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Introduction générale

L’histoire des plantes aromatiques est associéévalution des civilisations. Ces plantes ont
toujours occupé une place importante en médecares th composition des parfums et dans les
préparations culinaires.

Par sa position géographique et sa diversité dtijongtle Maroc recele d’un patrimoine végétal
important. Parmi ces ressources naturelles, lesgslaromatiques et médicinales (PAM) occupent une
large place et jouent un grand rble dans I'écoaadrationale.

Zizyphus,est largement utilisé dans le traitement traditednat d'ailleurs il possede
plusieurs activités thérapeutiques: anti-inflamrrato (Borgi et al, 2006), antifongique
(Lahlouet al.,2002), antibactérienne (Ghédetial, 1995) et anti-ulcérogénique (Bowfi al,
2008) .

D’autre part, la grenade fait un retour en forcasdées phytomédecines a la faveur de
nombreuses études qui démontrent ses propriétéexydantes, (Afaget al, 2005)
antidiaétiques (Jafat al, 2000), anti-microbiennes (Braghal, 2005) et anticancéreuses (Kim
et al, 2002)

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce présamtil, dont le but principal est d’étudier les
activités antimicrobiennes et antioxydantes de&emihts extraits du fruit d&izyphus lotus
(Sedra), et de I'écorce du fruit deunica granatum(grenadine), surtout que récemment le
développement de la résistance microbienne aubiatigjues, et la toxicité des antioxydants
synthétiques, a conduit de chercher des substarataselles a partir des plantes aromatiques
dotées d’activité antimicrobienne et antioxydante.

Dans ce présent travail, nous avons fixé les tfgesuivants :

* Analyse qualitative des polyphenols des différegwsraits du fruit deZizyphus

lotuset de I'écorce du fruit déunica granatum en utilisant la CCM.

* Analyse quantitative du contenu en polyphénols,diéérents extraits du fruit du
Zizyphus lotugt écorce d@unica granatum.

e Etude de lactivité antimicrobienne des diffiéis extraits du fruit deZizyphus
lotuset écorce du fruit déPunica granatum.

» Etude de l'activité antioxydante des différentsraixs du fruit deZizyphus lotugt
écorce du fruit d®unica granatum.
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. Plantes médicinales

I.1. Historique

A l'aube de I'humanité, nos lointains ancétresssbars et cueilleurs ramassaient déja pour
agrémenter leur quotidien, des herbes comme lesil'ail sauvage, la consoude, etc. Elles
servaient a fabriquer des décoctions lors deslsitmagiques.

Durant I'antiquité dans les civilisations chiresisindiennes et azteques, on trouve la trace
d’utilisation des plantes médicinales trés ancisreteles Romains qui appréciaient une cuisine
sophistiquée et trés fortement aromatisée, utigdes plantes indigénes typiques du pourtour

méditerranéen.

Les arabes avaient aussi leurs spécialistes @eaim& et en pharmacie : lbn Albaytar
rédigea le trés complet Somme des Simples: ce lbantenait une liste de 1400 plantes
médicinales et leurs préparations (Fouehal, 2000).

A compter du XIXeme siecle et du début de I'éreustdelle, le recours a une médecine
moderne, I'amélioration de la conservation desaiis et de I'hygiene sont autant de facteurs qui
ont entrainé une lente désaffection vis-a-vis d@stes aromatiques.

L’acceptation de la médecine traditionnelle comienk alternative de la santé a mené
des auteurs a étudier l'activité antimicrobiennes gdantes médicinales et en raison d’'une
conscience croissante des effets secondairesifiségéiigés par les drogues modernes, beaucoup

cherchent les remédes normaux sans effet secerataiout élevé (Nostet al, 2000).
|.2. Définition

Les plantes médicinales peuvent étre définies cotomote plante ou partie employée a des
fins thérapeutiques ou contenant des substancesupoiournir des médicaments par voie de
synthese ou d’hémi-synthése (CANM, 2006).

1 .3. Domaines d’application

Les substances naturelles issues des végétatixiesrintéréts multiples mis a profit

dans la médecine et I'industrie: en alimentationc@smétologie, et en pharmacie.
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1.3.1.En médecine Au moins 35000 espéces végétales sont utilisées ldamonde a des fins
médicales. Alors que les médicaments industrislples importants sont produits a partir
de 90 especes environ. Selon des estimations dgalikation Mondiale de la Santé,
elles représentent aussi environ 70% des matédalase des produits pharmaceutiques
modernes.

» Urologie, dermatologie, ulcéres d’estomac, touwofiadoet al, 1999).

» Cardiovasculaire (Nayaraned al, 2001).

» Contre maladies de stress et effet anti-oxydariexcellentes capacités a inhiber les
réactions oxydatives ont été mises en évidence lesuhuiles essentielles des romaran sauge,
origon, thym (Cuvelieet al, 1996).

1.3.2. En alimentation les épices et les herbes sont beaucoup utildges I'alimentation. La
notion de flaveur des épices et aromates recotemsedmble des perceptions olfacto-gustatives.
Ces perceptions résultent de stimulations généréane multiple des composés organiques dont
certains sont volatils : les huiles essentielles; dutres non volatils sont plus particulierement
responsables de la saveur et de la couleur (Riatavtliiten, 1992).

1.3.3. En agriculture :les huiles de certaines plantes ont des utilisatdans I'agriculture dans le
contrble de certains insectes et nématodes (Aertjatl, 2005)

1.3.4. En cosmétiquedes produits de beauté, parfums et articleoitiettes, produits d’hygiene
(Porter, 2001).

1.3.5. Des suplimentdiététiques (Smallfield, 2001).

Il. Plantes étudiées

II.1 Zizyphus lotus

[1.1.1 Description botanique d&Zizyphus lotus
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Zizyphus lotugqjujubier ) est un arbuste fruitier, épineux appartenant &maille des
Rhamnacées. Communément appelé en Afrique du "Sedtd. Il forme des touffes de

guelques metres de diametres pouvant atteindree2maut (Borget al, 2007).

=
[
g
rel. Fruit du
Zizyphus lotus
[1.1.2. Classification botanique
Embranchement Spermatophyte.
Sous embranchement Angiosperme
Sous classe Dicotylédone
Ordre Celastrales
Famille Rhamnacées
Genre Zizyphus
Espéce Zizyphus lotugQuezelet al, 1962).

