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INTRODUCTION

Introduction

Dans ces derniéres années, les produits dérivés de plantes sont de plus en plus recherchés
en tant que produits pharmaceutiques, nutritionnelles et cosmétiques [01], les médicaments a
base de plantes sont considérés comme les plus sécurisés puisqu'ils sont dérivés de sources
naturelles. Diverses parties de la plante ou la plante entiére sont soumises a plusieurs traitements
comme l'extraction, la distillation, la purification, la concentration ou la fermentation pour

obtenir les extraits & base de plantes [02].

Selon une estimation de I'Organisation mondiale de la santé (OMS), environ 80 % de la
population mondiale utilise encore des herbes et d'autres médicaments traditionnels pour leurs
besoins de soins de santé primaires. Les formulations a base de plantes ont atteint une large
acceptabilité en tant qu'agents thérapeutiques pour le diabéte, I'arthrite et les maladies du foie,

remedes contre la toux, stimulateurs de mémoire, etc [03].

Dans ce contexte, notre étude vise a préparer un sirop pharmaceutique naturel a partir
d’extrait d’écorce de grenade, la grenade a été choisie car elle posséde des propriétés
thérapeutiques qui ont été¢ prouvées par nombreuses recherches. A notre connaissance c’est le
premier rapport décrivant la formulation d’un sirop pharmaceutique a base d’extrait d’écorce de

grenade.

C’est pourquoi nous avons controlé et évalués ces activités biologiques & thérapeutiques
afin de soulager ou prévenir quelques maladies telles que le diabete, 1’arthrite, les infections

bactériennes, I’acidité et le reflux gastrique.

Ce travail est réparti en deux grandes parties:

La premiere partie est une synthese bibliographique qui regroupe deux chapitres, dont le
premier est des géneralités sur les sirops, tandis que le deuxiéme, s’intéresse aux activités

biologiques, 1’utilisation et la composition de la grenade et particuliérement les écores.

La deuxiéme partie du mémoire est consacrée a la partie pratique avec deux chapitres. Le
premier comporte 1’extraction, 1’évaluation des activites biologiques des extraits, la formulation
de sirop et le contréle de qualité. Le deuxiéme représente les résultats obtenus suivi d’une

discussions et interprétation des résultats.

Enfin, une conclusion synthétise les principaux résultats et ouvre des perspectives pour

de futures recherches.
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CHAPITRE I : GENERALITES SUR LES SIROPS PHARMACEUTIQUES

I. Généralités sur les sirops pharmaceutiques

I.1. Notions sur les sirops pharmaceutiques

Un médicament administré en solution est immédiatement disponible pour 1’absorption et
dans la plupart des cas, est absorbé plus rapidement et plus efficacement que la méme quantité de

médicament administrée sous forme de comprimé ou de capsule [04].

La conception de formulations orales a base de plantes (solutions) constitue jusqu’a

présent un défi dans la pharmacie moderne [04].

Les sirops sont des préparations aqueuses caractérisées par leur saveur sucrée et leur
consistance visqueuse .lls sont généralement préparé avec du saccharose a une concentration
minimale de 45 % m/m. ce qui leur confere une consistance visqueuses a une concentration
voisine de 65% m/m, le saccharose assure, sous certaines conditions, une protection
antimicrobienne. La densité des sirops est comprise entre 1.26 et 1.32, le saccharose peut étre
remplacé par d’autres sucres tels que le glucose et le l1évulose. Le saccharose peut étre prépares
avec des édulcorants polyols (tel que le sorbitol) ou avec des édulcorants intenses (tel que

’aspartame) [05].

Les sirops peuvent contenir un ou plusieurs principes actifs et si nécessaire, des
substances auxiliaires (tel que les colorants, les aromatisants, les agents de conservation

antimicrobiennes, etc.) [05].

Il existe trois types de sirops en fonction de leur composition, Sirop simple,

médicamenteux et composé [05] :

A. Sirop simple (sirop de sucre) : Ces sirops sont préparés de nombreuses maniéres selon les

pharmacopées internationales :

v La pharmacopée de I’Etats-Unis de I’ Amérique (USPA) :

USAP utilise le pourcentage 85 % (m/v) pour préparer un sirop simple [06] ;
v La pharmacopée britannique (PB) :

BP utilise le pourcentage 66.67 % (m/v) pour préparer un sirop simple [07] ;
v" La pharmacopée indienne (IP) :

IP utilise le pourcentage 66.67 % (m/v) pour préparer un sirop simple [08].
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CHAPITRE I : GENERALITES SUR LES SIROPS PHARMACEUTIQUES

B. Sirop simple médicamenteux : Ces sirops peuvent étre préparés soit [05] :

v" Par la dissolution du PA dans le sirop simple ;
v" Par la dissolution simple du PA dans solvant ;
v’ Par la préparation d’une solution médicamenteuse que ’on additionne de sucre pour

I’amener a la consistance des Sirops.

C. Sirops composés : lls contiennent plusieurs principes actifs a propriétés thérapeutiques
convergentes, introduites en nature ou sous forme élaborée (par exemple: des solutions

extractives, des sirops, etc.) [05].

1.2. Origines des principes actifs dans les sirops pharmaceutiques

Les sirops pharmaceutiques comme tous les médicaments proviennent de diverses
origines : végétale (les plantes), animale (les tissus humains ou animaux), microbiologique (les
champignons), minérale (1’argile), synthétique (la grenade majorité des médicaments) et enfin

biotechnologique (génie génétique) [09].

L’origine végétale est la source la plus ancienne, en fait c’est I'utilisation des plantes en

thérapeutique ce qu’ont appelle la phytothérapie.
On distingue deux classifications selon la source végétale [09] :

v Plantes entiéres ou parties de plantes : Elles sont utilisées sur tout sous forme de tisane,
par exemple : les feuilles de I’eucalyptus possédent une activité antiseptique ;

v" Principes actifs de végétaux utilisés en thérapeutique : il est possible d’extraire d’isoler et
de purifier certaine principes actifs, par exemple les hétérosides (ou glycosides), on
trouve la digitaline (substance cardiotonique utilisée en cas d'insuffisance cardiaque) est
extraite de la digitale (plante a fleurs pourpres originaire d'Europe, d'Asie et d'Afrique du

nord.

1.2.1. Avantages et inconvenants des sirops pharmaceutiques naturels

Les avantages et inconvenants des sirops naturels sont présente dans le tableau 1.1 ci-dessous :
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CHAPITRE I :
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Tableau 1.1 : Avantages et inconvenants des sirops naturels [10].

Les avantages

Les inconvénients

- Aucun effet secondaire et non inoffensif ;

- Facile a ajuster la dose en fonction du poids
de I'enfant ;

- Aucun allaitement n'est nécessaire, ce qui
permet au patient de le prendre sans aide ;

- Gréaces aux principes actifs (tels que les
antioxydants) dans les sirops naturels en
retardant I'oxydation et I’hydrolyse des sucres
en cellulose et en dextrose ;

- C'est un conservateur en retardant la
croissance des bactéries, des champignons et
des moisissures sous forme de pression

osmotique.

- La sédimentation du solide donne
occasionnellement des traces de produit ;

- La précision de la dose ne peut étre
obtenue que si les suspensions sont
conditionnées sous formes posologiques
unitaires ;

- La méme contamination microbienne a
lieu si la conservation n'est pas ajoutée
dans des proportions précises ;

- La fluctuation de la température de
stockage peut provoquer la cristallisation

du saccharose a partir du sirop saturé.

1.3. Recherche & Développement d’un nouveau sirop pharmaceutique

Les recherches scientifiques des produits naturels et les industries pharmaceutiques

cherchent continuellement a améliorer la qualité et la quantité des composés qui entrent dans la

phase de développement des médicaments [11].

Dans le processus de recherche de nouveaux médicaments, (figure 1.1) puiseurs étapes sont

nécessaires :

- L’ensemble du processus commence par la recherche d’un HIT (une molécule ayant une

activité confirmée lors du test primaire) prouvez par des études de la relation structure-

activité (RSA) IN VITRO & IN VIVO [12] ;

- C’est I’isolement ciblé de nouveaux produits végétaux bioactifs, ¢’est-a-dire de substances

phares dotées de nouvelles structures et de nouveaux mécanismes d’action [11];

- L’identification des leads suive de leur I’optimisation [11];

- La sélection, si le composé est considéré comme prometteur, le développeur déposera une

demande de nouveau médicament expérimental (IND) auprés de la FDA (Food and Drug

Administration) décrivant le profil pharmacologique du composé et présentant les résultats

des tests de toxicité a court terme sur au moins deux especes animales [13] ;
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- Les essais cliniques nécessitent une durée considérable (les essais cliniques de phase |

Les essais cliniques de phase I, phase 11 ou phase 111 portent sur plus de sujets) [13].

s Découvert et identification
la2ans
de lead

Optimisation de fead
Développement de fead

Enquéte sur le dépdt d’un
nouveau médicament (IND)
Demande de nouveau
médicament (NDA)
Enregistrement

Figure 1.1. Processus de R & D d’un nouveau médicament [12].

L'ensemble du processus

de R & D commence par
la recherche d’un (HIT)

Phase I, Phase Il et Phase IlI

1.1.3. Formulation et controle de qualité d’un nouveau sirop pharmaceutique naturel
D’aprés (Kranthi et al, 2023), les parametres d'évaluation pour la formulation d’un sirop

développé a base de plantes médicinales, sont [14] :

v’ La détermination de La gravité spécifique, la densité, le pH, l'indice de réfraction, la
teneur en alcool et I'indice d'acidité a l'aide des approches standard de la Pharmacopée
britannique ;

v' Les caractéristiques organologiques (la couleur, I’odeur, le godt, etc.) sont également
évaluées ;

v Les études de stabilité de sirop a base de plantes sont apprendre en charge.
D’autres paramétres supplémentaires sont a verifier tels que :

v' La viscosité, la turbidité/limpidité, les résidus secs ;

v L’essai de verrouillage du bouchon, I’essai de la cristallisation, la masse moyenne de
sirop par flacon ;

v' L’étude de la stérilité microbiologique.
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CHAPITRE Il : APERCU SUR LE GRENADIER (PUNICA GRANATUM)

I1. Apercu sur le grenadier (Punica granatum)

La grenade fait partie des premiéeres plantes cultivées par I'homme [15], la culture et la
consommation de la grenade remontent a au moins 3000 avant JC [16]. La grenade est I'un des
fruits les plus anciens consommés, mentionnée dans les livres saints (tel que dans le Saint Coran,
il a été déclaré que la grenade poussait dans les jardins paradisiaques et qu’elle était un exemple
de la bonne création de Dieu [17] ), elle est connue sous le nom d'arbres et de fruits de grenades
par les anciens Egyptiens, cependant, elle est trouvée peinte sur les murs de leurs tombes, et

arbres plantés dans les jardins suspendus de Babylone [18].

11.1. Description et classification taxonomique

La Punica granatum fait partie de la famille des Punicaceae (voir la figure 11.1),
communément appelée grenade, est en fait un arbre a feuilles caduques fruitiere ou un arbuste,
de taille moyenne et peut atteindre une hauteur de 5 et 8 m de haut [19]. Les feuilles sont
brillantes et en forme de lance, et I'écorce de I'arbre devient grise & mesure que I'arbre vieillit, les
fleurs sont grandes, rouges, blanches ou panachées et possédent un calice tubulaire qui finit par
devenir le fruit, (figure. 11.2). Le fruit de la grenade mare peut mesurer jusqu'a cing pouces de
large avec une peau rouge foncé et coriace, est en forme de grenade et couronné par le calice
pointu. Le fruit contient de nombreuses graines (arilles) séparées par un péricarpe blanc et

membraneux, et chacune est entourée de petites quantités de jus rouge acidulé [20].

Il est connu pour son adaptation aux conditions climatiques variables ; le fruit est
globuleux de forme de 6 a 12 cm de diametre. La coloration de la peau de la grenade varie du

jaune, du vert et du rose, qui a leur tour peuvent aller au rouge intense et au violet foncé, la partie

comestible représente 50 % du poids total et les 50 % restants correspondent a la peau [21].

3 o e

Nom botanique : Punica granatum [2°1: 3 -

Royaume: Plantae 221 ; APy

Division : Mognoliophta 2% ;
Classe : Magnoliopsida 1?4 ;
Ordre: Myrtales 22

Famille : Punicaceae ?4;
Genre: Punica 221 ;

Espéce : Granatum (221,

Figure 11.1. Classification taxonomique de Figure 11.2. Le grenadier (Punica granatum),
Punica granatum. (KHALDI, 2024).
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11.2. Origine, distribution et culture

La grenade est originaire de dans I’Himalaya, du nord de 1’Inde jusqu’en Iran. Cependant,

depuis I'Antiquité, il est cultivé dans la région méditerranéenne [17].

