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Liste des abréviations

ACE2 : Angiotensin-Converting Enzyme 2 (Enzyme de conversion de I’angiotensine 2).

ADN : Acide Désoxyribonucléique.

AG : Acide Gallique.

AGE : Advanced Glycation End products (Produit de glycation avancée).
AGPI : Acide gras polyinsature.

ARNmM : Acide ribonucléique messager.

ATP : Adénosine triphosphate.

CAT : Catalase.

Coenzyme Q10 : Ubiquinone-10.

COVID-19 : Coronavirus Disease 19.

Cox-2 : Cyclooxygénase-2.

El : Extrait d’infusion.

EM : Extrait de macération

EPG : Extrait de pelure de grenade.

ERA : Espéces réactives azotées.

ERO : Espéces réactives oxygénées.

ES : Extrait de Soxhlet.

GAPDH : Glycéraldéhyde-3-Phosphate Déshydrogénase.
GC : Guanylate Cyclase.

GPx/GR : Glutathion peroxydase/Glutathion réductase.
GSH : glutathion réduit.

G-S-S-H : glutathion oxydé.

GSH-Px : glutathion peroxydase.



HPLC : High Performance Liquid Chromatography (chromatographie en phase liquide haute

performance ou haute pression).

IL- : Interleukine.

iNOS : Inducible nitric oxide synthase (Oxyde nitrique synthase).
MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase (MAP Kinase)

MDA : Malondialdéhyde.

NADP*: Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate.

NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate Hydrogéne.
NK : Natural Killer (Cellules tueuses naturelles).

NOS : Monoxyde d’azote synthase.

Nrf2 : Nuclear factor erythroid 2-Related Factor 2 (Facteur de transcription Nrf2).
PGA : Pyroglutamic Acid (Acide pyroglutamique).

PPG : Poudre de pelure de grenade.

PI3K : Phosphoinositide 3-Kinase.

Protéine S : Protéine Spike/Spicule.

SARS-CoV-2 : Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (Coronavirus 2 du

syndrome respiratoire aigu sévere).
SOD : Superoxyde dismutase.
TAMs : Tumor-Associated Macrophages (Macrophages associés aux tumeurs).

4-HNE : 4-hydroxynonénal.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphoinositide_3-kinase
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Introduction

La grenade (Punica granatum) est un fruit appartenant a la famille des Punicaceae. Elle est
depuis tres longtemps connue pour son utilisation en médecine traditionnelle en raison de ses
innombrables bienfaits pour la santé, d’ailleurs souvent désignée par « super fruit » (Vucic et
al., 2019 ; Eghbali et al., 2021). La grenade est également utilisée en industrie agroalimentaire
pour la production de jus, de confiture, d’huile, de gelée et de sirop. Cependant, ceci génére des
quantités importantes de déchets dont principalement les pelures. Cette partie non comestible
s’est particuliérement avérée étre une excellente source de composés bioactifs (Trabelsi et al.,
2020 ; Mo et al., 2022).

La majorité des especes vegétales étudiées possedent des propriétes biologiques bénéfiques
pour la santé de ’'Homme. Ces activités reposent sur des molécules issues de leur métabolisme
secondaire. Les polyphenols, largement retrouvés chez les végétaux, sont une classe majeure
des métabolites secondaires considérés comme molécules bioactives. En effet, ces molécules
posseédent un large spectre de propriétés biologiques notamment I'activité antioxydante (Cutrim
et Cortez, 2018 ; Mo et al., 2022). Ces composés sont extraits par différentes méthodes

d’extraction notamment 1’infusion, macération et Soxhlet (Frosi et al., 2021).

Par ailleurs, le stress oxydant est un état de déséquilibre endogéne qui se traduit par une
production excessive d’especes réactives hautement toxiques pour 1’organisme appelées
radicaux libres, face a un systéme antioxydant insuffisant. Le peroxyde d’hydrogéne (H202), le
radical hydroxyle (OH®) et le monoxyde d’azote (NO®) sont parmi ces especes reactives
responsables de plusieurs dommages cellulaires affectant les protéines, les lipides et I’ADN. Il
en résulte, a long terme, différentes maladies chroniques, telles que les maladies
neurodégénératives, les maladies cardiovasculaires et le cancer (Pizzino_et al., 2017 ; Baudin,
2020).

Dans la médecine traditionnelle algérienne, Punica granatum occupe une place importante
en raison de ses multiples usages thérapeutiques, notamment, dans le traitement des affections

gastro-intestinales (Ouelbani et al., 2016).

Dans ce travail, nous nous sommes intéressées a la valorisation d’un sous-produit naturel
qui est la pelure de grenade. Nous avons d’abord quantifié les teneurs en composés phénoliques
contenus dans les extraits préparés par infusion, macération et Soxhlet. Ensuite, nous avons
évalué leur capacité scavenger du peroxyde d’hydrogene (H202), du radical hydroxyle (OH®)
et du monoxyde d’azote (NO®). L’ensemble de ces essais a été effectué a différentes

concentrations afin de comparer leur activité antioxydant.



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pizzino%20G%5BAuthor%5D
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I. La grenade (Punica granatum)

I.1. Description générale du grenadier

Le grenadier est un arbuste originaire d’Iran et d’ Afghanistan, cultivé dans plusieurs régions
du monde telles que I’Amérique, le Moyen-Orient, I’ Afrique du Nord et tropicale, ainsi qu’en

méditerranée et en Sicile (Sharma et al., 2017 ; Vuci¢ et al., 2019).

Le grenadier est un arbuste a troncs multiples, torsadés et épineux, a feuilles caduques dans
les régions tempeérées et a feuilles persistantes dans les régions froides. Sa taille moyenne varie
entre 5 et 8 métres de haut mais peut atteindre jusqu’a 10 métres. Les feuilles du grenadier sont

vertes, lisses et allongées (Stover et Mercure, 2007 ; Urbaniak et al., 2018).

Le grenadier est composé de différentes parties (Figure 01) ; la fleur est composée de 5 a 8
pétales de couleur orange vif. Elle fleurit entre le mois de mai et juillet. Par ailleurs, le fruit est
une baie ronde entourée d’une enveloppe épaisse appelée I’exocarpe. Celui-Ci est d’une couleur
verte-jaunatre a rouge. C’est la partie non-comestible du fruit, représentant 39 a 53% du fruit
entier. La partie interne de 1’enveloppe & paroi mince, appelée endocarpe, est de couleur
blanche, laquelle forme des chambres contenant des arilles. Ces arilles sont constitués de jus
rouge et acidulé dans lequel sont contenues des graines de forme triangulaire. Le jus représente
38 a 50% du fruit entier, tandis que les graines représentent 8 a 12%. L’enveloppe est
caractérisée par une couronne appelée calice ou sépale (Viuda-Martos et al., 2010;
Venkitasamy et al., 2019 ; Singh et al., 2023).

Concernant les variétes du grenadier, plus de 764 cultivars ont été cultives dans les villes de
Saveh et de Yazd en Iran. Ces cultivars possédent des caracteristiques spécifiques, notamment
la taille, la couleur, le goQt, la période de maturation et la résistance aux maladies. Les variétés
cultivées en Inde sont Bedana et Kandhari. Elles sont caractérisées par un taux élevé de pulpe
d’ou le nom de « grenade sans pépins » (Sheidai et al., 2007 ; Coronado-Reyes et al., 2020). La
grenade peut étre consommée tel qu’un fruit frais ou jus, ou encore transformee en confiture,

huile, infusion, gelée, sirop ou sauce (Alexandre et al., 2019 ; Trabelsi et al., 2020).
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Figure 01 : Les différentes parties de Punica granatum L. (Singh et al., 2023).
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1.2. Classification botanique

Le nom scientifique de la grenade est Punica granatum L. dont I’origine est latine, ou
« Punica » vient des mots « Punicum malum » qui signifient « la pomme de Carthage » et

« granatum » qui signifie « graine » (Rana et al., 2018).

e Espéce : Punica granatum.

e Genre : Punica.

e Famille : Punicaceae / Lytraceae.

e Ordre : Myrtales.

¢ Division : Magnoliophyta.

e Classe : Magnolipiosida

e Sous-classe : Rosidae.

¢ Reégne : Plantae (Akhtar et al., 2017 ; Rana et al., 2018).

Des études moléculaires ont suggéré qu’un réexamen taxonomique pourrait classer

« Punica » dans la famille des « Lytraceae » (Graham et al., 2005 ; Wang et al., 2020).
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1.3. Usage thérapeutique en médecine traditionnelle

La grenade connue sous le nom de « super fruit » a été utilisée depuis trés longtemps en
médecine traditionnelle pour traiter un large spectre d’affections (Sharma et Maity, 2010). En
effet, les différents systémes de médecine traditionnelle telle que la médecine chinoise, le
systeme Ayurvéda, ainsi que le systeme Unani, utilisent Punica granatum pour soigner un
grand nombre de maladies. Les deux systéemes, Ayurvéda et Unani, font partie de la médecine
traditionnelle indienne, dans laquelle la grenade est considérée comme une pharmacie a part
entiere (Lloyd, 2009 ; Thangavelu et al., 2017 ; Ge et al., 2021).

En médecine traditionnelle chinoise, la pelure de P. granatum est utilisée pour ses effets
hémostatiques, vermifuges et antivieillissement. En Ayurvéda, la pelure et la racine sont
utilisées pour traiter la dysentérie et les ulcéres grace a leurs propriétés antiparasitaires. En
Unani, on utilise la fleur pour traiter I’asthénie, ainsi que comme complément alimentaire contre
le diabéte. La graine est quant a elle utilisée pour traiter la coqueluche, les vomissements et les
nausées (Arun et Singh, 2012 ; Tabbassum et al., 2019 ; Ge et al., 2021).

Par ailleurs, la pelure est utilisee par les Sud-Africains et les Chinois pour sa capacité
astringente, dans le traitement de la diarrhéee, les métrorragies et les maux de ventre. Elle est
également connue pour son effet thérapeutique des inflammations chroniques, plus
particulierement 1’inflammation du tractus digestif (Arun et Singh, 2012 ; Vuci¢ et al., 2019).
De plus, I’extrait des racines de Punica granatum a révélé une efficacité dans la prévention des

affections gynécologiques et I’infertilité (Jurenka et al., 2018).

