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Introduction

Introduction

La plupart des especes végétales possédent des vertus thérapeutiques, qui agissent directement
sur I’organisme (Khouchlaa et al., 2017). Ces plantes ont été particulierement étudiées pour
leurs activités biologiques et leurs metabolites secondaires utilises comme principes actifs ou
comme modeéle chimique pour la synthése et la semi synthese des médicaments (Ventrella et
Marinho, 2008). Les polyphénols sont des métabolites secondaires que les plantes produisent
en réponse aux agressions externes. Ils contribuent aussi a la pigmentation ainsi qu’aux
caractéristiques organoleptiques (odeur et saveur) des fruits et légumes (Visioli et al., 2000 ;
Tsao, 2010). Au sien d’industrie agro alimentaire, Il a été démontré que les polyphénols
alimentaires jouent un réle important dans la santé humaine car ils présentent diverses
propriétés bioactives telles que les activités antimicrobienne, antioxydante, anticancéreuse et

anti-inflammatoire (Balwinder et al., 2020).

L’extraction de principes actifs est une étape essentielle pour I’isolement des molécules
bioactives. En effet, plusieurs méthodes d'extraction non conventionnelles ont été
développées, telles que I'extraction assistée par micro-ondes (MAE) et I'extraction assistée par
ultrasons (EAU). Ces méthodes sont largement utilisées a la place des méthodes
conventionnelles pour extraire les composés phénoliques, en raison de leurs avantages
potentiels, tels que ’utilisation réduite de solvant, des rendements supérieurs, une réduction
des résidus toxiques, une meilleure reproductibilité du processus et des temps d'extraction
réduits (Selvamuthukumaran et Shi, 2017 ; Alara et al., 2021). De nombreuses études a
travers le monde se sont orientées vers 1’évaluation de produits naturels biologiquement actifs

afin d’établir des regles scientifiques pour leur utilisation.

Dans ce contexte le fruit de Punica granatum (Punicaceae), avec ses diverses parties,
notamment les graines et la pelure ont été démontré pour contenir des composés bioactifs a
intérét potentiel. Ce fruit a été longtemps utilisé en médecine traditionnelle, notamment pour
le traitement de troubles gastro-intestinaux, cardiovasculaires et endocriniens (Enghabali et
al., 2021).

L’objectif de ce travail est d’optimiser un protocole d’extraction des composés phénoliques de
la pelure de grenade. Le contenu en composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides
et tanins condensés) de I’extrait optimisé a été déterminé puis une analyse de I’activité
antioxydante antiradicalaire (DPPH et ABTS) et du pouvpoir réducteur du fer de cet extrait a

été effectuée.
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I. Généralités sur la grenade

1.1 Description générale du grenadier

Le grenadier (Figure 1) est un arbre originaire du sud-est de I'Europe et de I'Asie, ou il était
cultivé dans I'Egypte ancienne, a Babylone, en Inde et en Iran et en Algerie. La grenade était
largement cultivée en Espagne et a été apportée au Mexique et en Californie par des
missionnaires au 16°™ siécle (Sheets et al., 2004 ; khaldi et al., 2021). C’est un arbre qui
pousse bien dans un climat semi-aride tempéré doux & subtropical qui convient naturellement
a la croissance et la fructification. Les grenadiers sont des arbustes pouvant atteindre 6 m de
haut. Le tronc est recouvert d’écorce brun rougeatre qui devient ensuite grise. Les branches
sont raides, anguleuses et souvent épineuses favorisant ainsi une forte capacité d’absorption
des nutriments de la racine. Ces arbres sont généralement a feuilles caduques et ont une
longévité considérable (Kumari et al., 2012 ; Bidri et Choay, 2016). Comme tout arbre fruitie,
le grenadier comprend différentes parties dont les splus impportantes sont, les feuilles, les

fleurs et le fruit.
1.1.1 Feuille

Les feuilles du grenadier sont de couleur vert-brillant, elliptique et mesurent jusqu’a 3 cm de
long (Figure 1-E) (Nhlanhla et al., 2022). Elles sont coriaces, lancéolées, exstipulées,
opposees et paires se croisant alternativement a angles droits. Certaines variétés ont 3 feuilles
et méme 4 feuilles par nceud dans I’arbre (Holland et al., 2009 ; Kumari et al., 2012).

1.1.2 Fleur

Les fleurs du grenadier sont composées de 5 a 8 pétales et mesurent plus de 2.5 cm de
diametre (Figure 1-B) (Kumari et al., 2012). Au stade précoce, elles ont la forme de petites
poires de couleur verte a la base, rouge a la pointe ou partout rouge foncé. Les fleurs matures
développent la couleur des sépales rouge orangé a rouge foncé selon les variétés. Les pétales
sont rouge orangé ou rose, rarement blanc. Elles peuvent apparaitre en grappes, solitaires ou
paires (Wang, 2003 ; Holland et al., 2009 ; Rummun et al., 2013).

1.1.3 Fruit

Le fruit est la partie comestible du grenadier. De forme arrondie, la grenade mesure 5 a 12 cm
de large. La base est couronnée par un calice protubérant (Figure 1-A). Il est relié¢ a I’arbre par
une courte tige (Holland et al., 2009 ; Kumari et al., 2012). La pelure de la grenade est

2
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reconnaissable a son péricarpe dur, qui conserve sa couleur orange et verdatre a maturité pour
certaine variete. L’intérieur du fruit est cloisonné en compartiments par des parois

membranaires formées de tissus spongieux blancs et astringents. Chaque compartiment est

composé de sacs remplis d'arilles légérement acides, juteux, rouges, roses ou blanchatres
(Kumari et al., 2012 ; Rummun et al., 2013).

Figure 01 : Différentes parties anatomiques du grenadier (Punica granatum). (A) Fruit non

mar ; (B) Fleur ; (C) Tige ; (D) Fleur et calice tubulaire ; (E) Feuilles des extrémités des rameaux ; (F) Ecorce de

fruit avec prolongements membranaires formant des compartiments qui contiennent des arilles juteux ; (G)

Graines ; (H) Avrilles ; (I) Membrane interne de grenade (Rummun et al., 2013).

1.2 Nomenclature et classification botanique

La grenade (Punica granatum L., Punicaceae) est un fruit ancien. Son nom est issu du nom
latin du fruit « Malum granatum », qui signifie « pomme granuleuse ». Le nom générique
Punica
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fait référence a Pheonicia (Carthage) en raison d'une fausse hypothese sur son origine
(Holland et al., 2009).

- Classification :

Regne : plantae.

Division : Mangnoliophyta.
Classe : Mangnoliopsida.
Sous-classe : Rosidae.
Ordre : Myrtales.

Famille : Punicaceae.

Genre et Espéce : Punica granatum L. (Melgarejo et al., 2020).

1.3 Usage traditionnel et propriétés thérapeutiques

1.3.1 Usage traditionnel

Dans les cultures anciennes, I’homme considérait le grenadier (Punica granatum) comme
source de remede grace a ces différents effets bénéfiques pour la santé. Les différentes parties
de Punica granatum, notamment le fruit, I'écorce, les fleurs et les feuilles ont été
recommandés pour soigner diverses affections chez I’lhomme (Wang et al., 2010). En effet,
les fleurs du grenadier ont été utilisées en médecine traditionnelle en décoction et en infusion
dans le traitement de la diarrhée et des infections vaginales. De plus, la décoction du fruit est
utilisée dans le traitement des hémorroides, des parasites intestinaux et des troubles gastro-
biliaires (Mohammad et khasani, 2012 ; Askari et al., 2018). L'écorce de Punica granatum a
été egalement utilisée dans la médecine traditionnelle pour le traitement de diverses affections
inflammatoires telles que les ulceres, les pharyngites et dans la lutte contre les maladies
parasitaires telles que le paludisme (Ge et al., 2021).

Par ailleur, I'extrait et I'huile des graines et des fleurs de Punica granatum ont été
traditionnellement utilisés comme agents antihypertenseurs, cardioprotecteurs et anti-
hyperlipidéemiants (Sobhani et al., 2017). Les feuilles sont utilisées dans la régulation des

niveaux de cholestérol. Elles ont également été étudiées pour leur efficacité potentielle dans la
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guérison de la néphropathie diabétique, une complication rénale fréquente chez les patients
atteints de diabéte (Mestry et al., 2017 ; Wang et al., 2018).

1.3.2 Propriétés thérapeutiques de la grenade

La grenade est reconnue pour ses diverses propriétés biologiques telles que les activités
antibactériennes, anti-inflammatoires, antioxydantes et anticancéreuses (Schubert et al.,
1999 ; Alkhatib et al., 2022).

Des études in vitro ont prouve que le fruit de Punica granatum présente un effet thérapeutique
contre I’infection a H. pylori. De plus, une étude récente a montré que I'extrait aqueux issu
des écorces de Punica granatum a une grande capacité inhibitrice de la réplication du virus
responsable de la maladie COVID-19 (Saniee et al., 2009 ; Surucic et al., 2021).

Des études in vitro et in vivo ont mis en évidence des effets anticancéreux de la grenade
permettant d’inhiber la prolifération des cellules tumorales et d'induire leur apoptose
(Otambailu et al., 2019).

Par ailleurs, I’effet hypolipidémiant de la pelure de grenade a été révélé dans une étude
réalisée chez le rat, ou une réduction significative des rapports TC/HDL-c (diminution du
cholestérol total et de l'augmentation du cholestérol HDL) a été observée. Ceci montre
Iefficacit¢ de la pelure de grenade dans la diminution des lipides sériques et
hépatiques (Middha et al., 2013). Des études précliniques ont montré que la grenade, grace a
sa richesse en antioxydants, est capable de stimuler les cellules béta de Langerhans a sécréter
I'insuline (Goyal et al., 2016).

