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Introduction 

Le domaine de l’industrie cosmétique ne cesse d’évoluer, poussé à la fois par la volonté 

d’innover pour améliorer l’efficacité et la sécurité des produits mais également pour répondre 

aux demandes changeantes du consommateur. Ainsi pour satisfaire aux tendances de ces 

dernières années, les principaux enjeux pour développer un produit cosmétique sont d’utiliser 

des matières premières naturelles, non controversées, sans danger pour la santé humaine et 

pour l’environnement et avec une liste d’ingrédients restreinte. 

  

Ainsi, pour faire face à la demande grandissante de naturalité en cosmétique, différents labels 

ont vu le jour avec notamment la création d’Ecocert en 1991 qui est une entreprise française 

permettant de délivrer des certifications principalement autour de la thématique de l’agriculture 

biologique. Le référentiel cosmétique Européen Cosmos a ensuite vu le jour et permet de 

garantir qu’un produit cosmétique est naturel et/ou biologique à travers les certifications 

« cosmos naturel » et « cosmos organic » pour les produits finis et « cosmos approved » et 

« cosmos certified » qui est l’équivalent pour les matières premières.  Enfin, la mise en place 

de la norme internationale ISO 16128-1 parue en 2016 suivi en 2017 par la norme ISO 16128-

2, permet d’harmoniser mondialement la définition des ingrédients biologiques et naturels et 

de définir le calcul permettant d’obtenir le pourcentage naturel et biologique des produits finis.  

 

En parallèle de cette quête de naturalité dans les produits cosmétiques, le domaine 

pharmaceutique est quant à lui confronté à une problématique grandissante autour de la 

résistance des agents pathogènes aux antibiotiques qui représente un risque de santé 

publique mondial et a ainsi fait émerger la nécessité de trouver de nouveaux composés 

antimicrobiens. Cela a poussé les chercheurs à se tourner vers des substances naturelles 

présentes chez les végétaux puisque depuis des milliers d’années, les plantes sont utilisées 

pour conserver des aliments ou traiter des maladies (1,2). En effet, depuis l’Antiquité, les 

herbes et les épices sont utilisées dans le domaine alimentaire pour apporter du goût mais 

également comme agents de conservation (3). Quant aux plantes, elles ont largement été 

utilisées en médecine traditionnelle pour développer des solutions thérapeutiques à de 

nombreuses pathologies grâce à leur composition riche en composés bioactifs (4).  

 

Dans ce contexte actuel, développer des antimicrobiens naturels pour l’industrie cosmétique 

suscite un intérêt considérable pour répondre aux attentes des consommateurs puisque les 

conservateurs traditionnels sont d’origine synthétique. Les antimicrobiens sont des substances 

qui ont une fonction essentielle dans la préservation des produits cosmétiques. En effet, la 

majorité des formules contiennent une quantité importante d’eau et donc un milieu environnant 

propice au développement des microorganismes. La présence de conservateurs est donc 

nécessaire pour garantir l’innocuité du produit.  

 

Les plantes synthétisent des composés bioactifs pour se défendre contre les prédateurs. Il 

semble donc pertinent de s’en inspirer afin d’identifier des agents antimicrobiens naturels. 

Parmi les métabolites secondaires chez les plantes, la grande classe des polyphénols a 

beaucoup été étudiée pour ses nombreuses propriétés. L'activité antimicrobienne des tanins 

qui appartiennent à la classe des polyphénols est très décrite dans la littérature (3,5). 
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Ces molécules ainsi que les extraits botaniques riches en polyphénols pourraient donc 

représenter une nouvelle alternative pour lutter contre les microorganismes. Une activité 

antimicrobienne puissante est corrélée principalement à la composition en polyphénols et aux 

concentrations de chacun de ces composés (5).  

 

Ainsi, au travers ce travail de recherche bibliographique, nous allons nous intéresser aux 

tanins hydrolysables en tant que potentiels antimicrobiens naturels pour l’industrie cosmétique 

puis nous nous focaliserons sur la grenade et plus particulièrement la punicalagine comme 

molécule d’intérêt antimicrobienne. 
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I. Les produits cosmétiques 

1.1. Définition d’un produit cosmétique 

 

Selon l'article L5131-1 du Code de la Santé Publique, « un produit cosmétique se définit 

comme toute substance ou préparation destinée à être mise en contact avec les diverses 

parties superficielles du corps humain, notamment l'épiderme, les systèmes pileux et capillaire, 

les ongles, les lèvres et les organes génitaux externes ou avec les dents et les muqueuses 

buccales en vue, exclusivement ou principalement, de les nettoyer, de les parfumer, d'en 

modifier l'aspect, de les protéger, de les maintenir en bon état ou de corriger les odeurs 

corporelles » (6).  

Ainsi, les produits cosmétiques sont composés de divers ingrédients ayant une action sur 

l’efficacité, la sécurité ou la texture et la galénique du produit avec entre autres des agents 

hydratants, des émollients, des colorants, des filtres solaires mais également des 

conservateurs. Selon les matières premières utilisées, les objectifs principaux des produits 

cosmétiques sont divers : améliorer l’apparence physique, avoir une action sur le soin de la 

peau, des cheveux ou des ongles, parfumer ou encore contribuer à l’hygiène personnelle et à 

la protection solaire. 

 

Afin de garantir la sécurité et la conformité de ces produits, ils sont soumis à de nombreuses 

réglementations. Ces réglementations varient d’un pays à l’autre mais des normes et directives 

internationales servent de support aux règlementations nationales. En Europe par exemple, le 

règlement (CE) n°1223/2009 définit les normes de sécurité, d’étiquetage et de 

commercialisation des produits cosmétiques dans l’Union Européenne. En comparaison, aux 

Etats-Unis, il s’agit de la Food and Drug Administration (FDA) qui règlemente l’utilisation des 

produits cosmétiques. En France, l’Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des 

produits de santé (ANSM) est l’organisme en charge de la réglementation des produits 

cosmétiques. Enfin, l’organisme international de normalisation nommé ISO définit des normes 

qui garantissent la qualité et la sécurité des produits cosmétiques. Les fabricants ont 

l’obligation de suivre ces différentes réglementations permettant ainsi de protéger le 

consommateur et lui assurer que le produit est sans danger pour sa santé. En effet, à la 

différence du domaine pharmaceutique, la mise sur le marché d’un produit cosmétique ne 

nécessite pas une autorisation de mise sur le marché préalable (7).   

 

1.2. Les différents ingrédients composant un produit cosmétique 

 

Un produit cosmétique est constitué d‘un mélange d’ingrédients pertinemment sélectionnés et 

avec des ratios optimisés entre ces composants. Ces derniers peuvent être classés en trois 

fonctions principales.  

 

La première fonction est celle des ingrédients actifs qui permettent d’apporter l’efficacité au 

produit. Il s’agit par exemple d’extraits végétaux, de peptides, d’extraits d’algues, des eaux 

florales ou encore de molécules pures. Ces ingrédients permettent de répondre aux 
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allégations du produit comme les actions anti-âges, anti-cheveux grisonnant, anti-

inflammatoires, anti-imperfections … 

La seconde fonction est celle des ingrédients appelés ingrédients fonctionnels, que l’on 

pourrait comparer aux excipients dans le domaine pharmaceutique. Ils permettent de définir 

la galénique et la texture du produit fini. Les gélifiants permettent d’apporter de la viscosité 

quant aux émulsionnants, ils permettent de stabiliser des émulsions puisqu’il s’agit d’un 

mélange de deux phases non miscibles. Les phospholipides par exemple, sont des ingrédients 

fonctionnels ayant des propriétés gélifiantes et co-émulsionnantes grâce à leurs structures 

amphiphiles avec leur tête hydrophile et leurs queues lipophiles. Par ailleurs, ces ingrédients 

permettent également d’hydrater, d’apaiser et d’améliorer la pénétration des molécules 

actives. Ils contribuent également à la sensorialité du produit en apportant un toucher frais et 

doux par exemple. 

Enfin, la dernière fonction correspond aux additifs qui sont les ingrédients permettant d’assurer 

la sécurité et la stabilité du produit fini ou bien d’apporter une note parfumée ou une touche 

colorée. On retrouve dans cette catégorie les chélatants, les anti-oxydants comme le 

tocophérol ou l’extrait de romarin, les parfums avec les huiles essentielles par exemple, les 

pigments mais également les conservateurs (8).  

 

1.3. Les conservateurs  

1.3.1. Définition d’un conservateur 

 

Les agents conservateurs sont définis comme étant des « substances qui sont exclusivement 

ou principalement destinées à empêcher le développement de microorganismes dans le 

produit cosmétique » d’après le règlement du parlement européen et du conseil du 30 

novembre 2009 relatif aux produits cosmétiques (6).  

Les conservateurs permettent donc de protéger le produit cosmétique d’une contamination 

microbienne pouvant avoir lieu lors de la fabrication du produit à travers les matières 

premières, les outils de fabrication et les conditionnements utilisés mais également lors de 

l’utilisation classique du produit par le consommateur. Par conséquent, ils sont retrouvés dans 

la plupart des produits cosmétiques hormis dans les formules exemptes d’eau, telles que les 

produits cosmétiques solides ou les huiles ainsi que dans ceux présentant une teneur élevée 

en corps gras ou en alcool. En effet, dans ces formules, l’environnement n’étant pas propice 

au développement microbien, l’utilisation d’un conservateur n’est pas requise (8). 

 

1.3.2. Règlementation Européenne et conservateurs autorisés  

 

L'annexe V du règlement cosmétique Européen recense la liste positive des agents 

conservateurs qu’il est possible d’utiliser dans les produits cosmétiques. Cette liste comporte 

57 familles de substances. Elle précise également s’il y a des restrictions d’usage à respecter 

ainsi que les concentrations maximales à ne pas dépasser (6). La liste complète des 

conservateurs autorisés en cosmétique est présentée en annexe 1.  
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Parmi tous les composés listés dans le règlement cosmétique, les différentes classes 

chimiques des conservateurs utilisés principalement sont (9):  

• Les parabènes et leurs sels : méthylparabène, éthylparabène, etc.  

• Le phénoxyéthanol 

• Les acides carboxyliques et leurs sels : sorbate de potassium, benzoate de sodium, 

déhydroacétate de sodium, etc. 

• Les hétérocycles avec les isothiazolinones : méthylisothiazolinone, méthylchloro-

isothiazolinone 

• Les composés organohalogénés avec la chlorphénésine 

• L’alcool benzylique 

 

Toutes ces substances sont d’origine synthétique. Cependant, si elles sont retrouvées dans la 

nature, elles sont acceptées par le référentiel européen Cosmos. Ce référentiel permet de 

délivrer des certifications selon quatre axes principaux qui sont :  

• Utiliser des matières premières issues de l’agriculture biologique et durable 

• Utiliser des matières premières respectueuses de l’environnement et de la biodiversité 

• Mettre en œuvre des procédés de fabrication respectueux de la santé et de 

l’environnement 

• Intégrer le concept de la chimie verte 

Parmi les 57 familles de substances, seuls certains acides organiques tels que l’acide 

benzoïque et ses sels, l’acide salicylique et ses sels, l’acide sorbique et ses sels et l’acide 

déhydroacétique et ses sels ainsi que l’alcool benzylique sont autorisés par ce référentiel.  

 

Pour toutes les autres substances tels que les extraits végétaux ou encore les huiles 

essentielles utilisées pour leurs propriétés antimicrobiennes mais n’étant pas référencées 

dans l’annexe V du règlement cosmétique européen, le terme « conservateur » ne peut être 

employé, on parle alors d’antimicrobien (8). 

 

1.3.3. Quels critères pour choisir un conservateur ? 

 

De nombreux paramètres sont à prendre en compte pour le choix des conservateurs.  

Dans l’idéal, il présenterait tous les critères suivants (8) :  

• La législation : listé dans l'Annexe V du règlement cosmétique pour garantir l’efficacité 

tout en s’assurant de la non-toxicité jusqu'à une concentration maximale autorisée. 

• L’innocuité : aux concentrations d’utilisation, le conservateur doit être dépourvu d’effet 

toxique local ou systémique, d'effet irritant ou sensibilisant au niveau cutané, de la 

même manière que pour tous les ingrédients cosmétiques. 

• Le spectre d’activité : le plus large possible pour avoir une action sur un plus grand 

nombre de microorganismes (bactéries à Gram positif et à Gram négatif, levures et 
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moisissures). L’association de plusieurs conservateurs peut être envisagée pour avoir 

une activité la plus large possible. 

• La solubilité dans l'eau : la phase aqueuse est le milieu propice à la multiplication 

microbiologique, il est donc important que le conservateur y soit présent à une 

concentration efficace. 

• Le pH de formulation : l'efficacité de nombreux conservateurs est étroitement liée aux 

conditions acido-basiques du milieu. Si le conservateur est actif en milieu acide, son 

efficacité risque de baisser avec l'augmentation du pH. Il est donc souhaité que le 

conservateur soit efficace sur une large gamme de pH. 

• La compatibilité avec le processus de fabrication, les matériaux de conditionnement et 

les autres composants de la formule. 

• L’efficacité à long terme. 

• Être incolore, inodore et insipide. 

• Sans incidence sur la texture et la viscosité de la formule. 

 

1.3.4. Evaluation de l’efficacité du système conservateur  

 

Les fabricants cosmétiques doivent garantir les trois éléments suivants pour être en conformité 

avec la réglementation (6,8): 

• Le produit doit contenir à l'ouverture le moins de germes possibles,  

• Il doit être exempt d’agents pathogènes,  

• Il doit pouvoir lutter contre la charge bactérienne préexistante ou provenant d'apports 

extérieurs.  

 

En effet, les industriels doivent être capables d’assurer la stabilité microbiologique du produit 

mis sur le marché, de son ouverture jusqu'à la dernière utilisation par le client. Ainsi, des 

contrôles microbiologiques sont réalisés au cours du développement pour s’assurer que le 

produit n’est pas contaminé. De plus, afin de garantir la bonne stabilité microbiologique du 

produit au cours du temps, l’efficacité du conservateur est testée à l’aide de la méthode du 

challenge test (9). Cette méthode permet s'assurer que les microorganismes qui vont être 

introduits lors d’une utilisation classique du produit n'affecteront pas sa qualité ou sa sécurité. 

La réalisation de ce contrôle biologique est obligatoire d’après le règlement cosmétique (6). 