Il est indigene en Iran et de la, il s'étend aux régions asiatiques telles que le Caucase,
I'iInde du Nord et le Kerala [15].

Ce fruit est cultivé dans les régions de I'hémisphére nord de septembre a février et dans

les régions du sud, il est cultivé pendant les mois de mars a mai [15].

11.3. Nomenclateur dans les différents pays

La Punica granatum porte plusieurs noms dans les différents pays, voir tableau I1.1.

Tableau I1.1 : Nomenclateur du Punica granatum dans divers pays.

La longue Le nom La longue Le nom

Avrabe * Romman [ Italien Melogrante [22]
Persan Anar 241 Espagnol Granada 2%

Hindi Anar [%9] Francais Grenade [6]

Ture Nar agaci [#? Allemand Granatapfel [6]
Bengali Dalim 2] Anglais Pomegranate 2]
Russe Granate 1] Roman (latin) Carthage (Punica) 2!

* - En Algérie (Darija) : romane - ole, 271,

En Berbére (Tamazight) : thar’mant - E®o OL | + 2],

Remarque : dans 1’Algérie ou dans tous le Maghreb les grenades peuvent avoir des noms
différents attribués selon la forme du fruit (comme : Ounk Hmam - slll 3ic), la région

(comme : Gjebali - Sl ), ou la couleur de I’épiderme de la baie (comme : Sefri - sl |

grenade jaune ou rouge) [28].
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11.4. Utilisations traditionnelles

Au fil du temps, de plus en plus de personnes ont commenceé a reconnaitre lI'importance

de consommer des grenades. Ainsi, les avantages sont présentés dans le tableau 11.2 ci-dessous.

Tableau 11.2 : Quelques utilisations traditionnelles des grenades [29].

La consommation fréquente de jus de grenade peut maintenir une bonne circulation sanguine
dans le corps. Parallelement a cela, elle diminue le risque de crise cardiaque et d’accident

vasculaire cérébral.

Les écorces et les feuilles de grenade sont utilisées pour calmer les troubles de I'estomac ou la
diarrhée provoquée par tout type de problémes digestifs. Boire du thé a base de feuilles de ce
fruit aide a guérir les problemes digestifs. Le jus de grenade est également utilisé pour traiter

les problemes de dysenterie et de choléra.

Le meilleur avantage de la grenade est que son jus, ainsi que ses propriétés antibactériennes et

antivirales, contribuent a réduire les effets de la plaque dentaire.

Les grenades contiennent un niveau elevé d’antioxydants appelés flavonoides. On pense que
ces flavonoides sont efficaces pour lutter contre divers cancers radiaux. La consommation
réguliere de grenades peut réduire les niveaux de PSA (antigene prostatique spécifique) dans le

corps et aider a combattre les cellules cancéreuses existantes dans le corps.

La grenade réduit les maladies causées par diverses formes, comme I'athérosclérose et
l'ostéoporose. Les pertes causées par 1’épaississement et le durcissement des parois des artéres,
des cartilages et des articulations peuvent étre traitées en mangeant ce fruit. De plus, la grenade

est capable d'empécher la formation de minéraux pouvant détruire le tissu conjonctif.

La consommation de jus de grenade par un patient diabétique peut prévenir les maladies
coronariennes. Parallelement a cela, il y a un ralentissement de la solidification de la

circulation sanguine, ce qui peut favoriser 1’absence de diverses maladies cardiaques.

Une circulation sanguine saine peut étre maintenue dans le corps en consommant ce fruit.
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L'extrait de graines de grenade fournit du fer au sang et aide ainsi a diminuer les symptémes

anémiques, notamment la fatigue, les étourdissements, la faiblesse et la perte auditive.

h. Autres bénéfices procurés par la grenade

v’ L’extrait de graines de grenade réduit également le risque de développer la maladie
d’Alzheimer chez les personnes ageées ;

v" Il aide a contréler les problémes de vieillissement tels que les rides et favorise ainsi une
peau jeune et éclatante ;

v" En dehors de cela, elle permet aux femmes de surmonter leur intervalle de dépression,
notamment celui de la ménopause ;

v' Le jus de grenade est également connu pour étre tres utile dans le traitement des
problemes de dysfonction érectile ;

v' C'est un bon aphrodisiaque naturel et améliore le nombre et la qualité des
spermatozoides ;

v’ Les propriétés astringentes du jus de fleur, de I'écorce et de I'écorce d'arbre sont
considérées comme précieuses pour un large éventail usages, tels que l'arrét des
saignements de nez et des gencives, la tonification de la peau, le raffermissement des seins
affaissés et le traitement des hémorroides ;

v’ Les graines de grenade (de variétés spécifiques) sont également utilisées comme collyre,
car on pense qu'elles ralentissent le développement de la cataracte ;

v' Il nettoie et clarifie la cavité buccale, la gorge, I'cesophage, 1'estomac et la poitrine.

11.5. Composition chimique

Il est intéressant de noter qu'outre le fruit de la grenade lui-méme, les parties non
comestibles telles que I'écorce, les feuilles et les racines du grenadier sont également abondantes
en composants moléculaires ayant des qualités thérapeutiques et nutritionnelles [30], (Figure
I1.3, tableaux 11.3 et 11.4).
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Figure 11.3. Les différentes parties utilisables de grenadier.
(A : Les feuilles, B : Le fruit frais, C : La fleur, D : Les arilles, E : Le cortex, F : Les écorces).
La Composition chimique des différentes parties de grenadier sont présenté dans le
tableau 11.3 :

Tableau 11.3 : Composition chimique des différentes parties de grenadier [31].

La partie Composition chimique

Anthocyanes, glucose, acide ascorbique, acide ellagique, acide gallique,
Jus de grenade | acide caféique; catéchine, épigallocatéchine gallate, quercétine, rutine,

de nombreux minéraux, notamment le fer et les acides aminés.

Huile de pépins de | 95 % d'acide punicique, d'autres constituants, notamment I'acide
grenade ellagique, d'autres acides gras et des stérols.

. Punicalagines phénoliques, l'acide gallique et d'autres acides gras;
Péricarpe de ) ) ) _ ]
) catéchine, Epigallocatéchine gallate, quercétine, rutine et autres
grenade (écorces) o
flavonols, les flavones, les flavonones et les anthocyanidines.

Feuilles de Tanins (punicaline et punicafoline), les flavones glycosides, dont la

grenade lutéoline et I'apgénine.

Acide gallique, acide ursolique, les triterpénoides, notamment 1’acide
Fleur de grenade

maslinique et asiatique et autres constituants non identifiés.

; Ellagitannins, y compris la punicaline et la punicalagine, de nombreux
Racines et cortex

alcaloides pipéridines.
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Tableau I1.4. Les composants nutritionnels de la grenade [30].
LZE:lr:etxﬁede e e?npj)ic;:is el Composants nutritionnels
Est riche en composés bioactifs tels que les
composes phénoliques, flavonoides, ellagitanins et
proanthocyanidines
Outre les polysaccharides complexes, il contient
Le péricarpe du également un certain nombre de minéraux,
fruite 50 % principalement du potassium (K), de I'azote (N), du
calcium (Ca), du phosphore (P), du magnésium
(Mg) et du sodium (Na).
De plus, les écorces du fruit sont riches en
alcaloides, ce qui leur confére des propriétés
médicinales.
IIs sont riches en taninis hydrolysables
Les graines du (punicalagine, acide ellagique...) et en
fruite 10% anthocyanes, ce qui leur confere des propriétés
anti-inflammatoires et  antioxydantes  tres
importantes.
IIs sont principalement constituées de pectine, d'eau
Les arilles du et de sucres, plus précisément de fructose et de
fruite 40 % glucose.
On retrouve les composés phénoliques et les
flavonoides, en particulier les anthocyanes
Les feuilles, sont riches en tanins ainsi qu’en
les feuilles du éléments minéraux comme le calcium, le fer, le
fruite ND potassium et I’azote.

Leur abondance dépend principalement de la saison

et du niveau de maturité de la plante.

ND : Non déterminé.
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11.6. Criblage phytochimique de la grenade

Les métabolites secondaires offrent des propriétés pharmaceutiques impératives pour la
santé humaine. Les composés appartenant aux terpénoides, alcaloides et flavonoides sont utilisés
comme médicaments ou comme compléments alimentaires pour guérir ou prévenir diverses
maladies et en particulier certains de ces composés semblent étre compétents pour prévenir et

inhiber divers types de cancer [32]. (Tableau I1.5).

Tableau I11.5 : Criblage phytochimique des extraits d’écorce de grenade dans les différents solvants

[32].
FITEELE phytp Sl )Lz Eau | Ethanol | Chloroforme Ether e Acétone
testes pétrole
Tanins + - + - +
Saponines + + + + -
Quinones + + + - +
Terpénoides + + + - +
Stéroides + + + - +
Flavonoides + + - - +
Phénols + + + + +
Alcaloides + + - - -
Glycosides - - - - +
Glycosides cardiaques + + - - +
Coumarines + + - - +
Anthocyanine - - - - -
Bétacyane + + - - +

(+): présence (-) absence.
I1.7. Les activités biologiques de Punica granatum

La grenade a été une source inépuisable de recherche allant de la chimie dans la
recherche de nouveaux composés aux techniques de production et de conservation, a la
biotechnologie a la recherche de variétés plus rentables, jusqu'aux effets biologiques comme
antioxydant antimicrobien, anti-inflammatoire, anticancéreux, antidiabétique et d’autres
applications. Cependant, de nombreuses études biologiques décrites sont réalisées IN VITRO ou
bien IN VIVO chez des animaux [33]. Le tableau I1.6 résume les activités biologiques de Punica

granatum
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Tableau 11.6 : Quelques activités biologiques de Punica granatum.
L’activité biologique Description
La grenade peut réduire les dommages causés au cartilage chez les
L’activité

antiarthritique

personnes souffrant darthrite. Ce fruit a la capacité de réduire

I’inflammation et de combattre les enzymes qui détruisent le cartilage

[29].

L’activité

anti-inflammatoire

L'ingrédient principal des acides gras de grenade, l'acide punicique,
qui est un composé anti-inflammatoire bien connu qui inhibe le
développement de I'inflammation en supprimant la biosynthese de la

prostaglandine [34].

L’activité

antidiabétique

Dans la médecine traditionnelle indienne, la grenade est valorisée
comme produit naturel doté de multiples bienfaits, notamment pour
ces effets hypoglycémiants présents dans les fleurs, les graines et de
son jus. Les composés de grenade sont associés a des effets
antidiabétiques comprennent les acides oléanolique, ursolique et

I’acide gallique [34].

L’activité

anticancéreuse

Le jus, la peau et I'nuile de graines de grenade ont des propriétés
anticancéreuses qui inhibent la prolifération, le cycle cellulaire et
I'angiogenése [36].

Des études ont rapporté que le fruit, le jus, les graines et L'huile des
graines de grenade sont efficace pour lutter contre les cancers de la
prostate, du sein, de la peau, du cblon, du poumon, de la bouche et de
la leucémie, en raison de leurs propriétés antioxydantes et
antiprolifération (inhibition de la croissance, perturbation du cycle

cellulaire et apoptose) [34].

L’activité

antioxydante

L'activité antioxydante a été presque déterminée dans des conditions IN
VITRO et plusieurs méthodes ont pu étre utilisées pour sa
détermination, généralement la grenade possédait une importante
activité antioxydante, indépendamment du type de test antioxydant
utilisé (ABTS ou DPPH) et généralement avec une corrélation linéaire
significative entre la concentration de composés phénoliques et la

capacité antioxydante [34].
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L’activité
antiulcéreuse,
antiacide et anti

reflux gastrique

(Beracha et al., 2022) : ont découvert que des extraits d'écores et des
graines de grenade pris a titre prophylactique, individuellement ou en
association, offraient un potentiel antiulcéreux significatif dans le
modele aigu du DICLOFENAC, par rapport au médicament standard,
le PANTOPRAZOLE. Cela se manifeste par une diminution
significative du volume du suc gastrique et de I'indice d'ulcére et une
augmentation du pH du suc gastrique par rapport au groupe malade
[35], (Shehzad et al., 2017) : constate que les conditions du test
dynamique de Rosset-Rice est positive par 1'utilisation de I'extrait de
Punica granatum a des doses supérieures a la dose de témoin utilisé
pour l'activité antiacide, Mais la dose plus élevée de grenade doit étre

prise en toute sécurité compte tenu de son profil de sécurité [36].

