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Introduction

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques, menent les chercheurs a puiser dans le monde végétal,
particulierement les plantes médicinales enquéte d’une solution alternative (Gaur, 2017). De
nombreuses études ont rapporté les propriétés antimicrobiennes et antioxydantes des plantes
médicinales et leurs composants (Kusuma et al., 2014; Al-saeed et al., 2015; Ouelbani et
al., 2016). De ce fait, la découverte de nouvelle molécule d’origine végétale et la mise au point
de nouveaux médicament sont devenus une impérieuse nécessite. Les propriétés thérapeutiques
des matrices naturelles sont dues a la présence des métabolites secondaires. Ces biomolécules, a
vertus thérapeutique complémentaire ou synergiques font I’objet aujourd’hui d’un regain
d’intérét de la part de la communauté scientifique, ceci est di a leur puissante activité
antioxydante et antibactérienne offrant ainsi des stratégies prometteuses dans la prévention de
multiples pathologies qui posent des probléemes majeurs en santé publique.

Le fruit du grenadier (Punica granatum L.) est I'un des plus anciens fruits comestibles connus,
il est cultivé principalement dans la région méditerranéenne, et est utilise depuis des siecles pour traiter
de nombreuses maladies tels que les infections parasitaires et microbiennes, ulceres, diarrhée,
hémorragie et dysenterie (Kim et al., 2002; Reddy et al., 2004; Johanningsmeier et Harris., 2011). 1l
est I'un des fruits les plus riches en composes phénoliques comme les tannins et les
anthocyanines (Gil et al., 2000; Zaouay et al., 2012).La grenade peut étre consommée
fraiche ou transformée en jus de fruits, gelée et confiture; cependant la consommation
de ce fruit génére des quantités considérables de sous-produits; en effet, les écorces de
grenade sont souvent rejetés sans valorisation. Ces derniers présentent diverses activités
biologiques telles que la neutralisation des radicaux libres, Pinhibition de la croissance
microbienne et la diminution des risqué de maladies cardiovasculaires, cérébro-vasculaires et
certains cancers (Mena et al., 2011; Zhu et Liu, 2013). Les écorces de grenade peuvent étre
considérées comme une solution prometteuse pour la production des extraits riches en
antioxydants naturels qui sont devenus trés utilises pour les applications médicales et
alimentaires, de ce fait, diverses études sont intéressées de trouver des méthodes de valorisation
de ces écorces et a déterminer leurs vertus thérapeutiques. Dans ce contexte, I’objectif de cette
étude est d’évaluer les propriétés antioxydante et antibactérienne des extraits issus de deux

parties de grenade telles que 1’écorce et la peau.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaur%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28706337
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I.1.0bjectif

Cette présente étude s’intéresse a étudier 1’effet d’extraction par les solvants (Ethanol ou
Méthanol) sur la teneur en composés phénoliques de deux parties de grenade (Punica-granatum
L.) (Ecorce et peau), ainsi d’évaluer leur influence sur les propriétés antioxydante et

antibactérienne.
1.2.Lieu et durée du travail

La démarche expérimentale concernant cette étude a été mise en ceuvre sur une période a
partir du 17 Décembre au 12 Mars 2020, elle a eu lieu au sein des laboratoires suivants :

» Laboratoire d’Amélioration et Valorisation des Productions Animales Locales Université lbn
Khaldoun Tiaret.
» Laboratoire de Microbiologie, de physiologie vegétale, et de technologie alimentaire de la

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie Université Ibn Khaldoun —Tiaret.
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I.3.Matériel et produits chimiques
Les différents appareils et les produits chimiques utilisés au cours de la réalisation de ce
travail sont répertoriés dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Matériel et produits chimiques utilisés.

Matériel et Solvants et réactifs Milieux de culture
appareillage
- Autoclave ; -Ethanol pur (96%) ; - Bouillon et Gélose nutritif ;
-Agitateur magnétique thermique ; -Méthanol pur (99.9%) ; - Gélose de Héktoen :
-Bain marie ; -Carbonate de sodium (Na,CQOs) - Milieu de Muller Hinton.
-Balance électrique ; -Diméthyle sulfoxyde (DMSO pur a
-Microscope optique ; 99.5%) ;
-Spectrophotométre ; -Réactif de Folin Ciocalteu ;
-Etuve ; - Acide gallique ;
-Broyeur ; -Acide ascorbique ;
-Micropipettes. -Quercétine ;

- Chlorure de fer 111 (FeCl3),

-Sulfate de fer (FeSO4)

-Phosphate de potassium-monobasique
(KH,PO,) ;

-Hydrogénophosphate de
sodium(Na2HPO4) :

-Trichlorure d’aluminium (AICIs) ;
- Acide trichloroacétique;

-Eau physiologique (0.9%) ;
-Fuchsine ;

-Violet de Gentiane;
-Alcool ;

-Lugol ;
-Disques d’antibiotiques Ticarcillin (C75),
Tétracycline (C30) ;
-2,3,5-triphenyl-tetrazolium chloride
(TTC).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_trichloroac%C3%A9tique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_trichloroac%C3%A9tique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_trichloroac%C3%A9tique
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l.4.Matériel végétale

I1 est constitué d’écorce et de peau du fruit de grenade (Punica-granatum L.), un fruit
occupant une place d’excellence dans I’arsenal des plantes médicinales pour sa richesse en
composants bioactifs. Pour la réalisation de cette étude, le fruit a été procuré par voie

commerciale en Décembre 2019.

Figurel : (A) peau et (B) ecorce de fruit de grenade (Punica-granatum L.)

1.5.Souches bactériennes utilisées

Les souches utilisées pour évaluer I’activité antibactérienne sont des souches pathogenes
de Collection Internationale ATCC (American Type Culture Collection). Il s’agit d’Escherichia
coli (E. coli) ATCC 10536, Bacillus subtilis (B. subtilis) ATCC 6633, Bacillus cereus (B.cereus)
ATCC 10876, et Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC 27853. Ces souches ont été
fournies gracieusement par I’unité de microbiologie du groupe SAIDAL de Média et I’Hopital

Mostapha Bacha, Alger.
1.6.Procédure expérimentale
Notre présent travail s'articule autour de deux composantes principales:

= Extraction et quantification des composés phénoliques de la peau et de I'écorce de grenade ;
= Evaluation de l'activité antibactérienne et antioxydante des composés phénoliques des extraits

méthanolique et éthanolique de I’écorce et de la peau de grenade.