D'autres travaux ont démontré le role bénéfique du fruit de Punica granatum dans la
diminution du stress oxydant et de la peroxydation lipidique, par le biais de la neutralisation
directe des espéces réactive de 1’oxygene (ERO) et de la modulation positive des enzymes
antioxydantes telles que la Superoxyde dismutase (SOD) et I’inhibition ou 1’activation de
cratins

facteurs de transcription tels que le facteur nucléaire kB (NFkB) ou le récepteur PPAR,
qui régulent respectivement I’expression des génes impliqués dans 1’inflammation et dans le
métabolisme lipidique (Eghbali et al., 2021).

De plus, dans une étude clinigue menée sur 66 hommes atteints d'oligospermie,
I'administration de comprimeés contenant un extrait du fruit de Punica granatum a démontré
une nette ameélioration de la mobilité des spermatozoides (Fedder et al., 2014). Par ailleurs,

I'application topique de I’extrait de grenade s'est avérée particuliérement efficace pour
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contréler I'inflammation buccale, ainsi que dans la réduction des charges bactériennes et
fongiques associées aux affections parodontales et aux stomatites liées a la candidose dentaire
(Kumari et al., 2012).

1.4 Composition chimique de Punica granatum

Des recherches actuelles ont demontré que le fruit de Punica granatum est riche en composeés
phytochimiques bioactifs qui sont principalement des tanins (acide ellagique), des acides
phénoliques (acide caféique), des acides organiques (acide citrique), des flavonoides
(quercétine) (Sharma et Maity., 2010). (figure 02).

Les principaux groupes de polyphénols identifiés dans la grenade sont les tanins
hydrolysables (ellagitanins et esters gallagyliques), les acides hydroxycinnamiques et les
acides hydroxybenzoiques. Parmi les ellagitanins, le composé prédominant est la punicalagine
(2,3-hexahydroxydiphénoyl-4,6-gallagylglucoside) qui se trouve principalement dans le
péricarpe, I'écorce, les fleurs et les graines de la grenade isolée par chromatographie liquide a
haute performance (HPLC) (Wang et al., 2004). Les anthocyanosides constituent un autre
groupe de composés bioactifs présents dans la fleur et le fruit de la grenade, et ils sont
responsables de la couleur rouge des arilles. Parmi les anthocyanes détectées dans les arilles,
les fruits, le jus et les fleurs, 1l y a la cyanidine-3-glucoside, la cyanidine-3,5-diglucoside, la
cyanidine-3-rutinoside, la cyanidine pentoside, la delfinidine-3,5-diglucoside, la delfinidine-
3-glucoside, la pélargonidine-3-glucoside et la pélargonidine-3,5-diglucoside. Ces composés
ont été élucidés par des techniques telles que HPLC et la résonance magnétique nucléaire
(RMN) (Mohammad et Kashani., 2012 ; Santiago et al., 2014). Les feuilles et la pelure de la
grenade renferment des flavonols et des flavones tels que la catéchine, I'épicatéchine, la
gallocatéchine, le kaempférol, la quercétine et I'apigénine, qui ont été identifies par des
techniques analytiques telles que la RMN et lI'infrarouge (IR) (Bagri et al., 2010).
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Figure 02 : Les Principaux composés phénoliques de la grenade (Mokgalaboni et al.,
2023).

I1. Les composés phénoliques

1.1 Définition

Les polyphénols sont des métabolites secondaires retrouvés dans toutes les parties des
végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois). Ils forment
un ensemble de plus de 8000 molécules, retrouvées en abondance dans les fruits et legumes
(Hennebelle et al., 2004 ; Boizot et Charpentier, 2006 ; Luna-Guevara et al., 2018).

Les polyphénols jouent un role essentiel dans plusieurs aspects de la biologie végétale. lls
sont impliqués dans I’attraction des pollinisateurs, les fonctions structurelles, la protection
contre le rayonnement ultraviolet et la défense contre l'invasion microbienne et celle des
herbivores (Harborne et al., 2000 ; Mukherjee et al., 2021). Ils sont particulierement reconnus
pour étre des antioxydants naturels, des agents antimicrobiens, anti allergéniques et

antiathérogénes (Tanase et al., 2019 ; Felipe et al., 2022).
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Les polyphénols sont constitués d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme
porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004). 1ls sont
principalement synthétisés a partir des hydrates de carbone via la voie de 1’acide shikimique
et la voie de I’acétate. La voie des shikimates conduit aprés transamination et désamination
aux acides cinnamiques et a leurs dérivés tandis que la voie de 1’acétate conduit aux poly-
cétoesters ou polyacétates (Chira et al., 2008). Ils sont souvent retrouvés sous forme

conjuguée a un ou plusieurs résidus de sucre lié & un groupe hydroxyle (Cutrim et Sloboda,
2018).

11.2 Classification des polyphénols

Les composes phénoliques sont classés en plusieurs sous-classes en fonction des unités
phénol présentes dans la molécule, des groupes de substituants et du type de liaison entre les
unités phénol. Ces sous-classes comprennent les acides phénoliques, les flavonoides, ainsi que

les lignanes et stillbenes (Figure 03) (Vuolo et al ., 2019 ; Tsimogiannis et Oreopoulou,
2019 ; Rathod et al., 2023).
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Figure 03 : Classification des polyphénols (Rathod et al.
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11.2.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des polyphénols non-flavonoides, ils sont retrouveés généralement
dansles fruits et légumes et dans les céréales et les graines (Kumar et Goelb, 2019). Les acides
phénoliques présentent plusieurs groupes hydroxyles (OH) sur leurs cycles aromatiques
(Tsao., 2010). Ils sont subdivisés en deux sous-classes (Figure 4) :

- Dérivés de I'acide hydroxybenzoiques :

Les acides hydroxybenzoiques sont caractérises par une structure C6-C1 qui comprend un
cycle benzénique relié a une chaine aliphatique par un carbone. Parmi ces acides, sont
retrouveés, les acides4-
hydroxybenzoique, gallique, ellagique et I'acide hexahydroxydiphénique. Ces acides sont
retrouvés sous formes conjuguées dans les aliments végétaux, ou a I'état libre dans certains
fruits (Toméas-Barberén et Clifford, 2000 ; Chira et al., 2008).

- Dérivés de I'acide hydroxy-cinnamique :

L'acide cinnamique est un composé aromatique en C6-C3 produit a la suite d’une
désamination de la phénylalanine catalysée par la phénylalanine ammoniac lyase, suivie d’une
hydroxylation pour produire de l'acide paracoumarique (Chira et al., 2008). L'acide
cinnamique et I'acide hydroxycinnamique sont également appelés phénylpropanoides. Leur
structure de base est un cycle benzénique avec une chaine aliphatique a 3 carbones avec un ou
plusieurs groupes hydroxyle souvent estérifiés pour former des esters d'alcools aliphatiques
(Teixeira et al., 2013) Les acides hydroxycinnamiques les plus connus sont I'acide caféique,
I'acide p-coumarique, l'acide férulique et I'acide sinapique (Chira et al., 2008). Ces acides
sonty rencontrés sous forme de condensats avec des alcools, des hydroxyacides ou des
mono/disaccharides, ce qui donne lieu a la formation d'esters. Alternativement, ils peuvent
également former des amides par condensation avec des amines. Il est rare de les trouver a
I'état libre (Tomas-Barberéan et Clifford, 2000).
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Figure 04 : Structures communes de I’acide benzoique et acide hydroxycinnamique
(Bento- Silva et al., 2020).

11.2.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des molécules naturelles de structure polyphénolique, principalement
retrouvés dans les fruits et Iégumes. Ils possédent une structure de base commune en C6-C3-
C6, qui correspond a deux cycles benzéniques (cycles A et B) reliés par un pont tri-carboné
qui se ferme pour former un hétérocycle oxygéné (cycle C) (Figure 05), (Panche et al.,
2016). La biosynthése des flavonoides se fait par la voie des phénylpropanoides, et la
molécule  de  départ utilisée est la  phénylalanine.  Les différentes sous
classes des flavonoides sont synthétisées a partir d'un squelette flavonoide de base par
I'intervention de diverses enzymes, telles que les réductases, les isomérases, les hydroxylases
et plusieurs dioxygénases dépendantes du Fe?*/2-oxoglutarate (Martens et al., 2010). (Wink,
2004). Les flavonoides sont classeés en plusieurs sous-groupes en fonction desdifférents
positions de groupes hydroxy, méthoxy et glycosidiques liés au cycle C (Crozier et al., 2009).
Ces sous-groupes sont les anthocyanes, les flavan-3-ols, les flavones, les flavanones et les
flavonols (Bravo, 1998 ; Manach et al., 2004 ; Tsao, 2010).
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Figure 05 : Structures de base des principales classes de flavonoides (Panche et al., 2016).

11.2.3. Les tanins

Les tanins représentent un ensemble hétérogene de polyphénols produits chez les végétaux en
réponse a des inducteurs de stress biotiques et abiotiques. Leurs compositions chimiques
inclus des cycles phénoliques et des groupements hydroxyles, ce qui leur confére des
caractéristiques antioxydantes et une capacité a former des liaisons avec les protéines (Vuolo
et al.,2018). Les tanins sont largement répandus dans les tissus de nombreuses especes
vegétales, tels que les ecorces, les graines et les fruits, ainsi que dans les algues brunes
(Smeriglio et al., 2017). lls sont généralement classés en tanins hydrolysables dérivés de
I'acide gallique et en tanins condensés formés a partir des flavanols et des flavanes-3,4-diols
(Figure 06), (Ghosh, 2015).
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Figure 06 : Types et structure de base des tanins (Ghosh, 2015).
11.2.4. Les stilbenes

Les stilbénes sont des métabolites secondaires non flavonoides qui se composent de deux
fragments phényle reliés par un pont méthyléne 2-C. lls possédent deux cycles aromatiques,
A et B, et existent sous différentes formes isomeéres (cis et trans), a la fois libres et
glycosylées. Au niveau de la position m, le cycle A est doté de deux groupes hydroxyle,
tandis que de nombreuses positions du cycle B sont substituées par des groupes hydroxy et
méthoxy (Singla et al., 2019).