L’activité

antimicrobienne

En bactériologie

(Tayel et EI-Tras 2009) et (Duman et al., 2009) : ont constaté que la
bio-activité des extraits d'arille sur plusieurs micro-organismes testés
(tel que P. aeruginosa, S. aureus, E.faecalis, Rhodotorula rubra et C.
albicans) présentent une teneur élevée en flavonols totaux,
phénoligues, anthocyanes [33].

(Opara et coll. 2009) : ont rapporté que la meilleure activité contre S.
aureus et P. aeruginosa était trouvée dans les fractions d'écorces de
fruits, en particulier celui en provenance d'Oman, ce qui coincide avec

les niveaux élevés de vitamine C détectés dans ces échantillons [33].

En virologie

(Su et al.,, 2010) et (Haidari et al., 2009) : ont conclu que la
punicalagine présente dans l'extrait de grenade avait une capacité
virucide et inhibait la prolifération de 'ARN du virus de la grippe, et
I'extrait polyphénol purifié de grenade a inhibé le virus de la grippe
ayant également un effet synergique avec 'OSELTAMIVIR [33].

En mycologie

(Endo et al., 2010) : Ces auteurs ont rapporté que la punicalagin isolée
des écorces de grenade posséde une forte activité contre Candida
albicans et Candida parapsilosis, ainsi que la combinaison de
punicalagin et de FLUCONAZOLE présentait une interaction
synergique [33].
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En parasitologie
L'écorce sechée au soleil du fruit immature de Punica granatum est

actuellement utilisée comme formulation a base de plantes sous le nom
d'OMARIA en Inde, pour le traitement et la prophylaxie du paludisme
[33].

11.8. Sécurité et toxicité

La grenade et ses composants sont utilisés depuis longtemps sans effets indésirables, et
I'extrait d'écorce de grenade n'a eu aucun effet indésirable apres application sur le modele de

souris a des concentrations couramment utilisées en médecine traditionnelle [37].

Les extraits de grenade peuvent étre utilisés sans risque élevé par des personnes en bonne
santé et aucun effet indésirable sur la fonction hépatique ou rénale n'a été observé lors de

I'administration de comprimés d'extrait de grenade a 1420 mg/jour chez I'homme [37].

Il y a eu peu d'études documentant I'évaluation de la sécurité humaine par exemple
Vidal et al., 2003, rapportent que la grenade n‘avait aucun effet indésirable ni risque d'activation
toxique apres son application sur le modéle de souris. Les résultats ont indiqué que deux doses
(0,4 et 1,2 mg/kg) d'application d'extrait n‘aucun effet indésirable et aucune activité toxique en
termes de facteurs biochimiques, de prise de poids, de prise alimentaire ou de comportement sur

des modele de souris [37].

Dans une autre étude, Cerda et al., 2003 , ont utilisé par voie orale I'extrait d'écorce de
grenade a fortes doses chez le rat pendant 37 jours. Les résultats n’ont indiqués aucune
différence importante observée en termes de toxicité chez les rats traités pour aucun des

parameétres sanguins, hépatiques et rénaux analysés [37].

Une autre enquéte de Aviram et al., 2004, menée aupres de patients atteints de sténose de
I'artére carotide a montré que le jus de grenade utilisé pendant 3 ans n'avait aucun effet toxique

sur le foie, les reins, la chimie du sang et les fonctions cardiaques [37].

Patel et al., 2008, ont rapporté que l'application d'extrait de grenade n'a pas changé dans
les observations cliniques et qu'aucun effet indésirable n'a été constaté dans les parametres

hématologiques et les composants chimiques sériques [37].
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CHAPITRE 111 : MATERIELS ET METHODES

I11. Matériels et méthodes
I11.1. Description de la zone d’étude
I11.1.1. La situation géographique

Lakhdaria anciennement nommé Plastro est située a 33 kilométres au nord-ouest de
Bouira, et a 74 kilométré au sud-est d’Alger [38].

La région se trouve entre la latitude 36 33 52 Nord et la longitude 3° 35 35 sud. Elle
couvre une superficie de 96 km?, et a une altitude moyenne de 181 métres [38].

111 .1.2. Localisation de la commune

Lakhdaria est une commune algérienne, située dans le daira de lakhdaria wilaya de

Bouira, elle est entourée par les communes suivantes : Bouderbala, Zbarbar, Guerrouma,

Kadiria, ainsi que par des communes de la wilayade Boumerdes, notamment Ammal, Bouzegza,
keddara et Chabet EI Ameur (Figure 111.1).
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Figure 111.1: Carte administrative e de la commune de LAKHDARIA, (Google Map 2024).

111 .1.3.Climatologie de la région

Le climat de la région de Lakhdaria est de type méditerranéen humide, avec une tendance
continentale. Son relief caractéristique entraine des extrémes durant les deux saisons, hiver et

été : les hivers sont tres rigoureux, glaciaux et rudes, tandis que les étés sont secs, chauds et
étouffants [39].
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Les vents maritimes n’accédent pas jusqu’a la cuvette, ne pouvant ainsi jouer le role de

régulateur de température [39].

Les vents maritimes ne parviennent pas jusqu’a la cuvette, ce qui limite leur role de

régulateur de température [39].

D’apres les données du plan Directeur d’Aménagement et d’Urbanisme (PDAU) de la
commune de Lakhdaria, wilaya de Bouira (version révisee en 2015) les précipitations moyennes

annuelles atteignent les 653mm [39].

Cette zone d’étude est riche en plantes médicinales, ce qui en fait I’'une des meilleures
sources pharmaco-thérapeutiques.
111 .1.4. Les étapes de préparation de sirop pharmaceutique a base d’écorce de grenade

Cette étude vise a élaborer un sirop pharmaceutique naturel a partir d'extrait d'écorce de

grenade, en suivant les différentes étapes présentées dans la figure ci-dessous :
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L. Pré-formulation de principe actif du sirop pharmaceutique I

Etape 01 : Préparation du matériel végétale

I
v v v v v v

Récolte ! Nettoyage > Epluchage ? Séchage * Broyage >  Tamisage °

Etape 02 : Préparation des extraites l
|
|

Extrailt alcoolique par macération Extrait aqueut par décoction

Etape 03 : Evaluation des activités biologiques

|
¢ . ' : . .

Anti-oxydante Anti-acide Anti-reflux Anti-diabétique Anti-inflammatoire Anti-bactérienne
gastrique  gastrique (anti-arthritique)

II. Formulation de sirop pharmaceutique

Etape 04 : Préparation des excipients

|
v v

Préparation du sirop simple Préparation de substances axillaires

Etape 05 : Préparation du liquide médicamenteux

Etape 06 : Préparation du sirop pharmaceutique final

Etape 07 : Analyse et controle de qualité
1

» pH; ) » Essaidu verrt)uillage de bouchon ;
» Densité ; » Essai de la cnistallisation ;

» Turbidité ; » Caractéristiques organoleptiques ;

» Viscosité ; » Masse moyenne de sirop par flacon;
» Indice de réfraction ; » Etude de stabilité accélérée (ATS) ;
» Résidus secs ; » Etude de la stérilité microbiologique.

Figure 111.2. Les différentes étapes de préparation de sirop pharmaceutique a base des EG.
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I11.2. Pré-formulation de principe actif du sirop pharmaceutique

I11.2.1. Produits chimiques utilisés

Les produits utilisés sont représentés dans I’annexe I.

111.2.2. Préparation du mateériel végétal

Les echantillons de grenade ont été récoltés pendant les matinées ensoleillées du mois

d'octobre 2023 dans la région de Lakhdaria, située dans la wilaya de Bouira.

Apres la récolte, les écorces ont été isolées et séchées a I'ombre, dans un endroit bien
aéré, pendant une période allant de 25 a 30 jours. Par la suite, elles ont été broyées en une poudre

fine et tamisées pour obtenir une texture homogeéne.

Les écorces ainsi traitées ont été soigneusement conservées dans des sacs propres jusqu'a

leur utilisation ultérieure (figure 111.3).

Figure 111.3 : Les différentes étapes de préparation du matériel végétal.
(A : Fruite frais, B : Ecorce de grenade {EG}, C : EG apres séchage,
D : EG apres broyage et tamisage).
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111.2.3. Caractéristiques du matériel végetal

A. Détermination de la teneur en humidité

La perte d’eau au séchage est importante lorsque la substance végétale est connue pour étre

hygroscopique, elle est exprimée en pourcentage [40] :

PF
Teneur en humidité (H%) = R 100

AVec :
v" PF : Poids final de I'échantillon ;

v Pl : Poids initial de I'échantillon.
B. Etude de solubilité de du matériel végétal

Pour cette étude, 2 g de la poudre ont été dissous separément dans de I'eau distillée et

I'éthanol, Ensuite, la solubilité dans chaque solvant a été examinée [41].

111.2.4. Préparation des extraits

111.2.3.1. Principe

La premiere étape cruciale dans I'étude des plantes médicinales est la préparation
d'échantillons de plantes afin de préserver les biomolécules végétales avant l'extraction. Les
¢échantillons de plantes, qu’il s’agisse de feuilles, d’écorces, de racines, de fruits ou de fleurs,
peuvent étre extraits a partir de matieres végétales fraiches ou séchées. Le broyage et le séchage
jouent également un réle important dans la préservation des produits phytochimiques dans les

extraits finaux [42].
A. Décoction aqueuse sous reflux
A.2. Mode opératoire

Pour cette méthode, 20 g de poudre d'écorce de grenade ont été mélangés avec 200 ml
d'eau. Ensuite, le condenseur a reflux a été fixe et les matériaux ont été soigneusement bouillis
en utilisant un bain-marie pendant 3 heures. Le mélange a été porté a ébullition jusqu'a ce que le
volume total atteigne un quart (1/4) du volume initial. Ensuite, la décoction a été refroidie et
filtrée. L'extrait ainsi obtenu a été conservé a 4 °C dans une bouteille hermétique en vue d'études
ultérieures (figure 111.4) [42].
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— -

Figure 111.4 : Les différentes étapes de préparation d’extrait aqueux a partir des EG.
B. Macération éthanolique a froid
B.2. Mode opératoire

L’extrait éthanolique d’écorce de grenade a été préparé en dissolvant 30 g de poudre
grossiére de la matiere végétale dans 300 ml d'éthanol. Le mélange a été agité a l'aide d'un
agitateur magnétique pendant 24 heures a 25°C. Ensuite, I'extrait a été filtré et le solvant a été
évaporeé a l'aide d'un évaporateur rotatif. L'extrait ainsi obtenu a été conservé a 4 °C dans une

bouteille hermétique en vue d'études ultérieures (voir figure 111.5) [13].

Figure 1115 : Les différentes étapes de préparation d’extrait éthanolique a partir des EG.
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111.2.5. Caractéristiques des extraits

111.2.5.1. Le rendement

Pour déterminer le rendement quantitatif de I'extrait, le ballon a été pesée vide et son
poids a été enregistré. Le poids du ballon et son contenu apres évaporation au bain-marie ont été

enregistrés, le rendement de I'extrait a été calculé a I'aide de la formule suivante [44] :

Poids de l'extrait d'échantillon obtenu (g)
Poids de l'échantillon en poudre utilisé (g)

Rendement en pourcentage (R%) = x 100

111.2.5.2.Mesure du pH

La mesure de pH a été réalisée a I’aide d’un pH-metre (Modele OHAUS, Starter 2100),
(Figure 111.6).

Figure 111.6 : Mesure du pH des extraits.
111.2.5.3. Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques jouent un réle essentiel dans l'analyse des poudres,
permettant une évaluation qualitative du profil morphologique et sensoriel des poudres de
plantes. L'étude a identifié des aspects tels que la couleur, lI'odeur, le godt, la texture et la nature.

Ces propriétés ont été examinées a la fois pour la matiére premiere et pour les extraits bruts

(éthanolique et aqueux) [45].
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111.2.6. Evaluation des activités biologiques

111.2.6. 1. L activité anti-oxydante (Test de piégeage du radical DPPH)

A. Principe

Trois méthodes (ABTS, FRAP et DPPHe) peuvent étre employées, se basant sur la
réaction avec des composés antioxydants donneurs d'électrons ou des radicaux hydrogene (He)

selon la réaction suivante [46] :
Re + Aox-H — RH + Aoxe
Avec :

Re : DPPHe, ABTSe+ ou autre radical réactif ;
Aox-H : des antioxydants synthétique (comme le Trolox, acide ascorbique, etc.) ou naturelle

comme les composés polyphénoliques.