[1.1.3 Composition biochimique duZizyphus lotus
Les études phytochimiques menées slizgphus lotusnontrent la présence des
métabolites primaires et secondaires (Cateiral, 1994).
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a) métabolites primaires
Le tableau ci-dessous indique le pourcentage diEsatits métabolites primaires dans le

fruit du zizyphus lotus

Tableaul. Teneur du fruit de Zizyphus lotusfrais en métabolites

primaires (Catoire et al, 1994).

La fraction de la pulpe du fruit Le pourcentage
Sucres 20% a 32%
lipides 0,1% a 0,3%
protides 0,8% a 2,1%

b) métabolites secondaires

Le fruit deZizyphus lotugst connu par son contenu en molécules biologigneautives

tels que les polyphénols et les triterpénes.
Tableau2. Composition chimiques de différents orgees

végétaux (Borgiet al, 2007 )

Organe végétal Composition chimique Références
» flavonoides.

Fruits e Tannins.

. (Borgi et al, 2007 )
e Saponines.

» flavonoides. (Borgiet al, 2007 )
Feuilles e tanins.
» alcabides.
flavonoides (Borgi et al, 2007)

Ecorces de racines e« tanins

+ Alcaloide.
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[1.1.4 Activités biologiques et thérapeutiques dZizyphus lotus
Les recherches actuelles sur les différemtetivités pharmacologiques déizyphus
lotus ont ressorti plusieurs effets de grande importgmmg la médecine moderne. Parmi ces

effets on souligne les plus importants :

a- Activités anti-inflammatoires

Les flavonoides et les saponines de I'écorce deses duZizyphus lotu®nt montré une
activité anti-inflammatoire significative (Borgt al, 2006).
b- Activités anti-ulcérogéniques
Zizyphus lotugles feuilles, I'écorce des racines) possede urgoitante activité anti-
ulcérogénique attribuée a la présence des taninge®tflavonoides connus par leur effets
gastroprotecteur (Boregt al, 2006).
C -Activité antibactérienne
(Ghédiraet al, 1995) a montré qu'un alcaloide de cette esp&ésepte une activité
antibactérienne significative, sans négliger I'effg/nergique des autres molécules a effet
antimicrobien.
d- Activité antifongique
Plusieurs types de champignons sont inhibés partdesis comme par exemple:
Aspergillus niger Botrytis cinerea, Chaetomium cupreum Collectotrichum graminicola
(Lahlouet al, 2002)
e- Autres activités
Les fruits deZizyphus lotusont décrits comme adoucissant, et entrent dammaitement
de la gorge et les irritations broncho-pulmonaif@s.méme, la poudre des feuilles séches et
des fruits est appliqguée dans le traitement destles (Borgiet al, 2007). D’ailleurs I'écorce
des racines ddizyphus lotugst utilisée dans la médecine traditionnelle densditement du
diabete (Ghedirat al, 1995).
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[I.2. Punica granatum

[1.2.1. Description botanique

Le grenadier est un arbre ou arbuste buissonnarz de5 m de hauteur, légerement
épineux, au feuillage caduc et au tronc tortuelixrdit majoritairement dans toute la région
méditerranéenne, de facon spontanée ou cultivégrdreadier est un arbre ou arbuste buissonnant
de 2 a 5 m de hauteur, Iégérement épineux, auldgeilcaduc et au tronc tortueux. Il croit
majoritairement dans toute la région meéditerranégda facon spontanée ou cultivée (Garater
al., 1961).

Figure2. Fruit du Punica granatum

I1.2.2. Classification botanique

* EmbranchemenSpermaphytes

* Sous-embranchememngiospermes

* ClasseMagnoliopsida

e Ordre:Myrtales

* Famille:Punicaceae

* Genre:Punica

« EspécePunica granatun{Spichegeret al., 2004).

11.2.3. Composition biochimique duPunica granatum

Punica granatunest une bonne source de protéines, fibre, suamgdes, oligo-éléments et
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minéraux et méme des métabolites secondaires.

Taleau3. Composition biochimique dd’unica granatum
Fournier et al, 1948)

Organe végeétal Composition chimique Références
« flavonoides
Ecorce de * Tannins

fruit » Acides polyphénoliques. (Fournieret al, 1948)

» flavonoides .
(Fournieret al, 1948)

e tannins
Feuilles
» acides gras insaturés .
« acides gras saturés (Fournieret al, 1948)
Graines e tannins
e Stérol

[1.2.4. Activités biologiques et thérapeutiques diPunica granatum

* Anticancérigene: les extraits de jus de grenade semblent pouvdentia le
développement des cellules cancéreuses et la formde tumeurs prostatiques
(Malik et al, 2005). D’autre part ils sembleptésenter d’intéressantes et multiples
propriétés contre le cancer du sein, aussi bies darbut préventif que dans un but
thérapeutique (Kinet al, 2002)

» Activité Antioxydante: Des expériences ont été menées afin de compapauleir
antioxydant du jus de grenade a celui d’autresdpidruits. Les résultats de celle-ci
sont répertoriés dans le tableau ci dessous

Ces résultats conduisent le jus de grenade erdé&tenze jus de fruits étudiés, en
effet, il possede le plus fort pouvoir pour inhilbexydation des LDL, et aussi la plus

grande capacité a bloquer les radicaux liljpdaq et al, 2005).

Tableau4.Comparaison entre I'effet antioxydant du jus de greadine

et autre jus des fruits(Afaq et al, 2005)
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Concenti-ation o5 OnCEnITanon apacite a
s h‘vnnls minimale inhibant 0% bloguer les
Jus de fruit concentre PI;I.IEIJ?:IE].'LI d'exvdation des LDL radicaux libres
1) {pL/mlL} (%% de réducton)

(2} 3
Grenade (Pomegranate) 5.0 0,06 a5
Prune rouge (Red phon) 4.2 Q.11 B0
Grappe de raisan (Grape) i3 0,70 47
Canneberge {Cranberry) 25 1,00 47
Eawi (Bawna) 2.2 0,33 FLE
Crange (Orange) 1.6 1.60 11
Pamplemousse (Grapefruit) 1.5 1,40 16
Pomme (Apple) 1.4 L0 55
Ananas (Pineapple) 1.1 1.00 ¥ £
Poure (Pear) 1.1 1.50 5
Péche (Peach) 1.0 2,23 20

» Activité antidiabétique: Les fleurs de grenadiers semblent donc posséd&eties
propriétés hypoglycémiantes. Néanmoins, le modetidta exacte de cette fleur ne

parait pas encore étre totalement élucidé (éafi., 2000)

» Activité antimicrobienne: I'extrait de grenadine permet d’améliorer I'actio
antibactérienne de certains antibiotiques, et derlicontre I'apparition de souches

bactériennes résistantes aux traitements (Betrgh,2005).