Ce test consiste à inoculer de façon intentionnelle des concentrations connues de cinq 

souches différentes de microorganismes et d’observer leur décroissance dans le temps. Les 

propriétés de conservation du produit sont adéquates s’il y a une baisse significative ou aucune 

augmentation, selon le cas, du nombre de microorganismes après 2, 7, 14 et 28 jours. Les 

souches testées sont Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 

Candida albicans et Aspergillus brasiliensis. En fonction de la cinétique de cette décroissance, 

un critère A ou B ou un échec sera attribué au produit testé. En Europe, deux référentiels 

peuvent être appliqués dans le domaine des cosmétiques : la Pharmacopée Européenne et la 

norme ISO 11930. Selon le référentiel utilisé, les exigences ne sont pas les mêmes pour 

obtenir les critères A ou B [Tableau 1 ;Tableau 2] 
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Tableau 1 : Evaluation de l'efficacité de la conservation selon le référentiel de la 

Pharmacopée Européenne 

TEMPS CRITÈRES 2 JOURS 7 JOURS 14 JOURS 28 JOURS 

BACTÉRIES 

A 
≥ 2 log de 

réduction 

≥ 3 log de 

réduction 
- 

Pas 

d’augmentation 

B - - 
≥ 3 log de 

réduction 

Pas 

d’augmentation 

LEVURES 

A - - 
≥ 2 log de 

réduction 

Pas 

d’augmentation 

B - - 
≥ 1 log de 

réduction 

Pas 

d’augmentation 

MOISISSURES 

A - - 
≥ 2 log de 

réduction 

Pas 

d’augmentation 

B - - 
≥ 1 log de 

réduction 

Pas 

d’augmentation 

 

Tableau 2 : Evaluation de l'efficacité de la conservation selon le référentiel ISO 11930 

TEMPS CRITÈRES 7 JOURS 14 JOURS 28 JOURS 

BACTÉRIES 

A 
≥ 3 log de 

réduction 
Pas d’augmentation Pas d’augmentation 

B - ≥ 3 log de réduction Pas d’augmentation 

LEVURES 

A 
≥ 1 log de 

réduction 
Pas d’augmentation Pas d’augmentation 

B - ≥ 1 log de réduction Pas d’augmentation 

MOISISSURES 

A - Pas d’augmentation ≥ 1 log de réduction 

B - Pas d’augmentation Pas d’augmentation 

 

Le protocole de la Pharmacopée Européenne a été conçu pour les produits pharmaceutiques 

et applique donc des critères plus stricts que la norme ISO 11930 avec une décroissance dès 

le 2ème jour pour les bactéries, ainsi qu'une réduction de 2 logs au 14ème jour pour les 

champignons pour atteindre l'efficacité de conservation critère A [Tableau 1].  
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1.3.4.1. Staphylococcus aureus 

 

Staphylococcus aureus, aussi connu sous le nom de Staphylocoque doré, est une bactérie 

cocci à Gram positif, souvent regroupé en amas [Figure 1] et qui fait partie de la famille des 

Micrococcaceae (13).  

 

 

Figure 1 : Structure morphologique de Staphylococcus aureus observée par MEB 

 

C’est une espèce ubiquitaire et commensale de la peau. Mais lorsque l’équilibre hôte-bactérie 

est rompu, ces bactéries sont responsables de nombreuses infections allant des infections 

cutanées jusqu’à des pathologies invasives mortelles. En effet, elle provoque des infections 

des voies respiratoires comme des pneumonies mais également des infections 

cardiovasculaires et des bactériémies nosocomiales. Il s’agit de l’agent pathogène le plus 

communément impliqué dans les infections de la peau chez l'homme tels que des furoncles, 

des impétigos, des abcès, des panaris, des onyxis et des infections de plaies. Ces pathologies 

n’impliquent généralement pas le pronostic vital du patient mais elles sont à l’origine de 

morbidités et de douleurs importantes.  Dans la majorité des cas, cela est provoqué par 

certaines toxines produites par la bactérie tels que la leucocidine de Panton Valentine (PVL), 

les exfoliatines (ET), les entérotoxines et la toxine 1 du syndrome du choc toxique (TSST-1). 

Une bactériémie peut être responsable d’autres pathologies cutanées qui sont moins 

fréquentes. Cette bactérie joue aussi un rôle dans le développement de la dermatite atopique. 

Les infections causées par S. aureus sont fréquentes et le phénomène de résistance aux 

antibiotiques de plus en plus répandue ne fait qu’accentuer ce problème de santé publique 

mondial (14–16). 

 

1.3.4.2. Pseudomonas aeruginosa 

 

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie bacille à Gram négatif [Figure 2], commensale du 

tube digestif chez l’homme (17).  
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Figure 2 :  Structure morphologique de Pseudomonas aeruginosa observée par MEB  

 

Elle est responsable de pathologies opportunistes allant des infections localisées de la peau 

aux maladies systémiques qui peuvent être mortelles. Parmi ces infections, on retrouve des 

infections pulmonaires, des septicémies, des infections urinaires (18). Les manifestations 

cutanées causées par ce microorganisme sont caractéristiques, avec des infections de l’ongle 

notamment (19). 

P. aeruginosa a également développé une très forte résistance aux antibiotiques.  

 

1.3.4.3. Escherichia coli 

 

Escherichia coli est une bactérie bacille à Gram négatif [Figure 3], commensale du tube digestif 

chez l’homme (20).  

 

Figure 3 : Structure morphologique de Escherichia coli observée par MEB 

 

Cette bactérie est un agent opportuniste responsable de nombreuses pathologies intestinales 

et extra-intestinales pouvant aller de la gastro-entérite jusqu’au choc septique. Ainsi, les 

infections intestinales sont généralement dues à l’ingestion de souches d’E. coli.  

Quant aux pathologies extra-intestinales telles que les infections des voies urinaires, les 

pneumonies, les bactériémies et les péritonites, elles sont souvent provoquées par la migration 
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de ces bactéries hors du tractus gastro-intestinal (21,22). Cet agent pathogène est aussi 

résistant à de nombreux antibiotiques (23). 

Ainsi, cette bactérie est principalement responsable d’infections intestinales mais pas 

d’infection cutanée. La méthode du challenge test intègre l’efficacité du système conservateur 

sur ce microorganisme car elle a été conçue pour les produits pharmaceutiques. 

 

1.3.4.4. Candida albicans 

 

Candida albicans est un champignon polymorphe commensal de la surface des muqueuses 

du microbiote chez l’homme. Cette levure est formée de cellules ovoïdes presque sphérique, 

uni-nuclées [Figure 4] (24).  

 

Figure 4 : Structure morphologique de Candida albicans observée par MEB  

 

Lorsque ce microorganisme opportuniste devient pathogène pour l’homme, il est responsable 

d’infections cutanées pouvant aller jusqu’à des infections systémiques mortelles. Les 

infections cutanées fongiques les plus courantes sont dues à Candida spp. dont 80 à 90% 

sont causées par Candida albicans. Cette transition d’une forme commensale, bénigne à une 

forme pathologique s’explique par un déséquilibre entre le système immunitaire et les facteurs 

de virulence du champignon. Parmi ces facteurs de virulence, on retrouve le changement 

morphologique entre les formes levure et hyphe, l'expression d'adhésines et d'invasines à la 

surface des cellules, le thigmotropisme qui permet à la levure de contrôler la direction de sa 

croissance par contact avec un substrat biologique ou synthétique, la formation de biofilms, le 

changement de phénotype et la sécrétion d'enzymes hydrolytiques (25–27). 

 

1.3.4.5. Aspergillus brasiliensis 

 

Aspergillus brasiliensis est un champignon qui se caractérise par des spores brun foncé à noir, 

sous forme de conidies [Figure 5] (28,29).  
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Figure 5 : Structure morphologique de Aspergillus brasiliensis observée par MEB  

 

Cette moisissure est à l’origine de nombreuses contaminations alimentaires car ce 

champignon est présent dans le sol. Dans le domaine de la cosmétique, certains ingrédients 

nous viennent du domaine alimentaire, d’où l’intérêt de tester l’action des conservateurs sur 

cet agent pathogène (30).  

Ce champignon est rarement responsable de pathologies chez l’homme contrairement aux 

autres espèces d’Aspergillus. Cependant, dans de rare cas, ce pathogène opportuniste a été 

décrit comme étant responsable de kératites, d’onychomycoses et d’aspergillose qui est un 

infection pulmonaire (31,32).  

 

1.4. Controverse autour des conservateurs de synthèse 

1.4.1. Les parabènes 

 

Les parabènes sont des substances qui présentent des propriétés antibactériennes et 

antifongiques, par conséquent, ils sont utilisés comme conservateurs dans les produits 

cosmétiques. Ils regroupent les esters de l'acide parahydroxybenzoïque (méthylparabène, 

éthylparabène, propylparabène et butylparabène). 

 

En 2004, une étude britannique a mis en évidence une possible relation entre le cancer du 

sein chez la femme et l’utilisation de parabènes. L’étude a montré que l'on retrouvait des 

parabènes intacts dans les biopsies de tumeurs mammaires à une concentration moyenne de 

20 ng par gramme de tumeur. Cela démontre qu’au moins une proportion des parabènes 

présents dans les produits cosmétiques, alimentaires et pharmaceutiques peut être absorbée 

et conservée dans les tissus du corps humain (33). A la suite de cette étude, les médias et les 

organismes de protection des consommateurs ont commencé à alerter la population face au 

danger que pouvait provoquer ces potentiels perturbateurs endocriniens. 

La communauté scientifique a alors mis en place des études pour évaluer la sécurité 

d’utilisation et la toxicité de ces substances. L’étude réalisée par le SCCS ainsi que l’avis de 

la Commission Européenne en 2008 par les experts du SCCP concluent que dans les 

conditions normales d’utilisation, les parabènes à chaînes courtes comme le méthylparabène 

et l’éthylparabène ne présentent aucun danger pour le consommateur et ne sont pas 
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considérés comme des perturbateurs endocriniens. Concernant les parabènes à chaînes 

longues comme le butylparabène et le propylparabène, leur utilisation est sans danger tant 

qu’ils sont utilisés conformément aux restrictions de concentrations indiquées dans la 

réglementation à 0,14%. Les données sont insuffisantes pour conclure que ces substances 

sont des perturbateurs endocriniens. En revanche, le SCCS a mis en évidence que certains 

utilisateurs pourraient développer des réactions allergiques aux parabènes et en particulier au 

propylparabène (10,34,35) . 

 

Malgré l’opinion du SCCS sur la sécurité d’utilisation des parabènes, les industriels ont préféré 

remplacer les parabènes dans leurs produits. L’allégation « sans parabènes » s’est répandue 

sur de nombreuses étiquettes, ce qui a renforcé la méfiance des consommateurs et l’idée que 

tous les parabènes étaient des substances nocives à éviter. Face à l’impossibilité d’utiliser ces 

molécules, il a donc fallu se tourner vers des alternatives pour les remplacer, comme le 

phénoxyéthanol. 

 

1.4.2. Le phénoxyéthanol 

 

Le phénoxyéthanol est un conservateur ayant un spectre d’activité antimicrobienne très large 

ainsi qu’une efficacité sur une large gamme de pH ce qui justifie qu’il soit très utilisé dans les 

produits cosmétiques. Il appartient à la grande famille des éthers de glycol, comprenant 

environ 80 substances chimiques, aux caractéristiques et aux propriétés toxicologiques très 

diverses. 

En effet, certains éthers de glycol, tels que l'éther éthylique d'éthylène glycol ou l'éther 

méthylique d'éthylène glycol, ont révélé avoir des effets néfastes sur la reproduction et ont été 

interdites en Europe. Cependant, les propriétés chimiques et physiques du phénoxyéthanol 

diffèrent de celles de ces éthers de glycol. Il n'a pas été classé comme un toxique pour la 

reproduction dans le règlement (CE) n° 1272/2008, ni dans le règlement CLP contrairement à 

d’autres éthers de glycol. Néanmoins, certaines inquiétudes concernant son innocuité 

persistent en raison de son appartenance à la famille des éthers de glycol ainsi que de 

potentiels effets indésirables hématologiques et hépatologiques (6,36). 

 

Pour répondre à l’emballement médiatique autour de ce conservateur, le comité européen 

SCCS ainsi que l’ANSM ont évalué le risque pour l’homme d’utiliser le phénoxyéthanol dans 

les produits cosmétiques. Le SCCS a conclu en 2016 que le phénoxyéthanol était sans danger 

pour la santé de tous les consommateurs, y compris pour les enfants de tous âges, lorsqu'il 

est utilisé comme conservateur dans les produits cosmétiques à une concentration maximale 

de 1%.  Par la suite l’ANSM a donné comme indications de ne pas l’utiliser comme 

conservateur dans les produits cosmétiques destinés à être appliqués sur le siège des enfants 

de moins de 3 ans et de restreindre son utilisation à 0,4% pour les autres produits. Cependant, 

en application de la décision N° 416798 du Conseil d’Etat du 4 décembre 2019, cette 

recommandation de l’ANSM n’est plus en vigueur au regard des données scientifiques 

disponibles actuellement dans la littérature qui suggèrent qu’il peut être considéré comme un 

conservateur sans danger pour la santé des consommateurs lorsque les réglementations sont 

respectées (37,38). 
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Malgré ces recommandations, la méfiance des consommateurs pour le phénoxyéthanol 

persiste et la tendance actuelle qui tend vers les produits cosmétiques naturels dessert l’image 

de ce conservateur de synthèse. Ainsi, de la même manière que pour les parabènes, les 

consommateurs sont à la recherche de produits où figure la mention « sans phénoxyéthanol ». 

A l’avenir, les industriels n’auront pas d’autres choix que d’enlever ce conservateur de tous 

leurs produits et se tourner vers des alternatives plus naturelles. Par conséquent, malgré sa 

grande efficacité ainsi que sa bonne tolérance à la concentration maximale de 1% qui fait de 

lui l’un des conservateurs les plus polyvalents et les plus utilisés, il est de moins en moins 

employé dans l’industrie cosmétique.  

 

1.4.3. Emergence des applications de scans 

 

Ces dernières années, les consommateurs sont à la recherche d’informations concernant la 

composition, l’origine et la traçabilité des matières premières utilisées dans les produits 

cosmétiques. Cette demande de transparence a fait émerger des applications comme Yuka 

en France ou bien EWG’s Skin Deep utilisée principalement en Asie. Ces applications, qui 

rencontrent de plus en plus de succès auprès des consommateurs, permettent de connaître 

la composition d’un produit et chaque ingrédient de la formule est noté par l’application. Un 

score final est ensuite attribué et permet en théorie, aux consommateurs de faire un choix plus 

éveillé et plus averti parmi les différents produits cosmétiques disponibles sur le marché.  

