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Introduction

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des plantes et sont
synthétisés en adaptant les plantes a plusieurs conditions de stress biotiques et abiotiques,
tels que le froid, I'humidité, l'infection, la sécheresse, la température et les carences
nutritionnelles (Dicko et al., 1995). On les trouve largement dans les Iégumes, les fruits,
les Iégumineuses, les céréales, les noix et les jus. Apres consommation, ils peuvent réduire
le développement de plusieurs maladies dégéneératives humaines, telles que les maladies
coronariennes, le cancer, I'hypertension artérielle, le diabete, I'ostéoporose et les maladies

neurodégénératives (Pandey et Rizvi 2009; Adefegha et al., 2014).

Dans la nature, en particulier dans le regne végétal, les plantes contiennent de
nombreuses substances biologiquement actives qui peuvent fournir des sources naturelles
et nouvelles d'agents antibactériens (Zellagui et al., 2012). Comme le clou de girofle
(Syzygium aromaticum) et la grenade (Punica granatum L.), ce sont des plantes
médicinales traditionnellement utilisées. Ils sont riches en métabolites secondaires, en
particulier avec une variété d'effets biologiques, y compris des activités anti-
inflammatoires, antimicrobiennes, anticancéreuses et antioxydantes (Maoyadi, 2004;
Curry, 2004; Bachiega et al., 2012; Abd EI Azim et al., 2014; Merzouk et al. 2019).

La biodiversité de I'Algérie (faune et flore) est étonnamment riche, elle
comprend de nombreuses espéces, dont plus de 3000 espéces appartiennent a plusieurs
familles végétales. Plus de 15% de ces plantes sont endémiques, avec peu d'exploration
(Hanifi, 1991).

Dans le cadre de nos recherches, nous nous intéressons a la recherche
phytochimique de deux plantes, le premier est Syzygium aromaticum «Le clou de girofle»
de la famille des Myrtacées. La deuxiéme plante c'est Punica granatum L. «La grenade» de
la famille des Punicacées.

Ce travail est divisé en deux parties principales :

Dans un premier temps, nous procédons a une revue de la littérature de ces
deux plantes et menons des études antérieures sur leurs utilisations traditionnelles et les
métabolites secondaires identifiés.

D'autre part, la deuxiéme partie est la partie expérimentale, nous décrivons le
protocole d'extraction et lI'analyse de quelque parametre phytochimique du clou de girofle
et des écorces de grenade, la seconde partie décrira et rationalisera les résultats obtenus et

enfin, la conclusion et les perspectives de 1’étude.
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I. Clou de girofle Syzigium aromaticum

1. Généralités sur le clou de girofle

1.1. Historique

Le giroflier est originaire des Moluques, d'Indonésie et exotique au Breésil, en
Haiti, en Inde, au Kenya, a Madagascar, en Malaisie, a Maurice, au Mexique, aux
Seychelles, au Sri Lanka et en Tanzanie. Madagascar et Zanzibar (Tanzanie) sont les
plus grands fournisseurs de clous de girofle en Afrique, avec une production annuelle
d'environ 20 000 a 27 000 tonnes, tandis que le Kenya et le Togo et le Sri Lanka, la
Malaisie, la Chine et la Grenade fournissent environ 5 000 a 7 000 tonnes par an.

L'Indonésie reste le premier producteur mondial, avec une production de clous de

girofle secs de 70 535 tonnes en 2008 (Mbaveng et Kuete, 2017).

La figure 01 montre la répartition géographique de clou de girofle en Afrique.
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Figure 01 : répartition de clou de girofle en Afrique (Ranoarisoan et al., 2012).
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1.2. Biologie du clou de girofle

1.2.1. Classification
La classification scientifique des especes correspond a la classification

systématique mondiale qui classe Syzigium aromaticum (Ghedira et al., 2010) comme
suit:

Régne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophta

Embranchement : Magnoliophyta (= phanérogames)

Sous-embranchement : Magnoliophytina (= angiospermes)

Classe : Magnoliopsida(= dicotylédones)

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Syzigium

Espéce : S. aromaticum
1.2.2. Description botanique

Le giroflier ou girofle (Syzigium aromaticum) est un arbre a feuilles
persistantes qui peut atteindre une hauteur de 8 a 12m, avec de grandes feuilles et fleurs
groupées a la fin. Les boutons floraux ont d'abord une légére ombre, puis deviennent
progressivement verts. Généralement, Syzigium aromaticum est de taille moyenne, avec
une base de cime basse, des branches semi-dressées et de nombreux nombres. Les
feuilles sont glabres et il y a de nombreuses glandes sébacées en dessous. Les fleurs sont
petites, et dans les grappes de cymes terminales, les fleurs de chaque pédoncule ont trois
ou quatre tiges a leurs extrémités, tandis que les sépales sont petits et ont des
protubérances triangulaires. Les boutons floraux bruns secs et non ouverts sont appelés
clous de girofle (Mbaveng et Kuete, 2017).

La photo (A) et la photo (B) montre les feuilles, les fleurs du giroflier et

quelque bouton floral (Bruneton, 1999).
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Photo (A): Quelques boutons floraux Photo (B): les feuilles et les fleurs du giroflier

Le giroflier est un arbre de climat tropical, son systeme racinaire est fragile et
principalement distribué au sol, il nécessite donc beaucoup de chaleur et d'eau, et a une
bonne résistance au vent. Mais la floraison doit coincider en été, qui est également

nécessaire pour le séchage des clous (Leroy Jean, 1946).

Les "clous de girofle”, doivent étre récoltés deux fois par an (de juillet a
décembre) et six a huit ans apres la plantation des arbres avant la floraison. Ces
bourgeons éraflés sont décollés manuellement des pédicelles et laissés séchés au soleil
pour les rendre durs et rouge brunatre. Sur 25 ans, chaque arbre peut récolter 3 a 4 kg
par an (Lobstein et al., 2017).

1.3. Composition chimique

Syzigium aromaticum représente l'une des principales sources végeétales de
composés phénoliques, telles que les acides hydroxibenzoiques, les flavonoides, les
propenes hydroxiphényliques, les acides hydroxicinamiques et I'eugénol (C1oH1202) qui
est la principale molécule bioactive et de dérivés de I'acide gallique tels que les tanins
hydrolysables qui se trouvent en grande quantité dans la plante fraiche. De plus, le clou
de girofle contient des flavonoides, a savoir la quercétine et le kaempférol, et des acides
phénoliques comme les acides férulique, caféique, ellagique et salicylique. Les boutons
floraux du clou de girofle contiennent jusqu'a 18 % d'huile essentielle qui se compose
d'eugénol, d'acetate d'eugénol (Batiha et al., 2020) et de caryophylléne, le salicylate de
méthyle, le pinéne, la vanilline (Mbaveng et Kuete, 2017), et humuléne (Jirovetz et
al., 2006). L'huile de clou de girofle est incolore ou jaune pale, avec une saveur et un

godt de clou de girofle distincts. La composition de I'huile de girofle dépendent



I. Clou de girofle Syzigium aromaticum

principalement de plusieurs facteurs tel que les prétraitements, la variété, les conditions

agro-écologiques et les procédés d'extraction (Batiha et al., 2020).
1.4. Pharmacologie du syzigium aromaticum