11.2.5. Les lignanes

Les lignanes sont des composés non flavonoides formes par la liaison de deux unités C6-C3
entre les positions 8 et 8. Les positions C9 et C9 des lignanes sont substituées selon différents
schémas, ce qui leur confere des formes structurales distinctes. Ils sont classeés en sous-
groupes tels que le furane, le dibenzylbutane et l'aryltétraline (Singla et al., 2019). Les
lignanes se trouvent principalement sous forme libre dans les légumineuses, les graines et les

huiles végétales. Les structures glycosylées sont moins abondantes (Pereira et al., 2009).
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o
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Figure 07 : Structure chimique de stilbénes et de lignanes (Dai et Mumper et al., 2010).
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11.3. Propriétés biologiques des polyphénols

11.3.1. Activité antioxydante

A D’état physiologique dans un organisme vivant, la balance redox entre antioxydants et pro-
oxydants est maintenue a I’¢quilibre. Cependant, cet équilibre peut étre perturbé soit par une
augmentation de la production d'espéces réactives de I'oxygéne (ERO), soit par une
diminution du potentiel antioxydant conduisant ainsi au phénoméne du stress oxydant
(Migdal et Serres, 2011). Cette perturbation de I'noméostasie redox peut étre causée par des
agents exogenes pro-oxydants ou d'origine endogene, résultant de la formation de radicaux de
I'oxygene au cours du métabolisme cellulaire normal (Migdal et Serres, 2011 ; Birben et al.,
2012). Lorsque le stress oxydant survient, il induit I'oxydation non spécifique et irréversible
des molécules biologiques telles que les protéines, les lipides et 'ADN. Ce processus entraine
des altérations qui peuvent mener a une dysfonction ou une perte de fonction de ces

molécules (Carriére et al., 2006).

Les radicaux libres sont des especes chimiques qui possedent un électron non apparié dans
leur couche externe, leur conférant ainsi une grande réactivité. Lorsqu'elles sont produites en
exces, ces ERO sont considérées comme des sous-produits. Par conséquent, elles sont
impliquées dans le développement de nombreuses pathologies (Alain, 2003 ; Migdal et
Serres, 2011).

Les polyphénols sont connus pour exercer leur effet antioxydant par inhibition de la formation
des ERO, notamment en ciblant les enzymes impliquées dans leur production, comme la
catalase. lls peuvent également piéger les ERO, grace au controle positif des défenses anti-
oxydantes enzymatiques (SOD, catalase) et non enzymatiques telles que les vitamines C, E et
le béta-carotene (Birben et al., 2012 ; Mishra et al., 2013).

Les polyphénols ont montré leur capacité a atténuer l'augmentation des espéces réactives de
I'oxygéne en réduisant les peroxydases d'hydrogene, ce qui prévient la formation de radicaux
hydroxyles (OH") hautement réactifs. Le potentiel redox, également connu sous le nom de
potentiel d'oxydoréduction des polyphénols, leur permet de neutraliser les radicaux libres en
se liant aux ions métalliques (fer, cuivre), contribuant ainsi a empécher I'oxydation indésirable
(Kumar et al., 2012 ; Mishra et al., 2013).

Les flavonoides, en raison de leur structure et du nombre de groupements hydroxyle portés

par leurs anneaux aromatiques, agissent comme des agents antioxydants en empéchant I'entrée
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des oxydants a la membrane cellulaire par piégeage des radicaux libres. De plus, ils peuvent
se distribuer dans la membrane pour inhiber la réaction en chaine des lipides oxydés grace a
leur pouvoir chélateur des métaux. Ces composés ont la propriété de transformer les hydro
peroxydes ou les pro-oxydants métalliques en composés stables (Oteiza et al., 2005 ; Perron
et al., 2009).

11.3.2. Activité anti inflammatoire

Les polyphénols ont démontré leur efficacité dans le processus anti-inflammatoire dans
plusieurs études. Ils exercent leur action anti-inflammatoire en inhibant des enzymes liées aux
propriétés pro-inflammatoires telles que les enzymes cyclooxygénases (COX-1 et COX-2)
ainsi que les lipooxygénases (LOX), bloquant ainsi la biosynthese des prostaglandines (PG-
E), thromboxanes (TX) et leucotriénes (LT), qui sont des médiateurs importants de la réaction

inflammatoire aigué (Santangelo et al., 2007).

Il a été démontré que la rutine est un flavonol qui exerce son action spécifiquement dans les
processus inflammatoires chroniques, notamment dans l'arthrite (Rotelli et al., 2003). La
curcumine est un autre polyphénol extrait du Curcuma longa, capable de réguler I'expression
des genes impliqués dans la production de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires,
notamment 1’1L-6 et I’IL-8. Elle diminue également de maniére dose-dépendante I’activité de
I'enzyme inductible NO synthase (iNOS) (Jurenka, 2009).

Par ailleurs, les composés phénoliques sont capables d'altérer les systemes enzymatiques des
voies de signalisation du processus inflammatoire, notamment les tyrosine Kinases et les
sérine-thréonine kinases, directement impliquées dans la prolifération des lymphocytes T et
I'activation des lymphocytes B (Campbell et Sefton,1999).

De multiples études in vivo et in vitro ont démontré que les composés phénoliques présents
dans l'alimentation exercent des effets protecteurs contre l'inflammation en régulant
I'activation de NLRP3, un élément central qui relie les cascades de signalisation entre la
réponse redox et I'inflammation (Zhang et Tsao, 2016). Les polyphénols exercent leur effet
anti-inflammatoire en agissant comme des piéges a radicaux libres, par inhibition de la
libération de radicaux libres par les neutrophiles (Nijveldt et al., 2001). De plus, ils régulent
les activités cellulaires dans les cellules inflammatoires, par exemple la quercétine, qui
possede un puissant effet inhibiteur de la B-glucuronidase et du lysozyme, libérés par les

macrophages et les neutrophiles (Hussain et al., 2016).
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11.3.3. Activité antimicrobienne, anti fangique et antivirale

Les polyphénols ont démontré une activité antibactérienne contre un large éventail de
bactéries (Gram-positives et Gram-négatives), ainsi que des propriétes antifongiques contre
des champignons tels que Aspergillus niger. Cette activité peut étre attribuée a leur capacité
de perturber la structure cellulaire et les fonctions métaboliques des microorganismes prélevés
directement auprés de patients souffrant d'infections. La majorité des polyphénols qui ont
montré un potentiel antimicrobien sur des isolats cliniques sont des flavonoides ou des tanins
hydrolysables (Manso et al., 2020).

Les polyphénols possédant des propriétés antimicrobiennes provoquent une altération de la
perméabilité des cellules microbiennes, ce qui conduit & la dégradation de la composition
cellulaire. Le groupement hydroxyle (OH) caractéristique des composés phénoliques joue un
réle crucial dans la mort des cellules bactériennes. Les polyphénols pénetrent dans la cellule
bactérienne et inactivent les perméases du periplasme, qui sont impliquées dans le transport
des acides aminés et des polysaccharides. Cela entraine une modification de la perméabilité
cellulaire et peut perturber I'échange de protons et réduire le gradient d'ATP a travers la
membrane cytoplasmique, conduisant ainsi a la mort des cellules bactériennes (Lojkowska et
Holubovsca, 1992 ; Bensid et al., 2022).

La quercétine et I'nespérétine (flavanones) ont démontré leur capacité a inhiber la réplication
de certains virus tels que le virus de I'herpés simplex et le virus para influenza (Kaul et al.,
1985). Cette efficacité dépend du nombre et de la position des groupes hydroxyles sur les
groupes phénoliques, ou un niveau important d’hydroxylation est associé a une toxicité accrue
(Sandhar et al., 2011).

La quercétine a également montré son efficacité en réduisant la concentration de l'infectivité
du virus para influenza et de l'adénovirus en formant un complexe quercétine-virus. Ce
complexe entraine l'inhibition de I'infection en bloquant I'endocytose par la fixation du virus a
la cellule hote, via l'inhibition de la phosphatidylinositol-3 kinase (P13 kinase). De plus, la
quercétine est capable de bloquer la transcription du génome viral en inhibant I'ARN

polymérase et la traduction des protéines virales (Chaabi, 2020).

15



Rappels bibliographiques

I11. Méthodes d’extraction non conventionnelle

I11.1. Extraction assistée par micro-ondes (MAE)

L'extraction assistée par micro-ondes (MAE) est un processus d’extraction qui utilise I'énergie
des irradiations micro-ondes pour chauffer les solvants en contact avec les particules d’une
matrice vegétale, facilitant ainsi la migration des composés actifs de la matrice vers le solvant
(Eskilsson et al., 2000). Cette méthode implique I'utilisation d'un applicateur & micro-ondes
en tant que source d'énergie (Figure 8), ce qui permet une extraction de haute qualité avec une
consommation reduite de solvant et de temps, tout en préservant l'intégrité des propriétés
physicochimiques de I'extrait (Zheng et al., 2011 ; Huang et al., 2017 ; Keskin et al., 2017).