Bien qu’il soit légitime pour les consommateurs de vouloir connaître les ingrédients qui 

composent leurs produits cosmétiques ainsi que leur fonction, ces applications sont de plus 

en plus décriées. En effet, elles participent à alimenter la controverse et l'anxiété des 

consommateurs alors qu'elles n’ont pas accès aux concentrations des ingrédients dans le 

produit fini.  

 

1.4.4. Intérêt de développer des alternatives aux conservateurs de synthèse 

 

L’innovation dans le secteur des cosmétiques s’inspire en partie des tendances actuelles qui 

se basent sur les attentes du consommateur. Depuis plusieurs années, ces derniers sont à la 

recherche de produits naturels et biologiques, respectueux de l’environnement et de leur santé 

avec des formules vegan, 100% naturelles et sans substances controversées. Ainsi, des 

concepts tels que l’éco-conception, le zéro déchet, la cosmétique en vrac et solide voient le 

jour. Des questionnements sur l’origine des matières premières, la transparence et la 

traçabilité émergent également et poussent le consommateur à acheter des produits sans 

huile de palme ou sans soja car la culture de ces derniers entraîne des conséquences parfois 

désastreuses sur l’environnement et notamment sur la déforestation. 

Parmi ces différentes tendances, les produits cosmétiques naturels sont devenus un critère 

essentiel pour les consommateurs. Cependant, les conservateurs autorisés dans l’annexe V 

du règlement cosmétique Européen sont tous des molécules de synthèse et nombreux d’entre 

eux ne peuvent plus être employés car leur utilisation est controversée. Ainsi, allier la naturalité 

et l’innocuité à partir de cette liste de conservateurs devient un véritable défi pour les 
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formulateurs. En outre, garantir la protection des produits cosmétiques contre les 

contaminations microbiennes est une obligation légale pour les fabricants de produits finis 

d’après l’annexe I du règlement cosmétique européen. Pour pallier cela, il devient nécessaire 

de trouver des alternatives naturelles en s’inspirant par exemple des métabolites secondaires 

des végétaux. 
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II. Les métabolites secondaires des plantes  

Traditionnellement, les plantes ont été largement utilisées pour traiter de nombreuses 

pathologies. Actuellement, de nombreux traitements médicamenteux sont élaborés à partir de 

composés présents chez les plantes. En effet, les plantes représentent une source riche en 

composés bioactifs et leurs métabolites secondaires pourraient représenter une alternative 

naturelle pour lutter contre les microorganismes (5,39). 

 

2.1. Qu’est-ce qu’un métabolite secondaire ? 

 

Les métabolites secondaires ou métabolites spécialisés sont synthétisés par les végétaux 

principalement pour se défendre contre les prédateurs tels que les microorganismes, les 

insectes et les herbivores.  Le terme « secondaire » est utilisé car ces substances sont non 

essentielles à la croissance, à la survie et à la reproduction de la plante mais nécessaire à la 

communication (40). Parmi ces composés bioactifs très divers et complexes, nous retrouvons 

les composés phénoliques (flavonoïdes, tanins), les terpénoïdes et les alcaloïdes. Ces 

composés confèrent certaines caractéristiques aux plantes comme l’odeur ou la saveur qui est 

donnée par les terpénoïdes et la couleur qui est due aux quinones et aux tanins. Ces 

métabolites secondaires sont également décrits à de nombreuses reprises pour leur activité 

antimicrobienne in vitro (1). La grande diversité de métabolites spécialisés est due à la 

capacité des plantes à synthétiser une très large gamme de composés pour s’adapter à son 

milieu environnant (41).  

 

La production de ces composés naturels implique trois voies de biogénèse majeures qui sont : 

la voie du mévalonate, la voie du shikimate et la voie des polyacétates-polymalonates.  

 

La voie du mévalonate permet la production des terpènes et des stéroïdes. Elle débute par la 

condensation de deux unités d’acétyl-coenzyme A par l’acétoacétyl-CoA thiolase pour former 

l’acétoacétyl-CoA. Ensuite, la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) synthase 

condense l’acétoacétyl-CoA avec une molécule d’acétyl-CoA pour former la HMG-CoA. Enfin, 

la HMG-CoA est convertie en mévalonate par la HMG-CoA réductase [Figure 6] (42–44).  

 

Figure 6 : Schéma de la voie du mévalonate  
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Le mévalonate est par la suite transformé en différents composés dont les isoprènes qui sont 

les précurseurs des terpènes (42,43).  

 

La voie du shikimate permet quant à elle la production d’acides aminées aromatiques 

(tryptophane, phénylalanine et tyrosine) qui seront les précurseurs des alcaloïdes entre autres.  

Elle conduit aussi à la formation des lignanes, des coumarines et des flavonoïdes. Cette voie 

commence par la conversion de l’érythrose-4-phosphate et du phosphoénolpyruvate en acide 

shikimique [Figure 7] qui sera le précurseur des flavonoïdes, des lignanes et des alcaloïdes 

(45–47).  

 

Figure 7 : Schéma de la voie du shikimate  

 

Enfin, la voie des polyacétates-polymalonates est la voie de biosynthèse de certains 

polyphénols dont les tanins. Elle consiste en une condensation d’une unité de base issue du 

métabolisme primaire : l’acétyl-CoA. Cette association d’unités acétates va donner un poly-β-

cétoester [Figure 8] qui sera le précurseur de nombreuses molécules ayant une structure très 

diversifiée (48). 

 

Figure 8 : Schéma de la voie des polyacétates-polymalonates  

 

2.2. Le biomimétisme 

 

La nature est en évolution permanente pour développer de nouvelles solutions ingénieuses et 

uniques pour s’adapter à l’environnement hostile auquel elle fait face.   

Le terme « biomimétisme » est composé de deux mots dérivés du grec : « bios » qui signifie 

la vie et « mimesis » qui signifie l’imitation. Ainsi, le concept du biomimétisme consiste à imiter 

la nature pour développer de nouvelles innovations et répondre à de nombreuses 

problématiques. A travers cette inspiration de la nature, l’objectif principal est de concevoir des 

produits plus efficaces mais surtout plus durables qui s’alignent avec les enjeux 
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environnementaux actuels. Le biomimétisme est utilisé dans de nombreux secteurs de la 

science et de l'ingénierie pour développer de nouvelles solutions ou améliorer celles déjà 

existantes (49,50). Le biomimétisme diffère du concept de bioinspiration qui consiste à 

s’inspirer d’une idée qui provient de la nature mais sans reproduire exactement le mécanisme 

qui entre en jeu (50).  

 

Les plantes ont développé au cours de l’évolution des mécanismes de défense naturels 

spécifiques pour se défendre contre les prédateurs dont les microorganismes. Ces 

mécanismes passent par la synthèse de métabolites secondaires tels que des composés 

chimiques pourvus d’une activité antimicrobienne (1,41). Il parait donc intéressant de s’inspirer 

de ces molécules que la nature a fait évoluer au cours du temps pour développer des 

antimicrobiens naturels.  

 

2.3. Les familles chimiques d’intérêt ayant des propriétés antimicrobiennes 

 

Les métabolites secondaires des plantes tels que les polyphénols, les alcaloïdes et les 

terpènes sont largement décrits dans la littérature pour leurs propriétés antimicrobiennes 

(39,41). 

 

Il existe deux grandes catégories d’antimicrobiens en fonction du mécanisme d’action. Ces 

substances vont soit tuer ou soit inhiber la croissance des microorganismes. Dans le premier 

cas, il s’agit d’agents microbicides et dans le second cas, il s’agit d’agents microbiostatiques 

qui vont interférer avec les activités métaboliques des microorganismes nécessaires à leur 

survie (2). 

 

Dans la littérature, il est décrit que la majorité des molécules ayant des propriétés 

antimicrobiennes appartiennent aux familles chimiques des polyphénols, des terpénoïdes, des 

alcaloïdes ou des lectines (1,51).  

 

2.3.1. Les terpénoïdes 

 

Les huiles essentielles représentent la fraction volatile des plantes. Elles confèrent leurs 

odeurs et sont composées majoritairement de terpénoïdes. Ce sont des métabolites 

secondaires des plantes ayant une structure isoprénique. Les huiles essentielles sont un 

mélange de composés concentrés et hydrophobes décrits entre autre pour leurs propriétés 

antimicrobiennes (1). 

 

En effet, des extraits d’huiles essentielles issus de 5 plantes (Satureja cuneifolia, 

Coridothymus capitatus, Satureja thymbra, Thymus syriacus, et Thymbra spicata) ont été 

testés contre C. albicans, E. coli, S. aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella enteritidis, P. 

aeruginosa, et Bacillus subtilis (52). Ces extraits ont été isolés par hydrodistillation. Les 
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Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) obtenues étaient comprises entre 100 et 800 

µg/mL. L’huile essentielle de C. capitatus était efficace contre tous les pathogènes testés. 

Quant à l'huile essentielle de S. thymbra, elle s’est avérée avoir le potentiel antimicrobien le 

plus élevé. L’analyse phytochimique de ces huiles essentielles a montré la présence 

majoritairement de thymol (54,3%) ou de carvacrol (60,9%) [Figure 9]. Ces deux molécules 

sont des monoterpènes cycliques possédant une fonction phénol et appartenant à la famille 

des terpénoïdes (52).  

 

 

 

 

 

Figure 9 : Structure chimique du thymol (à gauche) et du carvacrol (à droite) 

 

Dans une autre étude, les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation à partir de six 

végétaux (Abies cilicica, Cupressus sempervirens, Juniperus excelsa, Juniperus oxycedrus, 

Cedrus libani et Cupressus macrocarpa) ont été testées contre des microorganismes 

responsables d’infections cutanées chez l’homme. Ces extraits ont été particulièrement 

efficaces contre S. aureus et les espèces de Trichophyton avec des CMI allant de 32 µg/mL à  

64 μg/mL (53). 

Ainsi, les huiles essentielles riches en terpénoïdes pourraient être utilisées pour leurs 

propriétés antimicrobiennes d’autant plus qu’elles sont déjà largement employées en tant 

qu’ingrédient actif et agent parfumant dans les produits cosmétiques. En effet, ces molécules 

présentent de nombreuses propriétés bénéfiques pour la peau et les cheveux avec des 

activités anti-âge, anti-acné, apaisante, régulatrice de la production de sébum et 

antipelliculaires. Par conséquent, ces composés peuvent jouer le rôle d’ingrédients 

multifonctionnels dont celui de conserver les produits. Cependant, l’utilisation des huiles 

essentielles dans les produits cosmétiques peut être limitée par différents facteurs comme 

l’incompatibilité entre son odeur marquée avec les autres composants de formule. De plus, les 

huiles essentielles peuvent être composées de molécules allergènes responsables de 

réactions cutanées. Par exemple, le linalol présent dans l’huile essentielle de lavande est un 

allergène naturel.  Ainsi, l’utilisation de ces composés peut être limitée chez les femmes 

enceintes, les enfants et les personnes ayant la peau sensible (8).  

 

2.3.2. Les alcaloïdes 

 

Les alcaloïdes sont des métabolites secondaires ayant des structures très diversifiées. On 

les retrouve dans environ 300 familles de plantes. Ce sont des structures présentant un ou 

plusieurs atomes d’azote. La structure chimique définie deux grandes catégories. La 

première regroupe les alcaloïdes où l’azote n’est pas présent dans l’hétérocycle, également 

appelés proto-alcaloïdes ou amines biologiques. Dans cette catégorie, on retrouve la 

colchicine [Figure 10].  
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Figure 10 : Structure chimique de la colchicine 

 

La deuxième catégorie est composée d’alcaloïdes hétérocycliques comme la nicotine 

appartenant au groupe des pyridine ou l’atropine ayant un noyau tropane. La quinine 

appartient quant à elle au groupe des quinoléines [Figure 11].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette famille de molécules a été largement utilisée dans la médecine traditionnelle et est 

encore employée dans la médecine moderne pour ces nombreuses propriétés 

pharmacologiques. On retrouve des activités stimulantes par la caféine, antalgiques et 

sédatives avec la codéine ou encore antiparasitaires avec la quinine. Toutefois, certains 

alcaloïdes sont connus pour leur nocivité notamment la cocaïne qui est une drogue 

psychotrope addictive ayant des effets délétères sur la santé (41). Parmi les différentes 

activités des alcaloïdes, des propriétés antimicrobiennes sont décrites (1).  

En effet, ces molécules exercent leur efficacité de diverses manières : en affectant la division 

cellulaire ; par inhibition respiratoire et enzymatique nécessaire à la survie des 

Figure 11 : Structure chimique des pyridines, tropanes et quinoléines 
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microorganismes ; en impactant l’intégrité de la membrane ; en affectant les gènes de 

virulence ou encore en empêchant la formation d'un biofilm bactérien.  

Actuellement, des recherches sont menées sur ces composés structurellement très diversifiés 

pour découvrir de nouveaux agents antimicrobiens notamment pour lutter contre les bactéries 

résistantes aux antibiotiques (41).  

 

2.3.3. Les lectines  

 

Les lectines sont des protéines naturelles largement répandues dans la nature qui peuvent 

être présentes chez les microorganismes, chez de nombreux végétaux, chez les animaux et 

qui sont décrites pour leur activité antimicrobienne. En effet, les lectines impactent la 

croissance des microorganismes par différents mécanismes d’action. Ces protéines ont la 

capacité à se lier de manière spécifique et réversible aux sucres présents à leur surface. Cela 

aura pour effet d’empêcher l’adhérence et la propagation des microorganismes aux cellules 

des hôtes. Chez les bactéries, elles agissent également en formant des pores qui affecteront 

l’intégrité membranaire conduisant à la mort ou à l’inhibition de la croissance bactérienne. Elles 

peuvent également affecter la formation du biofilm. Quant à l’activité antifongique, les lectines 

peuvent se lier à la chitine provoquant une déstabilisation ou un arrêt de la synthèse de la 

paroi cellulaire au cours du développement du champignon (1,54). 