L'approche expérimentale globale de cette étude a été illustrée dans 1’organigramme

Suivant:
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Récupération d’écorce et de peau de grenade,
séchage a température ambiante et a I’abri de la
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Figure 2: Organigramme récapitulatif de la démarche expérimentale
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1.6.Extraction des composés phénoliques
1.6.1.Préparation de matériel végétal

L’écorce et la peau de fruit de grenade ont été soigneusement nettoyées et découpées en
petits morceaux et séchees a température ambiante et a labri de la lumiére. Ces morceaux ont été
ensuite broyés a I’aide d’un broyeur mécanique (Pulverisette, Fritsch, Allemagne) et tamisés dans
un tamis ayant un diametre de 500 pum.

1.6.2.Préparation des extraits a partir de I’écorce et la peau de grenade

L’extraction des composés phénoliques a été effectuée par le biais de la technique de
macération (Hadrich et al., 2014). Une masse de 5 g de matiere végétale seche sous forme de
poudre a été macerée dans 62,5ml de méthanol ou éthanol pure. Aprés une agitation de 24h a
température ambiant et a I’obscurite, une filtration a été faite sur papier filtre. Le filtrat obtenu a
été débarrasse de son solvant par évaporation a 50°C, pour obtenir des extraits secs. Ce dernier a

été conservé a -20°C pour les éventuelles expérimentations.

1.6.3.Rendement d’extraction
Le poids en extraits sec a été calculé par la différence entre le poids du ballon plein (aprés
élimination du solvant) et le poids du ballon vide. Le rendement de 1’extraction est exprime en

pourcentage. Il est calculé par la formule suivante :

[ R% = (PF/PI) x100 ]

Ou:

R : le rendement en pourcentage.

PF : le poids de I’extrait Sec en g.

Pl : le poids de la poudre mise a I’extraction en g.

I.7.Analyses phytochimiques de I’écorce et de peau de grenade
1.7.1.Dosage des composes phéenoliques

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits de 1’écorce et de la peau de
grenade a été effectué par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par
Singleton et al, (1999).
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* Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange

d'acide phosphotungstique (H3PW1204) et d'acide phosphomolybdique (HsPM01204).

Le principe de cette méthode est basé sur lI'oxydation des composés phénoliques dans un
milieu alcalin par ce réactif, ou il y aura la formation d’un nouveau complexe d'oxydes bleus de
tungsténe et de molybdene, présentant un maximum d’absorption dont la longueur d’onde
A=760 nm, est proportionnelle a la quantité des composés phénoliques présents dans les extraits
végétaux. Le dosage des composés phénoliques a été effectué par la comparaison de la densité
optique observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration connue.

= Technique

250uL de chaque extrait ont été ajoutés a 250pL de réactif de Folin Ciocalteu
ayant une concentration de 0.2N, aprés une incubation de 2min, 500uL de carbonate de sodium
(Na2CO3) (7.5 %(p/v) ont ete additionnés. Le melange ainsi obtenu a été incubé de nouveau
pendant 30min a une température ambiante et a I’abri de la lumiere. L’absorbance est ensuite
mesurée au spectrophotometre (Shimadzu Corporation, Japan) a 760nm contre un blanc sans
extrait.

Notons qu’une courbe d’étalonnage a ¢été parallelement réalisée (annexe 4) afin de
quantifier le taux de polyphénols totaux dans nos extraits, cette courbe a été établie avec des
concentrations précises d’acide gallique (0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 ; 0.031 ; 0.0156 ;
0.0078mg/ml) utilisé comme standard de référence, ce dernier a subi les mémes conditions
expérimentales que I’échantillon. La teneur en composés phénoliques est exprimée en Equivalent
Acide Gallique (mg Equivalent d’Acide Gallique (EAG) par g de matiere seche.

Le calcul de cette teneur a été effectué selon la formule suivante:

[ C= (cx VxD/m) ]

Ou:

C: Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/g MS).

c: Concentration de I’échantillon calculée.

D : Facteur de dilution.

V : Volume de solvant en ml utilisé pour I’extraction.

m : Masse de I’échantillon en g.
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1.7.2.Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le trichlorure
d’aluminium AlCl3 avec lequel ils forment des complexes aluminium-flavonoides La méthode
adoptée pour le dosage des flavonoides est celle décrite par Bahorun et al . (1996) dans les

différents d’extraits d’écorce et de peau de grenade.

* Principe
Il est basé sur la formation de complexes de couleur jaune entre les composés phénoliques
et trichlorure d’aluminium (AICls).Ceci traduit par le fait que le métal perd deux électrons pour
s’unir a deux atomes d’oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’¢lectrons.
La couleur jaune présente une absorption maximale a 430 nm.
= Technique
ImL de la solution d’extrait a été ajouté a 1mL d’AlClza 2% (p/v) (preparé dans le
méthanol ou éthanol pur), puis le mélange a été incubé a température ambiante a I’obscurité
pendant 10min. Ensuite, l'absorbance a été mesurée immédiatement a une longueur d’onde de
430nm a I’aide d’un spectrophotomeétre UV/visible (Shimadzu Corporation, Japan).
La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée
par un flavonoide standard, la quercéetine (annexe n°4).La teneur en flavonoides a été exprimeée

en microgramme equivalent de Quercétine par gramme de matiére séche (ug EQ/g MS).

Le calcul de cette teneur a été effectué selon la formule suivante :

[ c=(exvxoim) |

Ou:

C: Teneur en flavonoides exprimée en mg Equivalent quercétine par g de matiére séche.
c: concentration de I’échantillon calculé.

D : facteur de dilution.

V : volume utilisé pour I’extraction en ml.

m : Masse de I’échantillon en g.
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1.8.Evaluation de I’activité antioxydante
1.8.1.Réduction de Fer: FRAP (Ferric reducing antioxydant power)
* Principe
Cette technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique
(Fe**) présent dans le ferricyanure de potassium KsFe(CN)g en ferrocyanure de potassium(Fe®")
(Oyaizu, 1986).

Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) dans I’extrait est déterminé selon la méthode décrite par
Oyaizu, (1986). Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations a été mélangé avec 2.5mL
d’une solution tampon phosphate 0.2 M (pH=6.6) et 2.5 mL d’une solution de ferricyanure de
potassium K3Fe(CN)s a 1% (p/v). L’ensemble a été incubé au bain-marie a 50°C pendant 20min
ensuite, 2.5mL d’acide trichloroacétique a 10% (p/v) ont été ajoutés pour stopper la réaction.
Apres incubation un aliquote 2.5mL a été combine avec 2.5mL d’eau distillée et 0.5mL d’une
solution aqueuse de chlorure de fer Il FeClza 0.1% (p/v).La lecture de I’absorbance du milieu
réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc. Une augmentation de I’absorbance correspond a une
augmentation du pouvoir réducteur de I’extrait testé.

Le potentiel réducteur des extraits et des standards sont exprimés par les valeurs de
concentrations effectives a (50%) (CEsp). Les valeurs de CEsg correspondant a la concentration
avec une absorbance de 0.5 (Fernandes et al ., 2017)
1.9.Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits
1.9.1.Préparation des pré-cultures

A partir de la gelose nutritive, milieu de conservation, un prélevement de chaque souche
(E. coli ATCC 10536, B. subtilis ATCC 6633, B. cereus ATCC 10876, et P. aeruginosa) a été
effectué a I’aide d’une pipette pasteur, puis mis dans 10mL de bouillon nutritif et incubé a 37°C
pendant 24h. Aprés ce temps d’incubation, les souches ont subi un repiquage en milieu solide
correspondant a chaque souche, ces ensemencements ont été suivis d’une incubation de 18h a
37°C et cet afin d’obtenir des cultures jeunes.
1.9.2.Méthode de diffusion en milieu gélosé

L’activité antibactérienne des différents extraits végétaux a été évaluee par la méthode de
diffusion en milieu gélosé telle que décrite par Bauer et al., (1966) et reprise par Barry et al.,
(1985).

Cette méthode mesure une diffusion radiale de ’extrait a partir d’un puits en donnant une
zone d’inhibition claire et facilement mesurable. A partir d’une culture jeune de 18h

d’incubation, une suspension bactérienne a été préparée dans I’eau physiologique stérile
9
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(0.9%) pour chaque souche. La turbidité de cette suspension a été ajustée a 0.5Mac Farland. Cet
inoculum a été ensemence par ecouvillon a la surface des boites de Pétri contenant la gélose
Mueller-Hinton. Les boites de Peétri ainsi ensemencées ont été laissées seécher a I’air libre
pendant 30min. Ensuite, des disques de Whatman de 6mm de diamétre imprégnés 20 uL de
chaque extrait, ont été ensuite déposés a la surface de la gélose ensemencée. Les boites de Pétri
ont été incubées a 37°C pendant 24h (Adesokan et al., 2007).

Les screening antibactérien ont été effectués avec des concentrations de 250 & 62.5mg/ml.

Des boites dites témoins positifs dans les quelles sont mis des disques d’antibiotique

30 75
(Tétracycline(C ), Ticarcillin(C ) et d’autres dites témoins négatifs «avec des disques imbibes

de DMSO pur» ont été réalisées.
L’activité antibactérienne est déterminée en mesurant le diametre de la zone d’inhibition
autour de chaque disque (Doughari et al., 2007).
1.9.3.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB)
Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de
concentration décroissante en extrait. Apres incubation, 1’observation de la gamme permet
d’accéder a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible
concentration en extrait capable d’inhiber la croissance bactérienne comme recommandé par le

Comité National des Normes des Laboratoires Cliniques (1997).
= Technique

250 mg /mL de chaque extrait (méthanolique ou éthanolique de I’écorce ou la peau de
grenade) ont été préparés et dilués dans un bouillon Mueller Hinton a des concentrations
décroissantes (125 ; 62.5; 31.25; 15.62 ; 7.81; 3.90; 1.95; 0.97 ; 0.48; 0.24) mg /mL. Ensuite
95uL de chaque concentration genérée, ont été déposés dans les puits d’une microplaque a 96
puits (Klan¢nik et al., 2010), les puits ainsi préparés ont été inoculés par SuL de I’inoculum
(10° UFC/ml) de chaque suspension bactérienne & étudier (E. coli, B. subtilis, B. cereus et
P.aeruginosa).Sur la méme microplaque des puits ont €té ajoutés seulement de bouillon Muller
Hinton afin de servir de témoin négatif, alors que des autres puits de la méme microplaque ont
recu le milieu Mueller Hinton inoculé par la méme concentration des bactéries citées

précédemment et sans extrait (témoin positif).

Les microplagues ainsi préparées ont été incubées 18h a 37°C. A la fin de cette incubation
la croissance bactérienne a été visualisée en ajoutant 20uL d’un révélateur de croissance le
2,3,5-triphenyl-tetrazolium chloride (TTC) (Sigma-Aldrich). La CMI a été déduite a partir du

premier puits de concentration dépourvue de croissance bactérienne.
10
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Pour la détermination des CMB, des prélévements ont été pris a partir des puits qui ne
montre aucune croissance bactérienne ont été ensemencés sur la gélose de Muller Hinton puis

les boites ont été incubées a 37 °C pendant 18 a 24h.

11
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Chapitre II Résultats et Discussion

I1.1.Extraction et quantification des composes phénoliques
11.1.1.Rendements d’extraction

Les rendements obtenus aprés extraction des composés phénoliques de deux parties de
grenade en utilisant le méthanol ou I’éthanol pur sont représentés dans la figure3 et 4. Les
résultats dévoilent que I’extrait méthanolique issu d’écorce et de la peau de grenade présente un
rendement élevé estimé a 41% et 55.66%, respectivement par rapport aux extraits éthanoliques
avec un taux de 23.06% pour ’écorce et 31.79% pour la peau de grenade.

Rendements d'extraction % Rendements d'extraction %
60 55.66 60 -
50 50 -
a1
T
40 40 31179
30 30 - 23.06
20 20
10 10 A
(] 0 . .
EMEG EMPG EEEG EEPG
Figure 3: Rendements d’extraction méthanoliques Figure 4 : Renden_1ents d’extraction éthanolique des
des composés phénoliques de I’écorce et de la peau composes phenoliques de I"écorce et de la peau de
de grenade (Punica granatum L.) grenade (Punica granatum L.)