Plusieurs propriétés pharmacologiques de S.aromaticum ont été signalées,
notamment des activités antiseptiques, antimutagenes, anti-inflammatoires, anti-
oxydantes, anti-ulcérogénes, anti-thrombotiques, antifongiques, antivirales et

antiparasitaires (Mbaveng et Kuete, 2017).
1.4.1. Activité anticancéreuse

L'huile essentielle de clou de girofle a montré des effets cytotoxiques sur les
lignées cellulaires cancéreuses et l'activité antimutagene (Abd EI Azim et al., 2014). Il
a également été signalé que l'extrait de méthanol du bourgeon de clou de girofle est
cytotoxique pour la formation de mélanine dans les cellules de mélanome B16 (Arung
et al., 2011). Liu et al., (2014) ont montrés aussi que I'extrait de clou de girofle peut
représenter un remede a base de plantes pour le cancer, et I'acide oléanolique semble

étre I'un de ses ingrédients biologiquement actifs.
1.4.2. Activité antidiabétique

Plusieurs rapports documentent le réle potentiel du clou de girofle comme
antidiabétique. Il a été constaté que le clou de girofle et l'insuline peuvent réguler de
maniére similaire l'expression de genes liés au diabéte, tels que les genes de
phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et de glucose 6 phosphatase (G6Pase)
(Prasad et al., 2005).

1.4.3. Activités anti-inflammatoires

L'extrait du clou de girofle et le composé Eugénol ont des effets
immunomodulateurs et anti-inflammatoires sur la production de cytokines par les

macrophages murins a des concentrations non cytotoxiques (Bachiega et al., 2012).
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1.4.4. Activités anti-infectieuses
1.4.4.1. Activité antibactérienne

L'extrait méthanolique du clou de girofle de S. aromaticum s'est révélé avoir de
bonnes propriétés antibactériennes contre Escherichia coli, Salmonella typhi et
Staphylococcus aureus a une concentration de 0,3 ml (10 mg/ ml) (Abd El Azim et al.,
2014).

1.4.4.2. Activité antifongique

L'extrait méthanolique du clou de girofle a montré une bonne activité
antifongique contre Trichoderma sp, Fusarium, Aspergillus sp et Penicillium a une
concentration de 0,3 ml (10 mg/ ml) (Abd El Azim et al., 2014).

1.4.5. Activité antivirale

Selon des rapports, I'extrait de S. aromaticum inhibe de maniére significative la
production de cytomégalovirus murin dans les poumons des souris traitées et serait
bénéfique pour la prévention de la maladie du cytomégalovirus chez les patients
immunodéprimés (Yukawa et al., 1996). La forte activité inhibitrice de I'extrait de clou
de girofle et de I'acyclovir sur le HSV-1 a également été signalée (Kurokawa et al.,
1995).

1.4.6. Activités liées aux antioxydants artificiels

L'extrait méthanolique des boutons floraux de S.aromaticum a montré une
forte activité de piégeage des radicaux libres contre le 2,2-diphényl-1-pyridohydrazino
(DPPH’) (Abd EI Azim et al., 2014). Les extraits phénoliques de clou de girofle ont
également une activité antioxydante éleveée, telle que leur pouvoir réducteur élevé et
captent le 2,2-azabis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate (ABTS") (Adefegha et Oboh,
2012).

1.4.7. Effets de protection de foie

Il a été démontré que I'extrait de clou de girofle réduit l'activité des enzymes
hépatiques telles que l'alanine aminotransférase, l'aspartate aminotransférase et la

phosphatase alcaline, et peut augmenter le niveau d'antioxydants tels que le glutathion,
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I'acide ascorbique, la superoxydedismutase et la catalase, mettent en évidence leurs

effets protecteurs sur le foie (Adefegha et al., 2014).
1.5. Toxicité

La Food and Drug Administration des Etats-Unis (FDA) a confirmé I'innocuité
des clous de girofle, de I'huile de clou de girofle, de I'eugénol et des oléorésines en tant
que compléments alimentaires, mais une attention considérable a récemment été
accordée a leur toxicité (Vijayasteltar et al., 2016). Prashar et al., (2006) ont étudié
I'activité cytotoxique de I’huile essentielle de girofle et de I'eugénol sur les fibroblastes
et les cellules endothéliales humaines in vitro, et ont prouvé gu'ils les considéraient
comme sdrs. D'autre part, d'autres rapports montrent que a des concentrations plus
faibles, I'eugénol peut agir comme un allergéne de contact provoquant une réaction

d'hypersensibilité retardée localisée (Sarrami et al.,, 2002; Anuj et al., 2010).



I1. Ecorce de grenade

1. Généralites sur le grenadier
1.1. Historique

Le grenadier est un arbre fruitier appartenant a la famille des Punicacées, qui
comprend les trois especes les plus courantes: Punica protopunica, Punica nana et
Punica granatum. Le nom du genre Punica est le nom romain de la ville de Carthage, ou
sont plantés les meilleurs grenadiers (Jurenka, 2008).

Le pays d'origine de la grenade s'étend de la Turquie au Caucase (Arménie,
Azerbaidjan, Géorgie), du Tadjikistan, du Turkmenistan et de I'Ouzbekistan & I'est jusqu'a
I'lran, I'Afghanistan et le Pakistan (Martinez et al., 2012).0u il croit de fagon spontané
depuis plus de 4000 ans (Amouretti et Comet., 1993).

La superficie mondiale de culture de grenades est de 300 000 hectares, dont
plus de 76% sont répartis dans cing pays (Inde, Iran, Chine, Turquie et Etats-Unis).
Cependant, I'Espagne et I'Egypte ont une superficie comprise entre 16 000 et 2 400
hectares et font partie des pays qui développent des secteurs d'exportation et sélectionnent

de nouvelles variétés (Quiroz, 2009).
1.2. Biologie du grenadier
1.2.1. Classification

Le grenadier (Punica granatum L.) a été décrit par Linné et introduit dans sa

classification en 1753, D’aprés Quezel et Santa, (1962), telle est cette classification :

Embranchement: Spermaphytes
Sous-embranchement: Angiospermes
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Rosidées

Ordre : Myrtales

Famille : Punicaceae

Genre : Punica

Espéce : Punica granatum L.
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1.2.2. Description botanique

C'est un petit arbuste de la région méditerranéenne et peut atteindre une hauteur
de 6 m. Il peut vivre jusqu'a 200 ans, mais c'est le plus fructueux au cours des 20
premieres années de résultats. Son écorce est gris beige et a tendance a se fissurer et a se
décoller en vieillissant. Ses feuilles caduques sont au contraire, brillantes, de 3 a 7 cm de
long et 2 cm de large, et ses fleurs rouge vif mesurent 3 cm de diametre. Son fruit, la
grenade, contient en moyenne 600 graines de pulpe. L'agriculture est partout,
généralement spontanément. Floraison a la fin de I'été. Fructification en septembre et
octobre (Quezel et Santa, 1962; Bridel et al., 2004 ).

La grenade s'adapte a de nombreux climats allant des régions tropicales aux
régions tempérées chaudes. Cependant, les climats subtropicaux ou méme tropicaux du
sud sont les plus appropriés. Les meilleurs fruits sont disponibles dans les régions
subtropicales, ou la période de haute température correspond au temps de maturation des
grenades. 1l peut bien tolérer la sécheresse, mais cela nuira a la qualité de ces fruits. Si les
racines de grenade ne manguent pas d'eau, le climat chaud et sec sera bénéfique pour le
grenadier (Afag et al., 2005) °.