 

Au-delà de ces familles chimiques précédemment décrites, des propriétés antimicrobiennes 

ont été rapportées pour la famille des polyphénols (5,39).  
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III. Les composés phénoliques 

Les polyphénols représentent l’une des classes de produits naturels les plus prépondérantes 

dans le règne végétal. De nombreuses structures phénoliques ont été décrites et ces 

structures très diversifiées vont du simple cycle phénolique substitué à des molécules 

hautement polymérisées (41,55).  

 

Ces composés ont largement été décrits pour les nombreuses propriétés bénéfiques pour la 

santé qu’ils possèdent : activités antioxydantes ; anti-inflammatoires ; antidiabétiques ; 

antiallergiques ; antihypertensives ; antithrombotiques ; anticancéreuses ; cardioprotectrices ; 

ostéoprotectrices ; neuroprotectrices et hépatoprotectrices. Des activités antibactériennes et 

antifongiques sont également mises en évidence (55). Actuellement, ces molécules sont 

utilisées dans l’industrie alimentaire pour leur propriétés antioxydantes et antimicrobiennes.  

 

Les polyphénols sont retrouvés dans différentes parties des plantes (56). Il serait donc 

intéressant d’évaluer les polyphénols extraits des végétaux en tant qu’antimicrobien naturel 

pour l’industrie cosmétique car ils représenteraient une alternative potentielle aux 

conservateurs synthétiques (5,39). 

 

3.1. Classification des composés phénoliques 

 

La classe des polyphénols compterait plus de 10 000 composés qui ont tous pour point 

commun d’avoir au moins un cycle aromatique non azoté avec un ou plusieurs groupes 

hydroxyles dans leur structure. Ainsi, cette description permet d’intégrer un nombre important 

de composés hétérogènes. Il existe donc différentes classifications, soit simplement en 

flavonoïdes et non flavonoïdes ou bien en fonction du nombre d’unités phénoliques, des 

groupes de substituants ou du type de liaison entre les cycles phénoliques dans la structure. 

Par conséquent, cette classe de molécules peut être divisée en de nombreuses familles de 

polyphénols. Ces molécules peuvent également former des liaisons avec des polysaccharides, 

des formes glycosides ou aglycones sont donc retrouvées. Ainsi, la diversité structurelle de 

ces molécules donne la classification suivante : les flavonoïdes avec les chalcones ; les 

stilbènes ; les flavonols ; les flavones ; les isoflavones ; les flavanones ; les anthocyanes et 

anthocyanidines ; les flavanols et les tanins et les molécules non-flavonoïdes avec les phénols 

simples et acides phénoliques et les lignanes (5,41,56). 

Les polyphénols décrits comme étant les molécules les plus actives sont les tanins et plus 

particulièrement les tanins hydrolysables. En effet, ces derniers font partie des composés 

principaux dans les extraits évalués (Pisidium guajava, Punica granatum, Rheum rhaponticum 

et Vitis vinifera) et ont démontrés des propriétés antimicrobiennes contre S. aureus, E. coli, P. 

aeruginosa, K. pneumoniae, B. subtilis, M. luteus, C. albicans et Aspergillus niger (41). 
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3.1.1. Les non-flavonoïdes 

 

La structure de base des composés non-flavonoïdes est caractérisée par un seul noyau 

aromatique. Parmi ces composés, on retrouve les phénols simples et les acides phénoliques, 

les acides phénylpropanoïques (exemple : acide cinnamique) qui conduisent à la formation  

des coumarines (56). Les lignanes sont issus de la dimérisation des acides 

phénylpropanoïques. 

 

Les phénols simples et les acides phénoliques : 

 

La famille principale de ces composés non-flavonoïdes est celle des acides phénoliques. 

Les phénols simples et les acides phénoliques ont une structure allant d’un simple cycle 

phénolique avec une seule substitution comme l’acide cinnamique et l’acide benzoïque à 

diverses substitutions et hydroxylations [Figure 12].  

 

 

 

 

 

Figure 12 : Structure chimique de l'acide cinnamique (à gauche) et l’acide benzoïque (à 

droite) 

 

 

Ces molécules sont souvent couplées à d’autres polyphénols, du glucose ou autre composant 

structurel de la plante.  

Parmi les acides phénoliques, on différencie deux groupes, les acides hydroxycinnamiques et 

les acides hydroxybenzoïques [Figure 13]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Structure chimique de l'acide hydroxycinnamique (à gauche) 

et de l'acide hydroxybenzoïque (à droite) 
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Les acides caféique, férulique, coumarique et sinapique sont les acides hydroxycinnamiques 

les plus répandus dans les aliments. Quant aux acides gallique, syringique et vanillique, ce 

sont les acides hydroxybenzoïques les plus courants (56). 

 

Les lignanes  

 

Les lignanes sont également des molécules classées dans les non-flavonoïdes. Elles sont 

composées de deux unités de propylbenzène reliées entre elles [Figure 14]. Elles sont 

présentes dans les légumineuses, les graines et les huiles végétales (56). 

 

Figure 14 : Structure chimique des lignanes 

 

 

3.1.2. Les flavonoïdes 

 

Les flavonoïdes sont de molécules de faible poids moléculaire et sont issues de la voie de 

biosynthèse mixite du shikimate et de l’acétate. Ces molécules sont caractérisées par leur 

structure de base diphénylpropane appelée le noyau flavonoïde [Figure 15]. Les deux noyaux 

phénoliques A et B sont liés par un noyau ou cycle qui est un pyrane (56).  

 

 

Figure 15 : Structure chimique du noyau flavonoïde 

 

Les chalcones :  

 

Les chalcones sont constituées de deux cycles aromatiques reliés par une chaîne carbonée 

insaturée à trois carbones avec une fonction cétone [Figure 16]. Ces molécules sont les 

A C 

B 
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précurseurs de la voie de biosynthèse des flavonoïdes. Elle représente le squelette des 

flavonoïdes ayant une chaîne ouverte. 

Les chalcones sont retrouvées en abondance dans les fruits, les légumineuses, les légumes 

et les boissons comme le thé, le café, le vin rouge et la bière (57). 

 

Figure 16 : Structure chimique des chalcones 

 

Les stilbènes :  

 

Les stilbènes se caractérisent par deux cycles phényles liés par un groupe éthylène [Figure 

17]. Le cycle A est généralement substitué par deux groupes hydroxyles alors que le cycle B 

peut être substitué par des groupes hydroxyles et méthoxyles. 

 

 

Figure 17 : Structure chimique des stilbènes 

 

Le resvératrol représente l’un des stilbènes les plus connus et est retrouvé dans le raisin, les 

arachides et les baies (56). 

 

Les flavones, isoflavones et flavonols :  

 

La structure des flavones est constituée d’un cycle aromatique lié à un cycle présentant une 

seule fonction cétone en position C4. Ces molécules ont également une double liaison entre 

C2 et C3. Le cycle aromatique B est lié au noyau hétérocyclique C en position C2 [Figure 18]. 

Les molécules les plus importantes appartenant à cette famille sont la lutéoline et l’apigénine. 

Dans les cas des isoflavones, le cycle B est positionné sur l’hétérocycle C en position C3 et 

non en C2 [Figure 18].  
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Les flavonols diffèrent des flavones par un groupement hydroxyle en position C3 [Figure 18]. 

Les molécules les plus répandues et étudiées sont le kaempférol et la quercétine (56).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les flavanones :  

 

Les flavanones n’ont pas de double liaison en C2-C3, ni de groupement hydroxyle en C3 

[Figure 19]. Ces molécules se différencient par un grand nombre de dérivés substitués. En 

effet, la substitution du groupement hydroxyle en position C7 par un disaccharide correspond 

à la forme commune des flavanones glycosylées. Ce groupe de molécules a de nombreux 

bénéfices pour la santé avec notamment une activité antioxydante qui est due aux 

groupements hydroxyles sur le noyau B. Les flavanones sont présentes en fortes 

concentrations dans les agrumes comme l’orange qui est riche en hespéridine ou bien dans 

les citrons comme l’ériodictyol (41,55,56). 

 

Figure 19 : Structure chimique des flavanones 

 

Anthocyanidines et anthocyanes : 

 

Ces molécules se différencient des autres flavonoïdes par la présence de deux doubles 

liaisons dans le noyau C et l’absence de la fonction cétone en position C4. Les anthocyanes 

représentent la forme glycosylée des anthocyanidines [Figure 20].  

Figure 18 : Structure chimique des flavonols, flavones et 

isoflavones 



 

Charlène LOPES | Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2023 43 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

 

Le cycle B est également constitué de groupes hydroxyles et méthoxyles. Le fragment sucre 

qui compose les anthocyanes est généralement un monosaccharide comme le glucose, le 

galactose et l’arabinose. Les anthocyanes sont des pigments hydrosolubles qui donnent leur 

couleur aux fleurs et aux fruits colorés (56). 

 

 

 

Flavanols et tanins :  

 

Le noyau hétérocyclique des flavanols est saturé, sans double liaison entre C2 et C3, sans 

groupement carbonyle et avec un groupe hydroxyle en position C3 [Figure 21] (56). 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Structure chimique des flavanols 

  

La présence de ce groupement permet d’identifier deux centres chiraux et ainsi caractériser 

les catéchines et les épicatéchines comme étant des diastéréoisomères [Figure 22] (56). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Structure chimique de la catéchine et épicatéchine 

Figure 20 :  Structure chimique des anthocyanidines (à gauche) et 

des anthocyanes (à droite) 
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La polymérisation de ces unités monomériques forment des tanins condensés (56). Ce sont 

des molécules qui ont pour caractéristique d’avoir un haut poids moléculaire allant de 500 à 

3000 Da mais certaines de ces substances phénoliques polymériques peuvent aller jusqu’à 

30 000 Da (55).  

 

Ces polymères sont divisés en deux catégories principales en fonction de leur structure : les 

tanins hydrolysables (avec les ellagitanins et les gallotanins) et les tanins condensés (avec les 

proanthocyanidines). Comme le nom l’indique, les tanins hydrolysables ont la capacité de 

s’hydrolyser facilement grâce aux groupements esters. Quant aux tanins condensés, ils 

proviennent de la condensation de molécules de flavonoïdes [Figure 23] (3,58).  

Les tanins hydrolysables sont composés d’acides phénoliques qui sont liés par des liaisons 

esters à un polyol qui est généralement un D-glucose et qui constitue le centre de la molécule 

(41,59). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’unité de base des tanins hydrolysables est l’acide gallique. Parmi les tanins hydrolysables, 

on retrouve deux groupes : les gallotanins dont l’acide phénolique est l’acide gallique et les 

ellagitanins où les acides phénoliques sont des dérivés de l’oxydation de l’acide gallique (acide 

ellagique) (59). En effet, deux groupements d’acide gallique vont se coupler par une liaison 

carbone-carbone pour former l'acide hexahydroxydiphénique (HHDP). Une réaction de 

lactonisation de l’HHDP en solution aqueuse va former l’acide ellagique [Figure 24] (60). 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Structure chimique de l'acide gallique (à gauche), de l'acide hexahydroxydiphénique 

(au centre) et de l'acide ellagique (à droite) 

Figure 23 : Structure chimique d'un tanin hydrolysable (à gauche) et d’un tanin condensé (à 

droite) 
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En fonction du nombre de polyols, les tanins hydrolysables peuvent être monomériques, 

dimériques ou trimériques et ont un poids moléculaire entre 500 et 5000 Da  [Figure 25] (60). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quant aux tanins condensés, ils sont plus abondants et sont dérivés de monomères de 

flavonoïdes. Ils peuvent également être appelés proanthocyanidines (1,41). 

 

Ces deux classes de tanins ont des propriétés chimiques et biologiques différentes. On les 

retrouve dans de nombreuses plantes (3). Ce sont des molécules solubles dans l'eau qui se 

différencient de la plupart des autres composés phénoliques par leur capacité à se lier et à 

précipiter les macromolécules (protéines, polysaccharides) (59,60). 

 

Les tanins hydrolysables ont largement été décrits dans la littérature pour leurs nombreuses 

activités pharmacologiques notamment antioxydantes, anti-inflammatoires, cardio-

protectrices, anticancéreux, antibactériennes, antivirales et antifongiques (58,60). 

Ces substances phénoliques polymériques sont retrouvées dans quasiment toutes les parties 

de la plante : bois, écorce, feuille, racine et fruit (55).  

 

Pour conclure, la classe des polyphénols fait partie des métabolites secondaires les plus 

abondants chez les plantes. Ils sont synthétisés notamment pour que la plante puisse se 

défendre contre ses prédateurs. Différents mécanismes pourraient expliquer cette activité 

antimicrobienne comme l’inhibition des enzymes, la liaison aux adhésines à la surface des 

cellules des microorganismes, la liaison aux protéines de la paroi cellulaire, l’interaction avec 

des substrats qui ne seraient donc plus disponibles pour la croissance des pathogènes ou 

encore la formation de complexes avec les ions métalliques (41).  

 

 

 

Figure 25 : Structure chimique d'un gallotanin (à gauche) et d'un ellagitanin (à droite) 
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3.2. Utilisation traditionnelle et intérêt des composés phénoliques 

 

Les végétaux contenant des flavonoïdes sont utilisés dans la médecine ancestrale pour leurs 

nombreuses propriétés bénéfiques pour la santé tels que des activités antioxydantes, anti-

inflammatoires et antibactériennes. Traditionnellement, ils étaient également utilisés pour 

traiter les douleurs rhumatismales et pour prévenir les cancers gastriques (55). 

L'activité antimicrobienne des composés phénoliques est de plus en plus décrite dans la 

littérature (61). Par exemple, les extraits aqueux des feuilles ou des fleurs d’Erica arboea L. 

riches en polyphénols et particulièrement en flavonoïdes ont montré une activité 

antibactérienne contre S. aureus, B. subtilus et B. cereus (62).  Dans une autre étude, l'acide 

tannique, le gallate d'épigallocatéchine et la rutine qui font partie respectivement des familles 

des tanins hydrolysables, des flavanols et des flavonoïdes présentent une activité 

antibactérienne contre Staphylococcus epidermidis et Pseudomonas aeruginosa (63). Ainsi, 

de nombreuses recherches ont mis en lumière les activités antibactériennes et antifongiques 

des polyphénols et en particulier des tanins (55). En effet, les propriétés antimicrobiennes des 

tanins extraits des grains de sorgho ont été évaluées et ont montrées une efficacité contre 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Aspergillus niger, 

Aspergillus flavus et Saccharomyces cerivisae (64). Ainsi, l’utilisation des composés 

phénoliques dans l’industrie cosmétique représente un réel atout puisqu’ils permettent d’allier 

la naturalité et l’efficacité grâce aux nombreuses propriétés que possèdent ces composés. 