(Les valeurs représentées correspondent & la moyenne + Ecart-type des trois essais indépendants).
EEEG: extrait éthanolique d’écorce de grenade; EEPG: extrait méthanolique d’écorce de grenade ; EMEG; extrait
méthanolique d’écorce de grenade; EMPG: extrait méthanolique de peau de grenade.

Ces résultats concordent de ceux obtenus par Shiban et al., (2012), ces derniers montrent
un rendement d’extraction de 1'ordre de 45%. D’autre ¢étude indique que I’extraction
méthanolique représente un meilleur rendement entre 31.5 a 48.2% (L. et al., 2006; Zaki et al.,
2015). Les variations observées entre les rendements dépendent du type de solvant, en effet
celui-ci affecte D’extraction, il est bien évident qu’il existe une affinité entre le solvant
d’extraction et les composés extraits, ainsi que son activité biologique (Lee et al., 2003;
Ghasemzadeh et al., 2011). Aussi, il est largement admis que les variations des rendements
d’extraction pourrait étre attribués non seulement a la différence de la polarité au solvant utilisé,
qui joue un réle clé dans I’augmentation de la solubilité des composés phénoliques, mais aussi a
la polarit¢ des composés phénoliques qui constituent I’extrait (Felhi et al., 2017). Par
conséquent, ce résultat a confirmé I’effet du solvant sur le rendement d’extraction ceci affirme

que I’écorce et la peau de grenade sont riche en substances polaires, et que le méthanol est le
12



Chapitre II Résultats et Discussion

meilleur solvant et le plus utilisé pour obtenir un rendement élevé en polyphénols (Escribano-
Baildn et Santos-Buelga, 2003). L’amélioration du rendement d’extraction des COMpPOSEs
phénoliques par I'utilisation du méthanol peut s’expliquer par le simple fait que cet alcool est
plus polaire que 1’éthanol. C’est pourquoi, il est connu par la plus grande efficacité pour extraire
des quantités maximales de composants d’intérét (Bourgou et al., 2016). Le méthanol est
capable d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires et de faciliter I’extraction d’un grand
nombre de composes polaires ainsi que des composés de moyenne et de faible polarité (Seidel,
2005).

I1.2.Analyses phytochimiques

I1.2.1.Teneurs en substances phénoliques des extraits d’écorce et de peau de grenade

La teneur en composes phénoliques totaux et en flavonoides des extraits obtenus a partir
des écorces et de peau de fruit de Punica granatum L., sont indiqués dans les figures 5, 6,7 et 8).

L’analyse quantitative des teneurs en composés phénoliques et en flavonoides des
différents extraits, méthanoliques et éthanoliques, sont déterminées a partir des équations de la
régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage exprimées successivement en mg équivalent
d’acide gallique (EAG) par g de la matiére seche et en mg equivalent de Quercitaine par g de la
matiére séche (EQ) (Annexe IV).

De ces résultats, nous constatons que I’extraction par la technique de macération en
utilisant le méthanol ou éthanol, aboutit a des teneurs en composés phénoliques différentes. Ces
teneurs varient considérablement entre les deux parties de grenade (écorce et peau).

Les composés phénoliques sont de ’ordre de 379.65+£28.41mg EAG/g MS pour I’extrait
méthanolique de I’écorce et 190.75+6.54 mg EAG/g MS pour I’extrait méthanolique de la peau
de grenade. De méme, I’extrait éthanolique de I’écorce de grenade a également montré un
contenu élevé, dont lequel il est estimé a 414.41 + 26.14 mg EAG/g MS alors que 1’extrait
éthanolique de la peau de grenade est estimé a 74.85 + 4.66 mg EAG/g MS.

Similairement, pour les flavonoides il y a une différence entre la peau et 1’écorce de fruits
de grenade, I’extrait méthanolique de 1’écorce et de la peau de grenade indiquent des teneurs
éloignés enregistrées a 50.88 + 6.43mg EQ/g MS et 3.50 £ 0.27 mg EQ /g MS, respectivement et
va de méme pour Pextrait éthanolique issu d’écorce et de peau de fruit de grenade ou
enregistrées respectivement 12.16 £0.23 mg EQ/g MS 4.89 + 0.37 mg EQ/g MS (figure7 et 8).

13
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totaux d’extrait méthanolique de I’écorce et de
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Figure 7: Teneur
méthanolique de I’écorce et de la peau de grenade
(Punica granatum L.)
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Figure 6: Teneur en composés phénoliques
totaux d’extrait éthanolique de I’écorce et de la
peau de grenade (Punica granatum L.)

(Les valeurs représentées correspondent & la moyenne + Ecart-type des trois essais indépendants).
EEEG-: extrait éthanolique d’écorce de grenade; EEPG: extrait méthanolique d’écorce de grenade ; EMEG; extrait

méthanolique d’écorce de grenade; EMPG: extrait méthanolique de peau de grenade.
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Figure 8: Teneur en Flavonoides d’extrait
éthanolique de I’écorce et de la peau de
grenade (Punica granatum L.)

(Les valeurs représentées correspondent & la moyenne + Ecart-type des trois essais indépendants).
EEEG-: extrait éthanolique d’écorce de grenade; EEPG: extrait méthanolique d’écorce de grenade ; EMEG; extrait
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D’apres nos résultats il en ressort que les écorces sont plus riches en polyphénols et
flavonoides que les peaux de fruit de grenade, ces résultats corroborent ceux indiqués par
Fernandes et al., (2015), ils ont montré que les teneurs en composés phénoliques issus d’écorce
sont trés élevé en comparaison avec la peau, la graine et le jus de grenade. Une autre étude
réalisée sur 1’écorce et les graines de grenade, les teneurs en composés phénoliques issus de
I’extrait méthanolique issu d’écorce sont supérieur par rapport a I’extrait méthanolique issu de
graine de fruit de grenade (Jalal et al., 2018).

Danial et Basudan, (2019), dévoilent que la concentration en composés phénoliques dans
I’extrait éthanoliques d’écorce et de peau de grenade issus par macération sont de 1’ordre de 23 et
22mg /g de matiére seche respectivement. Ces valeurs sont inférieures a valeurs obtenues au
cours de notre étude.