1.3. Composition chimique

Les études phytochimiques de Punica granatum montrent que la grenade est
riche en polyphénols (tanins, flavonoides, anthocyanes ...) et autres composés (comme les
alcaloides) et la présence de sucres, d'acides organiques, d'acides aminés, de stéroides et
de sels dépend des minéraux des parties de la plante (Gil et al., 2000; Lansky et
Newman, 2007; Syed et al.,2007).

Le tableau I montre les Principaux constituants des différentes parties du

grenadier.



I1. Ecorce de grenade

Tableau I: Principaux constituants des différentes parties du grenadier (Jurenka, 2008)

Parties du grenadier Constituants

Jus de fruit Anthocyanines, glucose, acide ascorbique,
acide ellagique, acide gallique, acide caféique,
catéchines, EGCG, quercetine, rutine,

nombreux minéraux, acides aminés

Huile de graine 95 % acide punique, acide ellagique et autres

acides gars, stérols

Péricarpe (écorce et zeste) de Punicalagins phénoliques, acide gallique et
fruit autres acides gras, catéchine, EGCG,
quercetine, rutine, et autres flavonoles,

flavones, flavonones, anthocyanidines

Feuilles Tannins (punicalin et punicafolin) et flavones

glycosides (lutéoléine et apigénine)

Fleurs Acide gallique, acide ursolique, triterpenoides

Racines et écorce Ellagitannins (punicalins et punicalagins),

nombreux alcaloides pipéridines
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1.4. Utilisation traditionnelle de Punica granatum L.

Le fruit du grenadier et ses graines, écorces, épicarpe et fleurs sont utilisés
depuis des milliers d'années dans les régions d'ou il est originaire du Moyen-Orient,
d'Asie et d’Amerique latine en raison de leur valeur medicinale. Historiquement, il a été
utilisé pour traiter les maladies gastro-intestinales et les maladies parasitaires (Afaq et
al., 2005)°. Traditionnellement, différentes parties de la plante (écorce, racine, feuille)
sont utilisées pour traiter la dysenterie, la diarrhée, les coliques, les saignements et les
ulceres. lls sont également connus pour leurs propriétés astringentes et anti-insectes
(écorce, épicarpe) (Sathyavati et al., 1987; Naovi et al., 1991; Nawwar et al., 1994;
Kirthika et Basu, 2000; Vidai et al., 2003; Sudheesh et Vijayalakshmi, 2005).

Les feuilles vertes sont utilisées pour traiter certaines maladies respiratoires
"bronchite™ (Roig, 1974; Zhang et al., 1995) et aussi contre la conjonctivite (Ross et al.,
2001).

1.5. Activités biologiques de Punica granatum L.

La grenade, Punica granatum L., est bien connue pour de nombreux effets
thérapeutiques et pharmaceutiques. Les EPI possédent d'importants antioxydants,
antimicrobiens, antifongiques, activité antivirale et cytotoxique et peut contribuer a la
prévention et au traitement des maladies cardiovasculaires et certains cancers (Lee et
Watson, 1998; Lansky, 2000; Shiraishi et al., 2002; Kawamada et Shimada, 2002;
Watanabe et Hatakoshi, 2002; Aviram et Dornfel, 2003; Maoyadi, 2004; Curry,
2004; Afaq et al., 2005°; Merzouk et al., 2019).

Le tableau Il regroupe les principales activités biologiques étudiées de

différentes parties de Punica granatum L.
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Tableau I1: Certaines activités biologiques de la grenade citées dans la littérature

scientifique.

Activites biologiques

Partie de la plante

Références

Anticancéreuse

* Fruit complet

e Jus de fruit

* (Syed et al.,2007; Lansky et
Newman, 2007)
* (Seeram et al., 2005)

Anti-inflammatoire

* Fruit complet

* (Lansky et Newman, 2007)

Anti-oxydante

* Epicarpe

» Graines

e Jus de fruit

* Fleurs

* (Chidambara et al., 2002;
Ricci et al., 2006; Rout et
Banerjee.,2007; Surveswaran
et al., 2007)

* (Schubert et al., 1999)

* (Seeram et al., 2005;
Rosenblat et al., 2006)

* (Kaur et al., 2006;
Stangeland et al., 2009)

Antimicrobienne

* Fruit complet

* (Braga et al., 2005)

* Epicarpe * (Prashanth et al., 2001,
Voravuthikunchai et al.,
2005; Caizada et al., 2006)
* (Merzouk et al., 2019)
Antiulcéreuse * Epicarpe * (Ajaikumar et al., 2005)
Contre I'athérosclérose * Epicarpe * (Parmar et Kar, 2007)
* Graines * (de Nigris et al., 2007)
Immuno-modulatrice * Epicarpe * (Ross et al., 2001)
Antiparasitaire * Epicarpe * (Voravuthikunchai et al.,

2006)
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1. Généralités sur les métabolites secondaires

1.1. Historique

En 1910, Albrecht Kossel, lauréat du prix Nobel de physiologie ou médecine,
définit pour la premiére fois le concept de métabolites secondaires. Trente ans plus tard,
Czapek I'a décrit comme le produit final. Selon lui, ces produits sont obtenus a partir du
métabolisme de l'azote par ce qu'il appelle une «modification secondaire» (comme la
désamination). Au milieu du XXe siécle, les progres des techniques analytiques (comme
la chromatographie) ont permis de récupérer de plus en plus de ces molécules, ce qui a
jeté les bases de la mise en place de la discipline de la phytochimie (Hussein et El-

anssary, 2018) .

1.2. Définition des métabolites secondaires

Les meétabolites secondaires des plantes sont un groupe de substances
chimiques d'origine naturelle qui n'ont généralement aucune fonction primaire évidente
dans la croissance des cellules végétales. lls sont synthétisés par les plantes en réponse a
des stimuli externes et jouent généralement un certain role régulateur dans une série de
réponses physiologiques et métaboliques au stress ou a l'invasion parasitaire (Charles,
2005).

Les métabolites secondaires des plantes, qui se distinguent des métabolites
primaires tels que les acides nucléiques, les acides aminés, les glucides, les graisses, ...etc
(Kabera et al., 2014). Ils jouent un réle important dans l'interaction entre les plantes et
I'environnement, contribuant ainsi a la survie des organismes dans leurs écosystemes. Ils
participent a la défense contre les agents pathogénes, les ennemis naturels, ou participent

a la pollinisation et a la dissémination des graines (Wink, 2003).

1.3. Classification

Les métabolites secondaires des végétaux sont généralement classés en
fonction de leurs voies de biosynthése. Trois groupes principaux de molécules sont
géneralement considérés: les composés phénoliques, les térpénoides et les alcaloides
(Bourgaud et al., 2001; Chomel et al., 2016).
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1.3.1. Composés phénoliques

Le terme «polyphénol» ou «composé phénolique» comprend plus de 8 000
molécules (Lugaci et al., 2003), réparties en dix catégories chimiques, qui ont toutes un
point commun: au moins un cycle aromatique est présent dans leur structure a 6 carbones,
lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH). Le plus
représentatif (plus de 5 000 molécules isolees), et le représentant le plus connu est

«flavonoide» (Hennebelle et al., 2004).