Ces deux critères étant considérés comme des points majeurs pour le consommateur. 
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IV. Etude des tanins hydrolysables 

4.1. Propriétés antimicrobiennes des tanins hydrolysables 

 

Parmi les différents composés de la classe des polyphénols, les tanins hydrolysables ont été 

décrits pour leurs propriétés antimicrobiennes. En effet, les tanins sont des métabolites 

secondaires présents chez de nombreuses espèces végétales et synthétisés pour leur rôle 

dans la défense naturelle contre des agents pathogènes (1,51). Ainsi, la suite de cette étude 

se focalisera uniquement sur ces composés d’intérêts.   

 

Une analyse in vitro a été entreprise afin d'évaluer l'activité antibactérienne de 36 polyphénols 

et 4 terpénoïdes provenant de 28 plantes différentes [Annexe 2] (65). Ces composés ont été 

testés vis-à-vis de leur capacité à inhiber la croissance de quatre souches d'Helicobacter 

pylori. Il a été conclu que les 20 tanins hydrolysables testés présentaient une activité 

antibactérienne contre cette bactérie. Les tanins hydrolysables monomériques se sont 

démarqués pour leur activité (avec des CMI allant de 6,25 à 50 µg/mL) dont le tellimagrandin 

I qui avait une activité bactéricide dose et temps dépendant. Les oligomères ont obtenu des 

valeurs de CMI allant de 12,5 µg/mL à 50 µg/mL. Ensuite, les tanins hydrolysables ont été 

testés sur les membranes et il a été mis en évidence une action dose-dépendante sur leur 

intégrité. Pour les autres composés testés : catéchines, proanthocyanidines, autres 

polyphénols et terpénoïdes, dans la grande majorité, peu d’activité antimicrobienne a été 

observée. Ainsi, ces résultats montrent qu’au sein de  la classe des polyphénols, les tanins 

hydrolysables semblent être prometteurs pour leur activité antimicrobienne (65).  

 

Dans une autre étude, les propriétés antimicrobiennes d’extraits à l’éthanol de feuilles et 

d’écorces de la tige de Funtumia elastica ont été évalués sur E. coli, P. aeruginosa, C. abicans, 

A. niger et A. flavus. La méthode de diffusion sur gélose a permis d’obtenir les diamètres 

d’inhibition et la méthode de micro-dilution a permis de déterminer les CMI. Le clotrimazole a 

été utilisé en tant que contrôle positif [Tableau 3 ; Tableau 4].  

 

Tableau 3 : Diamètre d’inhibition (en mm) des extraits de feuilles et d'écorces de tige de F. 

elastica 

 

Concentration 

testée  

(en mg/mL) 

Diamètre 

d’inhibition  

E. coli  

(en mm) 

Diamètre 

d’inhibition  

P. 

aeruginosa 

(en mm) 

Diamètre 

d’inhibition  

C. albicans 

(en mm) 

Diamètre 

d’inhibition  

A. niger 

(en mm) 

Diamètre 

d’inhibition  

A. flavus 

(en mm) 

Extrait de 

feuilles 

10 11,50  0,0  0,0  0,0  0,0  

25 15,91  0,0  0,0  0,0  11,53  

50 17,20  12,50  14,52  11,65  11,60  
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Extrait 

d’écorce de 

la tige 

10 0,0  0,0  0,0  0,0  0,0  

25 16,12  0,0  11,56  0,0  0,0  

50 17,17  12,64  14,52  0,0  11,20  

Clotrimazole 1 27,17  22,5  23,12  17,50  20,50  

 

Tableau 4 : Activité antimicrobienne des extraits de feuilles et d'écorces de tige de F. elastica 

 
CMI  

E. coli  

CMI  

P. aeruginosa  

CMI  

C. albicans  

CMI  

A. niger  

CMI  

A. flavus  

Extrait de 

feuilles 
0,125  1,55  1,25  1,50 1,50 

Extrait 

d’écorce de 

la tige 

0,250  1,75  1,50  1,75 1,55 

Clotrimazole 0,025  0,055  0,025  0,055 0,075 

Les CMI sont exprimées en mg/mL 

 

Pour E. coli, les diamètres d'inhibition étaient de 11,50 mm, 15,91 mm et 17,20 mm aux 

concentrations de 10, 25 et 50 mg/mL pour l'extrait des feuilles et de 16,12 mm et 17,17 mm 

aux concentrations de 25 et 50 mg/mL pour l'extrait d'écorces de la tige. Le témoin a montré 

une zone d'inhibition de 27,17 mm à 1 mg/mL. Les CMI étaient de 0,125 mg/mL pour l'extrait 

des feuilles, 0,250 mg/mL pour l’extrait d’écorce de la tige et 0,025 mg/mL pour le 

chloramphénicol. 

Pour P. aeruginosa, les diamètres d'inhibition étaient de 12,50 mm et 12,64 mm à la 

concentration de 50 mg/mL pour l'extrait des feuilles et de l'écorces de la tige respectivement. 

Le chloramphénicol, utilisé comme contrôle positif, a présenté une zone d'inhibition de 22,5 

mm à 1 mg/mL. Les CMI étaient de 1,55 mg/mL pour l'extrait des feuilles, 1,75 mg/mL pour 

l'extrait d'écorces de la tige et 0,055 mg/mL pour le chloramphénicol. 

Concernant C. albicans, le diamètre d'inhibition était de 14,52 mm à la concentration de 50 

mg/mL pour l'extrait des feuilles et de 11,56 mm et 14,52 mm aux concentrations de 25 et 50 

mg/mL pour l'extrait d'écorces de la tige. Le clotrimazole, utilisé comme contrôle positif, a 

montré une zone d'inhibition de 23,12 mm à 1 mg/mL. Les CMI étaient de 1,25 mg/mL pour 
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l'extrait des feuilles, 1,50 mg/mL pour l’extrait d’écorces de la tige et 0,025 mg/mL pour le 

clotrimazole. 

Par ailleurs, seul l'extrait des feuilles a montré une efficacité sur A. niger, mais avec une activité 

1,5 fois inférieure malgré une concentration supérieure par rapport au témoin. L'efficacité des 

molécules extraites de F. elastica semble modérée sur le genre Aspergillus. 

L'analyse phytochimique a révélé que l'extrait d'écorces de la tige contenait des tanins 

hydrolysables, des stéroïdes et des saponines, tandis que l'extrait des feuilles contenait des 

tanins hydrolysables, des flavonoïdes et des alcaloïdes. De plus, la teneur en tanins était 

supérieure dans l'extrait des feuilles (2,4%) par rapport à celui des tiges (1,3%). L'activité 

antimicrobienne était globalement similaire pour les deux extraits, la présence de tanins 

hydrolysables pourrait expliquer cette activité. Des études ultérieures avec les tanins seuls 

seraient nécessaires pour confirmer ces résultats et attribuer cette efficacité à ces composés. 

En comparaison avec le contrôle positif, l'utilisation des extraits nécessiterait une 

concentration supérieure (66). Cette activité modérée pourrait se justifier par la teneur faible 

en tanins hydrolysables dans les extraits. L’utilisation de molécules pures pourrait 

éventuellement aboutir à des valeurs de CMI plus alignées sur celles du témoin.  

 

Par ailleurs, l’activité antifongique des tanins hydrolysables extraits des feuilles de Sumac 

(Rhus typhina L.) a été évaluée en déterminant la CMI. La valeur obtenue étant de 4 mg/mL. 

Cet extrait est composé de galloyl-1,2,4-tri-O-galloyl-b-D-glucose (74,05%), rutine (1,15%), 

2,3-di-O-galloyl-b-D-glucose (2,15%), 2-O-galloyl-b-D-glucose (2,10%), 3-O-galloyl-b-D-

glucose (2,20%), 6-O-galloyl-b-D-glucose (2,05%), 1,4,6-tri-O-galloyl-b-D-glucose (5,10%), 

1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-b-D-glucose (10,05 %), quercétine (0,05 %), kaempférol (0,05 %) et 

acide gallique (1,05%). Ainsi, les composés majoritaires de cet extrait sont les tanins 

hydrolysables qui pourraient être responsable de cette activité (18). 

 

Puis, la punicalagine, un tanin hydrolysable extrait du jus de grenade, a démontré des 

propriétés antibactériennes contre S. aureus résistant à la méthicilline (SARM), E. coli et P. 

aeruginosa, avec des CI50 respectives à 18,4 µg/mL, 9,2 µg/mL et 3,2 µg/mL. En comparaison, 

le contrôle positif qui est la ciprofloxacine permet d’obtenir les CI50 suivantes : 0,30 µg/mL, 0,03 

µg/mL et 0,21 µg/mL contre S. aureus résistant à la méthicilline (SARM), E. coli et P. 

aeruginosa respectivement (67). Bien que la molécule pure de punicalagine affiche une 

efficacité inférieure par rapport au témoin, les concentrations d’utilisation pour obtenir une 

activité antimicrobienne restent faibles. 

 

En outre, dans une autre étude, 22 ellagitanins isolés des fleurs et feuilles de la salicaire, des 

glands du chêne, des feuilles d'argousier, des inflorescences de la reine des prés, des feuilles 

du framboisier, des fruits du haritaki, des feuilles et fleurs du géranium des bois et des feuilles 

du liseron d'argenté ont été testés et ont présentés une activité antibactérienne contre S. 

aureus, E. coli et C. perfringens à la concentration de 60 µg/mL.  

En effet, à cette concentration et après 24h de traitement, la croissance bactérienne de S. 

aureus a été complètement inhibée par la salicarinine A et la rugosine D. Pour E. coli, la 

tellimagrandine II, la rugosine D, l'agrimoniine, la sanguiine et la lambertianine C ont permis 

de réduire la croissance bactérienne de 109 CFU/mL à 107 CFU/mL. Enfin, pour C. perfringens, 
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la salicarinine A et l’agrimoniine ont diminué la croissance de 108 CFU/mL à 107 CFU/mL. 

L’inhibition de la croissance bactérienne s’est avérée plus importante pour S. aureus que pour 

E. coli et C. perfringens (68). 

 

Activité antibactérienne contre S. aureus :  

Il s’est avéré que ces 22 composés ont des activités antimicrobiennes avec une diminution 

significative (p<0,05) pour tous les composés sur la croissance de S. aureus après 24 heures 

de traitement à une concentration de 60 µg/mL [Figure 26]. 

 

Figure 26 : Croissance de Staphylococcus aureus en CFU/mL 

 

Cette activité pourrait s’expliquer par le type de liaison oligomérique de l'ellagitanin puisque 

les dimères d’ellagitanins avec une liaison m-DOG, comme la salicarinine A et la rugosine D, 

ont montré une inhibition antimicrobienne plus importante que les oligomères ayant une liaison 

m-GOD ou m-GOG. 

En revanche, la flexibilité moléculaire des ellagitanins ne semble pas avoir d’impact sur 

l’activité antimicrobienne. De plus, le poids moléculaire ne semble pas avoir de rôle dans 

l’activité antimicrobienne des ellagitanins (68). 

 

Activité antibactérienne contre E. coli :  

La majorité de ces 22 composés se sont avérés avoir des activités antimicrobiennes contre E. 

coli. Cette activité pourrait s’expliquer par la taille moléculaire des ellagitanins mais pas par la 
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flexibilité de la molécule. En effet, les ellagitanins oligomériques ayant un poids moléculaire 

supérieur à 1700 g/mol ont permis d’inhiber en moyenne à 97% la croissance d’E. coli. En 

revanche, les ellagitanins monomériques n’ont inhibé qu’à 63% la croissance d’E. coli. Seules 

les molécules de punicalagine et tellimagrandine II, qui sont des ellagitanins monomériques, 

ont montré une inhibition de la croissance de la bactérie à plus de 90% [Figure 27].   

 

 

Figure 27 : Effet de la taille moléculaire des ellagitanins sur l'activité antimicrobienne contre 

E. coli  

 

A la différence de S. aureus, la liaison oligomérique de l'ellagitanin n’a pas d’impact sur 

l’activité antimicrobienne. En outre, l’ajout d’un groupement galloyl supplémentaire semble 

augmenter le potentiel antimicrobien des ellagitanins sur E. coli. En effet, la tellimagrandine II 

et la rugosine D sont plus efficaces que la tellimagrandine I et la rugosine E respectivement 

[Figure 28] (68). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Structure chimique de la tellimagrandine I et II et de la rugosine D et E 
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Ainsi, l’efficacité antimicrobienne des tanins qui semble plus importante qu’avec les autres 

polyphénols pourrait  s’expliquer par leur structure et peut varier en fonction des espèces de 

microorganismes (58). En effet, les groupements hexahydroxydiphénoyl et nonahydroxy-

terphénoyl présents dans la structure des tanins hydrolysables participeraient aux propriétés 

antimicrobiennes de ces molécules (60). 

 

D'autre part, l'efficacité antifongique des tanins hydrolysables tels que la corilagine, le 

pelargoniin B et le phyllanthusiin C, isolés de Pelargonium reniforme ssp. reniforme, à l'égard 

des levures opportunistes du genre Candida et Cryptococcus, a été démontrée. Cette 

efficacité pourrait être attribuée, entre autres, à la présence d'une structure pyrogallol [Figure 

29].  

 

Figure 29 : Structure chimique du pyrogallol 

 

En revanche, le nombre de groupement hydroxyle ainsi que la taille de la molécule n’impactent 

pas l’activité antifongique. La présence d’un groupement hexahydroxydiphénoyl comme 

présent dans la corilagine [Figure 30] serait également un élément structurel important 

expliquant l’activité antifongique des ellagitanins (69).  

 

 

Figure 30 : Structure chimique de la corilagine 

 

Pour terminer, l’activité antimicrobienne a également été évaluée sur un extrait éthanolique de 

feuilles de Voacanga globosa. Une efficacité a été observée sur P. aeruginosa avec un 

diamètre d’inhibition de 10,7 mm pour une quantité de 25 µL d’extrait. Pour le chloramphenicol, 

le témoin positif, un diamètre d’inhibition de 17,3 mm a été observé pour une concentration de 

10 µg. L’extrait présente donc une efficacité modérée comparée au témoin. Par ailleurs, une 

efficacité a également été observée sur Candida albicans avec un diamètre d’inhibition de 7,0 

mm à la quantité de 25 µL. En comparaison, le témoin positif qui est la nystatine, un diamètre 
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d’inhibition de 25,0 mm a été observé pour une concentration de 10 µg. Par conséquent, 

l’activité de l’extrait présente une efficacité modérée en comparaison avec le contrôle positif.  