Il. Méthodes d’extraction

Les techniques d’extraction sont nombreuses, cegasont utilisées de longue date par
’lhomme, d’autres sont le résultat d’avancées rasemet toutes ont pour but de récupérer un corps
pur (ardbme, médicament...) a partir d’'un mélangeput distinguer :
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[11.1. Méthodes conventionnelles

Le pressage(ou expression): Cette opération consiste a « feamdir » un produit en
exercant une pression.

La décoction On place des plantes coupées en morceaux teddims de I'eau froide ou
un autre solvant et on porte le tout a ébullition.

L'infusion: On laisse tremper des végétaux coupés dans deb@allante ou dans tout
autre solvant a chaud, de facon a y dissoudreriesipes actifs.

L’enfleurage: On étale des pétales de fleurs sur de la graiSsde-ci extrait les parfums
et les odeurs de la plante et, une fois saturteest traitée a 'alcool. Celui-ci est ensuite
évaporé sous vide. Il reste alors un résidu trétumpe, '« absolue », qui servira a la
fabrication des parfums.

Extraction par solvant: L'extraction par solvant consiste a dissoudrectenposé
recherché dans un solvant non miscible avec |'daa eéparer la phase organique
contenant le composé a extraire de la phase aqueeisehoix du solvant obéit a trois

critéres et nécessite la connaissance d'un pampiggsique caractéristique de ce solvant.

. L’Etat physique du solvant : Le solvant doit éicpiide a la température et a la

pression ou I'on réalise I'extraction.

. Miscibilité du solvant : Le solvant doit étre noriseible a la phase qui contient

initialement le composé a extraire.

. Solubilité: Le composé a extraire doit étre trdsisie dans le solvant. C'est-a dire,
beaucoup plus soluble dans le solvant que dandilurou il se trouve initialement

(milieu agueux en général).

. Densité du solvant: Il est nécessaire de conneétgarametre car c'est lui
qui détermine si la phase organique, contenardrigosé a extraire, se trouve au dessus

ou en dessous de la phase aqueuse (a éliminer)atapsule a décanter.

Soxlet Dans un systéme conventionnel de Soxlet; lagratiégétale est placée dans
une cartouche, et remplie de solvant frargleasé a partir d'un ballon a distiller.

Quand le liquide atteint le niveau de débardnt, un siphon aspire la solution de
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la cartouche et la décharge de nouveau danallmta distiller, portant les corps dissous
extraits dans le liquide en bloc. Dans le ballergdrps dissous (soluté) est séparé du

solvant par distillation. Le soluté reste danddedn et le solvant frais passe de nouveau
dans le lit de solide. L'opération est répéjusqu'a ce que l'extraction complete soit

réalisée.

% Hydro-distillation : Les plantes sont placées dans un alambic, paisfiges avec de I'eau.

l1.2.

La chaleur intense fait exploser les petites pocuexontiennent les huiles, et celles-ci se
répandent dans la vapeur d’eau. Elles sont ensaibalisées dans un condensateur et
réfrigérées pour se liquéfier a nouveau. A la eprin essencier ou «séparateur florentin»
sépare I'huile qui flotte a la surface de I'eauddsillation, (ou hydrolat), a base de fleurs ou

d’herbes aromatiques.

Méthodes modernes

+* Le CO2 supercritique : L'état supercritique est un état qui n’est ni ldgini gaz. La

pression est alors supérieure a 74 bars et la tatopé supérieure a 31°C. A cet état, le
CO2 a des propriétés particulieres. En effet, gggale un bon pouvoir extractant, Le
procédé d’extraction par CO2 supercritique fonaimnren circuit fermé. Ce circuit
comporte des organes de mise en pression (pongie=), température (échangeurs) afin
d’amener le CO2 au-dessus du point critique. Lalgitca traiter en extraction est placé
dans un extracteur traversé par le flux de CO2fllide se charge en composé extrait,
puis il est détendu, passe en phase gazeuse épae slu composé extrait. Ce dernier est

recueilli & I'état liquide(ou pateux) dans un sépeaur

« L’hydrodistillation assistée par ultrasons: Il s’agit dans ce cas précis d’'un traitement «

pré » ou « post » opératoire. En effet, les mioritadons générées par les ultrasons,
désorganisent la structure des parois végétalesammeoent les zones cristallines
cellulosiques. Les ultrasons favorisent la diffusiet peuvent modifier I'ordre de

distillation des constituants des huiles essenaselDans certains cas, les rendements en

huile essentielle sont augmentés et les cinétigoeslérées.

« L'expression a froid : Il s’agit d'un traitement mécanique qui consistedéchirer les

péricarpes riches en cellules sécrétrices. L'esstbérée est recueillie par un courant d’eau
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Les différentes méthodes d’extraction, conventitiaeeet modernes peuvent étre résumées dans

le

et recoit tout le produit habituel de I'entrainermnara vapeur d’eau, d’ou la dénomination

d’huile essentielle.

tableau ci-dessous.

Tableau5. Différentes méthodes d’extraction, leurs avantagest inconvénients.