Aussi, la comparaison des extraits laisse apparaitre une présence trés abondante des
polyphénols et flavonoides dans les extraits méthanoliques que dans les extraits éthanoliques.
Ceci laisse suggérer que I’extraction par macération en utilisant le méthanol donne des teneurs
plus élevés en composés phénolique essentiellement flavonoique en comparaison avec 1’éthanol.

Ces résultats corroborent ceux indiqués par Hadrich et al., (2014). Ces auteurs ont réalisé
une extraction des composés phénoliques a partir d’écorce de grenade en utilisant la technique de
maceration. Différents solvants ont été utilisés au cours de cette étude, parmi ces solvants le
méthanol, 1’éthanol et I’eau, ces auteurs rapportent que la teneur en composés phénoliques totaux
des extraits obtenus apres 24 h de macération, varie entre 0 et 290.1 + 0.57 mg EAG/g de matiere
séche. D’autre étude, confirme que les teneurs en composés phénoliques de [I’extrait
méthanolique issu de 1’écorce sont de I'ordre de 274 mg EAG/g et de 56.4 mg RE/g de
flavonoides (Shiban et al ., 2012). De méme Kumar et al., (2013) ont affirmé que la quantité en
polyphénols de I’extrait méthanolique de 1’écorce est de ’ordre de 298+4.86 mg EAG /g MS et
les flavonoides de 49.8 + 2.14 mg EQ /g MS. En outre, Hasnaoui et al., (2014) ont enregistré
256.11 + 0.73 et 251.61 + 42.69 mg EAG /g de la quantité des composés phénoliques pour deux
cultivars de la variété Gabsi. D’autres auteurs ont démontré, au cours de leurs travaux que la
teneur en polyphénols de I’extrait méthanolique de 07 cultivars de grenade (Ruby et Wonderful)
est de I’ordre de 295.5 mg /g de maticre séche et de 97.8 mg/g de MS) de flavonoides (Fawole et
al., 2012).

Cependant, une divergence dans les teneurs en composés phénoliques a été observée entre
nos résultats et les résultats des autres études. En effet, plusieurs facteurs peuvent influer sur la
teneur en composés phénoliques et en flavonoides. Des études ont montré que les facteurs

extrinseques tels que des facteurs géographiques, climatiques et les facteurs génétiques, mais
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également le degré de maturation du plant et la durée de stockage ont une forte influence sur le
contenu en polyphénols (Fiorucci, 2006).
I1.3.Activité antioxydante des extraits phénoliques d’écorce et de peau de grenade

Les résultats concernant 1’activité réductrice des extraits issus d’écorce et peau de grenade,
acide gallique, acide ascorbique et la quercétine sont représentés dans la figure (9 et10).

D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que la capacité réductrice des extraits
d’écorce et peau est proportionnelle a I’augmentation de la concentration de I’extrait (dose
dépendent). Ceci s’explique par la contribution des antioxydants donneurs des électrons, présents
dans les extraits méthanolique et éthanolique ainsi a leur profil chimique riche en flavonoides, en
protocyanidines et en polyphénols totaux (Singh et al., 2002).Ces résultats corroborent ceux
indiqué par (Derakhshani et al., 2018) ont dévoilé que les écorces de grenade ont un pouvoir
antioxydant puissant en comparaison a d’autres parties de grenade. La forte activité antioxydante
de l'extrait d'écorce de grenade peut étre due a sa teneur élevée en tannin, particulierement la
punicalagine (Li et al. 2006; Apak et al ., 2007).

Les résultats obtenus indiquent que 1’extrait éthanolique de 1’écorce et peau
présente un pouvoir réducteur plus élevé en comparaison avec I’extrait méthanolique.

La variabilité du pouvoir antioxydant entre les extraits testés peut étre liée a la nature
physico-chimique des molécules présents dans les extraits et par la différence de sélectivité du
solvant pour extraire certains groupes d’antioxydants (Djeridane et al., 2006). Selon Cowan,
(1999), lors de I’extraction, les molécules bioactives sont réparties entre les solvants en fonction
de leur polarité et leur solubilité. Par conséquent, le changement de la nature du solvant modifie
son efficacité pour extraire un groupe spécifique des antioxydants, ce qui influence les activités

antioxydantes des extraits (Chernane et al., 2014).
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Figure 9: Effet réducteur de I'extrait Figure 10: Effet réducteur de I'extrait

méthanolique et éthanolique de la peau de méthanolique et éthanolique de I'écorce de

grenade évalué par la méthode FRAP. grenade évalué par la méthode FRAP

(Les valeurs représentées correspondent & la moyenne + Ecart-type des trois essais indépendants).
EEEG: extrait éthanolique d’écorce de grenade; EEPG: extrait méthanolique d’écorce de grenade ; EMEG; extrait
méthanolique d’écorce de grenade; EMPG: extrait méthanolique de peau de grenade.
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I1.4. Activité antibactérienne des extraits phénoliques d’écorce et peau de grenade
I1.4.1. Mise en évidence de I’activité antibactérienne par diffusion sur gélose

Les résultats du test concernant la sensibilité antibactérienne aux extraits méthanolique et
éthanolique d’écorce et peau de grenade sont indiqués dans le tableau 2.

Ces résultats dévoilent que les deux extraits exercent un effet inhibiteur sur la
croissance de 1’ensemble des souches E. coli, B .subtilis, P. aeruginosa et B. cereus. Les
diamétres des zones d’inhibition sont situés entre 7 et 20.5 mm pour I’extrait méthanolique et
de 9 a 21.25 mm pour I’extrait éthanolique. Tandis que les extraits issus de peau de grenade ont
une activité elevée contre les bactéries & Gram positif que les bactéries & Gram négatif, ce qui
est en accord avec les travaux de Denial et Basudan, (2019).

En paralléle des disques d’antibiotique ont été utilisés pour étudier le comportement de ces

75
souches bacteriennes vis-a-vis de ces antibiotiques. Ces résultats revelent que le Ticarcillin (C )

exerce un effet inhibiteur sur I’ensemble des souches P.aeruginosa et B.cereus. Les diamétres

30
des zones d’inhibition sont situés entre 21 et 23 mm, aussi la Tétracycline(C ) inhibe toutes les

cultures bactériennes testées, les diametres obtenus sont compris entre 12 et 19 mm.