Toutes les parties du grenadier, telles que les racines, I'écorce, les feuilles, les fleurs et les
graines, ont été utilisées dans la médecine traditionnelle algérienne comme aliments médicinaux

importants pour traiter les affections gastro-intestinales (Ouelbani et al., 2016).
I.4. Composition chimique et propriétés biologiques
1.4.1. Composition chimique de Punica granatum

En plus du fruit, les parties non comestibles de la grenade et du grenadier, telles que la
pelure, les feuilles et les racines sont également une source de nombreuses substances bioactives
aux vertus thérapeutiques connues depuis I’antiquité (Longtin, 2003 ; Lansky et Newman,
2007).
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La pelure qui représente 50% du fruit est tres riche en polyphénols, notamment les
cathéchines (gallocatéchine), les ellagitanins et gallotanins, les flavonoides (quercétine) et les
acides phénoliques (acide ellagique). La pelure contient également des polysaccharides
complexes, ainsi que divers minéraux, principalement du potassium (K), de I'azote (N), du
calcium (Ca?*), du phosphore (P), du magnésium (Mg) et du sodium (Na) (Viuda-Martos et al.,
2010 ; Jasuja et al., 2013 ; Singh et al., 2018).

Le jus est principalement composé de 85.4% d'eau et environ 1% de polyphénols dont des
anthocyanes et anthocyanidines, des acides organiques (acide citrique et acide gallique), des
flavonoides (quercétine et rutine), 10.6% de sucres et 1.4% de pectine. Le jus est également
riche en minéraux tels que le cobalt (Co), le sodium (Na), le calcium (Ca), le magnésium (Mg),
le césium (Cs), le sélénium (Se) et le zinc (Zn) (Arun et Singh, 2012 ; Moga et al., 2021).
L’huile de la graine contient 1’acide gras triénoique appelé acide punicique, 1’acide

hydroxybenzoique, les stérols et y-tocophérol (Arun et Singh, 2012 ; Aruna et al., 2016).

Concernant les parties du grenadier, les feuilles sont riches en tanins (punicafoline et
punicaline), en glycosides de flavones, en lutéoline et apigénine. Les fleurs contiennent de
I’acide gallique et des triterpénoides. Les racines contiennent essentiellement des alcaloides
(Lansky et Newman, 2007 ; Arun et Singh, 2012 ; Saeed et al., 2018).

Cette composition chimique issue du métabolisme secondaire confere a la grenade des
propriétés biologiques ayant un impact bénéfique sur la santé. Leur teneur differe en fonction
du cultivar, du climat, de la région de culture ainsi que la méthode d’extraction (Lansky et
Newman, 2007 ; Arun et Singh, 2012 ; Siriwardhana et al., 2013).

1.4.2. Propriétés biologiques de Punica granatum

Punica granatum, grace a sa richesse en substances bioactives, est caractérisée par une
variété d’activités et de propriétés biologiques (Figure 02), (Mushtaq et al., 2015 ; Singh et al.,
2023). Les extraits de sa pelure ont des activités antioxydantes, antimicrobiennes et
antifongiques significatives, ainsi que des propriétés cytotoxiques in vitro, attribuées
particulierement a leurs composés phénoliques (Alexandre et al., 2019 ; Hlima et al., 2019 ;
Meselhy et al., 2020).

1.4.2.1. Activité antioxydante

La propriété antioxydante de la grenade repose sur les différents composés phytochimiques,

isolés a partir de ses parties comestible et non comestible, dont les anthocyanes, I'acide gallique
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et les catéchines. L’activité antioxydante de ces substances bioactives s’exerce par le biais de
différents mécanismes, tels que l'inhibition de la peroxydation des lipides, le piégeage ou la
neutralisation des espéces réactives de lI'oxygéne (ERO) (Johan ningsmeier et Harris, 2011 ;
Hussain et al., 2016). Il a été démontré que le potentiel antioxydant de I’extrait de pelure de
grenade est dix fois plus élevé que celui de I’extrait de pulpe. Le jus de grenade augmente
également le mécanisme de défense antioxydant contre la toxicité reproductive induite par les
radicaux libres (Li et al., 2006 ; Al-Olayan et al., 2014 ; Barathiannan et al., 2016).

1.4.2.2. Activité anti-inflammatoire

Les propriétés anti-inflammatoires de I'extrait de pelure de grenade ont été démontrées par
un effet marqué sur I'expression de la cyclooxygénase-2 (Cox-2) (Houston et al., 2018). Par
ailleurs, I'efficacité de I'extrait de la pelure de grenade a été montrée chez 62 volontaires atteints
de colite ulcéreuse, ou l'indice de I'activité de la colite a diminué aprés quelques semaines chez
les patients étudiés (Kamali et al., 2015). Une étude préliminaire a montré que la consommation
de cet extrait était efficace pour réduire les symptdmes chez les patients atteints de polyarthrite
rhumatoide. De méme, dans un essai randomisé mené chez des patients atteints de polyarthrite
rhumatoide, l'activité de la maladie a été significativement réduite aprés 8 semaines de

supplémentation en extrait de pelure de grenade (Rahimi et al., 2012 ; Ghavipour et al., 2017).

1.4.2.3. Activité antimicrobienne

Le potentiel antibactérien des extraits de pelure de grenade a montré des resultats favorables
contre diverses bactéries pathogénes, notamment Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella spp. et Staphylococcus aureus (Daoutidou, 2021). De plus,
une étude menée par Suruci¢ et al. (2021) a montré que I'inhibition de l'interaction entre la
protéine S du SARS-CoV-2 et le récepteur ACE2 (Angiotensin-Converting Enzyme 2) a l'aide
de la grenade et d'autres substances phytochimiques pour la prévention, l'atténuation et le
traitement du COVID-19 (Suruci¢ et al., 2021).

1.4.2.4. Activité anticancéreuse

La grenade peut étre utile dans la prévention et le traitement de plusieurs cancers, y compris
le cancer du sein, le cancer du poumon et le cancer de la peau (Eroglu et al., 2021 ; Teaima et
al., 2022). En effet, il a été révélé que ce fruit était capable de réduire le flux sanguin vers les
tumeurs et par conséquent, la prolifération des cellules cancéreuses et peut également accélérer

le processus d'apoptose. Plusieurs études ont revélé que I'extrait de pelure de grenade a de forts



https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15538362.2019.1653809
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15538362.2019.1653809
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15538362.2019.1653809

effets anticancéreux et antimétastatiques sur le cancer de la thyroide (Li et al.
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, 2016 ;

Berdowska et al., 2021). Ainsi, la grenade peut étre utilisée comme agent chimiopréventif et
chimiothérapeutique naturel pour lutter contre le cancer (Maphetu et al., 2021).
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Figure 02 : Propriétés pharmacologiques de différentes parties de Punica granatum L. (Singh
et al., 2023).
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Il.  Stress oxydant et radicaux libres

I1.1. Stress oxydant

Le stress oxydant est un état de déséquilibre endogéne entre les radicaux libres et les
antioxydants. Cette situation est observée lorsqu’un organisme vivant est soumis a différentes
situations telles que I’exercice physique intense, le tabagisme ou encore le stress chronique. Ces
situations génerent un excés de radicaux libres qui dépasse la capacité de I’organisme a les
neutraliser, et peut ainsi causer divers dommages structurels et fonctionnels des cellules
(Baudin, 2020 ; Sebbar et al., 2023).

11.1.1. Facteurs favorisant le stress oxydant

Le mécanisme naturel de la respiration est a I'origine de molécules réactives qui, lorsqu’elles
sont en exces, vont oxyder les autres cellules et créer des perturbations des processus
métaboliques. Le stress oxydant est dii a des facteurs d’origine endogéne et exogéne (Juranek
etal., 2013 ; Gillard, 2022) :

11.1.1.1. Facteurs endogenes

La respiration est la source principale a l'origine de molécules d'oxygéne instables
responsables des réactions déléteres. D’autres sources telles que I’activation des cellules
immunitaires (neutrophiles et macrophages), I’inflammation aigué et chronique et le stress

chronique, sont également impliqués dans la génération des espéces réactives de 1’oxygene

(Halliwell, 2007 ; Juranek et al., 2013 ; Gillard, 2022).
11.1.1.2. Facteurs exogénes

La pollution atmosphérique, I’exposition excessive aux rayons UV, la pollution des
intérieurs (composes organiques volatiles), le tabagisme, la consommation d’alcool et
I’exposition aux pesticides sont les principaux facteurs exogenes du stress oxydant. Ces
composeés, une fois dans I’organisme, sont metabolises en sous-produits toxiques tels que les
radicaux libres (Valko et al., 2007 ; Halliwell, 2007 ; Pizzino et al., 2017).

11.2. Radicaux libres

Un radical libre est un atome ou une molécule possédant un ou plusieurs électrons non-
appariés au niveau de son orbite externe, ce qui le rend tres réactif avec une demi-vie trés courte.
Pour retrouver leur stabilité, les radicaux libres capturent I’¢lectron manquant d’autres

composés, lesquels en perdant un électron deviennent a leur tour, instables. Ceci déclenche une
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cascade de réactions qui aboutit a des dommages cellulaires (Sebbar et al., 2023). Les radicaux
libres sont formes par trois mécanismes différents ; un radical peut donner son électron non
apparié a une autre molécule, il peut capturer I'électron d'une autre molécule afin de I'apparier
ou il peut simplement se lier & la molécule (Buonocore et al., 2010).

Au cours du stress oxydant, deux types d’espéces réactives sont générées ; les especes
réactives oxygénées (ERO) et les especes réactives azotées (ERA). Elles sont soit sous forme
radicalaire ou non radicalaire. La forme non radicalaire est formée par la liaison entre deux
espéces radicalaires (Pham-Huy et al., 2008 ; Birben et al., 2012; Ouznadji, 2020).