U7

A\1%4

Méthodes avantages Inconvénients
M » Décoction, infusion » Totalement naturel e Longue durée
E » Facile a réaliser  La montée de
L température peut
o) dégrader les principes
D actifs.
E
S » pression e Faible consommation » risques de dégradation
d'eau et d'énergie de la qualité

e trés longue durée
- » enfleurage » Totalement naturel * Oxydation due a
R e Température faible I'exposition a l'air
A e Tres longue durée
D » Extraction par solvant » Température faible * Solvants peuvent étre
! » Extraction des plantes toxiques
IT fragiles * Longue durée
O ———— . .
N > Hydrodistillation » Facile a réaliser » Température élevée
N Traditionnelle » Longue durée
E + Réalisée sur faible
L quantité de plantes
L
g > Soxlet * Installation simple * Durée longue

* Impossible d'accélérel

I'opération par agitation
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» CO2 supercritique

Pas de solvant
dangereux

Pas de dénaturation
d'odeurs due aux
produits chimiques
CO2 adaptable a tou

les plantes

[

Installation couteuse

» Expression a froid

Totalement naturel
Température faible

Réalisable
sur les agrumes
Oxydation  due
contact a I'air
Trés longue durée

seulemen

au

> Ultrasons

Température faible
Rapidité

Pas de solvants
chimiques polluants

Cout de l'installation

Cette description des procédés d’extraction mdatoomplexité des processus d'obtention

des huiles essentielles ce qui entraine une présamge colt élevé qui dépend du colt des

matieres premiéres, solvants, installations, eefgie utilisée.

IV. Activités biologiques

IV.1. Activité antimicrobienne

IV .1.1 Activité antibactérienne

La premiere mise en évidence de l'action des dstides plantes médicinales contre les

bactéries a été réalisée en 1881 par DelacroixuiBgpe nombreuses huiles ont été définies
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comme antibactériennes. Leur spectre d’actiortrestétendu, car elles agissent contre un large
éventail des bactéries, y compris celles qui dfpdat des résistances aux antibiotiques. Les
extraits des plantes médicinales agissent aussidbieles bactéries Gram positives que sur les
bactéries Gram négatives. Toutefois, les bastéram négatives paraissent moins sensibles a

leur action et ceci est directement lié a la stmectle leur paroi cellulaire (Burt, 2004).

Les composés chimiques de plus grande efficaciéépdiis large spectre sont des phénols
(thymol, carvacrol) des alcools;-{erpineol, terpinen-4-ol, linalol), des aldéhgddes cétones
et plus rarement des terpenes ( Dorman et Deaf8).20

Les alcools sont généralement plus connus paurdetivité létale que bactériostatique
sur les cellules végétatives. lls agissent en démat les protéines, comme solvants ou comme

agents de déshydratation (Dorman et Deans, 2000).

Les aldéhydes sont de puissants agents arinens. Un groupe aldéhydique conjugué
a une double liaison est fortement électronéghéé composés électronégatifs peuvent induire
des réactions de transfert d’électrons et réagc ales composés nitrés vitaux pour la bactérie :

protéines et acides nucléiques (Dorman et Deai@§))20

Les polyphenols sont responsables de dégatsimiéles au niveau de la membrane. Le
thymol et I'eugénol sont responsable de I'actifiiggicide et bactéricide des huiles essentielles
qui en contiennent (Lambert, Skandamiisl, 2001). La molécule de thymol a un effet inhibite
et létal sur diverses souches, ddoascherichiae coliet Staphylococcus aureyssur lesquelles
elle provoque des fuites d’ions potassium K+. Rassteneurs en phénols sont élevées, plus les
huiles essentielles sont efficaces (Cosengthal., 1999).

VI .1.2. Activité antifongique

Le pouvoir antifongique des plantes aromatiquete args en évidence par de nombreuses
études contres les moisissures et les champigrethsgenes tels que I'étude de (Prudsnal,
1995) qui a noté que l'huile essentielle de citmentrent une activité antifongique contre

Aspergillus niger Penicillium chrysogenumet d’autre moisissures.

IV.2. activité Antioxydante
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IV.2.1.Définition

Un antioxydant est défini comme étant toute sulo&tagui peut retarder ou empécher
I'oxydation des substances biologiques, ce sostadenposés qui réagissent avec les radicaux
libres et les rendent aussi inoffensifs (Vanssz004).

VI1.2.2. Mode d’action des antioxydants

D’une maniére générale un antioxydant peut empéahgrdation d’un autre substrat en
s’oxydant lui-méme plus rapide que celui. Un tééefésulte d’'une structure de donneur d’atome
d’hydrogene ou d’électron souvent aromatiques,deadérivés du phénol. En plus leurs radicaux
intermédiaires sont relativement stables du falbd#élocalisation par résonance et par manque de

position appropriées pour étre attaqué par I'oxgg@oléculaire.

Les antioxydants en fait bloquent l'initiation eangplexant les catalyseurs, en réagissant
avec I'oxygéne ou des agents de terminaison capalelalériver ou piéger les radicaux libres en
formant des produits finis non radicalaires. D’agten interrompant les réactions en chaine de
peroxydation, en réagissant avec un radical d’agdes .Tandis que dautres antioxydants
absorbent I'énergie excédentaire de I'oxygéne satquour la transformer en chaleur (Vanssant,
2004).

VI .2.3. Types des antioxydants

Antioxydant de type |: il s’agit de substance capable d’interromprecha@ine radicalaire en
cédant un hydrogene a un radical libre lipidiques ltadicaux qui se forment sont relativement
stables et ne possedent pas d’énergie suffisanie gmacher un hydrogéne aux lipides. lIs

subissent une réaction d’arrét aboutissant a fadtbon de produit non radicalaire.

Antioxydant de type Il : les antiradicaux de cette catégorie sont leBpo®és qui agissent en
empéchant ou en diminuant la formation des radiddnes; les plus utilisés sont les agents

complexant des ions métalliques réduisant I'effetgxydant des ions (exp : acide phosphorique)
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Antioxydant de type Il : ils regroupent les facteurs de I'environnemenit @ut une action
antioxydant, en agissant sur le potentiel redoxndlieu, la température, la pression de I'oxygene,

la lumiere, 'emballage des produits aussi permeeminimiser I'exposition a l'air et a la lumiere.

V. Polyphénols
V.1. Définition

Les polyphénols constituent une famille de molésui@s largement répandues dans le
regne végétal. On les trouve dans les pdardepuis les racines jusqu’aux fruits. Les
polyphénols sont des métabolites secondagesqui signifie gu’ils n’exercent pas de
fonctions directes au niveau des activitesdémmentales de I'organisme végétal, comme la
croissance, ou la production.