Bien que les mécanismes des méthodes soient similaires, les réactifs et les produits différent.
Le Trolox ou I’acide ascorbique ont ét¢ utilisés comme témoins positifs communs pour les trois

méthodes, ce qui facilite la comparaison des valeurs mesurées [46].
B. Mode opératoire

La détermination de ’activité antiradicalaire par le test de DPPH a été réalisée en suivant
la méthode décrite par Molyneux (2003) avec quelques modifications. Une solution éthanolique
de DPPH a été préparée en dissolvant 4 mg de ce composé dans 100 ml d'éthanol. Ensuite, 50 pl
d'extrait a une concentration donnée ont été ajoutés a 950 pul de la solution de DPPH. Les extraits
ainsi que la référence (acide ascorbique) ont été testés a différentes concentrations (100 - 300 -
500 - 700 - 900 pg/ml), puis les absorbances ont été mesurées a 517 nm aprés 30 minutes

d’incubation a l'obscurité [47], (Figure.l11.7).

C. Calcule des parametres

Les pourcentages d’inhibitions a été calculé a I'aide de la formule suivante [48] :
A0 -A
Pourcentage d’inhibition (PI%) = [ — —— ] x 100
Avec :

> Ao : I'absorbance du DPPH sans échantillon ;

> A : l'absorbance de I'échantillon avec DPPH.
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D. Interprétation des résultats

Les valeurs dinhibition ont été calculées a partir d'un graphique représentant les
pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations de I'échantillon, en utilisant un logiciel
tel que Microsoft Office Excel 2007 [49].

Figure 111.7 : Les différentes étapes du test de piégeage du radical DPPH.
(A : Préparions de témoin, B : Préparation des solutions méres, D : Dosage, E : Incubation, F : lecteur de

I’absorbance.

111.2.6. 2. L activité anti-acide gastrique (Test de potentiel de neutralisation d’acide ANP)

A. Principe

L'acide chlorhydrique constitue I'un des principaux composants du suc gastrique, sécrété
araison de 1,2 a 1,5 litres par jour par les cellules pariétales. Ce suc gastrique est fortement acide
en raison de sa concentration élevée en ions hydrogéne, atteignant un pH proche de 1,5 sur
I'échelle de pH. Cette acidité est cruciale pour l'activité des enzymes digestives et le processus de
digestion [50].

Un exces d'acide, principalement l'acide chlorhydrique (HCI), produit par les glandes
gastriques, peut entrainer une hyperacidité ou une dyspepsie, affectant une grande partie de la
population. Ce trouble résulte d'un déséquilibre entre la sécrétion d'acide et les mécanismes de

protection de I'estomac. De nombreux facteurs peuvent contribuer a I'nyperacidité, notamment
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des horaires de repas irréguliers, la consommation de plats épicés et frits, une forte
consommation de caféine, le tabagisme, la consommation excessive d'alcool, ainsi que le stress
et l'anxiété [50].

L'hyperacidité est associée a des affections telles que les brdlures d'estomac, le reflux

gastro-cesophagien (RGO), les ulcéres gastroduodénaux, et d'autres pathologies [50].

L'activité anti-acide gastrique repose sur la capacité d'une substance a réduire ou
neutraliser I'acidité présente dans I'estomac. Les principes généraux que l'on retrouve souvent
dans les traitements anti-acides sont : La neutralisation de I'acide par des composés basiques,
I’inhibition de la production d'acide, comme les inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) qui
agissent en bloguant la pompe a protons des cellules pariétales de I'estomac, Formation d'un film

protecteur et stimulation de la production de mucus [51, 52 et 53].
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Figure 111.8 : Effet des différents antiacides sur I’acidité gastrique [54].
B. Mode opératoire

Une méthode modifiée de Washington et ses collaborateurs a été mise en ceuvre dans
cette expérience. Elle consiste a ajouter une solution mére préparée a partir de nos extraits
(éthanolique ou aqueux) dans une solution contenant 70 ml de HCI 0,1 M, a un débit de 4 ml/10
minutes a I'aide d'une seringue (sans aiguille), tandis que le pH est surveill¢ et enregistré a 1’aide

d’un pH-métre [55].
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Le test a été mené a une température de 37°C dans une enceinte maintenue a température
constante [55]. Le médicament GAVISCON a été utilisé comme témoin positif (Figure 111.9).

C. Calcule des parametres
Le pourcentage d’augmentation du pH est comparé a celui du témoin.
D. Interprétation des résultats

Les résultats sont interprétés en générant un graphique illustrant I'évolution du taux de
neutralisation du pH de la solution HCI par nos extraits et par le ttmoin en fonction du temps, a
I'aide du logiciel Microsoft Office Excel 2007.

Figure 111.9 : Les différentes étapes du test de potentiel de neutralisation acide ANP.

(A : Incubation, B : mesure de pH).

111.2.6. 3. L’activité anti-reflux gastrique (Test de capacité et vitesse de formation du
radeau)

A. Principe

Les Réflexes gastro-ecesophagiens (RGO) sont des maladies chroniques résultantes d'une
exposition prolongée de I'cesophage au reflux de 1'estomac. Elle provoque une irritation de la
muqueuse cesophagienne, entralnant des symptomes typiques tels qu'un golt d'acide au fond de
la bouche, des brllures d'estomac, une mauvaise haleine, des douleurs thoraciques,

régurgitations, problemes respiratoires et usure des dents [56].
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Les patients atteints de RGO présentent souvent une hernie hiatale, qui place la poche
acide au-dessus du diaphragme, ce qui entraine la perte de I'effet protecteur du diaphragme

contre le reflux, provoquant des reflux plus fréequents [56].

Certains médicaments agissent principalement sur le reflux gastrique par Les
formulations flottantes, sont des liquides avant ingestion et apres avoirs été en contact avec le
contenu de I’estomac, elles sont transformées a une substance gélatineuse qui flotte sur le
contenu de I’estomac, le polymeére le plus utilisé c¢’est I’alginate de sodium, lorsqu’il est combiné

par exemple avec carbonate de calcium a pour effet de renforcer la formation du radeau [57].
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Figure 111.10. Mécanisme d’action de PALGINATE DE SODIUM sur le reflux gastrique [58].
B. Mode opératoire

Le temps nécessaire a la formation du radeau a été mesuré selon la méthode décrite dans
British Pharmacopoeia. 150 ml d'acide chlorhydrique (Hcl) 0,1 M ont été ajoutés dans un bécher
de 250 ml, I’ensemble est placé dans un bain-marie de telle maniere que le volume d'eau dans le

bain soit au niveau du sommet de I'acide dans le bain [59].

L'installation a pu s'équilibrer dans une plage de température de 36,5 a 37,5 °C. A l'aide

d'une seringue (sans aiguille), un équivalent de 5 ml de solution a été préleve de chaque extrait,
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est distribuée uniformément dans la partie centrale du bécher (le temps nécessaire pour ajouter la
totalité de la dose était d'environ 5 secondes). Au bout de 30 minutes, le bécher a été retiré du

bain-marie et séche a I'extérieur [59].

Le médicament GAVISCON a été utilise comme témoin positif, (Figure 111.11).

C. Calcule des paramétres
Le contenu du bécher a été examiné pour détecter la formation de radeaux.
D. Interprétation des résultats

Une comparaison qualitative a été faite entre les extraits et le témoin positif.

Figure 111.11. Les différentes étapes du test de capacité et vitesse de formation du radeau.

(A : Injection des extraits, B : Incubation).

111.2.6. 4. Evaluation de I’activité antidiabétique (Test de capacité d'adsorption du glucose)
A. Principe

Le diabéte est un trouble endocrinien courant caractérisé par une hyperglycémie
chronique due principalement a une dérégulation du métabolisme des glucides et a un déficit de
sécrétion et d'action de l'insuline. En effet, le diabete peut étre géré par une alimentation

appropriée, de I'exercice et des interventions pharmacologiques [60].

Parmi les thérapies utilisées pour diminuer I'hyperglycémie postprandiale, responsable de

la présence des complications chroniques, I'inhibition des enzymes digestives (o-amylase et
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a-glucosidase) liées au diabete et la réduction de l'absorption intestinale du glucose [61],
(Figure 111.12)
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Figure.l11.12 : Mécanisme d’action de ’ACARBOSE dur I’absorbance des carbohydrates [62].
B. Mode opératoire

Les différents extraits ont été mélangés a 20 ml de glucose a des concentrations allant de
25 a 100 mM. Le mélange est incubé a 37 ° C pendant 6 heures, le mélange est centrifuge a
4800 tr/min pendant 20 minutes [63].

La concentration de glucose dans le surnageant a été mesurée a 540 nm par

spectrophotométrie UV-visible [63].
Le médicament ACARBOSE a été utilisé comme témoin positif, (Figure 111.13).
C. Calcule des parameétres

La teneur en glucose lié a été exprimée selon la formule [64] :

G1 - Gé6
Poids de I’échantillon

Teneur de glucose liée = [ ] X Volume de la solution

Avec :
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G1: est la concentration en glucose de la solution d'origine et G6 : est la concentration de
glucose aprés 6 heures.

D. Interprétation des résultats

Les résultats sont analysés et visualises a l'aide de représentations graphiques de la

capacité d'adsorption du glucose, générées a l'aide du logiciel Microsoft Office Excel 2007.

Figure 111.13 : Les différentes étapes du test de capacité d'adsorption du glucose.
(A : Préparation du glucose, B : Préparation du témoin, C : Préparation des solutions meres, D : Dosage,

E : Incubation, F : Centrifugation, G : Lecture de I’absorbance. ).

111.2.6.5. L’activité anti-inflammatoire / anti-arthritique (Méthode de I’inhibition par la
dénaturation thermique des protéines)

A. Principe

L'arthrite est un type de trouble articulaire qui implique une inflammation d'une ou
plusieurs articulations (La polyarthrite rhumatoide est une maladie auto-immune inflammatoire
chronique l'articulation), responsable de gonflements douloureux, de raideurs et de perte de
fonction des articulations [65, 66].

La production d'auto-antigenes dans certaines maladies arthritiques pourrait étre due a
une dénaturation IN VIVO des protéines. Le mécanisme de dénaturation implique probablement

une altération des liaisons électrostatiques, hydrogene, hydrophobes et disulfure [67].
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Ainsi, en controlant la production d’auto-antigéne et en inhibant la dénaturation des
protéines et la lyse membranaire dans les maladies rhumatismales, on obtient une activité
anti-arthritique IN VITRO [61], (Figure 111.14).

Un plus grand nombre d’extraits de plantes sont en vogue pour le traitement de divers

types d’arthrite [68].
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Figure 111.14 : Mécanisme d’action de médicament (DICLOFENAC) sur I’arthrite [69].
B. Mode opératoire

Chaque expérience a été réalisée en triplicata, et la moyenne des résultats a été calculée.
Une solution aqueuse de sérum albumine a 0,5 % (P/V) et 0,05 ml de solution de test a

différentes concentrations ont été utilisées [70].

v La solution de contréle de test (0,5 ml) : composée de 0,45 ml d’albumine
sérique bovine (solution aqueuse a 0,5 % P/V) et de 0,05 ml d’eau distillée [70].

v Le contrdle du produit (0,5 ml) : composée de 0,45 ml d'eau distillée et de 0,05
ml de solution de test [70].

v La solution standard (0,5 ml) : composée de 0,45 ml d’albumine sérique bovine
(solution aqueuse a 0,5 % p/v) et de 0,05 ml de DICLOFENAC SODIQUE
(ttmoin) a diverses concentrations [70].

v' La procédure est résumée dans la figure 111.15 :

> Prélever 0,05 ml de différentes concentrations (250, 500, 1000 pg/ml) des

échantillons a tester ou de médicament standard (diclofénac sodique),
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mélanger respectivement avec 0,45 ml de solution d'albumine sérique
bovine (0,5 % P/V) [70].

» Les échantillons ont été incubés a 37°C pendant20 minutes et la
température a été augmentée pour maintenir les échantillons a 57°C
pendant 3 minutes. Aprés refroidissement, ajouter 2,5 ml de tampon
phosphate aux solutions ci-dessus. L’absorbance a été mesurée a l'aide
d'un spectrophotometre UV-Visible a 255nm [70].