Les Polyphénols sont les produits du métabolisme secondaire des plantes et
sont omniprésents dans tous les organes de la plante (Boizot et Charpentier, 2006). Ils
proviennent de deux voies de synthese principales: le shikimate et la voie acétate, sachant
que les polyphénols naturels vont des molécules simples (comme les acides phénoligques)
aux composés hautement polymérisés comme les tanins (Lugaci et al., 2003; Chira et
al., 2008).

IIs peuvent étre classés en fonction du nombre et de la disposition des atomes
de carbone qui les composent, en fonction de La nature du squelette carboné et en
fonction de la longueur de la chaine aliphatique liée au noyau benzénique. Les composés
phénoliques peuvent se lier aux sucres ou aux acides organiques: ils existent donc
souvent sous ces formes. Les composés phénoliques peuvent étre divisés en deux
catégories: les flavonoides et les non-flavonoides (Chira et al., 2008).

Les bienfaits des Polyphénols dans I'alimentation indiquent un effet protecteur
contre le cancer et les maladies chroniques. Leurs propriétés chimiques font de ces
composes Agents reducteurs, et ce sont les antioxydants les plus abondants dans notre
alimentation (Derbel et Ghedira, 2005). Parmi les composés phénoliques les plus

importants, il y a:
1.3.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont contenus dans un certain nombre de plantes
agricoles et médicinales (Psotove et al., 2003). Les acides phénoliques sont classés en
des acides hydroxybenzoiques tels que I'acide gallique et des acides hydroxycinnamiques,
contenant de I'acide caféique, férulique et coumarique (Han et al., 2007).
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A) Acides hydroxybenzoiques (Chira et al ., 2008)

» sont des dérivés de I’acide benzoique.
» Ont une structure géenérale de base de type (C6-C1).

» Existent souvent sous forme d’esters ou de glycosides.
B) Les Acides hydroxycinnamiques (Chira et al., 2008)

» Dérivent de I’acide cinnamique.

» Ont une structure générale de base de type (C6-C3).

> Existent sous forme combinée avec des molécules organiques.

» Les degrés d’hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique conduisent a

une réactivité chimique importante de ces molécules.

1.3.1.2. Les flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terme latin flavus; (flavus=jaune) (Malesev
et Kunti¢, 2007).Les flavonoides sont des composés phénoliques contenant 15 atomes de
carbone, formant une structure C6-C3-C6, c'est-a-dire deux cycles aromatiques reliés par
un pont a 3 carbones. Ce sont les composés les plus abondants de tous les composés
phénoliques. Ils ont une variété d'effets en tant que métabolites secondaires dans les
plantes, par exemple, ils participent au processus de defense ultraviolette, de
pigmentation, de stimulation des nodules fixés a I'azote et de résistance aux maladies
(Chiraet al., 2008).

Les flavonoides semblent avoir joué un role important dans les traitements
médicaux efficaces dans les temps anciens et ont été utilisés jusqu'a présent. Il existe
plusieurs explications convergentes a I'intérét récent pour les propriétés des flavonoides
(Havsteen, 2002).

La principale propriété initialement reconnue aux flavonoides est d’étre «
veino-actifs ». lls peuvent réduire la permeabilité des capillaires et augmenter leur
résistance. Ils sont également des antioxydants qui peuvent piéger les radicaux libres
(RL). Ce dernier peut survenir dans de nombreuses situations, telles que le métabolisme
oxydatif de l'oxygeéne, I’anoxie, l'inflammation et 1'auto-oxydation des lipides (Derbel et
Ghedira, 2005).

La figure 02 montre la structure de base des flavonoides.
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Figure 02: Structure de base des flavonoides (Erdman et al., 2007).

1.3.1.3. Les Tanins

Le nom «tanin» est dérivé du francais «tanin» (substance tannante), qui est
utilisé pour des nombreuses gammes des Polyphénols naturels (Khanbabaee et Ree,
2001). Les tanins sont des composés naturels largement répandus dans le régne végétal.
Ces composés se trouvent dans les racines, les feuilles, les fruits et les graines. L'acide
tannique a une capacité astringente et la capacité de former des complexes avec des
protéines et des polysaccharides, de sorte qu'il peut étre utilisé comme systeme de
défense des plantes contre les attaques microbiennes et animales. Les tanins sont une
famille complexe de composés phénoliques, solubles dans I'eau, d'un poids moléculaire
compris entre 500 et 3000 Da (Aganga et Mosase, 2001).Selon leur structure chimique et
leurs propriétés, les tanins se divisent en deux catégories: les tanins hydrolysables (TH)
et condensés (TC) (Derbel et Ghedira, 2005; Hassanpour et al., 2011). lls se
répartissent en trois catégories: les tanins condenses, les tanins hydrolysables et les tanins
complexes. Cependant, une nouvelle proposition a été récemment proposée pour la
décomposer en quatre catégories: tanins concentrés, tanins complexes, tanins galliques et
ellagitanins (Khanbabaee et Ree, 2001; Aguilera et al., 2008).

(1) Les gallotanins : sont tous des tanins qui relient des unités galloyle ou leurs dérivés
méta-binaires a divers polyols, catéchines ou unités triterpenoides.

(2) Les ellagitanins : sont ceux dans lesquels au moins deux unités galloyle C-C sont
couplées I'une a l'autre et n'incluent pas d'unités catéchine liées a un glycoside.

(3) Les tanins complexes : sont des tanins de catéchines simples Liaison glycosidique

avec le gallotannin ou I'ellagitannin unitaire.
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(4) Les tanins condensés : sont tous des proanthocyanidines oligomeéres et polymeres
formés par la liaison du C-4 d'une catéchine avec C-8 ou C-6 de la catéchine
monomere suivante (Khanbabaee et Ree, 2001).

Tannins
Gallotannins Ellagitannins Complex Tannins Condensed
Tannins
o H (OH)
OR (Catechin moiety) , - _-OH
/N oH O o ] ‘ \J\
// HO_ L / 5 oH HO o~ O -~ A~y
RO / | \J / L / J ) H
OoR = / — . e ~OH
0 ™\ HO’C/ C O | N ~ 1 N oH(G) [ ST
=C" RO clo OR - ~ OH o .
/. HD\V/)‘)/ 77 Rro - »; HO N\ "~ on
~ .o
A /l HO™ - ST~ oH (@)
HO T TOH (G) OH R = Galloyl moiety (G) OH
OH OH or other substituents (Catechin rmoisty) »
1 2 3 4

Figure 03 : Classification des tanins (Khanbabaee et Ree, 2001).

Le tanin a une capacité antioxydante. C'est ainsi que les tanins hydrolysables
inhibent la peroxydation lipidique et les tanins condensés inhibent la formation de
superoxyde (Derbel et Ghedira, 2005).