En continuant, la composition phytochimique de cet extrait a été analysée, révélant la présence 

d'alcaloïdes, de saponines et de tanins hydrolysables (75). À la lumière des résultats 

précédemment décrits, il pourrait être supposé que les tanins hydrolysables, conjointement 

avec les alcaloïdes, pourraient être responsables de cette activité, étant donné que ces deux 

familles de composés ont été documentées dans la littérature pour leurs propriétés 

antibactériennes (1,41,65).  

 

Pour conclure sur cette partie, les propriétés antibactériennes et antifongiques des 

polyphénols et plus précisément des tanins hydrolysables ont largement été décrits ces 

dernières années. Des divergences dans les résultats et dans l’efficacité de certains composés 

sont parfois constatées et cela pourrait s’expliquer entre autres par la provenance des 

végétaux, les méthodes d’extraction, les solvants utilisés et la technique in vitro utilisée. De 

manière générale, les différentes recherches décrites précédemment indiquent un réel intérêt 

à utiliser les tanins hydrolysables comme potentiel antimicrobien naturel. En revanche, les CMI 

obtenues tendent à conclure qu’il faut les utiliser à une concentration plus importante puisque 

l’efficacité est plus modérée si on la compare aux antibiotiques ou aux antifongiques. A noter 

également que l’activité antifongique des tanins hydrolysables semble plus limitée sur le genre 

Aspergillus.  

 

4.2. Mécanismes d’action des tanins hydrolysables 

 

La littérature décrit plusieurs mécanismes d’action des tanins pour lutter contre les agents 

pathogènes : inhibition de la phosphorylation oxydative, inhibition des enzymes microbiennes, 

liaisons aux protéines, modification de l’intégrité membranaire, privation des substrats, et 

privation en fer. Tous ces modes d’action entraîneront des conséquences sur le métabolisme 

et la croissance des microorganismes (1,51,58,68,70).  

 

4.2.1. Liaison aux enzymes microbiennes et aux protéines 

 

Les tanins peuvent se lier aux enzymes microbiennes entrainant leur inhibition, ou aux 

protéines entrainant leur précipitation. Ces deux modes d’action vont conférer aux tanins leurs 

propriétés antimicrobiennes.  

Cette capacité s’explique entre autres par la taille moléculaire, la mobilité conformationnelle et 

l’affinité des tanins pour l’eau. Selon la structure de la molécule, les tanins peuvent établir des 

interactions faibles ou fortes avec les protéines (1,51,58,68,70). 
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4.2.2. Phosphorylation oxydative 

 

La phosphorylation oxydative est indispensable au métabolisme des microorganismes pour 

assurer leur survie. En effet, cette chaîne de transfert des électrons, appelée également chaîne 

respiratoire, permet la production d’énergie qui est stockée sous forme d’ATP et qui est une 

source d’énergie indispensable dans le mécanisme de respiration par exemple. Les tanins 

hydrolysables ont la capacité d’inhiber la phosphorylation oxydative ce qui aurait un impact sur 

le métabolisme et la croissance des pathogènes (1,51,58,68). 

 

4.2.3. Privation en fer 

 

Les ions métalliques sont des éléments essentiels pour la croissance des microorganismes 

(58).  Les tanins possèdent plus de deux groupes o-diphénol ou catéchol dans leur structure 

ce qui leur permet de chélater des ions ferriques. Cette complexation des tanins avec le fer va 

réduire la disponibilité de ces ions métalliques et avoir un impact pour les microorganismes 

puisque leur association avec des ions métalliques est nécessaire à leur croissance (59). Cela 

entraînera des conséquences sur le métabolisme des pathogènes. C’est une des propriétés 

antimicrobiennes des tanins qui les différencient des phénols ayant une structure chimique 

plus petite (58,68). 

 

4.2.4. Intégrité membranaire 

 

Parmi les autres mécanismes d’action des tanins hydrolysables, on retrouve leur capacité à 

déstabiliser la membrane cellulaire microbienne entrainant ainsi une modification de la 

perméabilité (51,58). 

 

En effet, plusieurs tanins hydrolysables ont été étudié pour évaluer leur impact sur l’intégrité 

membranaire. Parmi les molécules testées, on retrouve la tellimagrandine I et II, la géraniine, 

l'épigallocatéchine gallate et l'épicatéchine. Un marquage de la membrane a été réalisé avec 

de la carboxyfluorescéine. La libération de carboxyfluorescéine qui est directement corrélée à 

la perméabilité membranaire a montré que tous les tanins testés avaient une action sur la 

membrane (65). 

Par ailleurs, les propriétés antimicrobiennes de la corilagine, qui est un tanin hydrolysable, ont 

été évaluées sur S. aureus, E. coli et C. albicans. Cette molécule a empêché la croissance de 

E. coli et C. albicans en agissant sur l’intégrité membranaire alors que pour la bactérie S. 

aureus, la corilagine a ciblé les protéines Fib, Sae R et Sar S. En effet, la coloration au cristal 

violet a permis de mettre en évidence ce phénomène car le colorant pénètre peu dans une 

membrane intègre mais y pénètre beaucoup plus facilement si l’intégrité membranaire est 

altérée. Ainsi, l’absorption du colorant par E. coli, S. aureus et C. albicans était respectivement 

de 31,16%, 19,9% et 31,16% lorsque la molécule de corilagine était absente. Et en présence 

de la molécule à la CMI déterminée, soit 62,5 µg/mL pour E. coli et C. albicans et 31,25 µg/mL 

pour S. aureus, cette absorption a augmenté à 77,94%, 21,91% et 57,92% respectivement. Si 
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la concentration augmente à 500 µg/mL, cette absorption est augmentée à 85,06 %, 30,61 % 

et 75,94 % respectivement [Figure 31]. Ainsi une augmentation significative est observée pour 

E. coli et C. albicans uniquement.  

 

Figure 31 : Absorption du cristal violet par E. coli, S. aureus et C. albicans après traitement à 

la corilagine pendant 8 heures. EM (Erythromycine) et SM (Streptomycine) ont été choisis 

comme contrôle positif pour E. coli et S. aureus, et NS (Nystatine) pour C. albicans 

 

Cette perte de l'intégrité membranaire va engendrer l'inhibition de la croissance de E. coli et 

C. albicans et provoquer la mort du microorganisme. Cela met en lumière l’efficacité des tanins 

qui varient en fonction de la structure et la composition membranaire des microorganismes. 

La structure de la membrane entre les bactéries à Gram positif et à Gram négatif est différente 

avec respectivement une membrane lipidique versus deux membranes cellulaires 

(membranes interne et externe) [Figure 32].  

 

 

Figure 32 : Structure de la paroi cellulaire des bactéries à Gram négatif et des bactéries à 

Gram positif 
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Concernant la structure des cellules fongiques, la membrane plasmique est entourée d’une 

paroi qui est composée de 80 à 90% de polysaccharides. En effet, la paroi est constituée 

principalement de β-glucane et de chitine qui sont respectivement des polymères de glucose 

et de N-acétylglucosamine. Des protéines sont également présentes dans cette structure. La 

paroi est en contact direct avec le milieu extérieur et elle joue un rôle fondamental dans la 

virulence des champignons à travers les processus d’adhérence et d’invasion [Figure 33] (71). 

 

Figure 33 : Structure de la paroi cellulaire des champignons 

 

Ensuite, la localisation de la β-lactamase et de la β-galactosidase, qui sont deux enzymes 

présentent dans la membrane des bactéries à Gram négatif, a été étudié chez E. coli. La 

présence de corilagine a entrainé une forte libération de ces deux enzymes dans le milieu. 

Cette molécule est donc capable de se lier aux membranes externe et interne de E. coli, 

perturbant ainsi l’intégrité de la membrane et provoquant une perte de la fonction barrière. Ces 

résultats sont en accord avec ceux obtenus précédemment avec la coloration au cristal violet.  

Enfin, la morphologie de ces différents microorganismes a également été observée par 

microscopie à force atomique. Pour les cellules non traitées, les membranes ne présentent 

pas de ruptures notables, ni de pores importants. En revanche, pour les cellules de E. coli et 

C. albicans traitées à la corilagine, des changements morphologiques importants sont 

observés (longueur, largeur, hauteur) confirmant l’augmentation de la perméabilité 

membranaire. La morphologie de S. aureus n’a pas changé malgré le traitement à la corilagine 

[Figure 34]. Tous ces résultats concordent et indiquent que la corilagine impacte l’intégrité 

membranaire de E. coli et C. albicans mais pas celle de S. aureus  (51).  
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Figure 34 : Images par microscopie à force atomique de E. coli (A), S. aureus (B) et C. 

albicans (C) traités avec différentes concentrations de corilagine (contrôle, CMI et 4xCMI) 

pendant 8 heures  

 

Ainsi les tanins hydrolysables agiraient sur la structure des levures et des bactéries à Gram 

négatif mais n’auraient pas d’action sur la structure des membranes des bactéries à Gram 

positif. Ces composés agiraient plutôt sur les protéines de virulence pour ces bactéries. 

 

4.2.5. Action sur les protéines de virulence 

 

L’action de la corilagine a été étudiée sur S. aureus, E. coli et C. albicans et a montré une 

diminution du niveau d’expression de Fib, Sae R, Sae S présents chez S. aureus et de Tye 7p 

chez C. albicans en comparaison au contrôle non traité par cette molécule (51). Cependant la 

corilagine n’a pas eu d’action sur l’expression des protéines de E. coli.  

La protéine Fib est un facteur de virulence présent uniquement chez S. aureus. La diminution 

de l’expression de ces trois protéines chez S. aureus permet de diminuer la capacité de cet 

agent pathogène à s’adapter aux différentes conditions environnementales et a ainsi inhibé sa 

croissance.  

En revanche, après application de la corilagine chez E. coli, le niveau d’expression de Sae R 

et Sae S est inchangé. Cette molécule n’agit donc pas sur les protéines de virulence de cette 

bactérie à Gram négatif.  

Les protéines Tye 7p et Gal 4p joue un rôle chez C. albicans dans son métabolisme 

énergétique et donc dans sa croissance. Il a été observé une diminution de l’expression de 

Tye 7p après application de la corilagine qui aura des conséquences sur la croissance de 
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Candida albicans (51). Cela confirme que la différence membranaire entre les bactéries à 

Gram positif et à Gram négatif conduit les tanins à agir d’une manière différente. 

 

Pour conclure sur cette partie, l’activité antimicrobienne des tanins implique de nombreux 

mécanismes d’action qui sont variables d’un microorganisme à l’autre. Cela expliquerait 

l’efficacité différente de ces molécules entre les bactéries à Gram positif, les bactéries à Gram 

négatif, les levures et les moisissures (59). 
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V. Cas concret : étude de la plante Punica granatum 

5.1. Description de la plante 

 

Parmi les plus anciens fruits comestibles connus, on retrouve la Punica granatum L. plus 

connue sous le nom de grenadier. Originaire de Perse, le grenadier s'est ensuite répandu dans 

les régions à climat chaud en Asie du Sud-Est, en Afrique du Nord, dans tous le Moyen-Orient 

et en Europe méditerranéenne (61).  

Selon la classification phylogénétique APGII, le grenadier appartient aux (72):  

- Règne : Plantae 

- Classe : Equisetopsida 

- Clade : Spermatophyta 

- Ordre : Myrtales 

- Famille : Lythraceae 

- Genre : Punica L. 

- Espèce : Punica granatum L. 

 

Le nom du grenadier est dérivé du latin avec pōmum qui signifie la pomme et grānātum qui 

signifie la graine (73). 

 

Le grenadier est un arbuste dont le fruit, la grenade, est une baie entourée par un calice. Le 

diamètre du fruit peut atteindre 10 centimètres. Ce fruit est protégé par une écorce coriace de 

couleur rouge. La grenade contient de nombreuses graines appelées arilles qui sont entourées 

par une peau blanche et membraneuse [Figure 35]. Le jus de ces graines est rouge et acidulé 

(67,74). 

 

 

Figure 35 : Fruit du grenadier 

 

Ce fruit a été utilisé depuis l’Antiquité dans la médecine traditionnelle puisqu’il a été décrit dans 

les textes Ayurvédiques, Grecs et Egyptiens (67).  

 

Calice 

Ecorce du fruit 

Calice 

Graines/Arilles 

Ecorce du fruit/coque 

Membrane 

Péricarpe 



 

Charlène LOPES | Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2023 60 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

 

En effet, en Europe méditerranéenne, la grenade était largement utilisée pour traiter de 

nombreuses pathologies tels que la diarrhée, les helminthiases, les hémorragies et les 

pathologies respiratoires.  En Egypte, la grenade était utilisée pour soigner des infections 

parasitaires tels que le ver solitaire (61). Quant à la médecine traditionnelle ayurvédique, la 

grenade traitait les ulcères, les aphtes, la diarrhée et permettait de lutter contre les infections 

parasitaires (4,74). 

 

Différentes parties de la grenade sont valorisées en médecine traditionnelle. Par exemple, les 

écorces séchées permettent de palier aux maux d'estomac, à la diarrhée et favorise la 

cicatrisation (1,14). Quant à la coque qui entoure le fruit, elle est utilisée  pour traiter les 

infections parasitaires, les maladies respiratoires, les ulcères et les hémorragies (67). 

Traditionnellement en Inde, cette coque est exploitée pour ses propriétés anti-diarrhéique, 

antihelminthique, diurétique et cardiotonique (2). Cette écorce est donc particulièrement 

intéressante à valoriser car elle représente environ 25 à 30% du fruit et est un sous-produit de 

l'industrie alimentaire. Elle est composée principalement de tanins hydrolysables et de 

flavonoïdes.  

 

Actuellement, les intérêts nutritionnels et médicinales pour la grenade ne cessent de croitre. 

En effet, les chercheurs, les industriels mais également les consommateurs sont de plus en 

plus intéressés par les propriétés biologiques de l’écorce de la grenade (67).  

Elle a beaucoup été décrite pour ses propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-

cancéreuses, antidiabétiques et antimicrobiennes (73,75,76). 