C. Calcule des parametres

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines peut étre calculé comme suit [71] :

Abs.de la solution d/essai - Abs.du produit de contréle

Pourcentage d’inhibition (P1%) = 100 - [ X 100]

Abs.du controéle de test
D. Interprétation des résultats

La IC50 a été calculée a partir du graphique d'inhibition en fonction des différentes

concentrations d'extrait, a I'aide du logicielle Microsoft Office Excel2007 [72].

\ & il -V-l A

Figure 111.15 : Les différentes étapes du la méthode de dénaturation des protéines sériques bovines.
(A : Préparation du PBS, B : Préparation du BSA, C: Préparation du témoin, D : Préparation des

solutions méres, E : Dosage, F et G : Incubation, H : Lecteur de ’absorbance. ).
111.2.6. 6. L activité anti-bactérienne (Méthode de diffusion en milieu solide)
A. Principe

Plusieurs méthodes sont actuellement disponibles pour détecter I'activité antimicrobienne.

Comme elles ne reposent pas toutes sur les mémes principes, les résultats obtenus sont influencés
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non seulement par la méthode choisie, mais également par les micro-organismes utilisés, ainsi

que par la méthode d'extraction ou le degré de solubilité de chaque composé teste [73].

Nous avons choisi, la méthode de diffusion sur disque En raison de sa simplicité, de sa

reproductibilité et de son faible colt. Ce test est largement utilisé en microbiologie pour évaluer

la sensibilité des bactéries a divers agents antimicrobiens et pour tester de nouvelles substances

potentielles ayant des propriétés antibactériennes [74], (Figure 111.16).

DNA synthesis

DNA gyrase Topoisomerase IV

Supercoiled

Bacterial : ‘\
DNA :
\ Catenated
OH o Rs DNA

£
o Xx

Replicated

1stand 2nd = R
7

generations T Y

|
Ry Rg
3rd, 4t and 5t generations

(Fluoro)Quinolones inhibit the activity of DNA gyrase and topoisomerase IV

Gram-negative pacteria Gram-positive pacteria

bacterial DNA
(decatenated DNA)

Figure 111.16 : Mécanisme d’action de des (Fluro) Quinolones sur les bactéries [75].

B. Mode opératoire

v" Souches bactériennes utilisés :

Les souches bactériennes sont isolées a partir des urines dans un laboratoire d’analyse

médicale apres la réalisation d’un ECBU et d’un antibiogramme :

v Préparation des dilutions : a partir des solutions meres des extraits brutes on prépare

des concentrations de 25%, 50%, 75% et 100% dans le DMSO [43].

v Préparation des milieux : le milieu de culture utilisé pour le test antibactérien était la

gélose Mueller Hinton (voir annexe Il). Le milieu gélose Mueller Hinton a été préparé

dans une fiole conique en dissolvant 38 g de milieu gélose en poudre dans 1 L d'eau

distillée. Le flacon a été chauffé sur une flamme nue pour dissoudre completement le

milieu, puis stérilisé dans un autoclave a une température de 121°C pendant 15 min [76].

Le milieu a ensuite été distribué dans des boites de pétris stériles et laissé refroidir [77].
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v Préparation de pré-culture : Les cultures bactériennes ont été cultivées pendant une

nuit d

ans la gélose nutritive a 37°C [78]. .

v' Préparation de la suspension bactérienne (L’inoculum): Une anse remplie de

bactéries testées a été inoculée avec 10 ml de solution saline normale stérile (0,9 %) dans

des conditions aseptiques a partir de la culture mere (pré-culture) maintenue 4°C [79].

v" Procédure

>

C. Calcule d

L'inoculum de chaque souche bactérienne a été écouvillonnée sur toute la surface
de la gélose Mueller-Hinton, les disques de papier filtre stériles de 6 mm ont été
placés de maniére aseptique sur des surfaces de MHA et 10 pl d’extraits bruts ont
été immediatement ajoutés aux disques [80] ;

Les boites ont été laissées a température ambiante pendant 15 minutes pour
permettre une pré-diffusion excessive des extraits avant une incubation a 37°C
pendant 24 h dans 1’étuve [80] ;

Les diametres des zones d'inhibition ont été mesurés et chaque expérience a €té
réalisée en double [80] ;

Un test de contrdle de sensibilité microbienne a été réalisé avec un disque rempli
d'antibiotique CIPROFLOXACINE comme contrdle positif et un disque de DMSO

comme controle négatif [80], (Figure I11.17).

es parametres

Le rayon de la zone d'inhibition autour de chaque dilution a été mesuré une fois avec une

regle en acier [81].

D. Interprétation des résultats

La se

nsibilité aux différents agents antimicrobiens a été classée selon le diamétre des

halos d'inhibition comme suit [82] :

v
v
v
v

Non sensible : diametre inférieur a 8 mm ;
Sensible : diamétre de 9 a14 mm;
Tres sensible : diameétre de 153 19 mm ;

Extrémement sensible : diamétre supérieurs a 20 mm.
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Gélose nutritive : O

Gélose Mueller-Hinton : O

Solution saline stérile (0.9%) : O

Dans I'étuve a une
température de37°C
pendant 24 heures.

A. Préparation de la pré-culture

Boite de pétri ensemencée )
par les bactéries W)~

\ AN AR
\\ "7 Dans |'étuve a une
température de 37°C
pendant 24 heures.

\\ \W Disques imbibés par des extraits &
\\ différents dilutions

C. Ensemencement de la suspension bactérienne

D. l'incubation

Figure 111.17 : Les différentes étapes de la méthode de diffusion en milieu solide.

111.3. Formulation du sirop pharmaceutique final

A. Préparation des excipients

A.l. Préparation du sirop simple (selon la Pharmacopée Indienne (IP))

66,67 grammes des édulcorants (50% sorbitol et 50% sucralose) ont été peses, puis

suffisamment d'eau distillée a été ajoutée. Le mélange a été chauffé pour dissoudre

complétement le saccharose, et le volume final a été ajusté a 100 ml en ajoutant de I'eau

distillée chaude [83].

A.2. Préparation de substances axillaires

Plusieurs substances axillaires sont utilisés tel que : conservateur (s), stabiliseur (s),

aromatisant (s), colorant (s), régulateur d’acidité (s).

Remarque : Des excipients a effet notoire additionné aussi : Eau purifiée, sorbitol (E 450),

sucralose (SIN 955), sorbate de potassium (SIN 202).
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B. Préparation du liquide médicamenteux

B.1. Choix de I’extrait

L’extrait le plus idéale est choisi suivant le tableau I11.1, selon le baréme suivant :

v" Activité positive : + 01 ;

v'Activité positive plus efficace : + 01.

v Activité négative : + 00 ;

Tableau I11.1. Choix de I’extrait pour la préparation du liquide médicamenteux.

Activités biologiques Extrait de macération Extrait de décoction
Anti-oxydante 01 02
Anti-acide gastrique 00 00
Anti-reflux gastrique 01 02
Anti-diabétique 00 02
Anti-inflammatoire / anti-arthritique 02 01
Anti-bactérienne 02 01
Totales 06 08

C. Préparation du sirop pharmaceutique final

Une partie de decoction a
(voir figure 111.18) [84].

été mélangée a cing parties de sirop simple (1:5),

T W e
= ] e
)

Figure 111.18 : Les différentes étapes de préparation du sirop pharmaceutique final.

(A : Préparation de sirop simple, B : Préparation de substances axillaires, C : L’extrait le plus efficace,

D : sirop pharmaceutique final).
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I11.4. Analyse et contrdle de qualité

111.4.1. Mesure de pH

Le pH a été mesuré a I’aide d’un pH-meétre (Modele HANNA, HI12211), (Figure 111.19).

Figure 111.19 : Mesure de pH du sirop pharmaceutique final.

111.4.2. Mesure de la densité

La densité a été mesurée a I’aide d’un densitométre (Modéle GENEQ, DA-130N),
(Figure 111.20).

Figure 111.20 : Mesure de la densité du sirop pharmaceutique final.

111.4.3. Mesure de la turbidité / limpidité

v La limpidité est caractérisée par la capacité de transmission de la lumiére par le sirop et
I’absence de substance en suspension dans le sirop, la limpidité des sirops a été contrdlée
par I’observation a I’ceil nu contre la lumiere du jour et le sirop fermenté se détecte par la
formation et la prolifération de moisissures en surface [85].

v La turbidité a été mesurée a 1’aide d’un turbidité-métre (Modéle LOVIBOND, TB300
IR), Figure 111.21.

Figure 111.21 : Mesure de la turbidité du sirop pharmaceutique final.
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111.4.4. Mesure de la viscosité

La viscosité a été mesurée a 1’aide d’une viscosité-métre (Modéle ATAGO, VISCO ™ B),

(Figure 111.22).

Figure 111.22 : Mesure de la viscosité du sirop pharmaceutique final.

111.4.5. Détermination de I’indice de réfraction

L’indice de réfraction a ét¢é mesuré a I’aide d’un réfractométre (Modele IC, RHD 90),
(Figure 111.23).

Figure 111.23 : Mesure de I’indice de réfraction du sirop pharmaceutique final.

111.4.6. Détermination des résidus secs

Cing millilitres du sirop ont été placés dans une étuve a 110 °C. Aprés deux heures,

I'échantillon a été pesé apres refroidissement dans un dessiccateur. Le taux des résidus secs a été

mesuré [86].

Figure 111.24 : Mesure des résidus sechés du sirop pharmaceutique final.
(A: étuve ; B : dessiccateur).
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111.4.7. Essai du verrouillage de bouchon

Le sirop a été placé dans des bouteilles de 100 ml, puis les bouteilles ont été retournées.
Aprés une semaine, la facilité d'ouverture a été évaluée. Le verrouillage du bouchon serait

confirmé si le bouchon ne pouvait pas étre ouvert facilement [86].
111.4.8. Essai de la cristallisation

Le sirop a été placé au réfrigérateur pendant une semaine et a ensuite été examiné pour

déceler d'éventuels précipités [86].
111.4.9. Caractéristiques organoleptiques

L'évaluation organoleptique fait référence a I'évaluation de la formulation par couleur,

odeur, goUt et texture, etc [87].

111.4.10. Masse moyenne de sirop par flacon

Chaque flacon rempli a été pesé, et la moyenne de la masse a été calculée. Les
différences entre ce poids et le poids vide du flacon ont permis d’obtenir la masse moyenne de

sirop par flacon [88].

La masse du sirop a été rapportée au volume du sirop, permettant ainsi le calcul de la
densité, Alternativement, a partir de la densité et du volume théorique du flacon, on peut calculer

la masse moyenne de sirop par flacon théorique [88].

111.4.11. Etude de stabilité accélérée (AST)

Des tests de stabilité du sirop final préparé ont été effectués en conservant les
échantillons dans des conditions de température accélérées. Neuf tubes du sirop final (S1, S2, S3,
S4, S5, S6, S7, S8 et S9) ont été prélevés dans des bouteilles en verre de couleur ambrée et ont
été conservées a des températures accélérées: 4 °C, température ambiante (T.A) et 47 °C

respectivement [89].

Les echantillons ont été testés pour tous les parametres physico-chimiques, a savoir : la
couleur, I’odeur, le godt, la densité le pH, la turbidité et I'hnomogeénéité a des intervalles de 24 h,
48 h et 72 h pour observer tout changement [89].

Page 39



CHAPITRE 111 : MATERIELS ET METHODES

111.4.12. Etude de la stérilité microbiologique

A. La préparation des échantillons

La préparation des échantillons a été effectuée conformément a la Pharmacopée

américaine, Une dilution de I’ordre 1/10 du produit testé a été réalisée de maniéere aseptique dans

une solution du tampon phosphate stérilisée a pH 7,2 [90].