1.3.2. Les terpénes

Les terpenes sont un groupe de composés naturels, dont la plupart se trouvent
dans les plantes, dont certains sont également obtenus a partir d'autres sources. Les
terpenes sont des substances volatiles qui peuvent donner une odeur aux plantes et aux
fleurs. On les trouve largement dans les feuilles et les fruits des plantes supérieures, des
coniféres, des agrumes et des eucalyptus. Le terme «terpéne» fait référence a un composé
isolé de la térébenthine, qui est un liquide volatil isolé des pins. Les mono et
sesquiterpenes simples sont les principaux composants des huiles essentielles obtenues a
partir de la séve et des tissus de certaines plantes et arbres. Les di et triterpénoides ne sont
pas volatils. Ils sont obtenus a partir des gommes et des résines de plantes et d'arbres. Les
tétra-térpénoides sont un groupe de composés uniques appelés «caroténoides» (Thakur
et Sharma, 2018). Le terme «terpene» était a I'origine utilisé pour décrire un mélange
d'’hydrocarbures isomeres de formule moléculaire CioHie trouvés dans les huiles
essentielles obtenues a partir de la séve et des tissus de plantes et d'arbres. Cependant, il

existe une tendance a utiliser des "térpénoides” dans un sens plus large, ce terme
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comprenant les hydrocarbures et leurs dérivés oxydes. Cependant, de nos jours, certains
auteurs utilisent le terme terpéne pour désigner les térpénoides (Thakur et Sharma,
2018). Selon la définition moderne: «les térpénoides sont des hydrocarbures de formule
génerale (Cs Hg)  d'origine végétale, et leurs dérivés d'oxydation, d’hydrogénation et de
déshydrogénation» (Maggi et al., 2009 ; Thakur et Sharma, 2018. De plus, de
nombreux térpénoides végétaux structurellement divers sont connus ou supposés avoir
des fonctions spécialisées pour interagir avec les plantes sessiles et d'autres organismes
dans le contexte de reproduction, défense ou symbiose (Gershenzon et Dudareva, 2007;
Thakur et Sharma, 2018).

Tableau 111 : les différentes classes des térpénoides (Thakur et Sharma, 2018).

No Nombre d'atomes | Valeur de n Classe
de carbone

1 10 2 Monotérpénoides(CioHae)
2 15 3 Sesquitérpénoides(CisH24)
3 20 4 Ditérpénoides (CyoH32)
4 25 5 Sestérpénoides (CasHa0)
5 30 6 Tritérpénoides (CsoHas)
6 40 8 Tétratérpénoides(CaoHss)
7 >40 >8 Polytérpénoides(Cs Hg) n

1.3.3. Les alcaloides

Les principaux «métabolites secondaires» azotés du regne végétal sont les
alcaloides, le cyano glucoside / glucosinolate et les acides aminés non protéiques. Ces
différentes classes de composés azotés sont principalement dérivées des 21 acides aminés
protéiques (Zenk et Juenger, 2007; Kabera et al., 2014).Les alcaloides sont un groupe
de composés aux structures diverses. Plus de 12 000 composes azotes cycliques ont éteé
trouvés dans plus de 20% des plantes (Kennedy et Wightman, 2011). Zenk et Juenger,
(2007) disent que les alcaloides sont des composés organiques naturels (le plus souvent

trouvés dans les sources vegétales) qui forment des hétérocycles avec des hétéroatomes
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azotés sachant qu’ils sont posseéde une structure moléculaire complexe est plus ou moins

basique et des propriétés physiologiques évidentes méme a faibles doses.

Les alcaloides sont les plus mystérieux de tous les composes phytochimiques.
Dans les temps anciens, ces ingrédients végétaux hautement biologiquement actifs étaient
utilisés dans toutes les grandes cultures humaines. Il est utilisé comme analgésique depuis
au moins 5 000 ans (Zenk et Juenger, 2007).

Les alcaloides ont plusieurs applications pharmaceutiques chez I’Homme :
antalgiques (morphine, codéine), spasmolytiques (tubocurarine et papaveérine) ; antitussifs
(codéine) (Stockigt et al., 2002).

Par rapport a la plupart des autres classes de métabolites secondaires, les
alcaloides sont caractérisés par une grande diversité structurelle et il n'y a pas de
classification uniforme d'entre eux. La premiere classification était basée sur la source
commune car aucune information sur la structure chimique n'était encore disponible. La
classification récente est basée sur la similitude du squelette carboné (Kabera et al.,
2014).

Caffeine Nicotine

Figure 04 : Structures de certains alcaloides : caféine et nicotine (Kennedy et Wightman,
2011).

1.4. Les glucosinolates

Les glucosinolates sont composés de résidus de B-D-glucose, de résidus
d'oxime sulfatés et de chaines latérales en fonction de la structure variable de l'acide
aminé dérivé. lls s'’hydrolysent lors de la mastication ou de la préparation culinaire,
conduit a la formation d'isothiocyanates. Les glucosinolates sont surtout présents dans la
famille des Brassicaceae ou cruciféres (chou, radis, brocoli, radis, moutarde) et existent
en différentes quantités. La présence de glucosinolates dans l'alimentation peut avoir un

effet protecteur sur les cancérogenes (Derbel et Ghedira, 2005).
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I. Matériel et méthodes

1. Matériel et méthodes

1.1. Préparation des échantillons

Cette etude a eété menée sur le clou de girofle, achetés a Oueds Semar Alger,

ainsi que 1’écorce de grenade récupérée en moins de septembre dans la région d’ Akbou.

Les échantillons ont été rincés a 1’eau distillée (I’exces de ’cau a été enlevé
avec du papier absorbant), puis séché a 1’aire libre (a I'abrie de soleil) pendant une

semaine.

Un test d’humidité a été effectué pour cet échantillon pour Vérifier la stabilité
du poids.

Photo C : Clou de girofle de S.aromaticum Photo D: Ecorce de grenade séchée



I. Matériel et méthodes

Les produits obtenus par sechage ont été réduit en poudre a l'aide d'un broyeur

électrique, puis tamisés a 250 um pour obtenir une poudre fine et uniforme.

Photo E : Poudre de clou de girofle Photo F: Poudre de I'écorce de grenade.
1.2. Extraction des composés phénoliques

Afin d'extraire les Polyphénols de la poudre de nos échantillons, nous avons
choisi d'extraire par macération selon le protocole décrit par Romani et al., (2006), avec
quelques modifications: macérer 5g de poudre dans 50 ml d’éthanol & 70% pendant 2h a
température ambiante. Apres filtration sur papier filtre, centrifuger le solvant a l'aide
d'une centrifugeuse (4000 tr / min, pendant 20 minutes, a 20°C), puis effectuer une

seconde filtration sur papier filtre, et conserver l'extrait a 4 ° C jusqu'a utilisation.
1.3. Dosage des composés phénoliques

1.3.1. Polyphénols totaux

» Principe

La teneur en Polyphénols totaux des extraits est déterminée en utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu, ce dernier est constitué dun mélange d'acide

phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique. Lorsque le phénol est oxydé en un




|. Matériel et méthodes

mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne, I'acide phosphotungstique et
I'acide phosphomolybdique sont réduits. La couleur bleue résultante d'une absorption
d'environ 760 nm (Li et al., 2006).