L'expression de « composés phénoliques » 8ksée pour toutes substances chimiques
possédant dans sa structure un noyau aramatigprtant un ou plusieurs groupements

hydroxyles.

V.2. Réles des polyphénols

» Chez les plantes

Les composés phénoliques en particulier les flaid@soseraient impliqués dans un certain
nombre de fonctions:
- assurent la pigmentation des fleurs, degisf et des graines pour attirer les pateurs.
- représentent un systéme de défense contre lamsisnges micro pathogenes.
- protégent les plantes contrent les radiations ésiVabsorbant a la fois ces radiations et les
especes réactives de I'oxygene formées.
- interviendraient dans la fertilité des plantekajermination du pollen ( Stalikas, 2007)

» Chez 'lhomme

Plusieurs propriétés biologiques ont été attribaépspolyphénols:
» Anticancérigenes: (L&t al, 2008)

* anti-ulcéreuses: Martiat al, 1993



: - UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
Q = FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES
FST FES Département de Biologie

» anti-inflammatoire : (Nowakowska, 2007)

* Analgésiques: (Borsatet al.,2000)

Les polyphénols sont également utilisés déndustrie agro-alimentaire comme additif,

colorant, ardme ou agent de conservation (Brundi@eo).

Moateriel et methodes
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|. Echantillonnage
Nous avons travaillé sur deux plantes :
» fruit dezizyphus lotus.
e écorce ddPunica granatunou malicorium.
Les échantillons, ont été récupérés de chez urotistd, ensuite ils sont broyés a
I'aide d’'un broyeur pour augmenter la surface daje entre le solide et le solvant et faciliter

I'extraction, la poudre ensuite est conservéalri’'de la lumiere

Il. Microorganismes utiliséset milieux de culture
Les microorganismes, leur origine, et les milieexcdlture sélectionnés (voir annexe) pour la
réalisation de ce travail sont résumés dans leaalti dessous.

Tableau7. Microorganismes, leurs sources et milieux de cultar

Souches microbiennes Source Milieux
Staphylococcus aureuSram+ Laboratoire BM de FST milieu Chapman
Escherichiae coliGram- Laboratoire BM de FST milieu EMB
Bacteria lactiques Gram+ Laboratoire LASSA de EST Milieu MRS
Listeria monocytogene&ram+ Laboratoire de microbiologie de -

I'hopital ELGHASSANI Milieu TSA
Penicillum expansum Laboratoire BM de FST Milieu sabouraud
Geotrichum candidum Laboratoire LASSA de EST Milieu sabouraud

[1l. Méthodes
I11.1. Teneur en eau

Pour déterminer la teneur en eau, on fait ufessiccation de la matiere fraiche a la



FST FES

UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES
Département de Biologie

(=

température de 103°C dans une étuve isothermédéeependant 24h. La teneur en eau est la
différence entre le poids de I'échantillon avantaptes la dessiccation lorsque leur poids soit
constant (Audigiet al, 1987)

H% = (m 1-m2)/ (ml-mo) *100

* H% : taux d’humidité ou teneur en eau.
* My: lamasse de la capsule vide en (g)
* M;j: la masse de la capsule contenant la prise d’egaai aéchage (en Q)

M, :la massa de la capsule contenant la prise d’esses aéchage (en Q)

[1l.2. Préparation des extraits
L’extraction des deux échantillons est effectuée laa méthode d’infusion, en effet,
plusieurs concentrations des deux échantillons étinpréparés avec de I'eau bouillante (32ml) et
restées macérées pendant 2h sous agitation, lastd#icims obtenus ont été filtrés et conservés a
4°C.
Tableau8. Gamme de concentration en extrait

Quantité d’échantillon (g) Concentration (g/ml)
0.1 0,0312
0.2 0,0625
0.3 0,09
0.4 0,125
0.5 0,15
1 0,31
15 0,46
2 0,62
4 1,25

IV. Analyse qualitative des composeés polyphénoligs
» Chromatographie sur couche mince
Pour une détermination de présence ou non deplpiipls dans les différents extraits du
fruit de Zizyphus lotuset I'écorcedu fruit dePunica granatumune chromatographie sur couche

mince (CCM) a été réalisée. Cette technique deratipa est basée sur l'utilisation d’'une phase
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mobile (solvant) le long d’'une phase stationn&y@ de silice), dont la séparation dépend des
phénomenes d’adsorption et de partage.

L’analyse des extraits est effectuée par un syst@enséparation BAW (butanol/acide
acétigue/eau) avec des proportions (60/15/35).idéagallique est un acide phénolique utilisé
comme un standard.

5 ul de chaque extrait et de standard (20mg d’agadleyjue/100ml), sont déposés et les
plaques sont ensuite introduites dans la chanderenigration préalablement saturée par la
vapeur de la phase mobile. Apres migration,plagues sont sécheées, puis visualisées par un

systeme de révélation physique sous UV a 254nnmi¢@Baaal,. 2005).

V. Analyse quantitative
» Dosage des polyphénols

Afin de caractériser les différents extraits prégaa partir du fruit dZizyphus lotuset
ecorce du fruit dePunica granatumun dosage des polyphénols totaux a été effectuéhbix du
dosage de cette substance réside dans le fainquajorité des propriétés biologiques des plantes
leur sont attribués. Ce dosage repose surédetif de Folin-Ciocalteu qui est constituard’
mélange d'acide phosphotungstique et d’'acide phmaplybdique. L'oxydation des phénols
réduit le réactif en un mélange d’oxyde bleu degti@ne et de molybdéne. L’intensité de la

couleur est proportionnelle au taux de composéngiiyties oxydeés (Boizot al., 2006).