11.2.1. Le peroxyde d'hydrogéne

Le peroxyde dhydrogéne (H202) est une espece réactive non radicalaire générée
principalement comme sous-produit des réactions métaboliques, notamment, pendant la
respiration cellulaire dans les mitochondries. H-0: est capable de causer des dommages a des
concentrations relativement faibles. A des niveaux plus élevés, les enzymes cellulaires
productrices d'énergie, telles que la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH),
sont inactivées. Il peut aussi facilement traverser les membranes biologiques et endommager
I'ADN en produisant le radical hydroxyle (OH*®) en présence d'ions métalliques de transition.
Le H20: est formé dans une réaction de dismutation catalysée par I'enzyme superoxyde
dismutase (SOD) (Halliwell et al., 2000 ; Halliwell et Gutteridge, 2015).

O2 + O27+ 2H20 - O2+ H20 en présence de Cu ; Zn ; Mn-SOD

11.2.2. Le radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (OH®) est le plus réactif des radicaux libres. Il réagit fortement avec
les molécules organiques et inorganiques, y compris les biomolécules, ce qui cause de graves
dommages aux cellules. Il est formé lors de la réaction de Fenton, dans laquelle H20:2 réagit
avec des ions métalliques, souvent lies en complexe avec différentes protéines telles que la
ferritine (Birben et al., 2012 ; Phaniendra et al., 2015).

Il est également formé par la réaction entre le radical superoxyde (O2*") et le peroxyde
d’hydrogéne (H202) dans une réaction appelée réaction de Haber Weiss (Fenton, 1894 : Harber
et Weiss, 1934).

Fe?* + H202 > Fe®* + OH'+ OH" (Réaction de Fenton)

02* + H202-> 02+ OH '+ OH- (Réaction de Haber Weiss)
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11.2.3. Monoxyde d’azote

C’est une petite molécule générée dans les tissus par différentes enzymes appelées
monoxyde d’azote synthases (NOS) qui convertissent la L-arginine en L-citrulline (Andrew et
Mayer, 1999).

L-Arginine + Oz + NADPH - L-citrulline + NO* + NADP*

Il est a la fois soluble dans l'eau et dans les lipides et diffuse facilement a travers le
cytoplasme et la membrane plasmique. Le NO* est un second messager intracellulaire important
qui stimule la guanylate cyclase (GC) et les protéines kinases et contribue a la relaxation des

muscles lisses dans les vaisseaux sanguins (Ignarro et al., 1987 ; Chiueh, 1999).

11.3. Dommages oxydatifs des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent avoir des actions déeléteres sur les lipides, les protéines et I’ADN,

lorsqu’ils sont présents en grandes quantités dans 1’organisme (Figure 03).
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Figure 03 : Effet des ERO/ERA sur les biomolécules (Singh et al., 2019).
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11.3.1. Lipides

Les lipides membranaires tels que les acides gras polyinsaturés (AGPI), les lipides circulants
(lipoprotéines) et le cholestérol non-estérifié (libre) sont les cibles principales de la
peroxydation lipidique. Les produits métaboliques réactifs résultant de la peroxydation
lipidique sont classés en métabolites primaires et secondaires. Les métabolites primaires
incluent les radicaux libres peroxyles (ROQ?®), les hydroperoxydes organiques (HOOR) et les
radicaux alcoxyles (RO®). Les métabolites secondaires comprennent des aldéhydes tels que le
4-hydroxynonénal (4-HNE), reconnu comme le plus génotoxique, et le malondialdéhyde
(MDA), connu pour ses propriétés mutagenes et athérogenes. Les dommages causés par la
peroxydation lipidique atteignent la fluidité et la perméabilité membranaires. Ils engendrent
également un changement de la structure des lipoprotéines et une perturbation du

fonctionnement cellulaire (Yin et al., 2011 ; Bensakhria, 2018).
11.3.2. Protéines

Ce type de dommages cible les acides aminés soufrés et aromatiques en raison de leur
sensibilité accrue a ces attaques, attribuable a la présence abondante de groupements
sulfhydriles (SH) dans leurs structures. Ce mécanisme peut se produire directement sur les
chaines peptidiques et les groupes latéraux, générant des métabolites primaires. Il peut
également étre indirect, impliquant la glycation et la formation de groupements carbonyles, ou
par la lipoxydation entrainant la formation de bases de Schiff (R-NH2+R’-CHO—R-CH=N-
R’+H20) et d'adduits de Michael (R-CH=CH-COOR’+R’-SH—R-CH(SR”)-CH2-COOR”’), qui
sont des métabolites secondaires (Haleng et al., 2007).

Les dommages oxydatifs des protéines entrainent des modifications structurelles majeures,
lesquelles sont responsables de diverses perturbations des fonctions cellulaires, telles que des
inhibitions enzymatiques, une perte de spécificité ligand-récepteur, des perturbations
métaboliques ainsi que la formation de produits de glycation (PGA ou AGE - Advanced
Glycation End products) (Haleng et al., 2007 ; Bensakhria, 2018).

11.3.3. Acide Désoxyribonucléique

Les dommages oxydatifs de I’ADN ciblent a la fois I'ADN mitochondrial et nucléaire.
L'interaction du radical OH® avec I'ADN peut induire divers processus, notamment la formation
d'adduits sur I'ADN, I'oxydation des bases et des résidus de sucres, des cassures de chaine par
capture d'un atome d'hydrogéne du 2-désoxyribose ainsi que la formation de sites abasiques.
Les conséquences de ces altérations sont une altération de la fonction mitochondriale, la
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formation d'espéces mutageénes, ainsi que l'activation des systéemes de réparation (Bensakhria,
2018 ; Baudin, 2020).

11.4. Antioxydants

La formation de radicaux libres dans 1I’organisme vivant est contr6lée naturellement par
plusieurs composants bénéfiques connus sous le nom d’antioxydants. Les antioxydants sont des
substances qui ont la capacité de neutraliser les radicaux libres et d’inhiber les réactions
d’oxydation. C’est lorsque la disponibilité de ses substances devient limitée que les dommages
oxydants peuvent devenir significatifs, ce qui les rend indispensables au maintien de
I’homéostasie cellulaire. Il existe des antioxydants de sources endogénes et d’autres exogenes
(Percival, 1998 ; Ozougwu, 2016) :

11.4.1. Sources endogenes

L'homme dispose d'un large spectre d'antioxydants qui sont soit enzymatiques ou non-

enzymatiques (Birben et al., 2012).
11.4.1.1. Antioxydants enzymatiques

e Superoxyde dismutase (SOD) : métalloenzyme ubiquitaire responsable de I’élimination de
I’anion superoxyde par dismutation selon la réaction (1). Cette réaction a pour consequences
la réduction de la disponibilité O2*-, limitation de la cascade radicalaire (OH®, ONOO"). Le

H20:2 est pris en charge par des enzymes de relai.
02> +2H* =90 4 1,0, + 0, Q).
e Catalase (CAT) : enzyme héminique ubiquitaire retrouvée dans les globules rouges. Elle
élimine H202 par dismutation en deux étapes (Percival, 1998 ; Bensakhria, 2018) :
1) Catalase (Fe Il1) + H202 — Catalase (Fe V) H202
2) Catalase (Fe V) H202 + H202 — Catalase (Fe III) + H20 + O2

e Systeme Glutathion peroxydase/Glutathion réductase (GPx/GR) : sélénoprotéine ubiquitaire
(7 isoformes) capable d’éliminer 70% des proxydes organiques et 94% de H20: par

réduction selon les réactions suivantes (Percival, 1998 ; Bensakhria, 2018) :
1) 2GSH + ROOH — G-S-S-G + ROH + H20

2) G-S-S-G + NADPH + H* — 2 GSH + NADP*

12
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11.4.1.2. Antioxydants non-enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques sont des molécules qui désactivent les radicaux libres
dans le sang. lls comprennent le glutathion (GSH), la coenzyme Q10, I'aloumine, I'acide urique
et l'acide ascorbique (vitamine C). Contrairement aux antioxydants enzymatiques, ces

antioxydants ne nécessitent pas de cofacteurs pour exercer leur activité (Wu et al., 2013).

11.4.2. Source exogéne (alimentaire) :

En termes d’apport alimentaire, les fruits et les légumes sont la principale source
d’antioxydants. Ils sont particuliérement riches en vitamines (A, C et E), en B-caroténes et
autres caroténoides, ainsi qu’en polyphénols et en flavonoides. D’autres aliments tels que les
huiles végétales contiennent de la vitamine E, tandis que les produits laitiers sont des sources
de vitamine A. Les minéraux et oligo-élements comme le sélénium, le cuivre et le zinc sont des

cofacteurs nécessaires aux enzymes antioxydantes (Percival, 1998 ; Haleng et al., 2007).

1. Les polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés par différents organismes
vivants. Ils forment une grande famille de molécules organiques retrouvées notamment dans le
regne vegeétal (Harborne et Williams, 2000 ; Cutrim et Cortez, 2018). Les polyphénols sont
impliqués dans l'attraction des pollinisateurs, I'exécution de fonctions structurelles, la défense
contre les rayons ultraviolets et la protection contre les invasions microbiennes et les herbivores.
Ils sont principalement contenus dans les aliments tels que les fruits et léegumes. De plus, la
teneur des végétaux en composés phénoliques est responsable de leurs qualités sensorielles

comme l'astringence, la couleur et I'odeur (Pandey et Rizvi, 2009 ; Cutrim et Cortez, 2018).
I11.1. Classification des polyphénols

Les polyphénols sont des composés naturels de structures chimiques diverses, caractérisées
par la présence d'au moins deux anneaux phénols et d'un ou de plusieurs groupements
hydroxyles (OH). Ils sont dérivés soit directement de la phénylalanine, soit d'un précurseur
appele, I'acide shikimique (Pandey et Rizvi, 2009 ; Hanhineva et al., 2010). Les ployphénols
sont _répartis en plusieurs classes, notamment les flavonoides, les acides phénoliques et les
tanins. Ces composés peuvent exister sous forme non conjuguée (aglycone) ou conjuguée avec
du glucose, des acides organiques, des acides carboxyliques, des amines ou des lipides. Environ
8 000 composés polyphénoliques sont connus, dont plus de 4 000 flavonoides (Pandey et Rizvi,
2009 ; Abbas et al., 2017 ; Dias et al., 2021).
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I11. 1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont une classe de polyphénols non flavonoides caractérisés par la
présence de plusieurs groupes OH sur des anneaux aromatiques (Figure 04). D’aprés Tsao
(2010), ils se distinguent par deux structures de base ; I'acide benzoique, composé de sept
atomes de carbone (C6-C1) et I'acide cinnamique, composé de neuf atomes de carbone (C3-
C6). Les dérivés de l'acide benzoique sont l'acide p-hydroxybenzoique, I'acide salicylique,
I'acide gallique et I'acide ellagique. Tandis que les dérivés de I'acide cinnamique sont I'acide p-

coumarique, l'acide caféique et I'acide férulique (Tsao, 2010 ; Cutrim et Cortez, 2018).