> Protocole

La concentration totale de composés phénoliques dans I'extrait brut a été
déterminée par une modification de la méthode de Bray et Tharpe (1954). 100 ul
d’extrait ont été ajoutées a 2,0 ml de Carbonate de sodium (Na,COg3) a 2 %. Apres 2
minutes d’agitation, 100 pl de réactif Folin-Ciocalteu a 50% ont été ajoutés et laissés a
température ambiante pendant 30 minutes a 1’obscurité. L'absorbance a été mesurée a 750
nm sur Spectrophotométre. Le blanc était constitué de réactifs et de solvants (éthanol
70%, Carbonate de sodium 2%, Folin-Ciocalteu 50%. Les concentrations phénoliques ont
été déterminées par comparaison avec la courbe d'étalonnage standard et les résultats sont
exprimés en g acide gallique / 100 g de poudre (g EAG/100g poudre) a I’aide d’une

courbe d’étalonnage.
1.3.2. Flavonoides
» Principe

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de Queettier et al.
(2000). Le principe de cette méthode repose sur la capacité des flavonoides a former des

complexes de couleur avec le chlorure d'aluminium (AICI3), ce qui rend la solution jaune.
» Protocol

Pour la teneur totale en flavonoides, la méthode de Quettieret al. (2000), est
utilisé avec quelques modifications. 1 ml d'une solution éthanolique d’extrait de nos
échantillons est mélangé & 1 ml de chlorure d’aluminium (d'AlCl3 & 2%). Aprés
incubation a température ambiante pendant 15 min, les absorbances sont mesurées a 430
nm et les résultats sont exprimés en g quercétine / 100 g de poudre (g EQ/100g poudre) a

I’aide d’une courbe d’étalonnage.
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1.4. Evaluation de P’activité antioxydante
1.4.1. Pouvoir de piégeage du radical DPPH"
> Principe

Le diphényle picryl-hydrazyle (DPPH’), un radical libre stable, violet en
solution et présentant une absorbance caractéristique a 517nm. Cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH" est réduit en diphényle picrylhydrazine par un composé a
propriété anti-radicalaire, entrainant ainsi une décoloration (1’intensité de la coloration est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a

donner des protons) (Sanchez, 2002) .On peut résumer la réaction de la maniére suivante:

DPPH’ + (AH) i s DPPH-H + (A)

Ou (AH) , représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH’
(violet) pour le transformer en diphényle picrylhydrazine (Jaune). Ceci permet de suivre

la décoloration a 517nm.
> Protocole expérimental

Le test a été réalisé selon la méthode décrite par Sahin et al., (2004), et on
I'apporte quelques modifications: une quantité aliquote (500 pL) de solution éthanolique

d'extrait phénolique a été mélangée avec 1000 pL de solution méthanolique DPPH",

Le meélange a été incube dans I'obscurité pendant 30 minutes, et I'absorbance a
été mesurée a 517 nm par rapport au control (avec de I'éthanol au lieu de la quantité
d'extrait). L'activité anti-radicalaire (AA) est estimée comme le pourcentage d'inhibition

des radicaux libres DPPH" selon la formule suivante:

AA% = [(contréle Abs-échantillon Abs) / contrdle Abs] x 100

23



Il. Résultats et discussion

1. Teneur en composes phénoliques
1.1. Polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a été estimée par la méthode colorimétrique
Folin-Ciocalteu. L'acide gallique est le standard la plus couramment utilisée dans cette
méthode. Les résultats présentés sur la figure 05 montrent que 1’extrait du clou de
girofle étudié contient des teneurs en composés phénoliques totaux de ’ordre de 17.82
+ 0.53 g EAG /100 g supérieur a celles de 1’écorce de Punica granatum qui posséde
une teneur de 13.34 £ 0.69 g EAG /100g.

Teneur en PPT
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10 - H clou de girofle

ecorce de grenade
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clou de girofle ecorce de grenade

Figure 05 : Composition de I’extrait de peau de grenade et de clou de girofle en PPT.

Le tableau IV montre la comparaison de notre résultat avec des résultats

référencier pour I'échantillon du clou de girofle en PPT.
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Tableau IV : Comparaison de notre résultat avec des résultats référenciés pour I'échantillon

du clou de girofle en PPT.

Quantité | Méthode Solvant Temps Résultats obtenus | Remarque
utilisé d’extraction | utilisé d’extraction | (g EAG/100g9)
Notre 59 macération | Ethanol 2h 17.82 £0.53 Fruit sans la
échantillon 70% fleur
Echantillon | 50 g Micro-onde | Ethanol 2 min 3.36-3.41 Fruit
de pure complet
Nikousaleh Ethanol | 2 min 3.82.3.92
et Prakash 80%
(2016)
Echantillon | 10 g macération | Ethanol 1h 23 Fruit
de 80% complet
Mohamed
et al (2016)

L’extraction des polyphénols totaux (PPT) de notre échantillon (Syzygium

aromaticum) par 1’éthanol 70% a fourni une teneur en PPT qui est comprise entre les
résultats qui sont menés par Nikousaleh et Prakash (2016) d’ordre de 3.36 — 3.41 g
EAG /100 g et 3.82 — 3.92 g EAG / 100 g dans 1’éthanol pure et a 80% respectivement ,
et qui sont menés par Mohamed et al (2016) qui est d’ordre de 23 g EAG / 100 g sachant

que leur extraction s’effectue par 1’éthanol 80%.

Le tableau V montre la comparaison de notre résultat avec des résultats

référenciés pour L'échantillon d'écorce de grenade en PPT.
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Tableau V : Comparaison de notre résultat avec des resultats référenciés pour

1'échantillon d’écorce de grenade en PPT.

Quantite | Méthode Solvant Temps Résultats obtenus
d’extraction | utilisé d’extraction | (g EAG/1009)

Notre 59 macération | Ethanol 2h 13.33 £0.69
échantillon 70%
Echantillon de | 100 g macération | Ethanol 48 h 27.60-41.30
Derakhshan et 80%
al (2018)
Echantillon 500 ¢ macération | Méthanol | 72h 18.89
d’El-Hadary et 80%
Fawzy (2019)

Lorsque nous avons comparé nos résultats avec les resultats d'une étude sur
I’écorce de grenade menée par Derakhshan et al (2018), la quantité de composés
phénoliques détectée était d'environ 27.60-41.30 g EAG / 100 g et leur extraction était
faite avec 80% d'éthanol. Nous avons donc remarqué que nos résultats sont bien
inférieurs a ceux de Derakhshan et al (2018).

Dans une étude menée par EI-Hadary et Fawzy (2019) sur I'extrait d'écorce de
grenade, ils ont constaté que la valeur des composés phénoliques totaux est égale a 18.89
g EAG /100 g et en la comparant a nos résultats, nous concluons que la valeur que nous
avons trouvée est tres proche de celle trouvé par I'étude précédente.

D’aprés une étude menée par Li et al (2006), les pelures contiennent
habituellement des quantités plus importantes de composés phénoliques que la chaire.
Cette variabilité en quantité des PPT peut étre attribué a plusieurs facteurs dont
essentiellement, I’origine géographique, 1’espece, la période de récolte, la technique

d’extraction, et la concentration du solvant d’extraction.
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1.1.2. Flavonoides

Aprés les dosages des composés phénoliques totaux, nous avons effectué le
dosage des flavonoides qui constituent une partie intégrante des polyphénols totaux. Il
ressort de ces résultats (figure 06) que les flavonoides sont plus abondants dans 1’extrait
de I’écorce de grenade avec une teneur de 1.52 + 0.04g EQ /100g que dans I’extrait de
clou de girofle qui posséde une teneur de 0.60 + 0.02 g EQ/100g.
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Figure 06: Composition de I’extrait de 1’écorce de grenade et de clou de girofle en
flavonoides.