Au vu de I’ensemble de ces résultats nous constatons que les souches de Bacillus subtilis
et Bacillus cereus (Gram positif) sont les plus susceptibles aux extraits en comparaison avec
les souches de E. coli et Pseudomonas aeruginosa (Gram négatif); ceci peut étre expliqué par la
différence de la structure de la paroi entre les bactéries Gram positives et les bactéries Gram
négatives (Ali-Shtayeh et al., 1998). Ces données confirment celles obtenues par Malviya et al.,
(2014), ces auteurs rapportent que S. aureus, est sensible a I’extrait méthanolique et éthanolique
de I’écorce de grenade avec des zones d’inhibition de 24+0.53 mm et 20+0.31 de diametre
respectivement, contrairement a E. coli qui s’est montrée résistante a ces mémes composes (7
mm) (Naziri et al., 2012). La résistance de ces bactéries peut étre attribuée a la nature de la paroi

de ces souches.
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Tableau 2 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) entourant des extraits méthanolique et

éthanolique de grenade (écorce et peau) en présence des souches pathogenes étudiées.

Souches bactériennes
EMEG (mg/mL) — -
B.subtilis B.cereus P.aeruginosa E. coli
250 13.5+1.3 20.5+0.58 13.5+0.57 15.5+1.3
125 11.25+1.5 17.75+0.5 11.25+0.5 14.5+0.57
62.5 - 16.75x0.5 9+00 8.5+1
EMPG (mg/mL)
250 16+0.82 15.25+0.96 11.5+0.75 10+0.82
125 14+0.81 15.25+0.5 10.25+0.5 8.5+0.57
62.5 10.25+0.81 12.75+0.5 - 6.25+0.5
EEEG (mg/mL)
250 12.5+0.58 21.25+0.96 12.5+0.57 15.5+0.58
125 14.5+0.57 18.25+0.5 11.5+0.57 13.75+0.95
62.5 11.5+0.57 15.75+0.95 9.25+0.5
EEPG (mg/mL)
250 13.5+0.58 1740 10.5+0.5 15.5+0.82
125 10.5+0.57 11.5+0.57 9.5+0.75 12.75+0.5
62.5 9.5+0.57 9.75+£0.5 - 8.25+0.5
Antibiotiques
Ticarcillin - 21+0.5 23+1.15 -
Tetracycline - 1240 19+0.5 -

(Les valeurs représentées correspondent & la moyenne + Ecart-type des trois essais indépendants).

EEEG: extrait éthanolique d’écorce de grenade; EEPG: extrait méthanolique d’écorce de grenade ; EMEG; extrait

méthanolique d’écorce de grenade; EMPG: extrait méthanolique de peau de grenade
- : absence de zone d’inhibition

I1.4.2.Détermination des concentrations minimale inhibitrice (CMI) et bactericide (CMB)
par la méthode de microdilution

Les résultats d’évaluation de CMI et CMB par la méthode de microdilution (tableau 3)
évoquent que les extraits phénoliques (éthanolique et méthanolique) de I’écorce et de la peau de
grenade entrainent des dégrées différents de I’activité antibactérienne.

L'effet inhibiteur des deux extraits de 1’écorce sont plus puissant contre B. subtilis avec
CMI de 3.9 mg/mL et CMB de 62.5 mg/mL suivie par B.cereus avec CMI de 7.81 mg/mL et
CMB entre 62.5 et 125mg/mL. En comparaison avec les extraits issus de la peau de grenade, les

CMI obtenus sont de I’ordre de 7.81 et 15.62 mg/mL respectivement et CMB de 62.5 mg/mL
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Tableau 3 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) et bactéricide(CMB) des extraits

phénoliques d’écorce et peau de grenade (mg /ml) vis a vis des souches bactériennes

testées.
CMI CMB
Bactéries
EEEG EEPG | EMEG | EMPG | EEEG EEPG | EMEG | EMPG
Beereus | 781 | 1562 | 7.81 | 1562 | 125 ] 625 ]

B. subtilis 3.9 7.81 3.9 7.81 62.5 62.5 31.25 62.5

E. coli 15.62 | 15.62 | 15.62 | 15.62 62.5 125 62.5 62.5

P.

. 15.62 | 15.62 | 15.62 | 15.62 250 250 250 -
aeruginosa

(Les valeurs exprimées en mg/ml).
EEEG: extrait éthanolique d’écorce de grenade; EEPG: extrait méthanolique d’écorce de grenade;

EMEG,; extrait méthanolique décorce de grenade; EMPG: extrait méthanolique de peau de grenade.

Cependant, I’effet inhibiteur des extraits de peau et de grenade sont comparable contre les
bactéries Gram négative E. coli et P. aeruginosa avec CMI de 15.62 et CMB entre 62.5 et 250
mg/mL

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Naziri et al., (2012), qui ont remarqué que
I’extrait méthanolique de 1’écorce de grenade exerce un effet inhibiteur vis-a-vis des bactéries
Gram positives par rapport a celles des bactéries a Gram négatif. De ce fait, la CMI de I’extrait
de I’écorce de grenade déterminée par la méthode de dilution sur milieu liquide contre E. coli est
de 31,3 mg/mL, et de 7,8 mg/mL vis-a-vis de Staphylococcus aureus. Ceci confirme les résultats
de Naz et al. (2007). Ces auteurs ont étudié, in vitro, ’effet de différents extraits d’écorce de
grenade sur six espéeces bactériennes : Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteusvulgaris, Bacillus subtilis, Salmonella typhi. Ils ont montré que tous les
extraits testés présentent une activité antibactérienne, quel que soit 1’espéce bactérienne cultivée
(Gullon et al., 2015).
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Dans une autre étude réalisée par de Reddy et al. (2007) sur I’évaluation de I’activité
antimicrobienne des extraits issus d’écorce de grenade présentent une activité significative
contre E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Cryptococcu sneoformans et
S.aureus. Aussi Al-Zoreky, (2009) a démontré que les extraits de 1’écorce de grenade
constituent un inhibiteur puissant sur la croissance de Listeria monocytogenes, S.aureus,