 

5.2. Composition phytochimique de la plante 

 

La grenade est composée de nombreuses molécules actives comme les acides phénoliques, 

les flavonoïdes, les anthocyanes, les tanins hydrolysables (ellagitanins et gallotanins), les 

lignanes, les triterpénoïdes, les phytostérols, les acides gras et les acides organiques. Mais 

parmi toutes ces molécules bioactives, la grenade est décrite pour sa composition riche en 

polyphénols et plus précisément en tanins hydrolysables avec notamment la punicalagine 

[Figure 36 ; Tableau 5]. Ces tanins sont des esters de glucose et d’acide gallique. Ces 

molécules présentent de nombreuses propriétés pharmacologiques comme des activités anti-

inflammatoires, antioxydantes, anti-hypertensives et antimicrobiennes (61,74). 

 

Figure 36 : Structure chimique de la punicalagine 
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Ces tanins hydrolysables sont particulièrement prédominants dans la coque qui entoure le 

fruit. En revanche, des alcaloïdes sont retrouvés dans les écorces et les racines du grenadier 

et pourraient avoir une toxicité. Les alcaloïdes majoritaires sont la pelletiérine, l’isopelletiérine, 

pseudopelletiérine et méthylpelletiérine [Tableau 5] (72,77,78). 

 

Tableau 5 :  Composition phytochimique de la grenade  

Composants de la plante Composés 

Jus de la grenade 

Anthocyanes, glucose, acide ascorbique, 

acide ellagique, acide gallique, acide 

caféique, catéchine, EGCG, quercétine, 

rutine, nombreux minéraux, en particulier le 

fer, acides aminés 

Huile de pépins de la grenade 

95 % d'acide punique, autres constituants 

dont l'acide ellagique, autres acides gras, 

stérols 

Coque de la grenade 

Punicalagine, punicaline, acide gallique, 

acide ellagique et autres acides gras, 

catéchine, EGCG, quercétine, rutine et 

autres flavonols, flavones, flavonones, 

anthocyanidines 

Feuilles du grenadier 

Tanins (punicaline et punicafoline) et 

glycosides de flavones, dont la lutéoline et 

l'apgénine 

Fleurs du grenadier 

Acide gallique, triterpénoïdes dont l’acide 

ursolique, l'acide maslinique et l'acide 

asiatique, autres constituants non identifiés 

Racines et écorces du grenadier 
Ellagitanins dont punicaline et punicalagine, 

nombreux alcaloïdes de pipéridine 

 

Ainsi, en fonction de la partie de la plante utilisée, la composition en molécules bioactives 

varie. 

 

En effet, des extraits de P. granatum provenant du jus de la grenade et de l’écorce qui entoure 

le fruit ont été comparés (74). La composition et les concentrations en polyphénols totaux sont 

différentes dans ces deux extraits. Les extraits à partir de l’écorce ont une concentration en 

polyphénols plus importante. L’extrait du jus contient 2703 ± 18 mg GAE/l, soit 18,6 ± 2,1% de 

polyphénols totaux alors que l’écorce contient 3019 ± 26 mg GAE/l soit 20,9 ± 5,4% de 

polyphénols totaux. 
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Le jus de la grenade est composé principalement de polyphénols tels que les anthocyanes 

(avec essentiellement des glucosides de delphinidine, de cyanidine et de pelargonidine), les 

tanins hydrolysables (ellagitanins et gallotanins), l’acide hydroxybenzoïque et l’acide hydroxy-

cinnamique. La couleur caractéristique rouge du jus est due aux anthocyanes (73). L’extrait 

d’écorce est riche en ellagitanins (α- et β-punicalagine et corilagine) et en acide ellagique et 

ses dérivés glycosylés (74). 

Si l’on compare maintenant les écorces qui entourent le fruit avec les arilles, il s’avère que les 

écorces sont plus riches en composés phénoliques que les arilles avec 249,4 mg/g et 24,4 

mg/g respectivement. En effet, dans cette partie de la plante, les tanins hydrolysables peuvent 

représenter jusqu’à 30%. Cela est d’autant plus intéressant que les écorces représentent le 

déchet principal de la grenade lors de la production des jus pour le domaine alimentaire (3,70). 

 

En revanche, il a été montré que la quantité de polyphénol totaux, d’acide ellagique et de 

punicalagine changeaient considérablement entre les variétés de grenadier. La teneur en 

polyphénols totaux de 21 génotypes de grenadier a été analysée et la concentration variait de 

146,0 mg GAE/g à 612,7 mg GAE/g de matière sèche. Pour l’acide gallique, la teneur était 

comprise entre 0,6 mg/g et 40,1 mg/g de matière sèche. Enfin, pour la punicalagine, la 

concentration fluctuait entre 1,6 mg/g et 476,7 mg/g de matière sèche (79).  

 

Ces variations ont été confirmées au travers d’une autre étude qui s’est intéressée à la 

composition et à la concentration des extraits éthanoliques d’écorces de deux variétés de 

grenade (76). Ces deux variétés étaient essentiellement constituées des composés 

phénoliques suivants : pédonculagines I et II, acide ellagique, acide ellagique-O-pentoside, et 

les punicalagines α et β. La composition entre les deux variétés était similaire mais la 

concentration des composés variait. Par ailleurs, dans ces deux extraits à l’éthanol, les 

composés majoritaires étaient l’α- et la β-punicalagine qui sont des tanins hydrolysables (76). 

 

Globalement, des fluctuations dans la composition et la concentration en composés 

phytochimiques des extraits de P. granatum sont constatées. Cela pourrait s’expliquer par 

l’âge de la plante, la partie de la plante utilisée, les solvants d’extractions choisis,  le climat et 

la région où la plante est cultivée mais également la période et la maturité du fruit lors de la 

récolte, les pratiques agricoles, la méthode d’extraction et les conditions de stockage (78,80). 

 

Pour conclure, l’un des composés bioactifs majoritaires présent chez la grenade et 

particulièrement dans l’écorce qui entoure le fruit est la punicalagine. Cette molécule est 

décrite comme ayant des nombreuses propriétés  antioxydantes, antiprolifératives, antivirales, 

immunosuppressives mais également antimicrobiennes (3,14,81). 

 

5.3. Propriétés antimicrobiennes de la plante 

 

La grenade présente des propriétés antivirales notamment sur le virus de l’herpès mais 

également sur le virus de la grippe. Sa composition en polyphénols et plus particulièrement en 
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anthocyanines lui confère son activité antioxydante. Elle est également décrite dans la 

littérature pour ses propriétés antimicrobiennes grâce à sa composition riche en polyphénols 

et particulièrement en tanins hydrolysables (61,74). 

  

En effet, l’activité antibactérienne du jus de la grenade provenant de trois variétés d’une même 

espèce végétale a été évaluée. Ces trois variétés ont été appelées "Persephone", 

"Porphiroyeneti" et "Wonderful" (80). Les fruits utilisés pour cette étude ont été récoltés à la 

même période et proviennent du même producteur local en Grèce. Les bactéries testées sont : 

Bacillus cereus, Micrococcus flavus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae et Salmonella typhimurium. 

Les valeurs des CMI et des Concentrations Minimales Bactéricides (CMB) obtenues sont 

indiquées ci-dessous [Tableau 6]. 

 

Tableau 6 : Activité antibactérienne des jus de grenade de "Persephone", "Porphiroyeneti" et 

"Wonderful 

 

 

Les extraits du jus de la grenade ont montré des propriétés antimicrobiennes intéressantes 

avec une efficacité équivalente voir supérieure à l’ampicilline et à la streptomycine 

particulièrement sur P. aeruginosa. En revanche, sur les bactéries M. favus, S. aureus, E. coli, 

les extraits étaient moins efficaces que la streptomycine. En effet, l’activité bactériostatique de 

ces extraits a été observée à une CMI allant de 0,05 à 0,20 mg/mL et pour l’activité bactéricide, 

la CMB était comprise entre 0,10 à 0,40 mg/mL. En comparaison, l’ampicilline a une CMI allant 

de 0,25 mg/mL à 0,80 mg/mL et une CMB de 0,40 mg/mL à 1,25 mg/mL. Quant à la 

streptomycine, la CMI varie de 0,05 mg/mL à 0,30 mg/mL et l’activité bactéricide varie de 0,20 

mg/mL à 0,50 mg/mL.  

Ensuite différents champignons ont été testés, on retrouve : Aspergillus fumigatus, Aspergillus 

versicolor, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger, Trichoderma viride, Penicillium 
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funiculosum, Penicillium ochrochloron et Penicillium verrucosum. Les valeurs des CMI et des 

Concentrations Minimales Fongicides (CMF) obtenues sont indiquées ci-dessous [Tableau 7].  

 

Tableau 7 : Activité antifongique des jus de grenade de "Persephone", "Porphiroyeneti" et 

"Wonderful 

 

 

Concernant l’activité antifongique, l’efficacité est également équivalente ou supérieure au 

bifonazole et au kétoconazole excepté pour Aspergillus fumigatus où l’activité est plus faible.  

En effet, la concentration varie de 0,03 mg/mL à 0,40 mg/mL pour l’activité fongistatique et de 

0,05 mg/mL à 0,80 mg/mL pour l’activité fongicide. Pour le bifonazole, la CMI varie de 0,10 

mg/mL à 0,20 mg/mL et la CMF varie de 0,20 mg/mL à 0,25 mg/mL. Pour le kétoconazole, la 

CMI va de 0,20 mg/mL à 2,50 mg/mL et la CMF varie de 0,20 mg/mL à 3,50 mg/mL. 

L’efficacité antimicrobienne du jus de grenade s’explique par sa composition en polyphénols 

et notamment grâce à sa concentration élevée en tanins hydrolysables, mais aussi grâce aux 

flavonoïdes, aux acides phénoliques et aux anthocyanes (80). L’utilisation du jus de grenade 

est intéressante puisque l’efficacité est similaire aux témoins. 

 

Par ailleurs, l’activité antifongique d’extraits d’écorces de grenade sur le champignon Fusarium 

oxysporum a également été étudiée (79). Vingt et un génotypes de grenade ont été évalué et 

les teneurs en α- et β-punicalagine ont été analysées. Sur ces vingt et un génotypes, neuf 

provenaient de la région méditerranéenne et douze du Moyen-Orient.  

Les résultats obtenus indiquent qu’en comparaison avec le contrôle non traité, tous les extraits 

se sont montrés plus efficaces avec une croissance du mycélium inférieure. Concernant la 

comparaison avec le fongicide standard représentant le contrôle positif, onze génotypes sur 

les vingt et un se sont avérés plus efficace [Figure 37].  
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Figure 37 : Croissance des mycéliums de F. oxysporum (en mm) 

 

Par ailleurs, il a ensuite été démontré que les génotypes ayant des teneurs importantes en 

composés phénoliques et en punicalagine étaient significativement corrélées avec l'activité 

antifongique. Quant aux extraits faibles en composés phénoliques et en punicalagine, l’activité 

antifongique était faible. En effet, l’écorce de la grenade est une source riche en composés 

bioactifs qui justifie de cette activité.  

Enfin, l’efficacité antifongique de la molécule de punicalagine isolée à partir de l’écorce a été 

comparée à l’extrait brut et aucune différence d’efficacité n’a été relevée. Cela pourrait 

s’expliquer par le fait que cette molécule est le composé bioactif principal de l’écorce (79). 

 

Une autre étude vient confirmer les résultats précédents puisqu’elle a évalué l’efficacité de 

l’écorce de la grenade (76). Des extractions avec des solvants de différentes polarités (eau 

et/ou l’éthanol, acétone et heptane) ont été réalisées sur deux variétés de grenades 

différentes. Ces extraits ont ensuite été évalués avec le test de diffusion sur gélose pour 

déterminer leur potentiel antimicrobien sur Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus 

epidermidis. Les résultats ont été concluants sur les deux variétés de grenades pour les 

extraits eau et/ou éthanol avec des diamètres d’inhibition mesurés jusqu’à 20 mm [Tableau 8]. 

Les extraits à l’acétone et à l’heptane n’ont donné aucune zone d’inhibition [Figure 38].  
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Tableau 8 : Diamètres d'inhibition (en mm) d’extraits d’écorces de la grenade sur P. 

aeruginosa et S. epidermidis 

 

 

 

Figure 38 : Essai antimicrobien par diffusion sur agar sur S. epidermidis avec des extraits 

provenant de deux variétés de P. granatum 

 

Les extraits à l’éthanol se sont avérés être les plus actifs, suivi par les extraits issus du mélange 

eau/éthanol puis des extraits à l’eau. Ainsi, dans l’écorce de la grenade, les composés d’intérêt 

antimicrobiens sont de nature polaire puisque les extraits à l’hexane et à l’acétone n’ont donné 

aucun résultat.  

L’α et β-punicalagine, qui sont les composés majoritaires des extraits éthanoliques d’écorces 

de grenade, sont à l’origine de cette activité antimicrobienne. En effet, la CMI de ces deux 

composés purifiés est comprise entre 0,3 et 1,2 µg/mL. Ces composés sont efficaces sur 10 

des 13 bactéries à Gram positifs testées (principalement des Staphylococcus dont 

Staphylococcus aureus, des Lactobacillus et des Enterococcus), sur 2 des 3 bactéries à Gram 

négatif (Pseudomonas aeruginoas et Escherichia coli) et sur la seule levure testée qui est 

Candida albicans. En revanche, aucune activité de ces molécules n'a été observée jusqu'à la 

concentration de 2,4 μg/mL contre les souches suivantes : Bacillus cereus, Lactobacillus 

plantarum, Enterococcus faecium et Salmonella enteritidis qui sont des bactéries à Gram 
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positif (76). Cela vient confirmer que l’efficacité de l’extrait est variable d’un microorganisme à 

l’autre. Il aurait été intéressant dans cette étude d’utiliser des antibiotiques comme contrôle 

positif pour pouvoir comparer les résultats. 

 

Enfin, les efficacités antibactérienne et antifongique d’extraits d’écorces, de graines rouges et 

blanches, du jus et du fruit entier ont été comparées (77). L’extrait d’écorces s’est avéré avoir 

l’activité antimicrobienne la plus importante. Parmi les différentes bactéries testées, l’efficacité 

la plus importante était pour S. aureus et pour les champignons contre A. niger.  

En effet, pour S. aureus les diamètres d’inhibition pour les extraits méthanoliques allaient de 

10 mm à 25 mm. L’extrait d’écorces de la grenade est celui qui a obtenu le diamètre d’inhibition 

de 25 mm, suivi par l’extrait du jus de grenade à 23 mm puis les graines rouges à 19 mm, 

ensuite le fruit entier à 16 mm et enfin les graines blanches à 10 mm [Tableau 9].  