Tableau VI montre la comparaison de notre résultat avec des résultats référenciés pour

I'échantillon d’écorce de grenade en flavonoides.
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Tableau VI: Comparaison de notre résultat avec des résultats référenciés pour I'échantillon

d’écorce de grenade en flavonoides.

Quantité | Methode Solvant Temps Résultats obtenus
d’extraction | utilisé d’extraction | (g EQ /100g)

Notre 5¢g macération | Ethanol 2h 1.52+ 0.044
échantillon 70%
Echantillon 500 g maceération Méthanol 72h 1.39
d’El-Hadary 80%
et Fawzy
(2019)
Echantillon de | 20 g maceération Méthanol Une nuit 4.89
Sultana et al. 80%
(2008)

comparés a ceux rapportés par Sultana et al. (2008) avec une teneur de 4.89 g EQ /100g

pour I’extrait de I’écorce de grenade.

grenade, ils ont constaté que la valeur des flavonoides totaux est égale a 1.39 g EQ/100g

et en le comparant a nos résultats, nous concluons que notre valeur est supérieure a celle

trouvé par El-Hadary et Fawzy (2019).

référenciés pour I'échantillon du clou de girofle en flavonoides.
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Les résultats obtenus pour les flavonoides de I’écorce de grenade sont faibles

Dans une étude menée par EI-Hadary et Fawzy (2019) sur I'extrait d'écorce de

Tableau VII montre la comparaison de notre résultat avec des résultats
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Tableau VII : Comparaison de notre résultat avec des résultats référenciés pour I'échantillon

du clou de girofle en flavonoides.

Quantité | Méthode Solvant Temps Résultats N.B
utilisé d’extraction | utilisé d’extraction | obtenus
(9 EQ /100g)
Notre 590 macération | Ethanol 2h 0.60+0.02 | Fruit
échantillon 70% sans la
fleur

Echantillon | 10 g macération | Ethanol 1h 1.2 Fruit
de 80% complet
Mohamed
et al (2016)

Dans une étude menée par Mohammed et al (2016) sur le méme échantillon
de recherche, ils ont constaté que la quantité totale des flavonoides dans les clous de
girofle était estimée a 1.2 g EQ / 100 g, soit presque deux fois la quantité que nous avons
trouvée.

D’apres les résultats précédents (teneurs en polyphénols totaux et
flavonoides), on constate que les teneurs en ces composés sont variées selon : la quantité
d’échantillon utilisée, la méthode d’extraction, le type et la concentration du solvant
utilisé, le temps d’extraction et la partie d’espéce utilisé.

D'aprés Alouthman et al (2009), le taux de récupération des composés
phénoliques est Affecté par leur solubilité dans le solvant utilisé et la polarité de ce
dernier est trés important dans le processus d'extraction.

D’une maniére générale, selon Hayouni et al (2007) l'explication de la
variabilité en teneurs des composés phénoliques est la suivante:

> La nature de solvant d’extraction utilisée.

> Les conditions de séchage ou de stockage.
> La taille des particules de 1’espece utilisée.
>

Les facteurs géographique et climatique.
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2. Activité antioxydante

2.1. Activité anti-radical DPPH’

Le test DPPH" mesure la capacité de I'extrait a donner de I'hydrogéne aux
radicaux libres DPPH’, ce qui peut provoquer le blanchiment de la solution DPPH". Plus
I'effet blanchissant est important, plus l'activité antioxydante est élevée. Cela peut étre
bénéfique pour la conservation des aliments, des médicaments et des cosmétiques ou les
réactions en chaine induites par les radicaux libres peuvent entrainer une oxydation des
lipides et une dégradation ultérieure du produit (Dastmalchi et al., 2008).

Les résultats de test DPPH’ sont présentés en pourcentage d’inhibition dans la
(Figure 07):
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Figure 07 : Pourcentage d’inhibition du DPPH’ par le clou de girofle et I’écorce de
grenade.

L’extrait de clou de girofle nous montre une capacité supérieure a inhiber le
radical DPPH" avec un pourcentage de 90.42% + 0.16 par rapport a I’extrait de 1’écorce
de grenade qui posséde un pourcentage de 89.25% + 0.21.

Tableau 11X montre la comparaison de notre résultat avec des résultats

référenciés pour I'échantillon du clou de girofle en DPPH".
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Tableau 11X: Comparaison de notre résultat avec des résultats référenciés pour I'échantillon

du clou de girofle en DPPH".

Quantite | Méthode Solvant Temps Résultats | N.B
utilisé d’extraction | utilisé d’extraction | obtenus
Notre 59 macération Ethanol 2h 90.42% = | Fruit sans
échantillon 70% 0.16 la fleur
Echantillon | 10g agitation Méthanol | 24 h 71.16- graines du
de Sultana dans un aqueux 94.58% clou de
etal (2014) agitateur Méthanol girofle
orbital acidifié
(Gallenkamp,
UK)
Echantillon | 10g Macération | Ethanol 1h 91.4% Fruit
de 80% complet
Mohammed
et al (2016)

Une étude réalisée par Sultana et al (2014) utilisant une solution de méthanol
a révélé que le pourcentage d'inhibition des radicaux libres DPPH" est estimé entre 71.16
et 94.58%, et a partir de la, nous remarquons que notre résultat est compris entre ces
résultats. C'est également une autre étude menée par Mohammed et al (2016) avec une
solution d'éthanol a 70%. On estime que cela atteint un pourcentage de 91.4%, ou nous
avons remarqué que nos résultats sont trés proches a ceux de Mohammed et al (2016).

Tableau IX montre la comparaison de notre résultat avec des résultats

référenciés pour I'échantillon d'écorce de grenade en DPPH',
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Tableau IX : Comparaison de notre résultat avec des resultats référenciés pour I'échantillon

d'écorce de grenade en DPPH".

Quantite Méthode Solvant Temps Résultats
utilisé d’extraction | utilisé d’extraction | obtenus
Notre 59 macération | Ethanol 2h 89.25%= 0.21
échantillon 70%
Echantillon | 5¢g macération | eau 1h plus de 95%
de
Heena et al Meéthanol
(2018) 80%

L'étude de Jalal et al (2018) sur I'écorces de grenade a donné un pourcentage
plus de 95% d'inhibition de radical DPPH", et a partir de la, nous notons que notre
résultat est plus petit de ce qui est prouvé par I'étude de Jalal et al (2018).

D’apres les résultats précédents (pourcentage d’inhibition du radical libre
(DPPH), on constate que les teneurs en ce pourcentage sont variées selon : la quantité
d’échantillon utilisée, la méthode d’extraction, le type et la concentration du solvant

utilisé, le temps d’extraction et la partie d’espece utilisé.
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Conclusion et

perspectives



Notre travail axé sur la mise en évidence d’une étude phytochimique de
matrices végétales considérées comme plantes médicinales : le clou de girofle (Syzygium
aromaticum) et 1’écorce de grenade (punica granatum L.). Cette étude consiste a
réaliser une étude phytochimique sur la plante sélectionnée en utilisant des méthodes
d’extraction, évaluer les propriétés anti-oxydantes in vitro des extraits, évaluer les teneurs

en polyphenols totaux et flavonoides.

