études ont montré des valeurs plus élevées pour les extraits obtenus par
maceération et pour des extraits préparés par infusion (Meziani et al., 2019 ; Sarbaswarup et
al., 2019).

Ces différences pourraient étre attribuées a la méthode d'extraction utilisée. La
potentialité antioxydante de nos échantillons pourrait étre due a leur richesse en composés
phénoliques et a la diversité de ces composes. En effet, les flavonoides présentent une
configuration structurelle propice a la neutralisation des especes radicalaires, du fait de la
présence de multiples groupements hydroxyle agissant en tant que donneurs d'hydrogene,

lesquels revétent a leur tour une grande capacité antioxydante (Bendjabeur, 2012).
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Figure 10 : Activité neutralisant le radical DPPH« par les différents extraits de la pelure de

grenade.
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111.3.2. Effet du piégeage du radical libre cationique 2,2'-azino-bis (3 éthylbenzo
thiazoline-6-sulphonique (ABTS™)

L’activité antioxydante des extraits obtenus par infusion, macération et Soxhlet, a été
également déterminée par le suivi de la réduction du radical cationique ABTS"". La capacité
antioxydante des différents extraits analysés envers le radical ABTS™ exprimée en termes de
Capacité Antioxydante en Trolox Equivalent (TEAC) en mmol de trolox equivalent par

gramme d’extrait sec (mmol TroloxEq/g d'extrait) comme montre le figure 11.
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage au Trolox pour le test d’ABTS.

A une concentration de 0.5 mg/ml, des pourcentages d’inhibition de I’oxydation du
radical cationique ABTS™" tres élevés ont été obtenus pour les différents extraits d’infusion
(92.69 + 3.88%), de macération (95.92+ 0.03%) et de Soxhlet (93.30 + 4.31%). Par ailleurs,
en TEAC, les valeurs obtenues sont de 3.84 £ 0.16 mmol Eq Trolox/g, 3.97 = 0.001 mmol Eq
Trolox/g et 3.97 £ 0.17 mmol Eq Trolox/g pour les extraits d’infusion, de macération et de
Soxhlet respectivement. Aucune différence significative n’a été retrouvée entre les différents
extraits analyses (Figure 12). Une activité en TEAC de 1.07 + 0.003 mmol Eq Trolox/ g, a été
retrouvée dans un extrait de la pelure de grenade préparé par infusion (Sarbaswarup et al.,
2019).

Des résultats obtenus, nous constatons aussi que, pour les trois méthodes d’extraction,
la capacité antioxydante des extraits de la pelure de grenade est proportionnelle a la polarité
des solvants utilisés. Les extraits des solvants polaires, hydroéthanolique pour la macération

est donné la meilleure résultat suivis par I’extrait de soxhlet et I’infusion, résultant de I'emploi
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du mélange de solvants éthanol-eau lors de la macération, cette approche présente des
avantages notables. L'inclusion de I'eau dans le solvant accroit sa polarité, ce qui engendre
I'extraction préférentielle de molécules polaires. Des études présentes dans la littérature
appuient nos propositions et indiquent que I'inclusion d'eau dans les solvants mélanges accroit
la perméabilité des tissus végétaux. De plus, cette présence d'eau favorise le processus de
diffusion de masse lors de I'étape d'extraction (Arimboor et Arumughan, 2011 ; Trabelsi et al.,
2010). Cela renforce la notion que la composition qualitative des molécules présentes dans
I'extrait peut jouer un rble déterminante. Par conséquent, les caractéristiques telles que
I'activité antioxydante et la concentration des phénols dans un extrait sont étroitement liées au

processus d'extraction utilisé, ainsi qu'a la nature et a la polarité du solvant employé.

Notre étude a mis en évidence I’importance de choix de la méthode d'extraction au
sein d'une recherche de valorisation des plantes, étape essentielle pour obtenir les composés

actifs souhaités.
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Figure 12 : Activité neutralisant le radical ABTS™ par les différents extraits de la pelure de

grenade.