E. coli et Yersinia enterocolitica.

Cette activité antimicrobienne des extraits est due, principalement, a sa composition
phytochimique, et en particulier, a la nature de ses composés phénoliques majoritaires comme
les tanins et les polyphénols, en particulier la punicalagine et l'acide ellagique, respectivement
(Tehranifar et al., 2011). Elle peut étre attribuée, aussi, a une ou plusieurs molécules,
présente(s) en faible(s) proportion(s) dans I’extrait (Mphahlele et al., 2016).De nombreux
travaux ont démontré la corrélation entre I’activité antibactérienne et le profil chimique d’un
extrait phénolique d’écorce de grenade. Prashanth et al. (2001) ont démontré que différent
composés phénoliques extraits d’écore de grenade sont obtenus en fonction du solvant utilisé.
Ainsi, en utilisant comme solvant I’eau a température ambiante il y aura isolement des tannins et
d’autres composés phenoliques, tandis qu’avec le méthanol, des tannins et des alcaloides sont
extraits. Dans une investigation realisée par Nozohour, (2018) ont démontré que les extraits
aqueux, éthanoliques et butanoliques de grenade ont des activités antibactériennes contre E. coli,
P. aeruginosa et S. aureus résistant a la méthicilline. Le mécanisme d’inhibition des composés
polyphénoliques, y compris les polyphénols hydrolysables, les principaux composants de
I’écorce de grenade, sont associés a la précipitation des protéines de la membrane cellulaire des
bactéries par la réaction des composés phénoliques d’écorce de grenade entrainant la lyse des
cellules bactériennes (Akhtar et al., 2015). De méme, les composés phénoliques peuvent réagir
avec les groupes sulfhydryles de protéines et les rendre indisponibles pour la croissance

microbienne, générant ainsi une toxicité phénolique (Haslam, 1996).
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Conclusion

Le fruit de grenadier (Punica granatum L.) ainsi que ses graines, son écorce et ses fleurs sont
utilisés dans la médecine traditionnelle depuis des milliers d’années pour leurs propriétés
médicinales thérapeutiques. Dans ce contexte, cette présente étude s’intéresse a étudier I’effet
des solvants d’extraction (Ethanol ou Méthanol) sur la teneur en composés phénoliques de deux
parties de grenade (Punica granatum L.), ainsi d’évaluer leur influence sur les propriétés

antioxydantes et antibactériennes.

Les résultats obtenus indiquent que le méthanol est le meilleur solvant d’extraction des
composés phénoliques, pour les deux parties étudiées, ou le rendement d’extrait méthanolique de
I'écorce et de peau de grenade estime a 41% et 55.66% respectivement par rapport aux extraits
¢thanoliques avec un taux de 23.06% pour I’écorce et31.79% pour la peau de grenade. En ce qui
concerne la teneur en composés phénoliques des extraits de peau et d’écorce il en ressort que les
écorces sont plus riches en polyphénols que les peaux de fruit de grenade ou il présente
379.65+28.41mg EAG/g MS pour I’extrait méthanolique de 1’écorce et 190.75+6.54 mg EAG/g
MS pour I’extrait méthanolique de la peau de grenade aussi pour ’extrait éthanolique de 1’écorce
de grenade a egalement montré un contenu élevé, dont lequel il est estimé a 414.41 + 26.14 mg
EAG/g MS alors que I’extrait éthanolique de la peau de grenade est estimé a 74.85 + 4.66 mg
EAG/g MS. et de méme les extraits d'écorce sont plus riche en flavonoides que la peau ( 50.88 £
6.43mg EQ/g MS et 3.50 £ 0.27 mg EQ /g MS, respectivement ) et va de méme pour I’extrait
¢thanolique issu d’écorce et de peau de fruit de grenade ou enregistrées respectivement 12.16

+0.23 mg EQ/g MS 4.89 + 0.37 mg EQ/g MS.

Cependant, L’extrait éthanolique de deux parties de grenade présente un fort pouvoir
réducteur plus élevé en comparaison a celui obtenu par 1’extrait méthanolique. Parallelement, les
deux extraits de I’écorce exercent un effet inhibiteur puissant contre B. subtilis avec CMI de 3.9
mg/mL et CMB de 62.5 mg/mL suivie par B.cereus avec CMI de 7.81 mg/mL et CMB entre 62.5
et 125mg/mL. En comparaison avec les extraits issus de la peau de grenade, les CMI obtenus
sont de I'ordre de 7.81 et 15.62 mg/mL respectivement et CMB de 62.5 mg/mL. Tandis que,
I’effet inhibiteur des extraits de peau et de grenade sont comparable contre les bactéries Gram

négative E. coli et P. aeruginosa avec CMI de 15.62 et CMB entre 62.5 et 250 mg/mL.

L'ensemble des résultats obtenus permet de suggérer la possibilité d'utiliser les extraits
d’écorce de grenade comme solution alternative aux antibiotiques et de la présenter comme un
antioxydant / pré biotique et ce afin de lutter contre certaines maladies comme les troubles

gastro-intestinaux, les ulcéres d'estomac, et cancer.



Conclusion

Cependant, pour consolider ces résultats plusieurs perspectives peuvent étre envisagées. Il est
fort intéressant de:

v Identifier les composés bioactifs des extraits de deux parties de grenade par I’utilisation de
HPLC /ms et étudier leurs structures pour mettre le point sur ceux dotés d’activités biologiques.
v' Evaluer I’activité antioxydante par la méthode de DPPH

v' Déterminer I’activité anti-inflammatoire et anti-cancéreuse des extraits de grenade
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Annexe |

Composition des milieux de cultures utilisés

e Gélose nutritive:

Pour 1 litre de milieu:

TIYPLONE ..o 5,09
EXTrait d8 VIANUE......ccuiiieiie it 1,09
EXTrait A8 TEVUIE....oei et 2,09
ChIOrure de SOUIUM......coiiiiiice et et 5,09
FN oL (o - | STV PUPRPRR ORI 12,0g

(Delarras, 2007).

e Gélose de Mueller-Hinton

Pour 1 litre de milieu :

Infusion de viande de baeuf...........oooii i 300g
Hydrolysat de CaSEINE ...........oiniiiiieiee ettt e 17,09
ANTAON oot e e e e e 1,59

[ 15 o1 PR URUOPTRUPRUURRRPRRRPRRR U J
(Delarras, 2007).
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Annexe Il

Différentes parties de Punica granatum L.