L'extraction assistée par micro-ondes offre plusieurs avantages par rapport aux techniques
conventionnelles telles que I'hydrodistillation et la macération (Tabaraki et al., 2012 ;
Kaderides et al., 2015). Selon les résultats de Taghvaei et al. (2014), I'efficacité du processus
de micro-ondes pour extraire les huiles a partir de graines oléagineuses en utilisant des
solvants polaires est attribuée a la destruction des cellules par la dénaturation des groupements
protéiques due a la chaleur générée par les mouvements moléculaires. La taille des particules
joue un réle déterminant dans le rendement d'extraction des huiles par solvant assistée par
micro-ondes (ESAM). Des particules plus petites facilitent la pénétration des irradiations
micro-ondes a travers les parois cellulaires, ce qui entraine une amélioration des rendements
d'extraction. Selon une étude menée par Orak et al. (2012), I'extraction par solvant assistée par
micro-ondes a montré un rendement d'extraction supérieur a 35 % en seulement 5 minutes,
comparé aux rendements de I'extraction par Soxhlet qui était de 34 % pendant 8 heures, et de

I'extraction par macération a froid qui était de 17 % pendant 8 heures.
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Figure 08 : Représentation graphique de la technique MAE (Alara et al., 2021).

I11.2. Extraction assistée par ultrasons (UAE)

La méthode d'extraction assistée par ultrasons (UAE) est une technique d'extraction qui utilise
I'effet mécanique résultant de I'implosion de bulles microscopiques pour provoquer une
désorganisation rapide des tissus végétaux, facilitant ainsi la diffusion des composés
phytochimiques de la matrice dans le solvant (Vinatoru, 2001). Le systéme d'extraction par
ultrasons est composé d'un générateur de puissance, d'un transducteur, d'un amplificateur et
d'une sonde. Le transducteur transforme I'énergie électrique en énergie acoustique en vibrant
mécaniquement a des fréquences ultrasonores (Figure 9). La matrice biologique est placée
dans un récipient d'extraction, le solvant est ajouté, et le processus ultrasonique est initie
(Osorio-Tobo n et al., 2020).

La méthode d'extraction assistée par ultrasons se distingue par sa rapidité opérationnelle et sa
facilite de manipulation. Elle est caractérisée par une faible consommation d'énergie et de

solvant (Tabaraki et al., 2012). Cette technique d'extraction utilise deux types d'équipements ;
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un bain a ultrasons ou un systeme a sonde. Le bain a ultrasons est plus simple a manipuler,
tandis que le systéme a sonde est réputé pour sa puissance supérieure grace a l'accumulation

d'énergie ultrasonique (Pingret et al., 2013).

L’extraction des composées bioactifs sous les vibrations ultrasonores (20-100 kHz) est
qualifiée de technique « respectueuse de I'environnement » ou « verte » (Khan et al., 2010).
C’est une méthode qui est d’un intérét particulier pour 1’extraction d’antioxydants a partir des
déchets agricoles et industriels (Balasundram et al., 2006). L’efficacité de I'extraction par
ultrasons est due au phénomene de cavitation, qui implique la croissance et I'effondrement de
petites bulles microscopiques dans le liquide en mouvement a grande vitesse. Ce phénomene
génere des forces mécaniques importantes qui facilitent la diffusion des composés bioactifs et
augmentent l'interaction moléculaire entre les composés extraits et le solvant, ainsi que leur
solubilité. Par conséquent, la polarité globale du systeme d’extraction est augmentée (Luque-
Garcia et Luque de Castro, 2004 ; Yang et al., 2017).

flux
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Figure 09 : représentation graphique de la technique UAE (Alara et al., 2021).
111 3. Extraction par fluide super critique

L'unité d'extraction par fluide supercritique est constituée d'une bonbonne a CO2 comprimé,
d'un compresseur, d'un extracteur de 100 ml de volume et de trois bains thermostatiques
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(Figure 10). Le CO, comprimé est introduit dans I'extracteur par une soupape d'admission. Le
débit du solvant est régulé par une valve a micro-aiguille et mesuré a l'aide d'un rotameétre. Le
CO- sort de la bonbonne a I'état gazeux, a température ambiante et a une pression comprise
entre 50 et 60 bars. Ensuite, il est refroidi & une température située entre 3 et 4°C a l'aide d'un
échangeur de chaleur cryostatique. Le liquide résultant est introduit dans I'extracteur qui se
trouve déja a la température opératoire, ou il se retrouve dans un état supercritique. Une fois
que la pression de travail est atteinte et que le temps de contact nécessaire s'est écoulé, la
vanne entre I'extracteur et le premier séparateur est ouverte, tandis que les autres vannes sont
ajustées pour permettre une circulation adéquate du CO> jusqu'a la sortie (Zermane et al.,
2010).

La méthode d'extraction assistée par fluide supercritique (SFE) se distingue par sa capacité a
extraire différents composants ayant des polarités variées (Luque-Garcia et Luque de Castro,
2004). Le CO; supercritique est le solvant le plus couramment utilisé en raison de sa facilité
d'obtention et de sa faible température critique, qui correspond a I'état du fluide lorsque sa
température et sa pression dépassent les valeurs critiques spécifiques pour ce fluide. Le CO»
supercritique est utilisé comme solvant pour I'extraction des composés phénoliques a des
conditions de température relativement basses (31.1°C) et a une pression modérée (73.8 bars)
(Osorio-Tobo"n,2020).
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Figure 10 : Représentation graphique de la technique SC-CO2 (Alara et al., 2021).
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Partie expérimentale

I1. Matériel et méthodes
11.1. Matériel

11.1.1. Matériel végétal

La matrice végeétale utilisée dans ce travail est la pelure de grenade. Celle-ci a été récupéreé des
fruits de la grenadine provenant du commerce dans la ville de Béjaia durant la période
octobre-novembre 2022. La pelure de la grenade récoltée a été séchée a ’air libre et a I’abri
de la lumiére pendant au moins 3 semaines. Elle a été ensuite broyée a 1’aide d’un broyeur
électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre fine. La poudre obtenue a été tamisée a 1’aide
d’un tamiseur électrique (<125um) puis conservée dans des flacons en verre, fermés
hermétiquement, étiquetés et stockés dans un endroit sec a 1’abri de la lumiére, pour une

utilisation ultérieure.

11.1.2. Réactifs et appareils

Dans cette étude, nous avons utilisé divers appareils et réactifs spécifiques pour mener a bien

I'extraction et I'analyse des composés phénoliques (Tableau I)

Tableau | : Appareils et réactifs utiliseés.

Appareils Réactifs
Broyeur électrique (BRANDMANN). Ethanol (VWR. PROLABO).
Tamiseur électrique (Retch). Folin—ciocalteu (BIOCHEM CHEMOPHARMA).
Etuve (WTC SCIENTIFICA). Carbonate de sodium (Na2COs) (SIGMA —
Vortex (VELP SCIENTIFICA). ALDRICH).
Plaque agitatrice (VELP SCIENTIFICA) Standards  (acide gallique, quercétine,
Spectrophotométre (BIOTECH catéchine, trolox).
ENGINEERING MANAGMENT) Vanilline.
Balance  analytique  (ADVENTURER | ABTS  (acide 2,2’-  azinobis-(3-ethyl-
OHAUS) benzothiazoline-6-sulfonique).
Ultrasons (SONICS VIBRA CELLE). Persulfate d’ammonium (K2S20s).
Bain-marie (MEMMERT). DPPH (2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle).
Micropipettes. TPTZ (2,4,6-Tris 2-pyridyl)-1,3,4-triazine)
Acide chlorhydrique (HCL).
Chlorure de fer (111) (FeCls,6H20).
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11.2. Méthodes

11.2.1. Optimisation de I’extraction assistée par ultrasons des polyphénols

Afin de déterminer les paramétres influencant I’extraction des composés phénoliques de la
pelure de grenade par ultrasons, une étude préliminaire a été réalisée avant 1I’optimisation du
protocole d’extraction. Une sonde a ultrasons a été utilisée (130W ; 20 kHz). Cette partie de
notre étude a été réalisée au sein du laboratoire de biochimie alimentaire.

L’extraction assistée par ultrasons est souvent influencée par le ratio (soluté/solvant), le
pourcentage du solvant d’extraction, I’amplitude des ultrasons et le temps de sonication
(Nelly et al., 2017 ; Fazila et al., 2021). A cet effet, nous avons choisi de déterminer d’abord
le ratio et le temps a utiliser puis nous avons étudié ’effet des paramétres suivants :
pourcentage du solvant, amplitude des ultrasons et temps d’extraction. Un solvant hydro-

éthanolique a été utilisé.
11.2.1.1. Détermination du ratio (soluté/solvant)

Le rapport soluté/solvant est I'un des facteurs les plus critiques lors du transfert de
masse (Nelly et al., 2017). Afin de déterminer le ratio a utiliser pour I’optimisation de
I’extraction des composés phénoliques, une extraction a été effectuée en variant le ratio
(0.1%; 0.07% ; 0.05% ; 0.03%). Le pourcentage de solvant éthanolique et I’amplitude de

sonication ont été fixés a 50% et le temps d’extraction a 5 min.

11.2.1.2 Détermination de P’intervalle de temps d’extraction

Dans le but de déterminer l'intervalle de temps pour I'extraction assistée par ultrasons des
composés phénoliques de la pelure de Punica granatum, une série d'expériences a été réalisee
en utilisant différents temps d'extraction allant de 5 sec a 5 min. Une autre série d’extractions
a éte réalisée en variant le temps de 5 a 30 min. Ces expériences ont été menées en utilisant le
mieulleur rapport soluté/solvant, une concentration éthanolique de 50% (v/v) et une amplitude

ultrasonique de 50%.