Les valeurs d'activité antioxydante mesurées a l'aide du test au radical libre DPPH sont
inférieures a celles obtenues par la méthode utilisant le radical ABTS. Cette disparité pourrait
étre rationnellement attribuée a la présence de composés chimiques qui manifestent des
bandes d'absorption a une longueur d'onde similaire a celle du radical DPPH'. En
conséquence, cela pourrait engendrer une élévation de I'absorbance mesurée (Sarr et al.,

2015).
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111.3.3. Evaluation du potentiel antioxydant réducteur du fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur du fer des extraits d’infusion, de macération et de Soxhlet de la
pelure de grenade a été évalué en utilisant la méthode de FRAP. C’est un essai simple, rapide
et reproductible. Les valeurs du pouvoir antioxydant réducteur du fer de chaque extrait
analysé (0.5 mg/ml) sont exprimés en mmol équivalents de Fe?* par gramme d'extrait (mmol

EqFe?*/g d'extrait), ont été calculées a partir de la courbe d’étalonnage au FeSO4 (Figure 13).

Les résultats obtenus ont révélé que le pouvoir réducteur de I’extrait obtenu par
infusion (2.80 + 0.02 mmol Eq Fe?*/g) est significativement plus élevé que celui de 1’extrait
obtenu par Soxhlet (2.82 + 0.006 mmol Eq Fe?*/g, P< 0.001) et par macération (2.81 + 0.02
mmol Eq Fe?*/g, P< 0.01).
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Figure 13 : Courbe d’étalonnage au FeSO4 pour le test du FRAP.
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Figure 14 : Potentiel antioxydant réducteur du fer (FRAP) des différents extraits de la pelure

de grenade.

Le potentiel réducteur du fer peut étre principalement lié aux composés phénoliques
antioxydants a la fois hydrophiles et hydrophobes. Ces composés agissent en tant qu'espéces
donneuses d'électrons efficaces, capables de neutraliser les réactions en chaine des radicaux
libres en les convertissant en produits plus stables (Zou et al., 2004). Cette réaction peut étre
inhibée par les composés phénoliques notamment les flavonoides qui ont la capacité de
former des complexes stables avec les ions metalliques grace a leurs groupements
fonctionnels (Van Acker et al., 1996).

A la lumiere des résultats obtenus du pouvoir antioxydant réducteur du fer (FRAP),
I’extrait préparé par infusion a montré un meilleur effet réducteur du fer. cette caractéristique
offre la possibilité d’inhiber la catalyse par ces cofacteurs métalliques tels que le fer et le

cuivre impliqués dans la génération de radicaux libres (Balasundram et al., 2006).
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I11. Conclusion

Les pelures de grenade sont des sous-produits naturels de valeur extrémement
précieuse en raison de leurs teneurs élevées en polyphénols, composés réputés pour leurs
propriétés antioxydantes bénéfiques pour la santé. Dans cette étude, trois methodes
d'extraction conventionnelles, a savoir l'infusion, la macération et le Soxhlet, ont été
comparées pour évaluer leur efficacité dans I'extraction des composés bioactifs de la pelure de

grenade.

Les résultats de I'étude ont révélé que l'extrait de macération présentait la plus haute
teneur en polyphénols totaux, suivi de l'infusion puis du Soxhlet. Les flavonoides étaient
présents a des niveaux similaires dans les extraits de macération et d'infusion, tandis que
I'extrait de Soxhlet avait une teneur plus faible. En ce qui concerne les tanins condensés, les
trois méthodes d'extraction ont donné des extraits contenant des quantités similaires en tanins

condenseés.

Par ailleurs, tous les extraits ont démontré une capacité a neutraliser les radicaux libres
DPPHe+ et ABTSe+, indiquant ainsi que chacune des méthodes d'extraction utilisée permet
d’obtenir des extraits a potentiel antioxydant. L'infusion s'est distinguée en montrant un
meilleur effet neutralisant du radical DPPH« et une forte capacité antioxydante réductrice du

fer par rapport aux extraits de macération et de Soxhlet.

En termes de rendements d'extraction, la méthode Soxhlet a été la plus performante,
suivie de l'infusion et de la macération. Ces rendements sont souvent importants pour

I'industrie, car ils déterminent la quantité d'extrait obtenu a partir des matieres premieres.