» Préparation de la gamme d’étalonnage
On prépare une solution mere de l'acide galliquagRqu’on dissout dans 100ml d’eau
distillée (S1), on dilue la solution en prélevanilSle la solution meére puis on ajoute 5ml d’eau
distillée et on obtient la dilution (S2), on preesml de la (S2) et on ajoute 5ml d’eau distillée

pour avoir dilution (S4), on refait la méme progeglpour les autres dilutions (voir annexe)

» Détermination de la teneur en polyphénols
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0.5ml de chaque extrait est ajouté a 0.5ml de ldiatillée et 0.5 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu, aprés 3 mn, on ajoute 0.5 ml de carleodat sodium a 20 % et on laisse incuber
pendant une heure a température ambiante a I'alda limiere.
Le blanc est représenté par 0,5 ml d’eau distdidditionnée de 0.5 ml de Folin-Ciocalteu et 0.5
ml de carbonate de sodium a 20 %.
La lecture des absorbances est faite & 760 nmgs aggéation et repos d'une heure. La
concentration en composés phénoliqgues totaux esrndi@ée en se référant a la courbe
d’étalonnage (Boizot et Charpentier, 2006).

Ce dosage a été effectué au laboratoire de biotdmdie de la faculté de médecine de Fés.

VI. Analyses biologiques

VI.1. Test d’activité antimicrobienne

Afin d’évaluer I'activité antimicrobienne des extgobtenus, nous avons utilisé la

meéthode de diffusion en milieu gélosé (Cabal, 2006).

> Repiquage des microorganismedes différentes germes ont été repiqués par khodé des
stries, puis incubés a 37 °C pour les bactéri®@) éC pour les champignons afin d'obtenir des

colonies isolées qui vont servir a la préparatiedidoculum.

> Préparation de l'inoculum: des colonies bien séparées des espéces micrebieoncernées
ont été prélevées a l'aide d'une anse stérilerabbénéisées dans 10 ml d’eau physiologique
puis portées a l'incubation pendant (18-24) hear&°C pour les bactéries et pendant 48h a
30 °C pour les champignons.

» Ensemencementdes boites de pétrie stériles préalablement esulsont ensemencées par
étalement a l'aide d'un rateau stérile, I'ensenmante s'effectue de telle sorte a assurer une
distribution homogéne des microorganismes. Ensuwitalépose un disque stérile de papier
Wattman de 6mm, a l'aide d’une pince stérile, ggrdermes au tout début de leur croissance.
10ul de l'extrait y est ajouté ensuite, et le dimméd’inhibition, qui traduit l'activité
antibactérienne, est ainsi déterminé apres incutati

> Lecture: Il est a rappeler que la lecture s’effectue tolgam comparaison avec une boite
témoin qui ne contient que le milieu de culturéeegerme a tester. Cette boite est toujours
ensemenceée en méme temps que les autres boiwssded mémes conditions. La croissance au

niveau des boites témoins est totale et complétssapcubation.
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» Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI): Apres incubation,
'observation de la gamme de concentration désanite en échantillon permet d’accéder a
la CMI, qui correspond a la plus faible cortcaiion en extrait capable d’inhiber la
croissance bactérienne (Clebial,, 2006).

V1.2 Test d’activité antioxydante
o Test préliminaire
Afin de détecter l'activité antioxydante des exsaqueux de I'écorce du fruit dRunica
granatum et du fruitzizyphus lotuson a testé des pommes de terres déja broyées mélange
avec les extraits, on laisse le tous a une teriyrérambiante jusqu’a brunissement du témoin.

0 Testdu radical diphényl picryl hydrayl (DPPH)

Afin d’étudier l'activité antiradicalaire des ftlirents extraits, nous avons utilisé la
meéthode basée sur le DPPH comme un radicalvetaént stable qui se caractérise par son
adaptation a plusieurs échantillons dans une coluntée, aussi il est assez sensible pour détecter
les ingrédients actifs a des basses concentrations.

Dans ce test les antioxydants réduisent le DPRitayne couleur violette en un composé

jaune: le diphényl picryl hydrazine (Sancleal, 2002).

L’activité antioxydante des différents extraitl Zizyphus lotu®tPunica granatum

vis-a-vis le radical DPPH a été évaluée par spphtitomeétrie a 517 nm.

D AC e
@?_Z@ @% «

Diphenylpicrylhydrazyl Antioxydant-OH — DiphenylpicrylhydrazineAntioxydant-O-

(Couleur violet) (Couleur jaune)

Figure3. Réduction du radical DPPH

> Protocole
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Selon (Sanchezt al, 2002) on a utilisé la méthode suivante :
La solution de DPPH est préparée par solalitin de 5 mg de DPPH dans 25ml d’éthanol
absolu.Séparément et dans 3 tubes, on prépare :
» Echantillon : 0 ,4 ml DPPH + 100ul d’extrait + 1.béthanol absolu
» Contréle négatif : 0,4ml DPPH + 1,6ml Ethanol
» Contréle Blanc : 100ul d’échantillon + 1.9 d’étbhabsolu

Aprés agitation par un vortex, ledes sont placés a I'obscurité a température
ambiante pendant 30 minutes. La lecture est e#egbar la mesure de I'absorbance a 517 nm.
L’activité antiradicalaire est estimée selon lanfafte suivante :

% d’activité antiradicalaire = [(AbsC-Abs éch)/Abs C] x100
Ou:

Abs éch absorbance de I'’échantillon.
Abs Controle: absorbance du contréle.
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Resultots et discussion

|. Teneur en eau
D'aprés laformule: H% = (m1-m2y/ (mi-mgy *100

Les valeurs de la teneur en eau de I'extrait di dlezizyphus lotugt I'écorce du fruit
de Punica granatunsont respectivement 3,33% et 7,33%

Les résultats ont révélé un taux d’humidité ieféne a 10% pour les deux plantes étudiées. Ceci
s’explique par la conservation pendant de longueéas, et méme la répartition géographique
des deux plantes qui sont répartis surtout dandifeats chauds.

Il. Préparation des extraits
La couleur, l'aspect, 'odeur ainsi que le pH deque extrait sont représentés dans le

tableau ci-dessous.
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TableaulO. Aspect, couleur, odeur et pH des deuxteaits

Aspect Couleur Odeur pH
Zizyphus pateux Marron foncé Piquante rappelant 'odeur dé¢ 6
lotus zizyphus lotus
Punica pateux Jaune foncé Piquante rappelant 'odeurde 6
granatum grenadine

lll. Analyse qualitative des composés polyphénoliges

» Chromatographie sur couche mince

Le résultat de la CCM a été obtenu aprés 20mm deation des extraits sur la plague de
silice, les tache®rmées par les deux extraits decbéce du fruit ddPunica granatunet zizyphus
lotus ont le méme niveau de migration que celui formélja@ide gallique (RF = 0,66) ce qui
suggere la présence des polyphénols.