11.2.1.3. Effet de la concentration du solvant

La solubilité des polyphénols est partiellement influencée par leur polarité, ce qui entraine des
différences significatives dans leur aptitude a se dissoudre dans les solvants. Le choix de la
concentration du solvant hydroéthanolique est tres important (Galvan et al., 2012). Les

composés phénoliques ont été extraits a l'aide de différentes concentrations de solvant
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hydroéthanolique (20%, 40%, 60%, 80%) en utilisant le meilleur ratio (soluté/solvant), tandis
que le temps d'extraction et I'amplitude ont été fixés a 5 minutes et 50% respectivement. La
sélection de la concentration du solvant d’extraction a été basee sur les résultats présentant un

centenu le plus élevé en polyphénols totaux (TPC).
11.2.1.4. Effet de I’amplitude de sonication

L'amplitude ultrasonique fait référence a l'intensité des ondes ultrasonores générées par un
dispositif ultrasonique. Elle représente I'amplitude maximale des variations de pression créées
par les ondes (Nelly et al., 2017). L’extraction des composés phénoliques totaux a été effectué
en faisant varier I’amplitudes comme suit : 20, 40, 60, 80 et 100%, en utilisant la meilleure
concentration de solvant déterminée précédemment et un temps d’extraction de 5 minutes. La
valeur optimale a été choisie en se basant sur les résultats les plus élevées en composés

phénoliques totaux.
11.2.1.5. Effet du temps d’extraction

Les composes phénoliques ont été extraits en utilisant les conditions optimales en termes de
pourcentage de solvant et amplitude de sonication prédéterminés. L’extrait a été obtenu en

faisant varier le temps d’extraction de 5 secondes a 5 min (5s, 30s puis 1, 2, 3, 4 et 5 min).
11.2.2. Préparation de I’extrait optimisé

Apreés optimistation et afin de continuer notre analyse, trois extractions ont été réalisées selon
les paramétres d’optimisation déterminés. La poudre de la pelure de grenade (<125 um) a été
mise dans des récipients en verre contenant de 1’éthanol aux pourcentage et ratio déterminés.
Les trois mélanges ont été successivement soumis aux ondes ultrasonores a I’amplitude et au
temps déterminés. Ensuite, les extraits ont été filtrés a I'aide de papier Whatman et les filtrats
sont congelés (-20°C) pour leur utilisation ultérieure dans les différents dosages et tests de

I’activité antioxydantes.
11.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques totaux a été déterminée selon la méthode de (Li et al.,
2007). Le réactif utilise est le Folin-Ciocalteu, constitué d'un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PM012040). Lorsque

les phénols sont oxydés, ce réactif subit une réduction et donne lieu a la formation d'un
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mélange d'oxydes de tungsténe et de molybdene, tous deux de couleur bleue (Ribéreau-
Gayon., 1968).

Dans chaque tube, un volume de 0,1 ml d'extrait a été mélangé a 0,5 ml du réactif du Folin-
Ciocalteu dilué (1:10). Aprés une période de réaction de 4 minutes, 0,4 ml d'une solution de
carbonates de sodium (Na,COs) a une concentration de 7.5% ont été ajoutés dans chaque
tube. Les tubes ont été ensuite été agités au vortex puis incubés a température ambiante et a
I'obscurité pendant 1h30. L'absorbance de chaque échantillon a été mesurée a une longueur
d'onde de 760 nm a I'aide d'un spectrophotomeétre. En paralléle, une courbe d'étalonnage a été
établie en utilisant des concentrations croissantes d’acide gallique (0-200 pg/ml). Les résultats
obtenus ont été exprimés en milligrammes équivalents d'acide gallique par gramme de

poudre (mg EAG/g p).
11.2.2.2. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été réalisée en utilisant la méthode colorimétrique au
chlorure d'aluminium (AICIz) décrite par Bahorun et al. (1996). Le principe de cette méthode
est basé sur la formation de complexes entre le chlorure d'aluminium et les flavones et les
flavanols, dans lesquels il réagit avec les groupes céto en position C-4 et les groupes
hydroxyles des cycles C, A et/ou B (Lysiuk et Hudz, 2017).

Un volume de 0,5 ml de I'extrait dans chaque tube a été ajouté a un volume égal de chlorure
d’aluminium (2%). L’absorbance a été lue a 430 nm aprés 10 min d’incubation. Pour
quantifier la quantité des flavonoides, une série de différentes concentrations (0-50 pg/ml) de
quercétine a été préparee. Le contenu en flavonoides est exprimé en milligrammes équivalents

de quercétine par gramme de poudre (mg EqQ/g p).

11.2.2.3. Dosage des tanins condenseés

Les tanins condensés sont quantifiés en utilisant la méthode a la vanilline en milieu acide
(Sun et al., 1998). Cette méthode est basée sur la réaction de la vanilline avec les unités
constituant les tanins condensés en milieu acide, formant ainsi un complexe coloré dont la
densité optique est mesurable a une longueur d'onde de 500 nm.

Un volume de 0.5 ml de vanilline (4% dans 1’éthanol) a été mis dans chaque tube contenant
0.2 ml de chaque extrait puis 0.5 ml de HCI a été rajouté. Le mélange est ensuite agité au
vortex puis incubé pendant 15 & 20 min a température ambiante. L.’absorbance de chaque

échantillon est ensuite lue au spectrophotomeétre. La teneur en tanins condensés est
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déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage réalisée a la catéchine (0-50 pg/ml). Les

résultats sont exprimeés en mg équivalent de catéchine par gramme de poudre (mg Cat/gp).

11.3. Evaluation de I’activité antioxydante

Trois tests différents ont été utilisés pour déterminer I’activité antioxydante des extraits de la
pelure de grenade & savoir : I’activité scavenger des radicaux DPPH ABTS et le pouvoir

antioxidant réducteur du fer.

11.3.1. Effet scavenger du radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
(DPPH))

La molécule 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle a été 1’un des premiers radicaux libres utilisés
pour examiner la corrélation entre la structure et 1’activité antioxydante des composés
phénoliques (Popovic et al., 2009). La capacité peut étre évaluée en mesurant la diminution
de son absorbance. Ce dosage antioxydant est basé sur la mesure de la décoloration de la
solution du DPPH du violet au jaune a 517 nm apres réaction avec les composés testés
(Bondet et al., 1997).

L’effet « scavenger » du DPPH est déterminé par la méthode décrite par Mokhnache et al.
(2019), 1ml de la solution de DPPH préparé dans 1’éthanol (0.1 mM) a été ajouté a 0.5 ml des
extraits obtenus par optimisation. Aprés 30min d’incubation a 1’obscurité, I’absorbance a été
lue a 517 nm. Le méthanol est utilisé comme blanc et I’acide gallique et la quercétine sont
utilisés comme contrdles positifs. Une gamme étalon au trolox a été réalisée (0-0.01 mM)
pour I’estimation du potentiel antioxydant de I’extrait optimisé enver le radical du DPPH en
Capacité Antioxydante en Trolox Equivalent (TEAC) (mmol TEg. /g poudre). L’activité
antioxydante neutralisant de radical libre DPPHe a été également expmrimée en pourcentage

selon la formule suivante :
AA (%) = Ao-At/Ac*100.

Ou : AA est I’activité antioxydante inhibitrice de 1’oxydation du radical DPPH.
AO0 est I’absorbance de la solution de DPPHe en absence de 1’extrait.

At est I’bsorbance du test : solution de DPPH en présence de I’extrait ou du standard.
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11.3.2. Effet scavenger du radical cationique 2,2'-azino-bis(3éthylbenzo
thiazoline-6-sulphonique (ABTS")

L’évaluation de I’acctivité antiradicalaire de ’extrait optimisé envers le radical cationique
ABTS™ est réalisée selon la méthode décrite par Re et al. (1999). Une solution d’ABTS™ (7
mM) est préalablement préparér avec du persulfate de potassium (K2S20g) a 2.45 mM dans de
I’eau distillée. Ce mélange est laissé sous agitation 16h a obscurité et a température ambiante.
Au moment d’utilisation, cette solution est diluée avec du méthanol pour obtenir une
absorbance de 0.07+ 0,02 a A = 734 nm.

Le test est réalisé en prenant 20 ul de I’extrait optimisé additionné de 2 ml de la solution
diluée de PABTS™, aprés une incubation pandant 6 min a 30C°, I’absorbance est ensuite
mesurée a A = 734 nm. Une gamme étalon de concentrations croissantes de trolox (0 - 2 mM)
est préparée est testée pour I’activité antioxydante envers le radical de ’ABTS™. Les valeurs
de la capacité antioxydante en Trolox équivalent (TEAC) sont calculées a partir de cette
gamme et les résultats sont exprimés en mmol de Trolox équivalent par gramme de poudre
(mmol TroloxEg/g p). L’addition d’un composé antioxydant engendre la réduction du radical
ABTS™ en ABTS neutre. L’acide gallique, catéchine et la quercétine sont utilisés comme
contrbles positifs. La capacité scavenger du radical cationiqgue ABTS™ est également

exprimée en pourcentage (%) selon la formule suivante :
AA (%) = Ao-At/Ac*100.
OU : AA est ’activité antioxydante inhibitrice de I’oxydation du radical ABTS™".

A0 est ’absorbance de la solution de ’ABTS™ en absence de I’extrait.

At est I’bsorbance du test : solution de PABTS™ en présence de 1’extrait ou du standard.