L’étude phytochimique des deux matrices prouvent que le clou de girofle est
plus riche en polyphénols totaux avec une teneur de I’ordre de 17.82 + 0.53 g EAG /1009
que I’écorce de grenade qui marque une teneur de 13.34 + 0.69 g EAG /100g, mais en
terme de teneur en flavonoides totaux c’est le contraire, donc nous concluons selon les
résultats des analyses que 1’écorce de grenade est la plus riche avec une teneur de 1.52 +
0.04 g QE /100g, sachant que le clou de girofle posséde une teneur de I’ordre de 0.60 +
0.02 g QE /100g.

L’étude de l’activité antioxydante selon le test DPPH" des deux matrices
montre que le clou de girofle posséde un pourcentage d’inhibition du radical DPPH" de
I’ordre de 90.42% + 0.16 qui est supérieur de celui d’écorce de grenade avec un

pourcentage de 89.25% + 0.21.

Les perspectives envisagées dans les prochaines recherches concernant

I’écorce de grenade et le clou de girofle :

> L’utilisation des extraits des deux matrices comme des agents
antioxydants et étude de leur toxicité.

> L’étude in vivo et in vitro de I’activité antidiabétique de ces matrices.

> Détermination des conditions optimales de I’extraction des composés
phénoliques (temps, température, pH, ...).

> Détermination d’autres activités biologiques des extraits de ces

matrices.
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ANNEXE

ANNEXE 1: Le matériel et les réactifs utilisés.

Matériels Réactifs

Plaque magnétique agitatrice Ethanol

Reéfrigérateur Carbonate de sodium (Na,CO3)
Spectrophotometre Réactif de Folin-Ciocalteu
Vortex DPPH"

Papiers filtre Chlorure d’aluminium (AICl3)
Tamiseur Eau

Papiers aluminium

Broyeur électrique

Centrifugeuse

Barre d’agitation magnétique

Béchers

Eprouvette graduée

Micropipette 10-1000 pl

Papier absorbant

Spatule

Entonnoir

Pissette




ANNEXE

ANNEXE 2: Extraction des composés phénoliques: pesage, macération, filtration.

ANNEXE 3: Résultats obtenus pour les Polyphénols totaux

Echantillon | facteur concentratio | absorbance | Concentra | facteur Concentra | moyenne | Ecartype
multipli- nde la - tion de - tion 9/100g
cateur poudre mg/ml | Gilution | corrigé EAG
g/mL g/100g
EAG

(Séalr)omaticum 6000 0,0016 0,564 0,3024 60 18.14
(Séazr)omaticum 6000 0,0016 0,536 0,2868 60 17.21 17.82 0.53
(Sézr)omaticum 6000 0,0016 0,563 0,3019 60 18.11
Ecorce de 6000 0,0016 0,401 0,2117 60 12.70
grenade
(E1)
Ecorce de 6000 0,0016 0,417 0,2206 60 13.23 13.34 0.69
grenade
(E2)
Ecorce de 6000 0,0016 0,442 0,2345 60 14.07
grenade
(E3)

échantillon teneurs en TPC Ecartype

(g EAG/100g9)
clou de girofle 17.82 0.53
écorce de grenade 13.34 0.69




ANNEXE

ANNEXE 4: Résultats obtenus pour les flavonoides

Echantillon | facteur concentration | absorbance | concentration | concentration | moyenne | ecartype
multiplicateur | de la poudre mg/ml corrige 9/100g
g/mL 9/100g QE QE
S.aromaticum | 60000 0,0016 0,27 0,01 0.61
(E1)
S.aromaticum | 60000 0,0016 0,27 0,01 0.61 0.60 0.02
(E2)
S.aromaticum | 60000 0,0016 0,25 0,01 0.57
(E3)
Ecorce de 60000 0,0016 0,78 0,02 1.47
grenade (E1)
Ecorce de 60000 0,0016 0,83 0,02 1.55 1.52 0.04
grenade (E2)
Ecorce de 60000 0,0016 0,81 0,02 153
grenade (E3)
échantillon teneur en flavonoides ecartype
(g QE/1009)
clou de girofle 0.60 0.02
écorce de grenade 1.52 0.04
ANNEXE 5: Résultats obtenus pour le pourcentage d'inhibition
Echantillon absorbance % d’inhibition | moyenne ecartype
S.aromaticum 0,07 90,51
(E1)
S.aromaticum 0,07 90,51 90,42 0.15
(E2)
S.aromaticum 0,07 90,24
(E3)
Ecorce de 0,07 89,29
grenade (E1)
Ecorce de 0,07 89,43 89,25 0.20
grenade (E2)
Ecorce de 0,08 89,02
grenade (E3)
échantillon pourcentage d'inhibition Ecartype
clou de girofle 90,42 0.15
écorce de grenade 89,25 0.20
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ANNEXE 6: Courbe d’étalonnage acide gallique

0,8 -
0,7 -

courbe d'étalonnage acide gallique

y =1,7959x + 0,0208

@ Abs (750 nm)

—— Linéaire (Abs (750
nm))

[Acide gallique]

(mg/ml)

ANNEXE 7: Courbe d'étalonnage Quercétine

1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Courbe d'étalonnage Quercétine

y =35,271x - 0,086
R*=0,9913

& abs (430 nm)

—— Linéaire (abs (430 nm))

' ' ' ' ' [Quercitine]
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05  (mg/ml)




Résumé

Résumé

L'étude phytochimique du clou de girofle et d’écorce de grenade vise a
connaitre leurs teneurs en composés phénoliques et flavonoides totaux, ainsi que leur
pouvoir d'inhibition du radical libre DPPH".

En quantifiant la teneur totale en polyphénols, il a été constaté que les clous de
girofle contiennent la plus grande quantité estimée avec une valeur de 17.82 + 0.53 g
EAG /100g alors que I'écorce de grenade contient une quantité de 13.34 £ 0.69 g EAG
/100g.

Concernant la teneur totale en flavonoides, il a été constaté que 1’écorce de
grenade enregistrait la plus grande quantité de 1.52 + 0.04 g /100g QE alors que le clou
de girofle contenait 0.60 + 0.02g /100g QE.

L'étude a également montré que le pourcentage d'inhibition du radical libre
DPPH’ enregistré par les clous de girofle était estimé a 90.42% + 0.16 est supérieur au

pourcentage enregistré pour I'écorce de grenade, qui est de 89.25% + 0.21.

Les mots clés: étude phytochimique, composés phénoligues, flavonoides,

activité antioxydante, Syzygium aromaticum, Punica granatum L., radical libre DPPH".

Abstract

The phytochemical study of clove and pomegranate peel, aims to know the
content of total phenolic and flavonoid compounds, as well as the inhibition of DPPH’
free radical.

During the evaluation of the total polyphenol content, it was found that cloves
contain the highest amount with a value of 17.82 + 0.53 g EAG /100g while pomegranate
peel contains an amount of 13.34+ 0.69 g EAG /100g.

With regard to the total flavonoid content, it was found that pomegranate peel
recorded the highest amount of 1.52 + 0.04 g EAG /100g while cloves contained 0.60 +
0.02 g EAG /100g.

The study also showed that the percentage of DPPH’ free radical inhibition
recorded by cloves was estimated to be 90.42% = 0.16 higher than the percentage

recorded for pomegranate peel, which was 89.25% + 0.21.

Keywords: phytochemical study, phenolic compounds, flavonoids, antioxidant

activity, Syzygium aromaticum, Punica granatum, DPPH" free radicals.