H H H
H
e ach Caffeic acid, R = H;
T > T conmaric acid N
Plol:m'nlv(?nm acld, R = H; H Chlorogenic acid, R = S-quinoyl;
Vanillic acid, R = OCH, Cryptochlorogenic acid, R =« 4-quinoyl;

Neochlorogenic acid, R = S-quinoyl;

H H

ferulic acld simnpic acld

Gallic acid, R = H;
Syringic acid, R = OCH, H3C H;C

Benzoic acids Cinnamic acids

Figure 04 : Structures chimiques des differents acides phénoliques (Tsao, 2010).

111.1.2. Flavonoides

Les flavonoides représentent le groupe de polyphénols le plus étudié. Ils possedent une
structure fondamentale composée de deux anneaux aromatiques reliés par trois atomes de
carbone, formant ainsi un hétérocycle oxygéné (Figure 05), (Spencer et al., 2008 ; Pandey et
Rizvi, 2009). Sur la base de la variation structurelle des hétérocycles, les flavonoides peuvent
étre divisés en six sous-classes : les flavonols, les flavones, les flavanones, les flavanols, les
anthocyanines et les isoflavones. Les différences au sein de chaque sous-classe sont dues a des
variations dans le nombre et la disposition des groupes hydroxyles, ainsi que dans leur degré
d'alkylation et de glycosylation. Les flavonoides les plus connus sont la quercétine, la catéchine,

la naringénine et la cyanidine-glycoside (Archivio et al., 2007 ; Abbas et al., 2017).
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Figure 05 : Structures chimiques et sous-classes des flavonoides (Pandey et Rizvi, 2009).

111.1.3. Tanins

Les tanins sont un groupe hétérogene naturel de substances phénoliques hydrosolubles de
poids moléculaire élevé chez les végétaux. Leurs compositions chimiques incluent des cycles
phénoliques et des groupements hydroxyles, ce qui leur confére des caractéristiques
antioxydantes. Ils sont divisés en deux classes importantes ; les tanins hydrolysables et tanins
condenses. Les tanins hydrolysables sont subdivisés en gallotannins ; I'nydrolyse produit du
sucre et de I'acide gallique. Et en ellagitanins ; I'hydrolyse produit du sucre, de I'acide gallique

et de I'acide ellagique (Lamy et al., 2016, Vuolo et al.,2019).
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111.2. Propriétés biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont connus pour avoir des effets bénéfiques sur la santé grace a leurs
propriétés  antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire, antihypertensive et

anticancéreuse (Cutrim et Cortez, 2018).
111.2.1. Activité antioxydante

Les polyphénols sont considérés comme les antioxydants naturels les plus importants

contenus dans I'alimentation humaine. Ils ont la capacité de convertir les radicaux libres en
d'autres espéces plus stables, ainsi que de réguler la signalisation cellulaire redox-dépendante
dans les organismes vivants. Cette capacité antioxydante des composés phénoliques est due a
leur structure et a la position et au nombre de leurs groupes hydroxyles (OH). Ceci permet de
neutraliser les radicaux libres (Yan et al., 2020 ; Mihanfar et al., 2021).
Les composes phénoliques ont également été distingues par leur capacité a chélater les métaux
permettant de prévenir la dégradation de I'ADN au sein des cellules vivantes. Le mécanisme
antioxydant réside dans leur capacité a piéger les ions métalliques tels que Fe?* et Cu?*, qui
pourraient participer a la réaction de Fenton en présence du peroxyde d'hydrogéne (H202) (Li
et al., 2018). De plus, des travaux in vivo ont également révélé que ces substances
phytochimiques peuvent augmenter les niveaux de superoxyde dismutase (SOD), de glutathion
peroxydase (GSH-Px) et de catalase sériqgue (CAT), ce qui entraine une réduction de la
production de malondialdehyde (MDA). Les polyphénols peuvent ainsi réguler les systemes
d'oxydoréductase, renforcant la capacité antioxydante des organismes (Yan et al., 2020 ;
Rathod et al., 2023).
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111.2.2. Activité antimicrobienne

Les polyphénols ont acquis une importance particuliére en raison de leur capacité a agir de
maniere diversifiée contre un large spectre de populations microbiennes (Othman et al., 2019 ;
Lépez-Malo et al., 2020). Ils sont capables de perturber la membrane lipidique gréace a leurs
groupes hydroxyles (OH) qui interagissent avec la paroi cellulaire bactérienne. Cette
perturbation entraine des échanges de protons qui vont diminuer le gradient a travers la
membrane cytoplasmique des cellules bactériennes, d’ou une acidification du cytoplasme, et
une réduction de la production d’ATP aboutissant a une altération du fonctionnement
intracellulaire conduisant a la mort des bactéries (Othman et al., 2019 ; Bensid et al., 2022).

111.2.3. Activité anti-inflammatoire

Les polyphénols possédent des propriétés anti-inflammatoires bien démontrées qui jouent
un réle dans la régulation des cellules immunitaires, des cytokines et des voies de signalisation.
Ils exercent également une influence sur les cellules dendritiques qui vont initier la réponse
immunitaire, ainsi que sur les lymphocytes B et T. De plus, ils inhibent I'activation des cellules
tueuses naturelles (NK) et suppriment les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) (Yahfoufi
etal., 2018 ; de Carvalho et al., 2020). Par ailleurs, les composés phénoliques peuvent moduler
la fonction immunitaire par différents mécanismes, notamment par l'inhibition de la production
des molécules pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, INOS), et I’induction de signaux Nrf2
(nuclear factor erythroid 2-related factor 2), impliqués dans la protection contre le stress
oxydant (Singh et al., 2020 ; Nani et al., 2021).

111.2.4. Activité anticancéreuse

Les polyphénols, grace a leur diversite structurelle importante, sont capables d’engendrer
une multitude de propriétés biologiques, notamment dans la lutte contre le cancer. Des études
épidémiologiques, précliniques et cliniques ont démontré un lien étroit entre la consommation
quotidienne d’aliments riches en polyphénols et la prévention de divers types de cancers
(Lewandowska et al., 2016 ; Yi et al., 2019).

Les polyphénols peuvent exercer leurs effets anticancéreux en régulant de nombreuses voies
de signalisation cellulaire telles que la voie MAPK (Mitogen-activated protein kinase) et PI3K
(phosphoinositide 3-kinase) ; qui stimulent la prolifération cellulaire. Les propriétés
anticancéreuses et cytoprotectrices demontrées sont principalement attribuées a leurs activités
anti-inflammatoires, anti-prolifératives, anti-angiogéniques et anti-métastatiques (Sajadimajd

et al., 2020 ; Patra et al., 2021). Les composés phénoliques peuvent également interrompre la
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réplication de I'ADN, la transcription de 'ARNm et participer a la réparation des dommages de
I'ADN des cellules cancéreuses (Majidinia et al., 2019 ; Mancini et al., 2023).

111.2.5. Interaction des polyphénols avec le microbiote intestinal

Les interactions potentielles entre les polyphénols et le microbiote intestinal suscitent un
intérét grandissant. Les métabolites des polyphénols pourraient stimuler la croissance et la
formation de la famille des bactéries probiotiques telles que les Bifidobacteriaceae et les
Lactobacillaceae et inhiber les bactéries pathogenes telles que E. coli, Clostridium perfringens,
et Helicobacter pylori (Laparra et Sanz, 2010 ; Marin et al., 2015). Ces interactions pourraient
également réduire sensiblement le risque de maladies chroniques, telles que la résistance a
l'insuline et 1’athérosclérose (Del Rio et al., 2013 ; Zanotti et al., 2015).

111.3. Méthodes d’extraction des polyphénols

Les techniques d'extraction des polyphénols varient considérablement, allant des méthodes
conventionnelles telles que la maceération et I'extraction par Soxhlet, aux approches non
conventionnelles comme [l'utilisation des ultrasons et des microondes, chacune offrant des
avantages spécifiques en termes d'efficacité et de rendement (Routray et Orsat, 2012 ; Rostagno
et Prado, 2013 ; Chemat et al., 2017).

111.3.1. Méthodes conventionnelles
e Infusion

L'infusion est un processus simple utilisé pour extraire des matieres végétales volatiles qui
se dissolvent ou qui liberent facilement leurs principes actifs dans de 1’eau bouillante dans un
récipient hermétique pendant environ 15 minutes. Ensuite, I'extrait est filtré pour séparer les
résidus solides. Le matériel végétal peut également étre réduit en poudre fine, placé dans un
récipient en verre, et un solvant d'extraction chaud est appliqué sur le matériel pendant quelques
minutes. Cette méthode est particulierement efficace pour obtenir des métabolites secondaires
facilement solubles (Azwanida, 2015 ; Kamil et al., 2019).

e Macération

La macération est un processus trés ancien au cours duquel des matieres végétales entieres
ou préalablement broyées sont trempées dans un solvant approprié, pendant une durée
déterminée (quelques heures a quelques jours), souvent a température ambiante (Figure 06).
Cette méthode est réguliérement réalisée sous agitation afin de permettre une bonne dissolution
des matieres végétales. Le macérat obtenu est filtré et les filtrats sont enfin combinés. La
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macération est particulierement utile pour l'extraction de composés bioactifs, notamment
sensibles a la chaleur (Li et al., 2007 ; Mosic et al., 2020 ; Frosi et al., 2021).

e Extraction Soxhlet

L'extraction Soxhlet est un procédé d’extraction continue des substances phytochimiques a
partir de végétaux en utilisant un solvant chaud (Figure 06). Le matériau végétal broyé est placé
dans une cartouche en papier filtre solide ou en cellulose. Ce dernier contenant le matériau est
inséré dans le compartiment dédie de I'appareil Soxhlet. Le solvant d'extraction est versé dans
le récipient (ballon) inférieur. Le solvant est chauffé, puis la vapeur est condensée dans le
condensateur et retombée dans la cartouche contenant I'échantillon, placeée au-dessus de
I'appareil. L'extraction des polyphénols est réalisée pendant quelques heures jusqu'a saturation.
Cette méthode permet une extraction efficace avec un rendement supérieur a celui obtenu par
macération (Azwanida, 2015 ; Alara et al., 2018 ; Frosi et al., 2021).
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Figure 06 : Représentation schématique des méthodes d’extraction conventionnelles par
macération et Soxhlet (Frosi et al., 2021).