Fruit de Punica granatum L. Poudre de peau de fruit de Punica
(grains) granatum L.

Poudre de I’écorce de fruit de Punica
granatum L.

Fruit de Punica granatum L.
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Extraits secs de I’écorce et de la peau de grenade obtenus

Extrait éthanolique de 1’écorce

Extrait éthanolique de la peau Extrait méthanolique de la peau
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Annexe IV
Courbes d’étalonnage pour les composés phénoliques et flavonoides

d’écorce et peau de grenade

y=0.0428x - 0.0014
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1.6 -
1.4 -
1.2

0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -

0 T T T T 1

0 10 20 30 40 50
concentration en mg/ml

Absorbance a 760 nm

Courbe d’étalonnage quercétine (mg/ml)

y =3.1359x + 0.0492
R?=0.9991

Absorbance a 430nm
o
N

0 T T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

concentration en mg/ml

Courbe d’étalonnage acide gallique (mg/ml)



Annexes

Annexe V

Courbes d’étalonnage pour Pactivité antioxydante des extraits phénoliques

d’écorce et de peau de grenade

y=0.0273x + 0.027

16 - R?=0.9997
E 14
=3 1.2
) 1
§ 0.8
c 0.6 -
_g 0.4 -
o 0.2
-<n 0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
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VI.1. Effets des extraits éthanoliques et méthanoliques de I’écorce et de la peau de

grenade vis-a-vis des souches bactériennes testées

Effets des extraits (éthanolique et méthanolique) de peau, d’écorce de
grenade et de DMSO sur B. cereus

Zones d’inhibition par I’extrait (éthanolique et méthanolique) de peau,
d’écorce de grenade et de DMSO vis-a-vis E. coli.
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Zones d’inhibition par I’extrait (éthanolique et méthanolique) de peau, d’écorce
de grenade et de DMSO vis-a-vis B. subtilis.

V1.2.Effets des antibiotiques vis-a-vis des souches testées

Effets des antibiotiques sur les souches bactériennes
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Annexe VII

Activité antibactérienne des extraits éthanoliques et méthanoliques d’écorce et de
peau de grenades vis-a-vis des souches pathogénes

Activité antibactérienne des extraits de peau de grenade vis-a-vis E. coli et
B.subtilis avant I'incubation

A I A CH OO

Activité antibactérienne des extraits de peau de grenade vis-a-vis E. coli et
B.subtilis apres 'incubation de 18h a 37°C=révélateur TTC

Colonne (1 a 12) ligne A: Milieu Muller Hinton (MH) + (E. coli /B.subtilis) (t¢émoins positif)
Colonne (1) ligne (A a H): Milieu Muller Hinton (témoins négatif)

Colonne (2 a 11) ligne A et B: MH+ E. coli+ extrait éthanolique de peau de grenade(EEPG)
250mg/ml; 125mg/ml; 62.5mg/ml; 31.25mg/ml; 15.62mg/ml; 7.81mg/ml; 3.9 mg/ml;
1.95mg/ml; 0.97 mg/ml; 0.48 mg/ml.

Colonne (2 a 11) ligne C et D: MH+ E. coli+ extrait méthanolique de peau de grenade(EEPG)
250mg/ml; 125mg/ml; 62.5mg/ml; 31.25mg/ml; 15.62mg/ml; 7.81mg/ml; 3.9 mg/ml;
1.95mg/ml; 0.97 mg/ml; 0.48 mg/ml.

Colonne (2 a 11) ligne E et F: MH+ B.subtilis + extrait éthanolique de peau de
grenade(EEPG) 250mg/ml; 125mg/ml; 62.5mg/ml; 31.25mg/ml; 15.62mg/ml; 7.81mg/ml; 3.9
mg/ml; 1.95mg/ml; 0.97 mg/ml; 0.48 mg/ml.

Colonne (2 4 11) ligne G et H: MH+ B.subtilis + extrait méthanolique de peau de
grenade(EEPG) 250mg/ml; 125mg/ml; 62.5mg/ml; 31.25mg/ml; 15.62mg/ml; 7.81mg/ml; 3.9
mg/ml; 1.95mg/ml; 0.97 mg/ml; 0.48 mg/ml.



Résumé

Résumé

Depuis I'Antiquité, les produits naturels dérives des plantes sont utilisés pour prévenir ou traiter
diverses maladies. De nos jours, ces bio ressources naturelles ont fait I'objet d'une attention particuliére de
la part de la communauté scientifique. Dans cette optique, la présente étude vise a analyser le contenu
phénolique total in Vitro et les activités antibactérienne et antioxydante des extraits a I’éthanol et au
méthanol de deux parties de grenade (peau et écorce). L’activité antioxydante a été évaluée par la
technique FRAP et la teneur phénolique en utilisant la méthode Folin Ciocalteu. Activité antimicrobienne
a été déterminée par la méthode de diffusion sur gélose et microdilution. Les résultats obtenus de
I’analyse phytochimique des composés phénoliques révélent que les écorces sont plus riches en
polyphénols et en flavonoides que les peaux de fruit de grenade. Ainsi I’extrait éthanolique de deux
parties de grenade présente un fort pouvoir réducteur plus puissant en comparaison a celui obtenu par
Iextrait méthanolique. Parallélement, les résultats de I’activité antibactérienne dévoilent que les deux
extraits d’écorce exercent un effet inhibiteur puissant contre B. subtilis avec CMI de 3.9 mg/mL et CMB
de 62.5 mg/mL suivie par B.cereus avec CMI de 7.81 mg/mL et CMB entre 62.5 et 125mg/mL. En
comparaison avec les extraits issus de la peau de grenade, les CMI obtenus sont de 1’ordre de 7.81 et
15.62 mg/mL , respectivement et CMB de 62.5 mg/mL. Tandis que, I’effet inhibiteur des extraits de peau
et de grenade sont comparable contre les bactéries Gram négative E. coli et P. aeruginosa avec CMI de
15.62 et CMB entre 62.5 et 250 mg/mL.

Mots clés: Punica granatum L., Composés phénoliques, Activité antioxydante, Activité
antibacterienne, Ecorce, Peau.
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