B. Dénombrement microbien

La méthode des boites coulées est utilisée pour dénombrer des germes aérobies totaux

(DGAT) et des levures et moisissures totaux (DMLT) dans le sirop pharmaceutique final [90],

pour cela :

v

v

1 ml de I'échantillon préparé a été transféré de maniere aseptique a partir de la solution
préparée dans chacune de quatre boites de pétri stérilisées [90] ;

A chacune des deux boites de Pétri, 20 ml de gélose Caséine de Soja stérilisée
(annexe 1), (refroidie a environ 45 °C) ont été ajoutés pour le DGAT, et aux deux boites
de pétri restantes, 20 ml de gélose Sabouraud Dextrose stérilisée (annexe II),
(refroidie a environ 45 °C) a été ajouté pour DMLT [90] ;

Le contenu de chaque boite de pétri a été mélangé en faisant tourner doucement la boite
pour permettre un mélange approprié de [I'échantillon et du milieu et laissé se
solidifier [90] ;

Les boites contenant la gélose Caséine de Soja ont été incubées a 35°C pendant 5 jours
pour le DGAT et les boites rempli de gélose Sabouraud Dextrose a 25°C pendant 5 jours
pour le DMLT en position inversée [90] ;

Apres incubation, les boites correspondant a une dilution donnée et présentant le plus
grand nombre de colonies inférieur a 250 pour DGAT et 50 pour DMLT ont été
sélectionnées [90] ;

La moyenne arithmétique par milieu de culture du comptage a été prise ainsi que le
nombre d'unités formant colonie (ufc) par gramme ou par millilitre de produit a été
calculé [90] ;

C. Tests pour les micro-organismes spécifiques

Le test présence / absence d'Escherichia coli dans le sirop pharmaceutique final a été

effectué selon la procédure décrite par la Pharmacopée américaine [90].

Page 40



CHAPITRE I : MATERIELS ET METHODES

v L'échantillon a été préparé comme décrit dans la section ci-dessus et 10 ml (quantité
correspondant a 1 g ou 1 ml) a éeté utilisé pour inoculer 100 ml de bouillon de digestion
Caséine de Soja et incubés a 35 °C pendant 24 heures [90] ;

v"Aprés l'incubation, la bouteille de bouillon a été secouée pour que le contenu se
mélange bien et 1 ml de bouillon de digestion Caséine de Soja a été transféré dans 100
ml de bouillon MacConkey (annexe 11), et incubé a 42 °C pendant 24 heures [90] ;

v Aprés incubation, le tube de bouillon MacConkey a été secoué et une anse a été étalée
(environ de 0.1 ml) sur une boite de gélose de MacConkey en utilisant une anse
d'inoculation stérilisée [90] ;

v Les boites de gélose MacConkey ont été incubées a 35°C pendant 24 heures en position
inversée. La croissance de colonies sur les boites de gélose MacConkey a indiqué la
présence possible d'E. coli [90].

(Remarque : révélée par la croissance de colonies rouges entourées d’un halo).
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Figure 111.25 : Les différentes étapes de I’étude de la stérilité microbiologique.
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I11.5. Informations sur le nom pour une marque commerciale, du produite et

de I’évaluation sensorielle de sirop pharmaceutique final

Les informations sur le nom pour une marque commerciale, du produit et de 1’évaluation

sensorielle de sirop pharmaceutique final sont mentionnées dans les tableaux suivants :

Tableau I11.2. Informations sur le nom pour une marque commerciale.

Logo Nom d’EURL Domaines d’activités

Production des produites :

KHALDICONATURAL | KHALDICONATURAL »
W v' Cosmétiques ;

& DIOPHARMADIAL BIOPHARMADIAL v/ Pharmaceutiques ;
v Compliments alimentaires.

Tableau I11.3. Informations sur le nom du produite.

Forme pharmaceutique et

contenu Classe thérapeutique

v' Anti-diabéte ;
Solution buvable, v' Anti-inflammatoire ;

GRENADIAC flacon de 100 ml v' Anti-bactériens ;

v Anti-acide gastrique.

Nom du médicament

o) ad) s siaal) 5 AVauall Joid) ) aiall
;s Sl dlas v
- il il ; Al dlas v
2o, 3 e 10055 oSl e
Barall Aa gasl dbas v/

Les tests organoleptiques sont réalisés par évaluation sensorielle, cette évaluation est
I'une des plus anciennes méthodes connues en évaluation organoleptique, les panélistes sont
autorisés aux choix a godter le sirop qui leur a été fourni. Ensuite, les panélistes ont évalué la
couleur, I'ardme, le goQt, I’apparence, la texture, 1’acceptabilité globale du sirop GRANADIAC
(I’idée générale, conditionnement primaire et secondaire) avec le format de notation :
5 = vraiment j'aime, 4 = j'aime, 3 = j'aime un peu, 2 = je n'aime pas, 1 = je n‘aime vraiment pas.
Avec un total de 15 panélistes (6 pharmaciens, 4 enseignantes universitaires, 3 techniciens de

laboratoires, 2 opérateurs industriels) [91].
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Tableau 111.4. Le questionnaire d’évaluation sensorielle de sirop pharmaceutique final par des panélistes.

Question

1. Avez-vous aimé la couleur du sirop ?
QI ¢ sl e o

2. Avez-vous aimé ’apparence du sirop ?
Gl sgdia dligasi A

3. Avez-vous aimé I’odeur du sirop ?
Q) dad) ) disas| Ja

4. Avez-vous aimé le goQt du sirop ?
) 393 dasi o

5. Avez-vous aimé la texture du sirop ?
QI ) Guala dasi o

6. Avez-vous aimé la bouteille du sirop ?
Il 3 g e Ja

7. Avez-vous aimé I’emballage su sirop ?
Ziiall o A Cilial) das Ja

8. Avez-vous aimé le contenu de la notice du sirop ?
Agald Y 5l (g siaa dliasi Ja

9. Avez-vous aimé I’idée générale du produit ?
Eiiall dalad) 3 Sil) e Ja

10. Avez-vous aimé la plaque publicitaire de produit ?
il 4 jlgdy) ddalal) disae Ja
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CHAPITRE IV : RESULTATS ET DISCUSSIONS

V.1 Pré-formulation de principe actif pour le sirop pharmaceutique
IV.1.1. Caractéristiques du matériel végétale

La solubilité et le teneur en humidité pour la poudre des écorces de la grenade sont présentés
dans les tableaux ci-dessous:

Tableau IV. 1. Caractéristiques organoleptiques de la poudre d’écorce de grenade.

Caractéristiques organoleptiques

Poudre des
écorces de Texture Couleur Odeur Goute Nature
grenade . A :
Grossier Jaune pale Aromatique Amer Rugueux

Tableau V.2 Teneur en humidité et solubilité de la poudre d’écorce de grenade.

Test de solubilité

Ethanol Eau distillé Teneur en humidité (H%)
Positif Positif

Poudre d’ écorce

de grenade 28.09

La poudre d’écorce de grenade présente une texture grossiére, de nature rugueuse, avec

un goQt amer et une couleur jaune pale caractérisée par une odeur aromatique.

Les résultats des études de solubilité montrent que I'extraites entierement soluble dans

différents solvants, notamment I'éthanol et 1’ecau distillée.

Le teneur en humidité est un paramétre tres important, car un exces d'eau dans les
matiéres végétales et médicinales peut favoriser la croissance microbienne, la présence de

champignons, et méme la détérioration par des insectes.

Dans la technologie pharmaceutique moderne, la teneur en humidité fournit des
informations sur la durée de conservation et la qualité des médicaments [40], ainsi que sur la
durée et la technique de séchage des matieres végétales utilisé, notre poudre possede un faible
teneur en humidité (28.09%).
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IVV.1.2. Caractéristiques des extraits

La poudre seéche d’écorce de grenade a été macérée dans un solvant éthanolique pendant
24 heures. Un autre extrait aqueux préparé par la méthode de décoction a chaude. Le rendement
(R%), le pH et les caractéristiques organoleptiques des différents extraits sont présentés dans le
tableau 1V.3.

Tableau 1V.3. Caractéristiques organoleptiques, rendement et potentielle de I’hydrogéne des
différents extraits.

Caractéristiques organoleptiques

pH R %
Aspect Couleur Odeur

Extrait par macération

m Pate collante Marron foncé | Aromatique | 3.49 58.28

Extrait par décoction

L’extrait de macération présente une texture de pate collante, de couleur marron foncé,

Liquide

; Marron claire | Aromatique | 4.31 29.95
visqueux

caractérisé par une odeur aromatique, tandis que 1’extrait par décoction se présente sous forme

d’un liquide visqueux, de couleur marron clair, avec une odeur aromatique.

Les résultats des rendements, exprimés en pourcentage, ainsi que les valeurs de pH
mesurées a l'aide d'un pH-métre, indiquent que I'extrait éthanolique affiche le rendement le plus
élevé (58,28%) parmi les deux extraits, avec un pH plus acide comparativement a I'extrait

aqueux (29,95%) qui présente un pH légerement acide.

IV.1.3. Evaluation des activités biologiques
1V.1.3.1. L activité anti-oxydante
La méthode utilisant le DPPH, un radical libre et stable, est un moyen simple et rapide

d’étudier la capacité antioxydante d’un extrait végétal [92]. Les résultats obtenus dans notre

étude sont motionné dans la figure IV.1:
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Test de piégeage du radical DPPH pour Test de piégeage du radical DPPH pour
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Figure IV.1 : Test de piégeage du radical DPPH.

Les résultats du test au DPPH, montrant que I'extrait éthanolique et I'extrait aqueux
présentent une activité antioxydante significative.

En effet, une plus grande activité de piégeage des radicaux DPPH a été enregistrée chez
I’extrait aqueux (94,444 %) puis avec 1’extrait éthanolique (83.854 %), pour 1’acide ascorbique
(témoin positif), il possede une activité de piégeage tres important (98.991 %). Ces résultats

peuvent étre attribués a la teneur plus élevée en composeés phénoliques des plantes [92].

La concentration inhibitrice & 50 % (ICso), est de I’ordre de : 163.385 upg/ml
297.531 pg/ml et 505.163 pg/ml pour I’acide ascorbique, 1’extrait aqueux et I’extrait éthanolique

respectivement.
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La teneur élevée en composés phénoliques des plantes étudiées joue un rdle considérable
dans leur action antioxydante. En effet, les composés phénoliques constituent une classe
majeure d’agents antioxydants en raison de leur capacité a piéger les radicaux libres [92]. Les
radicaux libres sont impliqués dans de nombreux troubles comme les maladies
neurodégénératives, le cancer et le SIDA, etc. Les antioxydants, en raison de leur activité de
nettoyage, sont utiles pour la gestion de ces maladies. La méthode des radicaux libres stables
DPPH est un moyen sensible pour déterminer l'activité antioxydante des extraits de plantes
[93].

1V.1.3.2. L activité anti-acide gastrique

L'effet neutralisant des extraits aqueux et éthanolique a été examiné ont comparaison
avec le médicament GAVISCON (alginate de sodium + bicarbonate du sodium). Les résultats

obtenus sont motionnée dans la figure 1V.2 ci-dessous :

Test de potentiel de neutralisation d'acide

=—#=— Extrait de macération

—— Extarit de décoction

T
o
]

o
5

3
L

=

—de— Gaviscon

30 40

Temps (min)

Figure IV.2 : Test de potentiel de neutralisation d’acide.

Les résultats ont montré que la capacité de l'extrait aqueux a neutraliser l'acide
chlorhydrique par une augmentation considérable du pH allant de 1.24 jusqu'a 1.59 (+0.35),
tandis que I’extrait de maceration de 1.24 jusqu'a 1.50 (+0.26), pour GAVISCON (témoin
positif), le pH a passer de 1.24 a 2.35 (+1.11).

L'acidité est un probleme digestif frequent lie a un trouble fonctionnel pouvant se
développer pour diverses raisons. L'inflammation et l'ulcération de la muqueuse de I'estomac
résultent de la surproduction d'acide gastrique, également appelé acide gastrique ou HCI, dans ce
contexte, les antiacides agissent en neutralisant I'acide gastrique [94].Selon les résultats présentés

ici, I’extrait éthanolique et aqueux peuvent avoir des propriétés antiacides, ceci est du
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probablement a la présence de certains principes actifs dans les extraits bruts. Cependant, des
recherches supplémentaires sont nécessaires pour déeterminer les mécanismes d’actions et les

principes actifs responsables de I’activité antiacide et méme antiulcéreuse.
1V.1.3.3. L activité anti-reflux gastrique

L'évaluation de l'activité anti-reflux gastrique a été réalisée en observant
macroscopiquement la formation d'un radeau par les différents extraits, comparativement au

médicament GAVISCON. Nos résultats sont présentés dans la figure 1V.3 ci-dessous.

E-macération

E-decoction GAVISCON
- I

Figure 1V.3 : Résultats de I’observation macroscopique de la formation des radeaux.

Les médicaments anti-reflux sont liquides avant 1’administration et aprés leur entrée en contact
avec le contenu gastrique grace au pH acide de lI'estomac, ils sont convertis en gel insoluble dans

I'eau pour former un radeau [95].

Le polymere le plus couramment utilisé pour de telles formulations le carbonate de

calcium ou de sodium, lorsqu'il est combiné avec 1’alginate, pour renforcer le radeau formé [96].