111.3.2. Méthodes non-conventionnelles
e Extraction assistée par micro-ondes (MAE)

L'extraction assistée par micro-ondes (MAE) est une méthode qui utilise I'énergie des micro-

ondes pour chauffer les solvants en contact avec les particules d'une matrice vegétale, pour
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faciliter la migration des composés actifs de la matrice vers le solvant (Eskilsson et al., 2000).
Cette méthode utilise un applicateur a micro-ondes comme source d'énergie, permettant une
extraction de haute qualité avec une consommation réduite de solvant et de temps, tout en
préservant I'intégrité des propriétés physicochimiques de I'extrait (Huang et al., 2017 ; Cavdar
etal., 2017).

e Extraction assistée par ultrasons (UAE)

La méthode d'extraction assistée par ultrasons (UAE) est une technique qui exploite I'effet
mécanique de I'implosion de bulles microscopiques pour induire une désorganisation rapide des
tissus végetaux. Cela facilite la diffusion des composés phytochimiques de la matrice vers le
solvant. Le systeme d'extraction par ultrasons comprend un générateur de puissance, un
transducteur, un amplificateur et une sonde. Le transducteur convertit I'énergie électrique en
énergie acoustique en vibrant mécaniquement a des fréquences ultrasonores. La matrice
biologique est placée dans un récipient d'extraction, le solvant est ajouté, et le processus

ultrasonique est ensuite initié (Vinatoru, 2001 ; Osorio-Tobon et al., 2020).
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Matériel et méthodes

I. Matériel et méthodes

1.1. Matériel

L’étude est réalisée sur des extraits de pelure de grenade « Punica granatum ». Le fruit

provient des commerces de la ville de Béjaia, dans la période d’octobre a novembre 2022.
1.2. Méthodes

1.2.1. Préparation des extraits

Les pelures de grenade ont été séchées a I’air libre et a I’abri de la lumiére pendant quelques
semaines. Les pelures séchées ont été ensuite broyées en poudre fine puis tamisée a 1’aide d’un
tamiseur électrique (<250 pm). L’extraction a été réalisée a partir de la poudre par trois

méthodes conventionnelles ; infusion, macération et Soxhlet (Figure 7).

10 g PPG (@ > 250 nm)

) 4 .

Infusion Macération Soxhlet
(Haj Ali et al., 2018) (Ranjha et al., 2020) (Ali et Kumar, 2014)
100 ml eau distillée _100ml i
100°C Ethanol (70%)
Agitation 10 min Agitation (6h/60°C) Extraction (60°C/6 h)
(8 cycles)
Centrifugation/5min a @
3000 tr/min g |
: Filtration |
A . | (papler Whamanng) |
: Filtration e '
' (papier Whatman n°3) R
b o e e e e e e e e e e e e e e e e '..A ’0

Evaporation a 60°C
(évaporateur rotatif)

Séchage a 50°C

Conservation (+4°C/récipients hermétiques opaques)

Figure 07 : Représentation schématique des trois méthodes d’extraction (Selon Ait Otmane et
Ait Souki, 2022).
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1.2.2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des composes phénoliques totaux contenus dans les trois extraits de la pelure de

grenade a été estimé par la méthode au réactif du Folin-Ciocalteu (Georgé et al., 2005).

Un volume de 500 pl de Folin-Ciocalteu (1:10) est ajouté a 100 pl des extraits de la pelure
de grenade (0.3, 0.5 et 1 mg/ml). Aprés 4 minutes d’incubation a température ambiante, 400 pl
d’une solution de carbonate de sodium (7.5%) sont ajoutés au milieu réactionnel. Les tubes sont
agités au vortex puis incubés au bain-Marie a 50°C pendant 15 minutes. Une coloration bleue
est observée a la fin de I’incubation. Les tubes sont refroidis dans de la glace puis 1’absorbance

est mesurée au spectrophotometre a A=760 nm.

Tous les échantillons ont été réalisés en triplicate. La teneur en polyphénols totaux a été
estimée a partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage utilisant 1’acide gallique
comme standard (0-200 pg/ml). Elle est exprimée en microgramme équivalent d’acide gallique

par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

1.2.3. Analyse de I’activité scavenger de radicaux libres

1.2.3.1. Activiteé scavenger du peroxyde d’hydrogeéne (H20?)
L’évaluation de I’activité scavenger du peroxyde d’hydrogeéne H202 par les trois extraits de
pelure de grenade a été mesurée par la méthode de Mukhopadhyay et al. (2016), avec quelques

modifications.

Un volume (750 pl) de chacun des extraits étudiés est ajouté a 125 pl de FeSO4 (1 mM).
Apres agitation au vortex, le mélange de chaque tube est additionné de 32 ul de H202 (5 mM).
L’ensemble des tubes est incubé pendant 5 min a température ambiante et a 1’obscurité. Ensuite,
750 ul de phénanthroline (1 mM) sont ajoutés au mélange et incubés 10 min a température
ambiante a I’obscurité. Une couleur rouge-orangée apparait. L’absorbance est mesurée a I’aide

d’un spectrophotomeétre a A = 510 nm.

Afin de calculer le pourcentage d’activité scavenger du radical H202, un contréle contenant
du FeSOs et de la phénanthroline dont la couleur est rouge-orangee a été préparé, ainsi qu’un
blanc échantillon contenant 1’extrait et du FeSOa. Le pourcentage d’inhibition de 1’oxydation

du radical hydroxyle H20:2 par les différents extraits analysés a été calculé selon I'équation :
% Activité scavenger du radical H202 = (Ao-At)/Ao x100.

Ao : absorbance du controle (sans extrait).

At : absorbance du test (avec extrait).

22



Matériel et méthodes

1.2.3.2. Activité scavenger du radical hydroxyle (OH®)

L’activité scavenger du radical OH® par les trois extraits de pelure de grenade a été mesurée

par la méthode de Rajamanikandan et al. (2011).

500ul de chaque extrait de pelure de grenade dissout dans de 1’eau distillée ont été
additionnés a 500 pL de FeSO4 (1.5 Mm) plus 350 pl de H202 (6 Mm) et 150 L de salicylate
de sodium (20 Mm). Aprés agitation au vortex, les échantillons ont été incubés pendant 1 h
dans un bain-Marie a 37°C. Ensuite, les échantillons troubles ont été centrifugés a 10 000
tours/min pendant 5 min. L’absorbance correspondant a la formation du complexe salicylate
hydroxylé a été mesurée a A = 562 nm. Le pourcentage d’inhibition de I’oxydation du radical

OH par les différents extraits analysés a été calculé selon I'équation suivante :
% Activité scavenger du radical OH® = (Ao-At)/Ao x100.

Ao : Absorbance du controle (sans extrait)

At : absorbance du test (avec extrait).
1.2.3.3. Activité scavenger du radical monoxyde d’azote (NO°®)

L’activité antioxydante des trois extraits de pelure de grenade par le piégeage du radical

NO* a été évaluée par la méthode de Griess (Awah et Verla, 2010).

Un volume de 500 ul de I’extrait est ajouté a 500 ul de nitroprussiate de sodium (NPS, 5
Mm) préparé dans du tampon phosphate salin (PBS, pH = 7.4). Aprés vortex, les tubes sont
incubés sous la lumiere d’une lampe électrique, & température ambiante pendant 1h 30. Ensuite,
500 pl du réactif de sulfanilamide (1% dans 5% de H3PQOas) sont rajoutés, puis incubés pendant
10 min a I’obscurité. Apres, 500 pl de dichlorydrate de naphtyléthyléne diamine (NEDD, 0.1%)
sont ajoutés dans chaque tube puis incubés pendant 20 min a température ambiante et a
I’obscurité. A la fin, une couleur rose est obtenue et I’absorbance est mesurée au
spectrophotomeétre a A=543 nm. Le pourcentage du potentiel neutralisant le NO*® par les extraits

de pelure de grenade a été calculé selon I'équation suivante :
% Activité scavenger du radical NO® = (Ao-At)/Ao x100.

Ao : absorbance du contr6le (sans extrait).

A : absorbance du test (avec extrait).
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1.2.4. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de la moyenne + écart-type (N = 3).
L’analyse statistique est réalisée par le logiciel GraphPad Prism 5 en appliquant 1’analyse de la

variance (ANOVA). Une valeur de p < 0.05 a été considérée comme étant statistiquement

significative.
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Il. Résultats et discussion

La présente étude a été réalisée sur des extraits de pelure de grenade obtenus par trois
techniques d’extraction différentes ; infusion (El), macération (EM) et Soxhlet (ES). Le contenu
en polyphénols totaux de chacun de ces extraits a été évalué. L’activité antioxydante par
neutralisation du radical hydroxyle (OH®), du peroxyde d’hydrogéne (H202) ainsi que du
monoxyde d’azote (NO*®) a été également déterminée.

I1.1. Contenu en polyphénols totaux

Les polyphénols sont des composés naturels synthétisés principalement par les plantes, dont
les caractéristiques chimiques leur conferent de puissantes propriétés antioxydantes (Singh et
al., 2019).

La teneur en polyphénols totaux (TPC) a été déterminée par la méthode du Folin-Ciocalteu
selon la Georgé et al. (2005). Le principe de cette réaction repose sur la réduction du réactif de
Folin-Ciocalteu, qui est un mélange d'acides phosphotungstiques (HsPW12040) et
phosphomolybdiques (HsPMo012040), en oxydes bleus de tungsténe (WsO23) et de molybdéne
(MosO2a3) lors de I'oxydation des groupements phénols. Cette réaction est réalisée en présence
de carbonates de sodium (NaCOs) et donne une coloration bleue proportionnelle a la quantité
de polyphénols analysée a 760 nm (George et al., 2005).