11.3.3. Pouvoir antioxydant réducteur du fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur du fer exercé par un extrait est souvent associé a son pouvoir
antioxydant. L’ecassi FRAP dépend de la réduction du complexe ferrique tripyridyltriazine
(Fe(l1)-TPTZ) en tripyridyltriazine ferreux (Fe(ll)- TPTZ) a pH acide. Le fer ferrique
initialement jaune est réduit et devient bleu ou vert. Ce changement de coloration jaune a
bleu-vert est proportionnel a 1’activité antioxydante de I’extrait et peut étre mesuré a 593 nm
(Habibou et al., 2019 ; Benzie et al., 1996).
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Le réactif FRAP est préparée par le mélange du tampon acétate (300 mM, pH 3.6) a une
solution de TPTZ (10 mM de 2,4,6-Tris (2-pyridyl)-1,3,4-triazine) dissout dans 40 mM de
HCI et une solution de FeClz.6H20 aux proportions 10 :1 :1 (v/v/v). Le pouvoir réducteur de
I’extrait optimisé obtenu de la pelure de grenade est estimé par 1’essai FRAP (Benzie et
Strain, 1999). 2 ml du réactif de FRAP fraichement préparé est ajouté a 65 ul de 1’extrait plus
200 pl d’ecau distillée. Le mélange est incubé 30 min a température ambiante puis
I’absorbance est mesurée a 593 nm contre 1’éthanol comme blanc. Les résultats obtenus sont
calculés a partir d’une courbe standard de concentrations croissantes (0 - 2 mM) d’une
solution de FeSOs,7H20. Les valeurs du pouvoir antioxydant réducteur des ions ferriques en
ions ferreux, sont exprimées en mmol équivalents de Fe?* par gramme de poudre (mmol Eq.

Fe?*'g p). L’acide gallique et la quercétine sont les standards utilisés.
11.4. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de la moyenne + écart type. L’analyse
statigtique est réalisée par le logiciel Graphpad prism 5 en appliquant I’analyse de la variance
(ANOVA) suivie par le test de Tuckey, ou une valeur de P<0.05 est considérée comme

significative.
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I11. Résultats et discussion

Le présent travail est une étude préliminaire pour 1’optimisation de I’extraction des composés
phénoliques totaux a partir de la pelure de grande (Punica granatum) par ultrasons. Le
pourcentage du solvant, I’amplitude des ultrasons et le temps de sonication sont les
paramétres étudiés pour ’optimisation. Le résultat du dosage des polyphénols totaux
exprimés en mg équivaut d’acide gallique par g de poudre (mg EAG /g p), est pris en
considération pour la déterminatioin de 1’effet de chacun des facteurs étudiés pour

I’optimisation.

I11.1. Optimisation de I’extraction assistée par ultrasons des polyphénols

111.1.1. Détermination du ratio soluté/solvant

Pour déterminer 1’effet du rapport solide/liquide sur le contenu en polyphénols totaux obtenus
apres extration assistée par ultrasons, quatre différents ratios ont été étudiés (0.1, 0.07, 0.05 et
0.03%). La sonication effectuée pendant 5 min dans 1’éthanol a 50% et une amplitude

moyenne de 50%. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau I1.

Tableau 11 : Centenu en polyphénols totaux selon différents ratios soluté/solvant.

Ratio (%) 0.03 0.05 0.07 0.1
TPC
(Mg EAGIg) 306.12 +5.29 291.32 +18.91 NA NA

NA : non applicable

Les résultats du dosage des composés phénoliques totaux ont révélé des valeurs similaires a
0.03 et 0.05% (306,12 + 5,29 mg EAG/g et 291.32 + 18,91 mg EAG/g, respectivement).
Aucune différence significative n’a été enregistrée entre ces deux valeurs (p>0.05).
Cependant, la teneur en polyphénols totaux a 0.07 et a 0.1% est indéterminée, ou la
concentration en polyphénols dans les deux écahntillons était trop élevée pour étre quantifiée.
Ces résultats montrent que le meilleur ratio pour une extraction optimale des composés

phénolique est de 0.03% .

Selon Motikara et al. (2020), le meilleur rapport soluté/solvant pour 1’extraction assistée par
ultrasons des polyphénols totaux a partir de la pelure de grenade est de 1.4%. D’autres études
antérieures ont montré des ratios soluté/solvant supérieurs a notre résultat. Des valeurs de 3%
et 2.2% ont été retrouvées pour extraire une quantité optimale des polyphénols totaux a partir
de la pelure de grenade (Kaderides et al., 2015 ; Moorthy et al., 2015).
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La pelure de grenade est reconnue pour étre une source tres riche en composes phénoliques.
La différence observée peut étre attribuée a des variations de variétés du fruit, aux différences
géographiques, aux conditions agroclimatiques (Mulinacci et al., 2011 ; Dent et al., 2013).
D'autres facteurs liés au processu d’extraction sont également cruciaux pour cette différence
de contenu en polyphénols totaux. Il s’agit par exemple du séchage, qui représente une étape
cruciale visant a reduire I'humidité a des fins de conservation, et qui a aussi une influence
directe sur les propriétés physicochimiques des extraits (Sagar et Kumar, 2010 ; Onwude et
al., 2016).

111.1.2. Détermination de I’intervalle de temps d’extraction

Afin de déterminer le temps d’extraction assistée par ultrasons des composes phénoliques de
la pelure de Punica granatum, une série d’extractions a été effectuée a différents temps 5s,
30s, 1min, 2min, 3min, 5min en utilisant le ratio 0.03%, 1’éthanol a une concentration de 50%
comme solvant d’extraction et une amplitude ultrasonique de 50%. Les résultats du dosage

des composés phénoliques totaux sont présentés dans le tableau I11.

Tableau 111 : Teneurs en polyphénols totaux obtenus a différents temps (30-300s) de
sonication.
Temps (s) 5 30 60 120 180 240 300
221.91 249 232.54 234.06 248.52 249.72 237.81
TPC
EAG/g) + + + + + + +
(mg 952 | 867 7.79 1054 | 1099 | 1630 | 3.26

Les résultats de I’analyse statistique de contenu en polyphénols totaux de la pelure de grenade
varient approximativement de 220 a 250 mg EAG/g. Aucune différence significative n’a été
obtenue entre ces différentes temps d’extraction (P>0.05) .

Une prolongation du temps d’extraction a été effectué¢ allant de Smin jusqu’a 30min, en
utilisant les mémes conditions d’extraction pour les autres paramétres. Le tableau IV montre

les résultats obtenus de 1’analyse quantitative des TPC.

Tableau 1V : Teneurs en polyphénols totaux obtenus a différents temps (5-30 min) de
sonication.

Temps (min) 5 10 15 20 25 30
PG 304.79 295.60 270.38 281.28 32764 | 277.45
EAG/ + + + + + +
(mg 9) 7.00 4.80 9.56 8.17 30.10 15.80
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L’analyse statistique des résultats en TPC a révéle une différence non significative (P>0.05)
entre les différents temps de sonications. Ces résultats montrent que la poudre (<125um)
obtenue de la pelure de grenade permet une libération rapide des polyphénols totaux des les
premiers instants de contact avec le solvant d'extraction sous I’effet de la sonication. Ainsi, il
n'est pas nécessaire de prolonger le temps d'extraction au-dela de 5 min. Ce durée d'extraction
assistée par ultrasons est donc suffisante pour extraire efficacement les polyphénols totaux.
Ceci est en accord avec des études antérieures (Hu et He, 2012 ; Ledesma-escobar et Priego-
capote et al., 2015 ; Vu et al., 2016).

111.1.3. Effet de la concentration du solvant

Afin de déterminer I’effet de la concentration du solvant d’extraction sur la teneur en
polyphénols de la pelure de grenade, quatre concentrations croissantes en éthanol ont été
utilisées (20%, 40%, 60% et 80%). L’extraction par ultrasons a €té réalisée pendant 5 min en

utilisant un ratio de 0.03% et une amplitude de 50 %. Les teneurs en polyphénols totaux
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Figurell : Effet de la concentration du solvant hydroéthanolique sur la teneur en polyphénols
totaux extraits de la pelure de grenade.

Le dosage des polyphénols totaux montre que les teneurs les plus élevées en polyphénols
totaux sont obtenues avec I’éthanol 20% (314.79 + 30.13 mg EAG/g), 40% (293.87 + 13.82
mg EAG/g) et 60% (261.74 + 18.99 mg EAG/g). Tandis que des valeurs inférieures ont été
obtenues avec les pourcentages 80% et 100% en éthanol (249.23 + 28.25 mg EAGI/q,
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181.7+19.25 mg EAG/g) respectivement). Une différence significative a été observée en
fonction de la concentration de 1’éthanol (P<0.05) (Figure 11).

Une étude de Jingjing et Qipeng (2008) a montré qu'une solution d'éthanol a 20 % est la plus
efficace pour I'extraction des polyphénols de la pelure de grenade. Par ailleurs, I'extraction
assistée par ultrasons des polyphénols de la pelure de grenade s'est avérée inefficace avec de
I'éthanol pur, alors que I'eau pure s'est révelée étre le solvant le plus efficace dans ce cas.
Cependant, les valeurs optimales des teneurs en composes phénoliques et d’activités anti-
oxydantes ont été obtenues lorsque le solvant contenait environ 20 a 25 % d'EtOH (Dimitrov
et al., 2019). Dans une autre matrice, les optimales des teneurs en polyphénols totaux extraits
des résidus de grains de Brewer, par ultrasons, ont été également obtenus en utilisant un

mélange hydro alcoolique contenant 20% d'éthanol (Alonso-Riano et al., 2020).

Nos résultats concordent avec les résultats des recherches précédentes. De plus, des études
antérieures ont démontré que l'eau joue un réle essentiel en tant qu'agent gonflant de la
matrice végétale, ce qui augmente considérablement la zone de contact disponible entre la
matrice et le solvant. En revanche, I'éthanol provoque la rupture des liaisons entre les solutés
et la matrice (Selin Sahin, 2013). Par conséquent, I'eau pourrait créer un milieu plus polaire
favorisant ainsi I'extraction des composés phénoliques. Les mélanges contenant de faibles
concentrations d'éthanol et d'eau peuvent accéder aux cellules, mais des concentrations
élevées d'éthanol pourraient dénaturer les protéines, bloquant ainsi la dissolution des
polyphénols et impactant le processus d'extraction (Carciochi et al., 2018).