GAVISCON a former un radeau remarquable, tandis que pour les extraits aucune formation de
radeau été observée.

Dans le cas de nos extraits, peut-étre il faut les combines avec d’autre molécule (par
exemple carbonate de calcium ou de sodium) pour renforcer la formation du radeau ou bien

augmenté la concentration de la solution mére pour ces extraits.

1V.1.3.4. L activité anti-diabétique

C’est le e processus physique par lequel les molécules de glucose adhérent a une surface
solide ce qui est appelé adsorption du glucose. L’effet de I’adsorption du glucose est une
diminution du glucose libre dans la solution, ce qui pourrait limiter la diffusion et I’absorption du
glucose dans le sang [96]. La figure IV.4 montre la différence d'efficacité d'adsorption du

glucose IN VITRO entre I’extrait aqueux, 1’extrait éthanolique et ’ACARBOSE.
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Test de capacité d'adsorption du glucose

O Acarbose

O E-Macération

O E-Décoction

RNV

Teneur de glucose liée [mmol/l)

25 mM 50 mM 100 mM

Concentration (mmol/l})

Figure 1V.4 : Résultats de capacité d’adsorption du glucose.

Les résultats ont mis en évidence que 1’extrait éthanolique n’a pas démontré la capacité
de se lier au glucose, tandis que [’extrait aqueux a présenté cette capacité, méme a des
concentrations de glucose plus faibles (25mmol/L), ceci peut étre expliqué par la réduction
de la quantité de glucose disponible pour le transport a travers la lumiére intestinale, atténuant
ainsi I'nyperglycémie postprandiale [97].

L'extrait aqueux et 'ACARBOSE ont présenté une adsorption importante du glucose a
toutes les concentrations testées, avec une adsorption maximale observée a 100 mmol/L.
L'extrait aqueux a adsorbé le glucose a 28.059 mmol/L, tandis que 'ACARBOSE a atteint
40.682 mmol/L.

La capacité d'adsorption grace a l'activité glucophagique de I’extrait a révélé des
pourcentages élevés d'adsorption du glucose. La teneur élevée en flavonoides et en fibres dans
les extraits pourraient expliquer ces résultats, car les fibres insolubles sont connues pour leur
capacité a se lier au glucose, réduisant ainsi sa disponibilité et donc son absorption intestinale
[98].Quant a I’extrait éthanolique, soit les principes actives ne peuvent pas étre extraits par

I’éthanol, soit il faut augmenter la concentration de la solution mére.

1V.1.3.5. L activité anti-inflammatoire / anti-arthritique

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire ont montré un pourcentage de protection
maximal de 78.846 % a 1000 pg/ml pour I’extrait éthanolique et 65.385 % a 1000 pg/ml pour
I’extrait aqueux, ce qui est nettement inférieur a la protection fournie par le médicament standard
DICLOFENAC (96.152 %).
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Ainsi, I’extrait d’écorce de grenade s’est avérée étre un agent efficace pour inhiber la
dénaturation des protéines. En effet, la dénaturation des protéines tissulaires est ’'une des causes
signalées de maladies inflammatoires et arthritiques, donc les extraits d’écorce de grenade a
différentes concentrations offrent une protection considérable contre la dénaturation des protéines

induite thermiquement dans le sérum bovin [99].

Les augmentations des pourcentages d’inhibition des extraits bruts et du médicament de
référence par rapport au contrdle indiquent la stabilisation de la protéine albumine. La figure ci-
IV.5 montre la quantité de chaque extrait requise pour une inhibition de 50 % de l'activité
anti-arthritique (ICso), est dans l'ordre suivant: DICLOFENAC (21.02 pg/ml) < Extrait
éthanolique (480.806 pg/ml) < Extrait aqueux (555.556 pg/ml).

Méthode de I'inhibition par la Méthode de l'inhibition par la
dénaturation thermique de protéines par dénaturation thermique de protéines par
I'éxtrait de macération I'extrait de décoction
9 >\ 80 —=
S 50 e g 7 e —
= : —S
e 70 2 60 ~ iy
5 o0 3 50 o
£ 5o £ 40 ==
- © s >
o 40 o
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Figure IV.5 : L’inhibition par la dénaturation thermique de protéines.
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1VV.1.3.6. Evaluation de I’activité anti-bactérienne
Les résultats des activités antibactériennes des extraits obtenus a partir des plantes
étudiées par la méthode de diffusion en milieu solide sont présentés dans les tableaux ci-dessous

et la figure IV.6.

Tableau 1V.4. Résultats de la méthode de diffusion en milieu solide.

Extrait de macération
des EG

Extrait de décoction
des EG

Ciprofloxacine
(Témoin positive)
&

DMSO
(Témoin négative)

Tableau IV.5. Diamétres des zones d’inhibition.

(-) : Pas de zone d’inhibition
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Figure 1V.6. Résultats de la méthode de diffusion en milieu solide.

Les extraits présentent différents zones d’inhibiteurs contre trois souches photogenes :

» Des zones d'inhibition contre Staphylococcus aureus de 07 a 16 mm pour ’extrait
éthanolique et de 08 & 17 mm pour I’extrait aqueux, avec une zone d'inhibition de 26
mm pour le CIPROFLOXACINE comme un antibiotique de référance ;

» Des zones d'inhibition contre [’Escherichia coli de 08 a 20 mm pour I’extrait
éthanolique et de 07 & 10 mm pour I’extrait aqueux, avec une zone d'inhibition de 30
mm pour le CIPROFLOXACINE comme un antibiotique de référance ;

» Des zones d'inhibition contre Pseudomonas aeroginosa de 08 a 15 mm pour I’extrait
éthanolique et de 08 & 12 mm pour I’extrait aqueux, avec une zone d'inhibition de 28

mm pour le CIPROFLOXACINE comme un antibiotique de référance.

La plus grande zone d'inhibition a été observée avec I’extrait éthanoliques contre

[’Escherichia coli.

Les résultats indiquent que 1’extrait éthanolique présente des activités antibactériennes envers
les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, tandis quel ‘extrait de décoction possede des

activités antibactériennes beaucoup plus envers les bactéries Gram-positives.
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Ces reésultats sont cohérents avec les rapports précédents sur des plantes apparentees

concernant les bactéries Gram-positives, les bactéries de Gram-négatives en géneéral est plus

résistante que les bactéries Gram-positives, une telle résistance pourrait étre due a la barriere de

perméabilité fournie par la paroi cellulaire ou au mécanisme d'accumulation membranaire [100].

IV.2. Formulation du sirop pharmaceutique final

1V.2.1. Fiche d’analyse et controle de qualité du sirop pharmaceutique final

Les résultats d’analyse et contrdle de qualité sont présenté dans le tableau 1V.6 :

Tableau IV.6. Fiche d’analyse et contréle de qualité du sirop pharmaceutique final.

Paramétre Valeur
pH 4.490
Densité (g/cm?) 1.206
Indice de réfraction (nD) 1.413
Viscosité (mPa.s) 235.000

Turbidité (NTU) / limpidité

Numérique : 2.57
Visuelle : Bonne limpidité

Résidus secs (%)

44.031

Essai de verrouillage du bouchon

Veérifiée

Essai de la cristallisation

Pas de formation des cristaux

Apparence Liquide translucide
Texture Visqueux
Caractéristiques organoleptiques Couleur Marron
Odeur Aromatique

Golt Sucrée
Masse moyenne de sirop par flacon (g) | 120.6000 + 0.0002 (Dans notre cas = 120.600)
Caractéristiques ac P.C
organole tiques T.A P.C
24 ganoleptiq 47¢’ P.C
h 4¢° P.C
pH TA P.C
47 ¢’ P.C
. 4¢° P.C

Caractéristiques

48 organoleptigues A:r?'z‘ ﬁg
Etude de stabilité accelérée (AST) h s PC
pH T.A P.C
47 ¢’ P.C
_ 4c¢° P.C
72 ganoleptiq 47 ¢’ P.C
h 4¢° P.C
pH T.A P.C
47 ¢’ P.C
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Inférieur ou égale 102 UFC /ml
DGAT
Etude de la stérilité microbiologique DLMT
Absence
E.coli

Abréviations :

T.A : Température ambiante ;

P.C : Pas de changement ;

DGAT : Dénombrement des germes aérobies totaux ;

DMLT : Dénombrement des levures et des moisissures totaux.

AN NN

Les médicaments synthétiques produisent une activité pharmacologique instantanée, mais
provoguent également divers effets secondaires. A cette fin, le besoin de médicaments naturels et
leur utilisation se sont développés rapidement ces derniers temps, méme dans les régions ou les

médicaments actuels sont accessibles.

L’écorce de grenade a été étudié pour ses propriétés thérapeutiques, il peut
principalement agir comme un antiacide gastrique, antidiabétique, anti-inflammatoire /
antiarthritique, et antibactérien. Pour délivrer ses propriétés thérapeutiques, il est formule sous

une forme posologique liquide monophasique

Le sirop développé a base de plantes a été soumis a une batterie de tests IN VITRO, tels
que 1’évaluation des caractéristiques organoleptiques, le pH, la densité, I’indice de réfraction, la
viscosité, la turbidité / limpidité, les résidus secs, I’essai de verrouillage du bouchon, ’essai de

la cristallisation, la masse moyenne de sirop par flacon, 1’é¢tude de stabilité accélérée et 1’étude de
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la stérilité microbiologique.

Les résultats des caractéristiques organoleptiques (affichés dans le tableau. 1V.6)
indiguent qu’aucun changement n’a été observé en terme de 1’apparence, de texture, de couleur,
d’odeur et de gott. De plus, le sirop a base d” écorces de grenade a été évalué pour d'autres
propriétés telles quelle le pH, la densité, I’indice de réfraction, la viscosité, les résidus secs , avec
des valeurs respectives de 4.49, 1.206 g/cm?®, 1.413 nD et 235 mPa.s, 44.031 %, les essais de
verrouillage du bouchon, de cristallisation et de masse moyenne de sirop par flacon ont été

vérifiés.

L’étude de la stérilit¢ microbiologique a confirmé 1’absence des microbes dans notre
sirop. De plus, aucun altération n'a été observée dans tous les parametres physico-chimiques
testés, lors des études de stabilité, menées sur des échantillons observés apres 24 heures, 48
heures et 72 heures. Par conséquent, ces résultats concluent que le sirop a base d’écorces de
grenade offre une bonne stabilité dans les études IN VITRO et peut étre utilisé pour renforcer
I'immunité grace a sa richesse en antioxydants, aidant ainsi a prévenir diverses maladies telles

que les infections bactériennes, le diabéte, I'arthrite et I'acidité gastrique.

IV.2.2. Evaluation sensorielle de sirop pharmaceutique final
A.1 Conditionnement

Le conditionnement est effectué par un ensemble des parties qui sont :
A.1.1. Le conditionnement primaire

Un flacon en verre de couleur ombrée avec une capacité de 100 ml.

Figure IV.7. Flacon du sirop (GRENADIAC).

A.1.2. Conditionnement Secondaire
Il consiste a mettre le flacon dans une boite individuelle, accompagnée d’une notice

traduite en arabe et en francais (les annexes V et VI).
A.2. Panneau publicitaire pour I’évaluation sensorielle de sirop pharmaceutique final

Préparation d’un panneau publicitaire traduit en arabe et en francais (annexe VII).
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Evaluation sensorielle de sirop pharmaceutique
GRENADIAC

P-Publicitaire
L'idee

2,92
4,87
Motice
Emballage
Bouteille
Texture
Goit
Odeur

|
|
|
|
|
[
|
|
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1

Couleur
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Figure 1V.11 : L’évaluation sensorielle de sirop (GRENADIAC) par des panélistes.

On remarque, d'apres la figure 1V.11, que les 15 panélistes ont accepté la couleur et
I’apparence du sirop qu'ils ont 'habitude de voir dans presque tous les sirops pharmaceutiques

usuels (marron cristallin transparent) avec une moyenne de 4.47/5 et 4.28/5 respectivement.

Quant a I'odeur tous les panélistes ont confirmé qu'elle était tres typée et qu'ils I'aimaient
beaucoup (lI'odeur est nouvelle, qu'ils ne connaitront pas dans les sirops pharmaceutiques
traditionnelles) avec une moyenne de 4.73/5.

Le goQt, selon quelques-uns qui a voulu l'essayer, a été surpris par la combinaison de
saveurs de vanille, grenade et caramel, et ils I'ont accepté (comme un go(t nouveau qu'ils ne

connaissaient pas dans les sirops pharmaceutiques usuels) avec une moyenne de 4.61/5.