Cela est confirmé par I'étude de (Kriventszhval, 1970) et(Fournieret al.1948)qui ont
montré, respectivement, la présence des polyphéais les fruits dZizyphus lotuset dans
I'écorce du fruit dPunica granatum

IV. Analyse quantitative des extraits
» Dosage des polyphénols

Une courbe d’étalonnage s’avere nécessaire pounaitod la quantité trouvée en
polyphénols dans nos extraits, cette courbe estseptée ci-dessous :

DO



UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES
Département de Biologie

m

FST FES

45 y=213,36x+0,226
' R2=0,9309
4 &

1 ®
0,5

0

0] 0,005 0,01 0,015 nno nnag

Figure4. Courbe d’étalonnage d Concentration

En se repérant sur cette courbe d’étalonnagkaalde gaIITque: on a pu déterminer les
valeurs de polyphénols représentées sur le tabled@ssous.
Tableaull. Taux de polyphénols des deux extraits

Taux de polyphénols
Punica granatum 18@
Zyziphus lotus 15@
(a) : ug d’équivalent d’acide gallique par milligrammiiextrait

Les résultats du dosage des polyphénols totauxtreminque les extraits du fruit

zizyphus lotugt de I'écorce du fruit déunica granatumsont riches en polyphénols.
V. Activités biologiques

V.1. Activité antimicrobienne des extraits

Les zones d’inhibition (en mm) des différentes @mrations (mg/ml) étudiées des deux
extraits sont représentées dans les deux tabseavents.
Tous les résultats sont exprimés par la moyenrerdpétitions.
1- Ecorce du fruit de Punica granatum

Tableaul2. Zone d’inhibition (mm) des différentes concentrat (mg/ml)
d’extrait de I'écorce du fruit dBunica granatum
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3,12.10° | 6,2.10° | 9.10° | 0,12| 0,15 0,31 0,46 02'6 1,25
E.coli 0 0 0 0 10 12 16 18
S.aureus 0 0 9 10 10 11 13 16
L.monocytogenes 0 0 9 11 13 15 17 17
B.lactiques 0 0 0 7 10 12 13 13 12
G.candidum 0 0 3 11 14 16 17 21
P.expansum 0 0 0 0 0 0 2 10

2 —Fruit de Zizyphus lotus
Tableaul3. Zone d'inhibition (mm) des différentes concentraigmg/ml) d’extrait du fruit de

zizyphus lotus

31210 162101910 | 545 | 015 | 031 048 062 125
E.coli 0 0 0 0 0 0 9| 10| 12
S.aureus 0 0 0 0 0 7 8 9 10
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L.monocytogenes 0O 0 0 0 0 8 8 9 11
B.lactiques 0 0 0 0 0 7 7 9 10
G.candidum 0 0 0 0 0 0 0 6 8
P.expansum 0 0 0 0 0 0 0 5 9

Les deux tableaux montrent 'augmentation du diaen@és zones d’inhibition en fonction
de la concentration, en effet; on observe de fargearts dans les diamétres des zones
d’inhibitions obtenues, allant de 2 mm a 21 mm pkextrait de I'écorce du fruit Punica
granatum et de 5mm al2mm pour I'extrait de fruit dieyphus lotus

D’apreés les résultats obtenus, il apparait queetoles souches microbiennes testées
sont trés sensibles vis-a-vis des deux extraitsjuseconfirme le spectre large de l'activité
antimicrobienne du fruit deizyphus lotugt écorce du fruit dBunica granatumméme si Le
diamétre de la zone d’inhibition et la CMI diffated’'un microorganisme a un autre

Les CMI des deux extraits sont représentés piaguee5 et 6 ci-dessous :

_ M E.coli

- M 5.aureus

M L.monocytogenes
m B lactigues
—— m G.candidum

P.expansum

Germes

Figure5. CMI en mg/ml de I'extrait de I'écorce du fuit de punica granatumen fonction

des germes testés
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0 -lr ~ — mBlac
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.'J((
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Germes
. /

Figure6. CMI de I'extrait du fruit de zizyphus lotusen fonction des germes testés.

D’apres les résultats, I'extrait de I'écorce detfde Punica granatumest montré tres actif
envers toutes les bactéries (avec des CMI: 0,31mgdur E.coli, 0,12mg/mlpour S.aureus
L.monocitogeneset bactéries lactiquepar rapport a l'extrait deizyphus lotus (ou les CMI
sont 0,46mg/mlpour E.coli, 0,31mg/ml pourS.aureus, L.monocytogenest les bactéries
lactiques

Pour l'effet antifongique, I'extrait de I'écorcee druit de Punica granatumest montré
actif enversG.candidum et P.expansumqui sont inhibés respectivement a partir de CMI :
0,12mg/ml et 0,62mg /ml, par rapport a I'extraitfduit de zizyphus lotusqui les a inhibés a partir
0,62mg/ml.

Il apparait que les souches d&eaureus, L.monocytogenes des bactéries lactiques
(G+) sont les plus susceptibles par comparaison lgesouches dg&.coli (G-); ceci peut

étre expliqué par la différence de la structureladparoi entre les bactéries gram positives et
les bactéries (G-) (Ali-Shtayedt al, 1998).
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Globalement, nos extraits sont révélés riches dgppénols, on peut dire alors que
I'activité antimicrobienne de ces extraits est dae,moins partiellement, a la présence des
polyphénols, cela est confirmé par I'étude de (ketgal, 1999) qui a attribué I'activité

antibacterienne a la présence des polyphenols.

Les teneurs en polyphénols dans les extraits des plantes étudiées sont tres proches,
cependant, I'activité antimicrobienne de I'extrdé I'écorce du fruit ddPunica granatumest
plus importante. Cela peut étre expliqué par lé dae cet extrait peut contenir en plus des
polyphénols d’autres composés qui réagissent ezrgin

Le tableaul4 montre les différentes zones d’infbiengendrées par les deux extraits.