111.1.4. Effet de Pamplitude des ultrasons

L’effet de I’amplitude des ultrasons sur le contenu des composés phénoliques totaux extraits a
partir de la matrice végétale est le deuxieme facteur étudié dans ce travail. L extraction des
composés phénoliques totaux de la pelure de grenade a été effectuée en faisant varier
I’amplitude de 20, 40, 60, 80 et 100%, en utilisant une concentration du solvant éthanolique a
20% et pendant 5 min. Les résultats du contenu en polyphénols obtenus sont montrés dans la

figurel2.

Les résultats obtenus ont montré que la valeur optimale de la teneur en composes phénolique
totaux est obtenue en utilisant une amplitude de 80% avec une valeur de 334.12 £+ 2.212 mg
EAG/g, tandis qu'une amplitude de 20% a permis I’extraction d’une faible teneur égale a

259.95 + 2.76 mg EAG/g. L'analyse statistique des contenus en composés phénoliques dans
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les extraits de la pelure de grenade a mis en évidence des différences significatives selon

I'amplitude ultrasonique appliquée lors du processus d'extraction (P<0.05).

Une extraction optimale assistée par ultrasons en mode pulsé des composés phénoliques de la
pelure de Punica granatum a été obtenue a une amplitude d'ultrasons de 80% (Kumar et Rao,
2020). Une extraction assistée par ultrasons des polyphénols a partir de déchets de fruits
lyophilisés, avec une amplitude de 80% appliquée pendant 4 min, a permis une extraction
optimale des composés phénoliques (EstebanLustres et al., 2022). Nos résultats sont en
accord avec ceux obtenus par des études précédentes car I'amplitude joue un role crucial dans

I'amplification de I'extraction.
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Figurel?2 : Effet de I’amplitude des ultrasons sur la teneur en polyphénols totaux extraits de
la pelure de grenade.

En augmentant I'amplitude, une augmentation du nombre de cycles de compression et de
raréfaction des ondes ultrasonores est observée. Ceci entraine une augmentation de la
délivrance des composés extraits (Al-Dhabi et al., 2017). Par ailleurs, I'extraction assistée par
ultrasons des composés phénoliques de la pelure de grenade a révélé qu’un contenu maximal
a eté atteint en utilisant une faible amplitude ultrasonique de 30% combinée a une température
de 50°C (Foujdar et al., 2019). En effet, il a été déja démontré que des températures plus
élevées contribuent a 1’augmentation du nombre de bulles de cavitation,
du mouvement moléculaire ainsi que de la solubilité des composés d'origine végétale, d’ou le
fait qu’une amplitude a 30% était suffisante pour une extraction optimale des polyphénols
(Hemwimon et Shotipruk, 2007).
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111.1.5. Effet du temps d’extraction

Afin de déterminer le temps d’extraction optimale des composés phénoliques totaux par
ultrasons, une série d’expériences a eté effectuée a différents temps 5s, 30s, 1min, 2min,
3min, 5min, en utilisant un ratio de 0.03%, une concentration éthanolique a 20% et une
amplitude de 80%. Les résultats du dosage des polyphénols obtenus sont présentés dans la
figure 13.

L’analyse statistique des valeurs obtenues du contenu en polyphénols totaux ne montre aucune
différence significative (p>0.5) aux differents temps de sonication étudiés. Ainsi, le temps ne
semble pas étre un facteur influencant I'extraction des composés phénoliques de la pelure de

grenade dans les conditions expérimentales de notre étude.
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Figure 13 : Effet du temps d’extraction sur la teneur en polyphénols totaux extraits de la
pelure de grenade.

Diverses études antérieures ont démontré I'impact du temps sur l'optimisation de I'extraction
des composés phénoliques a partir de la pelure de grenade (Kumar et al., 2020 ; Wenxia et al.,
2021). Cependant, une étude suggére que I’effet du temps d'extraction n’est statistiquement
pas significatif dans leurs études. Ceci pourrait étre explique par certaines propriétés liees aux
ondes ultrasonores, telles que la diminution de la puissance avec le temps due a l'atténuation
de l'intensité, ou par la nature de la matrice riche en composés phénoliques, entrainant une
libération rapide des polyphénols totaux des le debut du contact avec le solvant d'extraction
(Izadyan et Hemmateenejad, 2016).
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111.2. Contenu en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés

Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés contenues dans
I’extrait optimis¢ de la pelure de grenade, ont été évaluées en utilisant des méthodes
colorimétriques. L'extraction assistée par ultrasons en mettant en ceuvre les conditions
optimales spécifiques dont la concentration de solvant a 20%, I’amplitude ultrasonique a 80%
et une durée d'extraction de 5 minutes.

Les contenus en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés de I’extrait de la
pelure de Punica granatum ont été estimés a partir des trois droites standards (annexe 01).

Le tableau suivant présente les valeurs obtenues des différents dosages réalisés sur 1’extrait

optimisé de la pelure de grenade.

Tableau V : Contenus en polyphénols totaux, en flavonoides totaux et en tanins condensés.

Concentration | Amplitude Temps TPC TFC Tanins
EtOH (%) (%) (min) (mg EAG/gp) | (mg EQ/gp) | (mg EC/g p)
20 80 5 34542 +4 11.31+0.81 | 28.31+0.71

111.2.1. Teneurs en polyphénols totaux

L’extraction optimisée des polypohénols totaux a partir de la pelure de Punica granatum a
permis d’obtenir une valeur de 345.42 + 4 mg EAG/g p. Une valeur inférieure (276 mg
EAG/Qg) a été observée dans une étude ou I'extraction a été réalisée dans un bain a ultrasons
(Zivkovic et al., 2018). Cette différence peut étre expliquée par I’utilisation de I’ultrason a
sonde, un systeme permettant d’amplifier et de concentrer 1’énergie des ultrasons, améliorant
ainsi D’efficacité de la sonication par rapport aux systemes de bain.

Des teneurs en polyphénols proches a notre résultat ont été également retrouvées dans
d’autres études, ou des contenus de 354.67 et 324.9 mg EAG/g ont été obtenus (Amyrgialaki
et al., 2014 ; Foujdar et al., 2019). (Mabrouk et al., 2019). Par ailleurs, des résultats similaires
(342 mg EAG/g de poudre) sont obtenus par maceération dans I'éthanol pendant une durée de
24 heures (Carrera et al., 2012). Ainsi, il apparait qu’une extraction assistée par ultrasons

permet de réduire le temps d'extraction jusqu'a 10 fois par rapport a la macération.
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111.2.2. Teneurs en flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a révélé une quantité de 11.31 + 0.81 mg EQ/g p. Ce résultat
concorde les résultats de travaux antérieurs qui ont montré des teneurs proches en flavonoides
(10 et 12.27 mg QE/qg), (Jaisinghani et al., 2018 ; Motikar et al., 2020). Au contraire, Sood et
Gupta (2015) ont obtenu une valeur supérieure estimée a 16.40 mg QE/g en utilisant I’éthanol
a 60% pour extraire les composés phénoliques de la pelure de grenade. Cette différence serait
due a I’augmentation de la concentration d’éthanol. En effet, il a été rapporté que 1’extraction
des flavonoides totaux a partir de la pelure de Punica granatum été plus efficace a une

concentration d’éthanol plus élevée (Karacabey et Mazza, 2010 ; Elfalleh et al., 2016).

111.2.3. Teneur en tanins condensés

L’analyse quantitative de la teneur en tanins condensés a révélé une valeur de 28.31 + 0.71
mg EC/g p. Une quantité similaire (26.10 £ 0.58 mg EqC/g) a été retrouvée dans I’extrait de
la pelure de grenade obtenu par extraction assistée par ultrasons en utilisant du solvant
hydrométhanolique (70%) et une amplitude de 80% pendant 12,5 min (Kumar et al., 2020).
L'amplitude de sonication améliore I’extraction des tanins en réduisant la tension superficielle
et la viscosite, facilitant ainsi I'effet de la sonication (Kadam et al., 2015).

Des teneurs équivalentes ont été retrouvées dans d’autres matrices végetales telles que le
pepin de raisin ; dans lequel une quantité de 24.2 mg EqC/g de poudre dans du méthanol a
25% (Bosso et al., 2016). L’efficacité des mélanges hydroalcooliques dans 1’extraction des
composés phénoliques est probablement due au fait qu’ils soient le plus adaptés en raison des
différentes polarités des composés phénoliques (Mufiiz-marquez et al., 2013). Par ailleurs,
I’utilisation de pourcentages élevés en alcools (80%) pourrait provoquer une denaturation des

polyphénols par hydratation et effondrement des cellules végétales (Carciochi et al., 2018).

111.3. Activité antioxydante

L’analyse des activités antioxydantes in vitro de I'extrait de pelure de grenade obtenu par la
méthode d'extraction assistée par ultrasons a sonde, a été effectuée grace aux tests de
neutralisation des radicaux libres DPPH' et ABTS™" ainsi que le pouvoir antioxydant réducteur
du fer (FRAP).
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L’analyse de I’effet neutralisant de 1’extrait de pelure de grenade et des standards (acide
gallique, quercétine) sur les radicaux libres DPPHe et ABTS™ ainsi que son pouvoir

antioxydant réducteur du fer (FRAP) est exprimé dans le tableau V1.

Tableau VI : résultats de test anti radicalaire DPPH, ABTS et pouvoir réducteur de fer
(FRAP).