Car la texture, collante comme toutes les sirops et ce n'était pas surprenant chez eux (car
c’est un sirop sucré tous simplement, dans une bouteille habituelle avec une moyenne de 3.80/5

et 3.88/5 respectivement.

L’emballage et la notice ont été treés appréciés par les panélistes pour leur bel aspect et

leur design attrayant, avec une moyenne de 4.47/5 et 4.13/5.

L'idée générale a eté tres appréciee comme une meédecine naturelle aux traitements

multiples (polythérapeutique), avec une moyenne de 4.87/5.

Le panneau publicitaire, était selon eux un mélange entre une pharmacie traditionnelle et

une pharmacie moderne, mes elle est classique et trop charger avec une moyenne de 2.92/5.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Conclusion générale et perspectives

Notre étude a mis en lumiére I'importance des plantes médicinales, en particulier I'écorce
de grenade, dans le traitement de diverses maladies. Nous avons entrepris une démarche visant a
valoriser I'écorce de grenade a travers une évaluation approfondie de ses activités biologiques, la
formulation d'une forme galénique sous forme de sirop pharmaceutique naturel, et la rigoureuse

vérification de sa qualité.

Nos résultats ont démontré que la poudre d'écorce de grenade obtenue par séchage naturel
possedait des caractéristiques favorables pour son utilisation, notamment une faible teneur en

humidité qui limite le risque de contamination.

De plus, nous avons observé une bonne solubilité de cette poudre dans I'eau et I'éthanol,

facilitant ainsi son utilisation comme solvant d'extraction.

Les activités biologiques étudiées, telles que I'activité antioxydante, anti-acide gastrique,
antidiabétique, anti-inflammatoire/anti-arthritique et anti-bactérienne, ont révélé des resultats

prometteurs, notamment une efficacité notable de I'extrait aqueux dans plusieurs domaines.

Sur la base de nos investigations, nous avons privilégié l'extrait aqueux pour la
formulation du sirop pharmaceutique en raison de ses activités diverses et de son caractére moins
toxique et plus économique. La qualité du produit final a été minutieusement contr6lée selon les

normes de la pharmacopée.

En vue dapprofondir notre recherche et de perfectionner le sirop pharmaceutique,
diverses perspectives sont envisageables, notamment la purification des principes actifs,
I'adoption de sirops spécifiques pour chaque activité biologique, des études IN VIVO, des
expériences toxicologiques, ainsi que l'exploration des relations structure-activité et des

parameétres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques.

En somme, notre travail contribue a la valorisation de I'écorce de grenade dans le
domaine pharmaceutique et ouvre la voie a de nouvelles avancées pour le développement de

traitements naturels et efficaces.
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Annexe |

Tableau I. Caractéristiques physicochimiques des produits chimiques utilisés.

_ Liquide CH3OH 32,04

_ Poudre C18H12N506 394.32 1,4 97.0
- Poudre CesHsOs 176,13 - -
- Liquide Hel 36.46 - -
- Poudre NacCl 58.44 - >99.5
- Poudre KCI 74.55 - 99.5
- Cristaux - 66.5 (kD) = >98.0
_ Poudre CeH120s 180.156 - 97.5
_ Liquide C2Hs OS 78 ,13 1,1 >99
- Poudre CeH1406 182.17 ; ;
- Poudre  CiH19C130s 397.633 ; ;
- B —— I - -
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Annexe 11

Tableau Il. Composants des milieux de cultures utilisés.

VV VVVVV VVVVY VVVVVVVVY VVVYVY VVYYYVY

- Composants (dans 1L d'eau distillée)
NaCl 05.00 g/l
Peptone 10.00 g/l
Agar 15.00 g/l
Extrait de viande 05.00 g/l
Amidon 01,50 g/l
Peptone 17,50 g/l
Agar 17,00 g/l
Extrait de viande 02,00 g/l
Peptone pancréatique de caséine 15.00 g/l
Peptone papainique de soja 05,00 g/l
Gélose 15,00 g/l
Chlorure de sodium 05,00 g/l
Peptone pancréatique de caséine 17,00 g/l
Peptone papainique de soja 03,00 g/l
ghlorure de s%di(tjjmt, 05,00 g/l

ucose monohydrate 02,50 g/l
Phosphate dipotassique 02,50 g/l
Hydrolysat pancréatique de gélatine 20.00 g/I
Lactose 10.00 g/l
Bile de beeuf bactériologique 05.00 g/l
Pourpre de bromocrésol 00,01 g/l
Peptone 20,01 g/l
Lactose 10.00 g/I
ok

€ls bifial 01,00 g/l
Cristal violet 0,001 g/l
Dextrose 20.00 g/l
Peptone pancréatique et peptique 10.00 g/l
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Tableau 111. Composants des solutions tampons utilisés.

Annexe III

- Composants(dans 1L d'eau distillée)
NaCl 08.00 g/l
KCl 00.20 g/l
Na;HPO, 01.44 gl
KH2PO4 00.24 gl
NaOH (0.2 M) 175.00 ml
KH2PO4 (0.2 M) 250.00 ml

YV V VV VY
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Annexe IV

Tableau IV. Type des appareils et instruments utilisés.

OUAUS / Adventurer ™

HAHN SHIN / HS-2005V.N

VELP SCIENTIFICA/ Arec heating magnetic

MERCURE ROUGE
OHAUS / Starter 2100
DLAB
SHIMADZU / UV-1280
MEMMERT- WNB/WNE/WPE
HETTICH / Rotofix 32A
MELAG / B23
GOMMA STERILE
CITOTES
BINDER / GmbH
MALIKS PHARM
GENEQ / DA-130N
LOVIBOND / TB300 IR

ATAGO/VISCO ™ B
IC/ RHD 90

Condor / 630L
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Annexe V
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Figure V : Emballage du

sirop (GRENADIAC).
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ANNEXES

Annexe VI

COMPOSITION EN SUBSTANCES ACTIVES :
v Substances actives : Extrait d’écorce de grenade
v Excipients :q.sp..... 100ml de solution buvable.
v Excipients & effet notoire : ean purifiée, sorbitol (E 430), sucralose (SIN 933),
sorbate de potassium (SN 202).

FORME PHARMACEUTIQUE ET CONTENU :
Solution buvable, flacon de 100 ml.

CLASSE PHARMACOTHERAPEUTIQUE :
Anti-dishéte, Anti-nflammatoire, Antibactériens, Antiacide

INDICATION D°UTILISATION :

v GRENADIAC diminuant 1'élévation du taux de sucre dans le sang aprés le repas car il
retarde 1a digestion et 17 ahsm'hanne d&s sucres par I'intestin. Il est indiqueé pour soulager le
dr.tmdetypell(nnn ih dant), en « du régime ali ire, des

MISES EN GARDE ET PRECAUTIONS D'EMPLOI:

-Mises en garde -
Prévener votre médecin en cas de :
*  Maladie au long cours du foie ou des rems.
* En raison de la présence de sorbitol, ce médicament est déconseillé chez les patients
présentant une intolérance an fructose (maladie héréditaire rare).
*  Vous avezdes antécedents d allergie.
- Précautions d’emploi
Au cours de traitement prolonge, il est recommandé de controler la formule sanguine, les fonctions
hépatique et rénale.
ADRESSEZ.VOUS A VOIRE MEDECIN OU PHARMACIEN AVANT DE PRENDRE CE
MEDICAMENT.

INTERACTIONS MEDICAMENTEUSES :

A i contre-indi : il n'existe pas d*information disponible.
- Assomtxms déconseillées : il n’existe pas d’mformation disponible.
- Associations 4 prendre en compte : il n’existe pas d"information disponible.

GROSSESSEET ALLAITEMENT :

. associer ounon par des antidiabéthiques.
m'r( ué dans le traitement symptomatique de 1’arthrose, des rhumatismes
mflammatoires, des arthrites et tend.m.nm, des lombalgies et :cm:lques GR.EAADMC’peur
amss: comme un des manifes en rapport

avec le domaine OR_I._

v Gréice 4 ces substances mlesﬁmd estomac.
v Le sirop par sa composition riche en les anumythmxetvﬂnmm&s donc il stimule le
sysremem-mmepnmluﬂm contre diverses maladies.

.
.
.
= Nepasprolongerla durée de traitement au-dela de 30 jours sans 1"avis de votre médecin.

-Mode d’administration :
Cemédicament est 4 prendre par voie orale.

CONTRE-INDICATIONS :

Neprenezjamais GRENADIAC sirop:

- 51 vous &tes allergique 4 la substance active (écores de grenade) ou 4 I'un des amtres
composants contenus dans ce médicament.

- Sivous avez déjd en une diminution importante du taux glyoémie dans le sang.

-En cas de maladie grave du foie.

-En cas de maladie grave du rein.

-Enfant de moms de 12 ans.
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Figure VI

- se : il n'existe pas d’mformation disponible.

- Allaitem ' exis “information disponible.

DEMANDEZ SEIL A VOTRE MEDECIN QU A VOTRE PHARMACIEN AVANT DE FRENDRE
TOUT MEDICAMENT.

EFFETS SUR L’APTITUDE A CONDUIRE DES VEHICULESET A UTILISER DES
MACHINES : il n’existe pas

EFFETS INDESIR:\BLES =

SURDOSAGE:
c i

t votre

CONDITIONSDE CONSERVATION:
Tenir hors de la vue et de la portée des enfants. A conserver dans endroit sec 3 une température
ambiante 30 “c 41"2bri du soleil.

DATEDEMISE A JOUR DE LA NOTICE : Mzi 2024.

FABRICANT, CONDITIONNEUR ET DETENTEUR DELADE :

KHALDICONATURAL BIOPHARMADIAL .. KHALDICONATURAL
Adresse : Pole universitaire brouira — 10000 m ' BIOPH AARM .I\DI qL

(Faculté des sciences et science appliquées)
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ANNEXES

Annexe VII

| LIRE ATTENTIVEMENT LA NOTICE ET L'ETIQUETAGE. DEMANDER CONSEIL A VOTRE PHARMACIEN. MAT 2024
N1 A g que : C ' i i
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Figure VII : Panneau publicitaire du sirop (GRENADIAC).
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Résumé

Nous avons préparé un sirop pharmaceutique a partir d'extrait d'écorce de grenade, collectée a
Lakhdaria, wilaya de Bouira. Apres séchage, nettoyage et tamisage, I'écorce a été utilisée pour préparer
deux extraits : aqueux par décoction et alcoolique par macération a froid, avec des rendements respectifs
de 28,95% et 58,28%. Les extraits ont montre des activités biologiques intéressantes : I'extrait aqueux a
démontré une forte activité anti-oxydante (un pourcentage d’inhibition de 94.44%) et des effets
antidiabétiques (la teneur du glucose liée est 28.059 mmol/l) et une activité antiacides gastrique
(diminution de I’acidité de + 0.35) significative, tandis que l'extrait alcoolique a montré une bonne
activité anti-inflammatoire (pourcentage d'inhibition de 78.86%) et une activité antibactérienne
(sensibilité contre les bactéries de gram positive et négative). Le sirop pharmaceutique final, préparé
selon la Pharmacopée indienne, a été soumis a des tests rigoureux de qualité, confirmant sa conformité
aux normes internationales. Ce sirop pourrait potentiellement étre développé comme traitement pour
diverses maladies, bénéficiant des propriétés médicinales de I'écorce de grenade.

Mots clés : Extrait d’écorces de grenade, activités biologiques, sirop pharmaceutique.

Abstract

We prepared pharmaceutical syrup from pomegranate peel extract, collected in Lakhdaria, wilaya
of Bouira. After drying, cleaning and sieving, the bark was used to prepare two extracts: aqueous by
decoction and alcoholic by cold maceration, with respective yields of 28.95% and 58.28%. The extracts
showed interesting biological activities: the aqueous extract demonstrated a strong antioxidant activity (an
inhibition percentage of 94.44%) and antidiabetic effects (the bound glucose content is 28,059 mmol/l)
and an activity gastric antacids (decrease in acidity of + 0.35) significant, while the alcoholic extract
showed good anti-inflammatory activity (inhibition percentage of 78.86%) and antibacterial activity
(sensitivity against gram-positive bacteria and negative). The final pharmaceutical syrup, prepared
according to the Indian Pharmacopoeia, has undergone rigorous quality testing, confirming its compliance
with international standards. This syrup could potentially be developed as a treatment for various
illnesses, benefiting from the medicinal properties of pomegranate peel.

Key words : Pomegranate peel extract, biological activities, pharmaceutical syrup.
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