Une gamme étalon de concentrations de 0-200 pg/ml d’acide gallique (standard) a été
réalisée afin de déterminer les teneurs en polyphénols des extraits analysés. Les
résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg
EAG/g), a partir de I’équation de régression linéaire de la droite d’étalonnage (Figure 08).

Le dosage des polyphénols dans les trois extraits étudiés (infusion, maceration et Soxhlet) a
permis d’obtenir les résultats présentés dans la figure 09.
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Figure 09 : Contenu en polyphénols totaux dans les extraits obtenus par les trois méthodes
d’extraction (NS : non significatif ; ** : p < 0.01 ; *** : p < 0.001).
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La teneur en polyphénols totaux la plus élevée a été obtenue dans les deux extraits de
macération (302.05 + 3.51 mg EAG/g) et Soxhlet (291.29 + 6.51 mg EAG/g). Tandis que la
valeur obtenue dans I’extrait d’infusion (264.69 + 7.28 mg EAG/g) est significativement
inférieure a celle obtenue par macération (p < 0.001) et par Soxhlet (p < 0.01).

Cette différence pourrait étre due a différents facteurs influengant 1’extraction des
polyphénols tels que le solvant, la méthode, la température et le temps d'extraction (Tamborlin
et al., 2020 ; Anila et Mohammed, 2022).

A des températures élevées, une dégradation des polyphénols peut se produire. Ceci pourrait
expliquer la diminution de la teneur en polyphénols dans I’extrait de ’infusion. Néanmoins, il
a été montré qu’une augmentation des TPC pourrait étre obtenue a des températures élevées,
probablement due a la rupture des liaisons lignine-acide phénoliques ou a la décomposition de
la lignine elle-méme, donnant lieu a une plus grande quantité d'acide phénolique (Anila et
Mohammed, 2022).

En effet, les composés phénoliques polaires sont extraits a basse température tandis que les
composés phenoliques moins polaires sont extraits a des températures plus élevées. De plus, la
polarité de I'eau est réduite a des températures plus élevées, ce qui lui permet de solvater les
composés non polaires. Par conséquent, les composés phénoliques peuvent étre extraits en

fonction de la température d'extraction avec une grande sélectivité (Ibafiez et al., 2003).

Par ailleurs, les solvants mixtes se sont montrés particulierement efficaces. En effet, le
méthanol (70%), 1’éthanol (70%) et I’acétone (70%) permettent d’obtenir des teneurs plus

élevées en TPC, suivis par les solvants purs et agueux (Bourgou et al., 2016).

Le solvant utilisé pour la macération et I’extraction au Soxhlet est I’éthanol 70%, qui est un
solvant mixte. Celui-ci semble étre plus efficace que I’eau dans 1’extraction des polyphénols
probablement par I’augmentation de leur solubilité (Bourgou et al., 2016). Comparativement a
I'infusion, la macération et le Soxhlet nécessitent une durée d'extraction plus longue. Cette
prolongation permet un contact prolongé entre la poudre et le solvant, ce qui favorise la rupture
des parois cellulaires et libére davantage de polyphénols (Turkmen et al., 2009 ; Rhazi et al.,
2015 ; Yanchev et al., 2022).

Les reésultats montrent que les méthodes d'extraction influencent significativement la teneur

en polyphénols des extraits de pelure de grenade étudiés. Les techniques de macération et
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d'extraction au Soxhlet, utilisant un solvant mixte (éthanol 70%), ont produit les concentrations

les plus élevées en polyphénols totaux.

11.2. Evaluation du pouvoir scavenger des radicaux libres
11.2.1. Activité scavenger du peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogéne (H202) est une espece réactive non radicalaire capable de causer
des dommages aux biomolécules via différents mécanismes, notamment en présence du fer. I
se décompose en radical hydroxyle (OH®), le plus instable des radicaux libres (Halliwell et al.,
2000 ; Tiago et al., 2021).

La capacité des extraits de pelure de grenade préparés par les différentes méthodes
d’extraction (infusion, macération et Soxhlet) et aux concentrations croissantes (0.3, 0.5 et 1
mg/ml), a piéger le peroxyde d’hydrogene est estimée selon la méthode décrite par
Mukhopadhyayet al. (2016).

Le principe de cette méthode est basé sur la réaction de I’ion ferreux Fe?* avec trois
molécules de phénantroline ; le complexe [fer-3Phénantroline]>* formé donne une couleur
orangée. En présence du H202, le fer ferreux (Fe?*) est réduit en fer ferrique (Fe3*), ainsi il n’y
aura pas de formation du complexe [fer-3Phénantroline]?*. En revanche, en présence d’un
antioxydant ayant pour role de piéger le H20z, le Fe?* ne sera pas réduit et forme le complexe
[fer-3Phénantroline]** (Mukhopadhyayet al., 2016). L'acide gallique, un antioxydant de
référence, est utilisé comme étalon (Figure 10b).

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits de la pelure de grenade (0.3, 0.5 et 1
mg /ml) ont un effet scavenger du H202 de 65-82%. A une concentration de 0.3 mg/ml, ’'EM
et EI ont montré un taux d’inhibition de 72.37 £ 2,54% et 69.62 + 3.67% respectivement. Une
difference significative (p < 0.05) a été notée entre EM et ES (65.15 + 3.63%). La méme
différence a été observée a une concentration de 0.5 mg/ml, ou la capacité scavenger du H202
a été de 70.45 + 3.07% pour ES, 77.42 + 1,93% pour EM et 76.52 + 2.42% pour EI. Par ailleurs,
a 1 mg/ml, EI présente un taux d'inhibition de I’oxydation du H202 de 82.36 + 1.50%. Cette
valeur, est équivalente a celle obtenue par EM (77.99 = 4.63 %). Tandis que la capacité
neutralisant le H202 par ES (74.50 + 3.83%) est significativement inferieure (p < 0.05) a celle
obtenue par infusion (Figure 10a).

Pour les trois concentrations analysées, la capacité a neutraliser H202 par ES est inférieure
a celle de EM ainsi que El. Cela pourrait étre di a une dégradation partielle des polyphénols a

cause de températures élevées pendant une période prolongée employée dans I’extraction
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Soxlhet. Des polyphénols tels que les anthocyanes, qui sont thermolabiles, se dégradent a une
vitesse qui augmente considérablement avec la température, affectant ainsi leur efficacité

antioxydante (Aurelio et al., 2008 ; Rudrapal et al., 2024).
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Figure 10 : Effet scavenger du peroxyde d’hydrogéne (H202) par les trois extraits de pelure de
grenade Punica granatum et I’acide gallique. (a) comparaison entre les extraits. (b)
comparaison entre les différentes concentrations.

D’autre part, la comparaison de I’effet des différentes concentrations (0.3, 0.5 et 1 mg/ml)
pour chacun des extraits analysés, n’a révélé aucune différence significative pour El a 0.5 et 1

mg/ml (76.52 + 2.42 % ; 82.36 + 1.50%, respectivement). Cependant ces valeurs sont
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significativement élevées (p < 0.001) par rapport a celle obtenue a 0.3 mg/ml (69.62 + 3.65%).
Pour EM, aucune difference significative n'a été observée entre les trois différentes
concentrations avec des taux d’inhibition de 72.37 + 2.54, 77.42 + 1.93 et 77.99+ 4.63%,
respectivement. Enfin pour ES, le taux d’inhibition de I’oxydation du H202 n’a montré aucune
différence significative entre les concentrations 1 mg/ml (74.50 + 3.83%) et 0.5 mg/ml (70.45+
3.07%). Celle-ci a été aussi équivalente a celle obtenue a 0.3 mg/ml (65,15 3,63%),

significativement inférieure (p < 0.01) au potentiel exercé par EM (Figure 10b).

Les résultats de I’activité scavenger du H20. exercée par le standard (acide gallique) a
concentrations croissantes (5, 10 et 25 pg/ml) sont illustrés dans la figure 10b. A Sug/ml, I’acide
gallique montre un taux d’inhibition de [’oxydation du H.0. de 77.48 + 1.63%,
significativement éleve (p < 0.001) par rapport a 10 et 25 pug/ml. De plus, I’acide gallique a 10
pg/ml a montré une activité inhibitrice de 60.23 + 1.52%, significativement élevée (p < 0.001)

par rapport a I’effet scavenger induit a 25 pg/ml (13.39 £ 0.69%).

Le pouvoir des extraits de la pelure de grenade El, EM et ES aux différentes concentrations
(0.3, 0.5 et 1mg /ml) a neutraliser le peroxyde d'hydrogéne serait dii a la capacité structurelle
des extraits a céder un atome d’hydrogéne pour réduire le H202 en deux molécules de H20. Les
polyphénols, notamment les flavonoides, sont bien étudiés pour leurs proprietés antioxydantes
dans la neutralisation du H20:, en raison de leur capacité élevée a céder des atomes d’hydrogéne
de leurs groupements hydroxyles (Sumathy et al., 2013 ; Rudrapal et al., 2024). Le taux
d’hydroxylation des cycles phénoliques varie en fonction de la structure du flavonoide, ce qui
influence leur potentiel antioxydant (Rice-Evans et al., 1997 ; Sumathy et al., 2013). Nos
résultats montrent que cette activité de piégeage est proportionnelle a la concentration de
I’extrait, notamment pour El.

Des études ont confirmé ces résultats en utilisant une gamme de concentrations d'extrait de
0.5-3 mg/ml. L'activité antioxydante, mesurée par la capacité a réduire le H202, eétait
significativement plus élevée a des concentrations plus élevées, démontrant une relation linéaire
entre la concentration de I'extrait et I'activité du piégeur (Stagos, 2020).

Paradoxalement, les résultats de 1’acide gallique a 5, 10 et 25ug/ml, montrent que plus la
concentration du standard augmente, plus le taux d’inhibition diminue. Cela pourrait étre
expliqué par la présence de Fe?* (FeSO4du milieu réactionnel), un métal de transition reconnu
pour influencer considérablement l'activité de I'acide gallique, impliquant I'inhibition ou la
production de radicaux libres (Aruoma et al., 1993 ; Lima et al., 2023). Une étude a démontré

que l'acide gallique en présence du fer, favorise la production du radical OH®, ce qui lui confére
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la propriété de pro-oxydant dans les systémes de type Fenton (Lima et al., 2023). Une autre
étude a démontré que si le rapport molaire acide gallique:Fe est < 2, I'effet global de l'acide
galligue est prooxydant, et si le rapport molaire acide gallique:Fe est > 2, le role global est
antioxydant (Strilc et al., 2002 ; Liu et al., 2023).