Activité DDPH’ ABTS™ FRAP
anti-radicalaire (mmol Eq Trolox/g) | (mmol Eq Trolox /g) (mmol Eq Fe?*/g)
Extrait optimisé 0.27 £ 0.005 3.347+0.285 6.25+0.21
Acide gallique 16.40 + 0.09 130.51+1091 22.38 £ 6.23
Quercétine 297 +0.12 110.68 £+ 19.60 2091 +2.91
Catéchine 4.62+0.14 161.21 £19.24 /

111.3.1. Activité antiradicalaire envers DPPH* et ABTS™

Les résultats obtenus (Tableau V1) indiquent que I'extrait de peleure de grenade présente une
activité antioxydante, mesurée en termes d'inhibition de I’oxydation des radicaux libres
DPPH" et ABTS™". Le pourcentage d'inhibition de 1’oxydation du DPPH" est de 83.31 + 0.86%
et 29.85 + 1.6 pour ’ABTS™. Par ailleurs, en TEAC, les valeurs obtenues sont de 0.27 +
0.0005 mmol Eq Trolox/g pour le DPPH est de 3.347 + 0.28 mmol Eq Trolox/g pour I’ABTS.

Les résultats correspondant aux standards ont également montré une capacité antioxydante en
trolox équivalemet nettement plus importante envers le radical ABTS par rapport au radical
DPPH (Tableau 6). L’acide gallique a montré le meilleur potentiel neutralisant du DPPH
(16.4 = 0.09 mmol Eqg Trolox/g) par rapport aux deux autres standards. Tandis que
la cathéchine a eu I’effet antioxydant le plus élevé envers ’ABTS (161.24 + 19.24 mmol E
Trolox/g).

Ces résultats peuvent étre expliqués par le pouvoir antioxydant des composés phénoliques
contenus dans ’extraits de la pelure de grenade, qui est lié a leur capacité réductrice en tant
qu'agents donneurs d'hydrogene ou d'‘électrons (Balasundram etal., 2006). Des études
antérieures ont également montré des activités anti-radicalaires similaires a nos résultats pour
la pelure de grenade (Sharayei et al., 2017 ; Magangana et al., 2020). Cependant, une autre
étude a rapporté une activité antioxydante plus faible (Persuri’c et al., 2020). Ces différences
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peuvent étre expliquées de la différence des teneurs en composés phénoliques mais aussi de
leurs structures (Kumar et Rao, 2020). Une étude menée par Yu et al. (2021) a montré que
I'extrait hydro-méthanolique des feuilles de Punica granatum présentait une capacité de

neutralisation de I’ABTS, qui est proche a notre résultat (2.14 mmol Eq Trolox/g).

La capacité antioxydante est liée a la présence de molécules bioactives a potentiel antioxydant
dans les tissus des végétaux supérieurs. En effet, les plantes sont capables de développer des
mécanismes de défense naturels, tels que l'accumulation de composés phénoliques, ce qui

entraine une amélioration de leur capacité antioxydante (Elfalleh et al., 2009).

111.3.2. Pouvoir antioxydant réducteur du fer

Le pouvoir réducteur de fer exercé par I'extrait optimisé de la pelure de grenade est de 6.25 +
0.28 mmol Eq Fe?*/g de poudre, tandis que les valeurs pour les standards acides gallique et
quercétine sont de I’ordre de 20 mmol Eq Fe?*/g (Tableau V1).

Ces résultats sont corrélés a la capacité des composés phénoliques de former des complexes
de chélation avec les métaux, en particulier le fer et le cuivre. Cette propriété permet d'inhiber
la catalyse de la formation des radicaux libres par ces métaux (Balasundram et al., 2006).

Les études de Shams Ardekani et al. (2011) ont montré des valeurs similaires pour les extraits
hydroalcooliques de la pelure de grenade provenant de différentes variétés. Cependant, des
valeurs nettement inférieures ont été obtenues pour l'extrait de la fleur de grenade (Wu et al.,
2021). Cette différence significative pourrait étre attribuée a la variation de compositions et de
structures entre les différentes parties de la plante (Sanchez-Marzo et al., 2019). En effet, la
structure des composés phénoliques joue un réle crucial dans leur capacité a piéger les
radicaux libres et a chélater les métaux. Le nombre et la position des groupes hydroxyle par
rapport a la fonction carboxyle sont des facteurs qui influencent l'activité antioxydante des

composés phenoliques (Balasundram et al., 2006).
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IV.Conclusion et perspectives

Notre étude a été consacrée a I’optimisation de 1’extraction des composés phénoliques de la
pelure de grenade (Punica granatum) par sonde a ultrasons, une méthode d’extraction non
conventionnelle. L’objectif de ce travail était de valoriser un sous-produit naturel en utilisant

un protocole d’extraction le plus simple et le plus rentable.

L'optimisation des conditions d'extraction est essentielle pour augmenter la teneur en
composés phénoliques extraits de la pelure de grenade. Afin de déterminer I’optimum des
conditions d’extraction, I’effet de trois variables indépendantes, a savoir la concentration du
solvant (%), I’amplitude des ultrasons (%) et le temps d’extraction (min) ont été étudiés. Les
meilleures conditions d'extraction assistée par ultrasons pour les polyphénols totaux a partir
de la pelure de grenade obtenues sont I'éthanol a 20% sous une amplitude de 80% et pendant
5 minutes. La concentration du solvant et I'amplitude ultrasonique ont montré des effets
significatifs (P<0.05) sur l'extraction de ces composés, tandis que le temps de sonication est
apparu comme un facteur sans effet.
L’analyse du contenu en composés phénoliques de ’extrait de Punica granatum optimisé a
permis d’obtenir des valeurs de TPC (345.42 + 4 mg EAG/g p), TFC (11.31 £ 0.81 mg EQ/g
p) et de tanins condensés (28.31 + 0.71 mg EC/g p). Cet extrait a montré une activité
antiradicalaire envers le DPPH (0.27 = 0.005 mmol Eq trolox/g de poudre), I’ABTS (3.34 £
0.28 mmol Eq trolox/g de poudre), et un bon pouvoir réducteur de fer (6.25 £ 0.21 mmol Eq
Fe2*/g de poudre).
Cette étude a permis de mettre en évidence que la pelure de Punica granatum est une source
potentielle de polyphénols, reconnus pour leurs propriétés antioxydantes. La technique
d’extraction assistée par ultrasons est une méthode simple, rapide et éfficace ne nécessitant
pas de grands moyens.
Dans le but de compléter ce travail, il serait intéressant :

- D’étudier I’effet d’autres paramétres tels que la témpérature et le pH.

- Drutiliser d’autres techniques non conventionnelles telles que 1’extraction par micro-

ondes, pour comparer.
- Drutiliser des modeles mathématiques tels que les plans d’expériences pour
I’optimisation des parametres d’extraction des composés phénoliques.
- De réaliser une analyse phytochimique par HPLC permettant d’identifier la nature des

composés phénoliques obtenus par optimisation.
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Etudier des tests d’activité¢ anti oxydants tells que Test CUPRAC, Test PFRAP, et

activité biologiques comme activité anti fongique, anti bacterienne, anti cancéreux.
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Annex 01 : Droites standards pour le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des

tanins condensés.



Résumeé

Le grenadier (Punica granatum) est un arbuste appartenant a la famille des Punicaceae. Depuis
I’antiquité, ses différentes parties sont utilisés en médecine traditionnelle pour traiter différentes
maladies. L’objectif de notre étude est de déterminer quelques parametres expérimentaux influant sur
la teneur des polyphénols totaux extraits & partir de la pelure de grenade par ultrasons. L’analyse
statistique des résultats a permis de déterminer les conditions d’extraction optimale dont le
pourcentage du solvant hydroéthanolique (20%), 1I’amplitude (80%) et le temps d’extraction (5Smin).
L’extrait de la pelure de Punica granatum obtenu aprés optimisation de I’extraction assistée par
ultrasons a montré des teneurs considérables en composés phénoliques. Le dosage des polyphénols
totaux était de 345.42 + 4 mg AG /g, les flavonoides totaux de 11.32 + 0.816mg Eq Q/g, et les tanins
condenses a révélé une valeur de 28.31 £ 0.71 mg EC/g. Par ailleurs, I’analyse de I’activité
antioxydante a montré un potentiel anti-radicalaire envers le DPPH et I’ABTS (0.27 mmol
Eq.Trolox/g et 3.347 + 0.28 mmol Eq.Trolox/g, respectivement). De plus, le pouvoir antioxydant
réducteur du fer était de 6.25 + 0.21 mmolFe?*'g. L’ensemble de ces résultats confirment que la pelure

de grenade est une source riche en antioxydants pouvant justifier ses applications en phytothérapie.

Mots-clés : pelure de grenade, Punica granatum, optimisation, ultrasons, polyphenols, activité

antioxydante.

Abstract

The pomegranate tree (Punica granatum) is a shrub belonging to the Punicaceae family. Since ancient
times, various diseases have been treated using its various parts in traditional medicine. The objective
of the present study is to determine some experimental factors infulencing the content of total
polyphenols extracted from the pomegranate peel by ultrasound. The optimal extraction conditions,
including the percentage of hydroethanolic solvent (20%), amplitude (80%), and extraction time
(5min), were determined by the statistical analysis comparing the different TPC. The Punica granatum
peel extract obtained after optimization of ultrasonic extraction showed considerable concentrations of
phenolic compounds. The total polyphenols value was 345.42 4 mg GAE/qg, the total flavonoids of
11.32 0.816 mg EqQ/g, and the condensed tannins revealed a value of 28.31 0.71 mg EC/g. In
addition, the antioxidant activity analysis showed an antioxidant potential towards DPPH and ABTS
(0.27 mmol Eg.Trolox/g and 3.347 0.28 mmol Eqg.Trolox/g, respectively). Furthermore, the
antioxidant reducing power of iron was 6.25 0.21 mmolFe2+/g. These results confirm that

pomegranate peel is a rich source of antioxidants that can justify its applications in herbal medicine.

Keywords: pomegranate peel, Punica granatum, ultrasounds, polyphenols, antioxidant activity.