Tableaul4zones d'inhibition des deux extraits selon diffésegermes



Punica granatum

» Zizyphus lotus

ELLAH

o

» Listeria monocytogenes

> Bactéries lactiques

» Geotrichum candidum
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» Staphylococcus aureus

> Penicillum expansum

V.2. Effet antioxydant
> Test préliminaire
On remarque que le témoin est devenu brun par edixtrait aqueux a permis aux
pommes de terre de garder sa couleur naturelle.
Cela peut étre expliqué par I'effet antioxydant desaits qu’on va confirmer par le test DPPH.
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v Zizyphus lotus

v" Temoin v Punica granatum
Figure7. Effet des deux extraits sur la pomme de tee

» Test du radical DPPH

Les profils d'activité antiradicalaire obtenugvelent que les extraits dizyphus

lotus possédent une activité antiradicalaire de l'ordee 85,79% et I'extrait ddPunica
granatum de I'ordre de 87,43%.

4 .
87 50% |
B7.00% |
B6.50% |
26 .00%
B5.50% o —
85.00% || =
BASO9s L
Zizyphus lotus
Punica granatum
W Zizyphus lotus = Punica granatum
. >

Figure 8. % d’activité antiradicalaire des deux exraits

Ce résultat est confirmé par la recherche dee(Lal, 2005), qui a montré que le fruit du
Zizyphus lotus un effet antiradicalaire important 83,56% .

( Seeranet al, 2006) a montré également que I'écorce du freigtenadine démontre des
propriétés antioxydante trés importante.

Comme la littérature suggére que I'activité axydante des extraits végétaux est due a la
présence des molécules polyphenoliques (ketngl, 2003) , on peut contribuer cette forte

activité des deux extraits a leur richesse aux am@p phénoliques dont I'extrait de I'écorce
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du fruit de Punica granatumposséde la plus forte teneur en polyphénols dosés
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Conclusion et perspectives

e L’étude de I'activité biologique des extraits duifrdu Zizyphus lotust I'écorce du fruit

de Punica granatumnous a permis d’obtenir des résultats intéressants.

» lanalyse qualitative des extraits par chromatogi@gur couche mince a montré sous UV,

la présence des polyphénols totaux.
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L’analyse quantitative des extraits par un dosage mblyphenols a montré une teneur

considérable en polyphénols pour les deux extagjteux.

Le test de I'activité antimicrobienne des extrajiar la méthode de diffusion en milieu
gélosé, a montré que les deux extraits testés adifs. D’ailleurs toutes les souches
microbiennes testées (bactéries et champignons)rduhées, avec des zones d’inhibition
et CMI différentes.

La méthode de DPPH a révélé que ces deux extmitsastifs comme piégeurs du radical
DPPH .

En fin, 'ensemble de ces résultats obtenus irevie constitue qu’une premiére étape dans
la recherche de substances et sources naturedlegjiguement actives, nous envisageons
comme perspective d'utiliser des méthodes modgraes|’extraction des principes actifs,

et de valoriser leur présence par des technig@éessess comme la CPG-SM et la RMN.
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Annexes

Annexel.Composition des différents milieux de culture.
Milieu Chapman :

Peptone......coovviiiiiii 0,09
Extrait de viandele boeuf :....................... 10g
Chlorure de sodium..........ccccceeeeevvrnnnn. 75,09
Mannitol @ .....cooeviieeeieieeeee e ]0)]
Rouge de phénol.........ccccooeeeiiiienennn. 0,025¢g
AQAar-Agar:.....ccoooiiiiiiiiiiieeei e 190

DEPLONE ...t 10,0g
lactOSe. ..o, 10,0 g
BOSINE. ... 0,49
bleu de méthyléne..................... 0,0625 g
hydrogénophosphate getassium...... 200
AOAN e 15,09

PEPLONE. ... 10,0 g
extrait de viande.......................... 8,0¢
extrait de levure......................... 409
GIUCOSE.....cvi i, 20,09
Acétate de sodium trihydraté......... 50¢9

Citrate d'ammonium.....................2,0 g
Tween80......c.covviiiiiiii e, 1,0 ml

hydrogénophosphate de potassium2,0 g

sulfate de magnésium heptahydratéd,2 g

sulfate de manganése tétrahydrat®,05 g
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® AQA6 10,09

Miliau TSA:

» Peptone de caséine......................17,0 g

» Peptone de farine de sqja............... 3,09

o gluCOSE.....evviiii i 25¢g

e Chlorure de sodium....................... 50¢9

» Phosphate dipotassigue................. 250
Sabouraud :

o Peptone.....iiiiiiii, 10g

* GIUCOSE......uvveiiiiiieiee e, 209

o Agar-agar......ccccooeeeiiiieiiiiieeeieeeeennn 15¢

e extraitde levure..................... 4049

annexe2. Gamme d’étalonnage de I'acide gallique

Concentration(g/ml) 0.00016 | 0.000312 0.0006250.00125 | 0.0025 0.005 0.01 O.

DO 0.042 0.108 0.193 0.424 0.894 1.776  3.09¢4
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Résumeé :

Les extraits naturels issus des végétaux contiennare variété de molécules
biologiqguement actives. Dans ce contexte nous atanié d’évaluer I'activité antimicrobienne et
antioxydante des différents extraits préparés &rphu fruit du Zizyphus lotust de I'écorce du
fruit de grenadine. L’analyse qualitative de cesrats par CCM a révélé la présence des
polyphénols dans différents extraits , ce ci esifiomé par une analyse quantitative basée sur le
dosage des polyphénols totaux dont les deux exsaitt riches en polyphénols (fheéquivalent
d’acide gallique par mg d’extrait du fruit dezyphus lotugt 181g équivalent d’acide gallique par
mg d’extrait de I'écorce du fruit de grenadine)évaluation de I'activité antimicrobienne des
différents extraits a révélé une puissante actol® deux extraits, surtout I'extrait de I'écoree d
fruit de grenadine. L’étude de I'activité antioxyde par le test du DPPH a révélé un pouvoir
antioxydant proche des deux extraits. A partir e résultats, on peut dire que les extraits les plu

riches en composeés phénoliques sont les extrpitsigoir antioxydant puissant.

Mots clés: Zizyphus lotusPunica granatumactivité antimicrobienne, activité antioxydante,

composeés phénoliques.