11.2.2. Activité scavenger du radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (OH®) est le plus réactif des radicaux libres. Sa formation est favorisée
par la présence de métaux de transition en passant par la formation de complexes intermédiaires
(Baudin, 2020) :

Fe** + Ho0; —» [Fe(Il)(H.02) — > [Fe(IV)=O]* —» Fe + OH*+OH"

Dans la réaction entre Fe** et H20-, les complexes intermédiaires incluent principalement le
complexe transitoire [Fe(IT)(H202)]**, qui se transforme en complexe ferryl [Fe(IV)=0]*" avant
de se décomposer en Fe*', un radical hydroxyle (OH®), et un ion hydroxyle (OH"). Ce
mécanisme, connu sous le nom de réaction de Fenton, permet la production de radicaux libres

hautement réactifs (Fischbacher et al., 2017).

Dans I’essai de I’activité scavenger du OH®, la réaction est basée sur I’oxydation du fer
(FeS0a4) par le peroxyde d’hydrogéne (H202) afin de générer des radicaux hydroxyles (OH®).
Les radicaux hydroxyles formés réagissent avec le salicylate de sodium pour former un
complexe hydroxylé qui absorbe a 562 nm. L’évaluation de la capacité des extraits a neutraliser
les radicaux hydroxyles a été réalisée aux différentes concentrations (0.3, 0.5 et 1 mg/ml).

L acide gallique, est utilisé comme antioxydant de référence (Figure 11b).

A une concentration de 0.3 mg/ml, aucune différence significative n’a été observée entre les
El (37.21 £ 2.05%), EM (38.56 + 1.69%) et ES (40.33 + 1.36%) pour I’inhibition de I’oxydation
du radical OH®*. A 0.5 mg/ml, la valeur obtenue par macération (56.03 = 2.26%) est
significativement supérieure a celle obtenue par infusion (47.63 + 1.30%, p < 0.01) et par
Soxhlet (44.73 £ 0.94%, p < 0.001). A 1 mg/ml, El a révélé un taux de neutralisation du radical
hydroxyle de 82.22 + 6.01%. Cette valeur est significativement supérieure (p < 0.001) a celle
obtenue par macération (71.58 + 0.80%) et Soxhlet (63.80 = 2.08%). Une différence
significative (p < 0.01) a été également retrouvée entre les EM et ES (Figure 11a).
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Des études ont montré que les méthodes d'extraction n'affectaient pas significativement
I'efficacité antioxydante d’extraits de plantes médicinales (Azmir et al., 2013 ; Dhanani et al.,
2013).
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Figure 11 : Effet scavenger du radical hydroxyle (OH®) par les trois extraits de pelure de
grenade Punica granatum et I’acide gallique. (a) comparaison entre les extraits. (b)
comparaison entre les différentes concentrations.
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A 0.3 mg/ml, les concentrations de composés actifs seraient suffisantes pour exercer une
activité scavenger, mais n’atteignent pas une différence significative entre les différents extraits
étudiés. De plus, a des concentrations plus élevées, la présence d'une plus grande diversité de
composés antioxydants extraits par infusion et macération pourrait créer des effets synergiques,
augmentant ainsi l'activité scavenger du radical OH* (Figure 11a), (Pinelo et al., 2005 ; C6té et
al., 2010).

EI montre I’effet scavenger du radical OH® le plus élevé a 1 mg/ml. Ce résultat est en accord
avec le résultat obtenu par Maghsoudlou et al. (2019). En outre, la pelure de grenade est connue
pour sa grande richesse en tanins hydrolysables dont les ellagitanins tels que la punicalagine.
Ces composés sont caractérisés par une bonne solubilité dans I'eau. Il est donc possible qu'ils
se trouvent en plus grande quantité dans I'extrait agueux et non dans l'extrait éthanolique, ce

qui serait lié a sa capacité neutralisant le OH* la plus élevée (Cruz-Valenzuela et al., 2022).

L’extrait de I’infusion a révél¢é des taux d’inhibition croissants suivant les concentrations 0.3
(37.21 + 2.05%), 0.5 (47.63 + 1.30%) et 1 mg/ml (82.22 + 6.01%). En effet, une différence
significative (p < 0.001) a été observée entre les trois concentrations. Le méme résultat a eté
enregistré avec I’EM ot le pourcentage d’inhibition est égal a 38.56 + 1.69% a 0.3 mg/ml, 56.03
+2.26% a 0.5 mg/ml et 71.58 + 0.80% a 1 mg/ml. Au contraire, aucune différence significative
n’a été observée dans I’ES entre 0.3 mg/ml (40.33 + 1.36%) et 0.5 mg/ml (44.73 + 0.94%).
Néanmoins, L’effet neutralisant du OH® obtenu avec I’ES a 1 mg/ml (63.80 + 2.08 %) est

significativement supérieur (p < 0.001) aux valeurs obtenues a 0.3 et 0.5 mg/ml (Figure 11 (b)).

Ces résultats révelent que la capacité scavenger du OH® par les El et EM est proportionnelle
a la concentration de I’extrait. Cette augmentation pourrait étre attribuée a une combinaison de
facteurs liés aux propriétés chimiques des composés phénoliques contenus dans chacun des
deux extraits, notamment la capacité de donation d’atomes d’hydrogéne et la polarité ainsi que
la sélectivité. Les composés bioactifs contenus dans ces extraits interagissent avec les radicaux
OH* de maniére sélective, et lorsque la concentration de I'extrait augmente, la probabilité
d'interaction avec les radicaux OH® s'accroit, augmentant ainsi l'efficacité de I'inhibition
(Pabdn-Baguero et al., 2018 ; Dessie et al., 2022). En revanche, pour I’ES, une différence non
significative entre les concentrations de 0.3 et 0.5 mg/ml a été observée. Cela pourrait étre
expliqué par le fait que les composés antioxydants extraits a ces concentrations atteignent un
maximum d'efficacité. Cependant, a 1 mg/ml, la concentration de ces composés permet

d’atteindre un potentiel anti-oxydant supérieur (Pabdn-Baquero et al., 2018).
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Les résultats de I’acide gallique a 5, 10 et 25 pg/ml montrent que 1’effet scavenger du radical
OH?® augmente proportionnellement a I’augmentation de la concentration. Ceci montre un effet
dose-dépendant. Les antioxydants comme l'acide gallique agissent en neutralisant les radicaux
libres et en inhibant les réactions d'oxydation. A des concentrations plus élevées, ils ont plus de
molécules disponibles pour réagir avec les radicaux libres, ce qui conduit a une inhibition
accrue de I'oxydation. De plus, a des concentrations plus elevées, l'acide gallique est plus
soluble dans les solutions aqueuses, ce qui facilite sa diffusion et son interaction en présence
des radicaux libres (Djeridane et al., 2006 ; Kim et al., 2013).

I1.2.3. Activité scavenger du monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote est un composé radicalaire réactif généré dans les tissus par différentes
enzymes appelées monoxyde d’azote synthases (NOS). En raison de sa solubilité¢ dans 1’eau et
les lipides, il diffuse facilement a travers les membranes cellulaires (Andrew et Mayer, 1999 ;
Mitra et Altit, 2023).

La capacité des trois extraits de pelure de grenade (infusion, macération et soxhlet) aux
concentrations de 0.3, 0.5 et 1Img /ml, a neutraliser le monoxyde d’azote est estimée selon la
méthode décrite par Awah et Verla (2010). Le nitroprussiate de sodium dans du tampon
phosphate salin (PBS) en présence de la lumiére génére du NO®. Celui-ci interagit avec
I’oxygéne pour produire des ions nitrites NO2", mis en évidence par le réactif de Griess. L'acide

gallique est utilisé comme standard.

Les résultats de I’activité scavenger du NO® exercée par les trois extraits étudiés, sont

illustrés dans la figure 12.

La comparaison entre les différents extraits montre qu’a 0.3 mg/ml, aucune différence
significative n’a été observée entre El et ES (61.11+ 0.40% et 63.46 + 3.09 %, respectivement)
et entre El et EM (59.49 * 1.46%). Cependant une différence significative (p < 0.05) a été
obtenue entre EM et ES. Par ailleurs, & 0.5 mg/ml, aucune différence significative n’a été notée
entre les trois extraits EI, EM et ES (69.87 £ 2.15% ; 68.75 =+ 1.77 % et 68.80 £ 1.01%,
respectivement). A 1 mg/ml, ES et EM ont montré des taux équivalents pour la neutralisation
du NO® (7155 + 2.11%et 69.85+ 1.11%, respectivement). De méme, aucune différence
significative n’a été enregistrée entre El (67.39 £ 1.87%) et EM (69.85+ 1.11%). Tandis qu’une
différence significative (p < 0.05) a été enregistrée entre ES et EI (71.55 + 2.11% et 67.39 +
1.87%) (Figure 12a).
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A une concentration de 0.3 mg/ml, les molécules bioactives exercent une méme activité
scavenger pour les trois extraits. Par contre a 0.5 et 1 mg/ml, ES révéle une activité scavenger
du NO* légérement plus prononcé, probablement due & la présence d’interactions entre une plus

grande diversité de composés bioactifs présente dans ’extrait (C6té et al., 2010).
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Figure 12 : Effet scavenger du monoxyde d’azote (NO) par les trois extraits de pelure de
grenade Punica granatum et I’acide gallique. (a): comparaison selon les concentrations
(0,3mg /ml, 0,5mg/ml et 1mg/ml). (b): comparaison selon les techniques d’extraction
(Infusion, Maceération et Soxhlet).