Ainsi, ’ensemble de nos résultats ont montré que l'extraction par macération semble
étre la méthode la plus efficace pour obtenir des extraits riches en polyphénols totaux a partir
de la pelure de grenade. Cependant, I'infusion s'est démarquée par une capacité antioxydante
réductrice du fer plus élevee, ce qui la rendrait plus appropriée pour certaines applications
spécifiques nécessitant une forte activité antioxydante. Une analyse plus approfondie des
extraits étudiés permettrait une meilleure comparaison entre les méthodes d’extractions

utilisées.
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Résumé

La pelure de grenade représente I'un des sous-produits naturels les plus précieux en raison de sa teneur élevée en
polyphénols. Ces composés sont traditionnellement extraits des matieres végétales en utilisant diverses méthodes
conventionnelles. Ce travail est une étude comparative de trois méthodes d’extraction conventionnelles qui sont
I’infusion, la macération et Soxhlet.Les teneurs en composés bioactifs (polyphénols, flavonoides et tanins) ont
été évaluées dans chaque extrait. Ensuite, ’activité antioxydante de ces extraits a été analysée par la méthode du
piégeage des radicaux libres DPPH et ABTSe«+ et I’évaluation du potentiel antioxydant réducteur du fer (FRAP).
Les résultats obtenus ont montré que l'extrait de macération présente la teneur la plus élevée en polyphénols
totaux (340.09 + 22.88 mg EAG/g d'extrait sec). Pour les flavonoides, les extraits de macération et d'infusion ont
montré des teneurs similaires, tandis que I'extrait obtenu par Soxhlet a affiché une teneur plus faible (12.54 +
0.09 mg EQ/g d'extrait sec). Par ailleurs, les extraits obtenus par les trois méthodes d’extraction ont montré des
teneurs similaires en tanins condensés (~ 3 mg EC/g d'extrait sec). L’analyse de l'activité antioxydante a montré
que tous les extraits ont la capacité de neutraliser les radicaux libres DPPHe et ABTS«+. De plus, I'évaluation du
potentiel antioxydant réducteur du fer (FRAP) a montré que l'extrait obtenu par infusion avait la plus forte
capacité antioxydante (4.01 + 0.12 mmol Eq.Fe?*/g d'extrait) par rapport aux extraits de macération et de
Soxhlet. Une analyse plus approfondie des extraits étudiés permettrait une meilleure comparaison entre les

méthodes d’extractions utilisées.

Les mots clé : pelures de grenade, macération, infusion, Soxhlet, polyphénols, activité antioxydante.

Abstract

Pomegranate peel is one of the most valuable natural by-products due to its high polyphenol content. These
compounds are traditionally extracted from plant materials using various conventional methods. This work is a
comparative study of three conventional extraction methods which are infusion, maceration and Soxhlet.The
levels of bioactive compounds (polyphenols, flavonoids and tannins) were evaluated in each extract. Then, the
antioxidant activity of these extracts was analyzed by the DPPH and ABTS<+ free radical scavenging assays and
the evaluation of the iron reducing antioxidant power (FRAP). Our results showed that the maceration extract
has the highest total polyphenols content (340.09 + 22.88 mg EAG/g dry extract). However, flavonoids contents
were similar in maceration and infusion extracts. Whereas, the extract obtained by Soxhlet showed a lower
content (12.54 + 0.09 mg EQ/g of dry extract). In addition, the extracts obtained by the three extraction methods
showed similar contents of condensed tannins (~ 3 mg EC/g of dry extract). Antioxidant activity analysis showed
that all extracts have the ability to neutralize DPPH+ and ABTS<+ free radicals. In addition, the evaluation of the

antioxidant iron reducing power (FRAP) showed that the extract obtained by infusion had the highest antioxidant

capacity (4.01 £+ 0.12 mmol Eq.Fe?*/g extract) compared to maceration and Soxhlet extracts. Further analysis of

the studied extracts would allow a better comparison between the different extraction methods.

Keywords: pomegranate peels, maceration, infusion, Soxhlet, polyphenols, antioxidant activity.