La comparaison entre les différentes concentrations montre qu’aucune différence
significative du taux d’inhibition de I’oxydation du NO® n’a été observée entre les

concentrations 0.5mg /ml (69.87 + 2.16%) et 1 mg /ml (67.39 + 1.87%) pour El. Ces deux
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valeurs sont significativement supérieures (p < 0.001) a celle obtenue a 0.3mg /ml (61.11 +
0.40%). Pour EM, aucune différence significative n’a également été enregistrée entre 0.5 et 1
mg/ml (68.75 + 1.77% ; 69.85 + 1.11% respectivement), comparés a 0.3 mg /ml (59.49 +
1.46%). Enfin pour ES & 0.3 mg/ml, un taux d’inhibition de 63.46 + 3.09% significativement
inferieur, par rapport & 5 mg /ml (69.87 + 2.16%, p < 0.01) et a 1 mg/ml (71.54 + 2.11%, p <
0.001) (Figure 12b).

Le pouvoir scavenger du NO® par les différents extraits est compris entre 60 et 70%. Cette
activité serait associée a leurs contenus en polyphénols totaux. En effet, des recherches ont
montré que I'extrait d'une plante réduit la quantité de nitrite (NO2") produites par la
décomposition du nitroprussiate de sodium in vitro. Ce phénoméne sont attribuables aux
propriétés antioxydantes des polyphénols de I'extrait, qui pourraient entrer en compétition avec
I'oxygene (O2) pour réagir avec NO®, inhibant ainsi la formation de nitrite. Les produits
végétaux pourraient donc inhiber la formation de NO*® et jouer ainsi un r6le important dans la

prévention des effets néfastes liés a une production excessive de NO*® (Qiao et al., 2009).

De plus, les extraits de la pelure de grenade ont révélé un potentiel anti- NO® considérable,
cet effet revient probablement a des interactions entre les différentes structures des molécules
bioactives contenues dans les extraits. Une analyse phytochimique quantitative indique que la
plante contient des quantités importantes de composés phénoliques (acide ellagique,
ellagitanins et acide gallique) responsables de I’activité antioxydante et du piégeage des
radicaux libres (Saparbekova et al., 2023 ; Teniente et al., 2023).

Concernant I’acide gallique, un faible taux d’inhibition de I’oxydation du NO* a été obtenu
a 5ug/ml (0.73+ 0.81%). Avec I’augmentation de la concentration la capacité de neutralisation
du NO a également augmenté & 10pg/ml (10.13+£3.86 %) puis & 25ug/ml (68.66 + 0.21%)
(figure 12). Une étude a examiné l'effet de différentes concentrations d'acide gallique sur son
activité antioxydante. Les résultats montrent que la capacité a inhiber 1’oxydation de I'acide
gallique augmente de maniere dose-dépendante. Parallélement, les différents extraits ont révélé
une grande capacité a neutraliser le radical NO® avec I’augmentation des concentrations (0.3,
0.5 et 1 mg/ml). Ce résultat est en accord avec le résultat obtenu par 1’acide gallique. Plus la
concentration est élevée, plus les substances bioactives sont disponibles pour neutraliser les

especes reactives (Kim et al., 2013).
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Conclusion et perspectives

La présente étude a été réalisée dans le but de valoriser un sous-produit naturel qui est la
pelure de grenade (Punica granatum). Trois différents extraits ont été prépares par infusion
(El), macération (EM) et Soxhlet (ES). Leur contenu en polyphénols totaux a été évalué, puis
leur activité antioxydante envers le peroxyde d’hydrogéne (H202), le radical hydroxyle (OH®)

et le monoxyde d’azote (NO*®), a été analysée a différentes concentrations (0.3, 0.5 et 1 mg/ml).

Le dosage des TPC a révélé que la teneur la plus élevée est contenue dans les deux extraits
de macération (302.05 + 3.51 mg EAG/g) et Soxhlet (291.29 + 6.51 mg EAG/g). Néanmoins,
bien que la teneur en TPC obtenue dans El (264.69 + 7.28 mg EAG/g) soit significativement

inférieure, elle reste relativement élevée.

Par ailleurs, 1’évaluation de 1’activité scavenger du H202, du OH*® et du NO*® a montré que
les trois extraits de la pelure de grenade a différentes concentrations posseédent un pouvoir
antioxydant potentiel. Les résultats de 1’évaluation de 1’activité scavenger du H202 a montré
que le pourcentage d’inhibition de 1’oxydation de ce dernier le plus bas a été obtenu par ES a
0.3 mg/ml (65.15 + 3.63%), et le plus élevé, par ElI a 1 mg/ml (82.36 + 1.50%). Cependant,
I’effet scavenger du radical hydroxyle semble étre dose-dépendant. EI montre le pourcentage

d’inhibition de I’oxydation du OH® le plus élevé atteignant 82% a 1 mg/ml.

Quant au monoxyde d’azote, les variations se rapprochent énormément, avec un taux de
neutralisation du NO® minimal de 59.49 + 1.46% pour EM a 0.5 mg/ml, et maximal de 71.54 +
2.11% pour ES a 1 mg/ml. En revanche, ce potentiel serait influencé davantage par la diversité
des structures chimiques de ces composés et probablement par les interactions entre eux, qui

sont susceptibles d'améliorer leur potentiel antioxydant.

Notre étude montre que I’EPG est extrémement efficace contre les especes réactives H20x,
OH* et NO®. Ces médiateurs du stress oxydant sont reconnus pour étre fortement impliqués
dans la pathogenése de plusieurs maladies chroniques. Le potentiel antioxydant démontré dans
ce travail serait associé non seulement au contenu en polyphenols des différents extraits EI, EM
et ES mais probablement a leur diversité structurale, impliquant ainsi une relation structure
activité. Il est donc plus que recommandé d’exploiter d’avantage la pelure de grenade pour une

meilleure valorisation de ce sous-produit naturel.
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Conclusion et perspectives
En perspectives de ce travail, il serait intéressant :

- De doser d’autres composés bioactifs, notamment les tanins hydrolysables, dont la
pelure de grenade est particulierement tres riche.

- D’identifier la nature des composés phénoliques en réalisant des analyses par HPLC.

- Drutiliser des méthodes d’extraction non-conventionnelles et de comparer les résultats
aux méthodes conventionnelles.

- Drétudier les propriétés biologiques de ces extraits in vivo.

- D’exploiter la pelure de grenade en vue de développer un complément alimentaire.
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Résumé

La grenade (Punica granatum) est un fruit appartenant a la famille des punicacea, connu depuis des
siécles pour son utilisation en médecine traditionnelle a travers le monde entier. Sa partie comestible est aussi
bien riche en substances bioactives que sa partie non comestible. Celle-ci est un sous-produit naturel issu
principalement de 1’industrie agro-alimentaire de la grenade. La présente étude a été réalisée sur trois extraits
de pelure de grenade préparés par infusion (EI), macération (EM) et Soxhlet (ES).

Le principal objectif de ce travail est de valoriser la pelure de grenade par une quantification du contenu
en composes phénoliques totaux puis par évaluation in vitro du potentiel antioxydant des différents extraits.
D’abord, I’évaluation du contenu en polyphénols totaux a révélé que la teneur la plus élevée est contenue
dans les deux extraits EM (302.05 + 3.51 mg EAG/g) et ES (291.29 £ 6.51 mg EAG/g. Ensuite, I'évaluation
de l'activité scavenger du H>O, a montré que, ES a 0.3 mg/ml présentait le pourcentage d'inhibition de
I'oxydation le plus bas, soit 65.15 + 3.63%. Tandis que, le pourcentage le plus élevé a été obtenu avec El a 1
mg/ml, atteignant 82.36 + 1.50%. Par ailleurs, I'effet scavenger du radical hydroxyle (OH) s’est avéré étre
dose-dépendant.

Le pourcentage le plus élevé (82%) de I'inhibition de I'oxydation du radical OH- est obtenu par El a 1
mg/ml. Concernant le monoxyde d'azote (NO), un taux de neutralisation minimal de 59.49 + 1.46 % est
obtenu par EM a 0.5 mg/ml, et un taux maximal de 71.54 £ 2.11 % par ES a 1 mg/ml. L’ensemble de ces
résultats indique que les extraits de la pelure de grenade sont une source trés riche de polyphénols et
présentent un trés bon potentiel antioxydant grace a leur capacité neutralisant les espéces réactives H.0,, OH:
et NO. L’utilisation de méthodes d’extraction optimisées serait donc prometteuse pour une meilleure
valorisation de ce sous-produit naturel et son exploitation comme additif alimentaire ou en thérapie
complémentaire.

Mots-clés : Punica granatum, pelure de grenade, méthodes d’extraction, polyphénols, activité
antioxydante.

Abstract

The pomegranate (Punica granatum) is a fruit belonging to the Punicacea family, known for its use in
traditional medicine for centuries throughout the world. Its edible part is as rich in bioactive molecules as its
inedible part. The latter is a natural by-product derived mainly from the pomegranate food industry. The
present study was conducted on three pomegranate peel extracts prepared by infusion (El), maceration (EM)
and Soxhlet (ES).

The aim of this study was to assess the value of pomegranate peel by evaluating the total phenolic
compound content, followed by an in vitro analysis of the antioxidant potential of the various extracts. First,
the assessment of the total polyphenol content demonstrated that the highest content was found in the EM
(302.05 + 3.51 mg EAG/g) and ES (291.29 + 6.51 mg EAG/g) extracts. Then, the evaluation of H.0,
scavenging activity showed that ES at 0.3 mg/ml presented the lowest percentage of oxidation inhibition, i.e.
65.15 + 3.63%, whereas the highest percentage was obtained with El at 1 mg/ml, with 82.36 + 1.50%.
Furthermore, the scavenger effect of the hydroxyl radical (OH-) was shown to be dose-dependent. The highest
rate (82%) of inhibition of oxidation of the OH' radical was obtained by El at 1 mg/ml. Regarding nitric oxide
(NO), a lowest neutralisation rate of 59.49 + 1.46 % was recorded by EM at 0.5 mg/ml, and a highest rate of
71.54 £ 2.11 % was obtained by ES at 1 mg/ml.

Taken together, these results indicate that pomegranate peel extracts are a very high source of
polyphenols and have very strong antioxidant potential through their scavenging activity of the H,O,, OH
and NO reactive species. The use of improved extraction methods would therefore be promising for
enhancing the value of this natural by-product and making use of it as a food additive or for complementary
therapy.
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