Pour P. aeruginosa, les diamètres d’inhibition étaient entre 9 mm et 22 mm. L’effet le plus 

important a été obtenu avec l’écorce, puis le jus et enfin les graines et le fruit entier [Tableau 

9]. 

Pour E. coli, le classement reste identique sauf pour le fruit entier qui présente une meilleure 

efficacité que les graines. Le diamètre d’inhibition de l’écorce est de 20 mm et l’effet le plus 

faible a été obtenu avec les graines blanches (8 mm) [Tableau 9]. 

 

Tableau 9 : Diamètre d'inhibition (en mm) des différents extraits méthanoliques de grenade 

sur les cultures bactériennes 

 

 

Concernant les extraits aqueux, pour S. aureus, P. aeruginosa et E. coli, le classement reste 

similaire à celui des extraits méthanoliques hormis pour le jus sur S. aureus qui avait un 

diamètre de 26 mm versus 25 mm pour l’écorce.  

Pour S. aureus, les diamètres d’inhibition varient entre 10 mm et 26 mm, pour P. aeruginosa 

de 7 mm à 20 mm et pour E. coli, de 8 mm à 20 mm [Tableau 10].  
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Tableau 10 : Diamètre d'inhibition (en mm) des différents extraits aqueux de grenade sur les 

cultures bactériennes 

 

 

Dans cette étude, d’autres bactéries ont été testées : B. cereus, B. coagulans, B. subtilis et K. 

pneumoniae et ont obtenus des diamètres d’inhibition allant de 18 mm à 25 mm pour l’extrait 

méthanolique et allant de 16 mm à 25 mm pour l’extrait aqueux d’écorces qui a une activité 

globalement supérieure aux autres extraits de grenade [Tableau 9 ; Tableau 10].  

 

Ensuite, l’activité antifongique a été évaluée. Pour A. niger, les diamètres d’inhibition des 

extraits méthanoliques allaient de 8 mm à 23 mm, l’extrait d’écorce de la grenade est celui qui 

a obtenu le diamètre d’inhibition de 23 mm, suivi par l’extrait de jus de grenade à 20 mm puis 

le fruit entier à 10 mm et enfin les graines rouges et blanches à 10 mm et 8 mm respectivement 

[Tableau 11].  

 

Tableau 11 : Diamètre d'inhibition (en mm) des différents extraits méthanoliques de grenade 

sur les cultures fongiques 

 

 

Concernant l’extrait aqueux, l’efficacité la plus importante a également été retrouvée pour A. 

niger. L’extrait d’écorce de la grenade a obtenu le diamètre d’inhibition de 22 mm, suivi par 

l’extrait de jus de grenade à 19 mm puis le fruit entier à 12 mm et enfin les graines rouges et 

blanches à 10 mm et 9 mm [Tableau 12].   
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Tableau 12 : Diamètre d'inhibition (en mm) des différents extraits éthanoliques de grenade 

sur les cultures fongiques 

 

 

Dans cette étude, d’autres champignons ont été testés : M. indicus, P. citrinum R. oryzae, T. 

reesei et ont obtenus des diamètres d’inhibition allant de 15 mm à 22 mm pour l’extrait 

méthanolique et allant de 15 mm à 20 mm pour l’extrait aqueux d’écorces qui a une activité 

globalement supérieure aux autres extraits de grenade [Tableau 11 ; Tableau 12].  

Ces résultats mettent en lumière la présence de composés antimicrobiens dans la grenade et 

particulièrement dans l’écorce qui entoure le fruit. Les principaux constituants de ces extraits 

étant les tanins hydrolysables, nous pourrions supposer que ces composés seraient 

responsables de cette activité. Pour confirmer ces résultats, il serait nécessaire de tester les 

composés purifiés et non les extraits de plantes. Par ailleurs, l’extrait au méthanol a une 

activité globalement légèrement plus importante que l’extrait aqueux (77).  

 

Pour conclure, les résultats antimicrobiens ont été concluants avec une activité similaire voir 

supérieure aux témoins. Par ailleurs, il s’est avéré que les extraits issus de l’écorce de la 

grenade ont une activité antimicrobienne plus importante que les extraits de graines ou du jus 

de grenade avec une efficacité sur les Gram positif, les Gram négatif et les levures et 

moisissures (74,76).  

 

L’obligation légale pour tous les fabricants de produits finis en cosmétique est de s’assurer de 

la conformité microbiologique des produits à l'aide de la méthode du challenge test. Nous 

allons maintenant nous intéresser plus en détail à l’action des tanins hydrolysables sur les cinq 

microorganismes évalués dans cette méthode : S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, C. albicans 

et A. brasiliensis.  

 

5.3.1. Activités antibactériennes sur Staphylococcus aureus 

 

L’activité antibactérienne sur S. aureus a été évaluée à l’aide de la méthode de diffusion sur 

trois extraits de plantes : Punica granatum, Cistus. salviifolius et Citrus paradisi ainsi que sur 

des composés phénoliques purs : acide gallique, punicalagine, quercétine-3-glucuronide, 

myricétine, naringénine et acide ellagique (70). 29 isolats de S. aureus ont été testés. L'isolat 

était considéré comme sensible au composé testé dès lors qu’un halo d'inhibition était observé, 

quel que soit son diamètre. Ainsi deux extraits botaniques (C. salviifolius et de P. granatum) 
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et trois composés purs (punicalagine, quercétine-3-glucuronide et acide gallique) se sont 

avérés efficaces contre cette bactérie. Parmi ces trois composés purs, le plus efficace est la 

molécule de punicalagine or il s’agit du composé principal des deux extraits [Tableau 13].  

 

Tableau 13 : Pourcentage d'isolats sensibles à S. aureus pour chaque extrait ou composé 

pur 

 
C. 

salviifolius 
C. 

paradisi 
P. 

granatum 
acide 

gallique 
punicalagine 

quercétine-
3-

glucuronide 
myricétine naringénine 

acide 
ellagique 

S. 
aureus 

65,5 0 62,1 24,1 72,4 3,4 0 0 0 

 

Les deux extraits ont donc été sélectionnés pour la suite de l’étude et ont été testés contre 

100 souches de S. aureus dont 50 SARM en utilisant cette fois la méthode de la micro-dilution 

pour déterminer la CMI50.  

Les résultats les plus concluants ont été obtenus avec les extraits de C. salviifolius et de P. 

granatum, dont les CMI50 étaient comprises entre 50 µg/mL et 80 µg/mL.  

Ces deux extraits sont composés essentiellement de tanins hydrolysables : ellagitanins et 

gallotanins avec principalement de la punicalagine avec des teneurs de 32,8% et 30,5% pour 

les extraits de C. salviifolius et de P. granatum respectivement or la punicalagine est la 

molécule pure la plus efficace parmi les 6 composés testés avec la méthode du disque (5,70).  

 

En comparaison, l’activité de la punicalagine, principal composé actif de l’écorce de la grenade 

a été évaluée contre S. aureus (14). Ce composé s’est avéré avoir une efficacité contre 7 

souches de cet agent pathogène avec une CMI de 250 µg/mL. L’activité inhibitrice sur la 

croissance avait également été évalué avec une zone d’inhibition de 11 mm à la concentration 

de 1 mg/mL de punicalagine et de 13 mm à 2 mg/mL [Tableau 14].  

 

Tableau 14 : Diamètre d'inhibition (en mm) de la punicalagine sur S. aureus 

 
Concentration  

(en mg/mL) 

Diamètre d’inhibition 
sur S. aureus  

(en mm) 

Punicalagine 
1  11  

2  13  

 

La cinétique d’inhibition a également été étudiée. A la CMI obtenue de 250 µg/mL, la 

punicalagine a diminué le nombre de cellules viables de S. aureus.  Lors de l’utilisation de la 

punicalagine à 2 fois voir 4 fois la CMI, le nombre de cellules viables a diminué de manière 
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beaucoup plus rapide et au bout de 24 heures, le nombre de cellules viables était inférieur à 

la limite de détection [Figure 39].  

 

Figure 39 : Effet de la punicalagine sur la croissance de S. aureus 

 

Ce composé, présent majoritairement dans l’écorce de la grenade, possède un effet 

bactéricide sur cette bactérie.  

Par ailleurs, le mécanisme d’action de la punicalagine sur S. aureus a été étudié. La molécule 

provoque des dommages sur l’intégrité de la membrane cellulaire et impact la formation du 

biofilm. En effet, l’intégrité membranaire a été observée par microscopie électronique à 

balayage et à transmission. En l’absence de punicalagine, les cellules de S. aureus montrent 

une surface lisse, de taille uniforme alors qu’après application de la punicalagine, les cellules 

sont agrandies, non uniformes et de surface rugueuse. Plus la concentration en punicalagine 

augmente, plus la déformation des cellules est importante [Figure 40].  

 

Figure 40 : Microscopie électronique à balayage (A - B - C) et à transmission (D - E - F) de 

S. aureus traités avec différentes concentrations de punicalagine. (A et D) : contrôle ; (B et 

E) : cellules traitées avec 2 x CMI de punicalagine ; (C et F) : cellules traitées avec 4 x CMI 

de punicalagine 
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Concernant la formation du biofilm, la coloration au cristal violet a été utilisée. La punicalagine 

montre un effet inhibiteur significatif sur la formation du biofilm de S. aureus à des 

concentrations inférieures à la CMI, dès 4 µg/mL [Figure 41]. 

 

Figure 41 : Activité anti-biofilm de la punicalagine contre S. aureus 

 

Ainsi, ce composé actif majoritaire dans l’écorce de la grenade possède des activités 

antibactériennes et anti-biofilms intéressantes (14).  

 

Par ailleurs, l’étude de Machado confirme ces résultats car la punicalagine extraite des fruits 

de P. granatum par l’acétate d’éthyle, a également montré une efficacité contre S. aureus 

résistant à la méticilline. En effet, l’activité de la punicalagine a montré une zone d’inhibition 

de 20 mm à 250 µg et la CMI obtenue était de 61,5 µg/mL (75). Ainsi la punicalagine fait partie 

des composés responsables de l’activité antibactérienne de la grenade.  

 

Dans une autre étude, l’activité antibactérienne d’extraits d’écorces et de jus de la grenade 

contre S. aureus a été évaluée (74). Les polyphénols ont été extraits dans un mélange éthanol 

et eau à 50% car c’est un des solvants d’extraction le plus efficace en termes de rendement 

en polyphénols totaux. La teneur en polyphénols totaux est plus importante dans l’écorce que 

dans le jus avec respectivement 20,9% et 18,6% de polyphénols.  

Les composés d’intérêts qui ont été extraits sont les suivants : des anthocyanes, des 

catéchines, des tanins et des acides galliques et ellagiques.  

L’efficacité de ces deux extraits sur la croissance S. aureus a été évaluée. Les deux extraits 

se sont montrés efficaces avec une inhibition de la croissance de cette bactérie. En effet, le 

contrôle positif qui est l’ampicilline, à la dose de 0,08 mg/disque, a montré une efficacité sur 

S. aureus avec un diamètre d’inhibition de 15 mm. En comparaison, le jus à la concentration 

de 20 mg/disque a induit un diamètre d’inhibition de 13 mm. Quant à l’extrait d’écorce, son 

activité antibactérienne est plus importante et se rapproche de celle du contrôle positif avec 

une zone d’inhibition allant de 15 à 30 mm pour des concentrations compris entre 2 et 8 

mg/disque [Tableau 15].  
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Tableau 15 : Diamètre d'inhibition (en mm) de différents extraits de la grenade sur S. aureus 

 Concentration (mg/disque) 
Diamètre d’inhibition sur 

S. aureus (en mm) 

Jus de grenade 20 13 

Ecorce de la grenade 2 et 8 15 à 30 

Ampicilline 0.08 15 

 

Ainsi, les extraits hydroalcooliques de la grenade ont une efficacité in vitro sur les bactéries à 

Gram positifs tels que S. aureus. Et cette différence d’efficacité entre les deux extraits pourrait 

s’expliquer par la teneur en polyphénols mais également par la composition qui diffère. En 

effet, le jus de la grenade est riche en anthocyanes alors que l’écorce est composée 

principalement d’acides ellagiques, d’acides galliques et de punicalagine. En revanche, en 

comparaison avec le contrôle positif, le diamètre d’inhibition est similaire pour l’extrait d’écorce 

mais nécessite une concentration plus importante.  

Par la suite, les activités bactériostatique et bactéricide, avec la détermination des CMI et des 

CMB, ont été évaluées par la méthode de micro-dilution. Pour l’ampicilline, la CMI était de 10 

μg/μL et la CMB de 280 μg/μL. Pour le jus, une CMI de 65 μg/μL a été obtenue et une CMB 

de 160 µg/µL. Et pour l’écorce la CMI était de de 20 μg/μL et la CMB de 50 μg/μL [Tableau 

16].  

 

Tableau 16 : Détermination de la CMI et de la CMB de différents extraits de la grenade sur 

S. aureus 

 CMI contre S. aureus 

 (en µg/µL) 

CMB contre S. aureus 

(en µg/µL) 

Jus de grenade 65  160  

Ecorce de la grenade 20  50  

Ampicilline 10  280  

 

Ces résultats indiquent une efficacité similaire voir supérieure au contrôle positif sur S. aureus. 

De plus, les efficacités bactériostatique et bactéricide sont également supérieures pour l’extrait 

d’écorces par rapport au jus. Il est donc intéressant d’exploiter ce déchet du domaine agro-

alimentaire pour extraire les molécules bioactives (74).  

 

En complément, l’utilisation du péricarpe de la grenade en tant qu’antimicrobien a également 

été évalué (2). Des extractions aqueuse, méthanolique et éthanolique ont été évaluées contre 

S. aureus. La méthode de diffusion a permis d’obtenir les diamètres d’inhibition suivants : 25,5 
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mm, 22,5 mm et 25,5 mm pour les extraits à l’eau, au méthanol et à l’éthanol respectivement 

et à une concentration d’extrait à 500 mg/mL.  

Un antibiotique, la tétracycline a été utilisé en tant que contrôle positif et le diamètre d’inhibition 

était quant à lui de 23 mm en moyenne. Les extractions à l’eau et à l’éthanol donnent de 

meilleurs résultats et globalement les trois extraits apparaissent comme ayant une efficacité 

similaire à l’antibiotique (2). 

 

Enfin dans une autre étude, des extraits de graines de grenade obtenus par macération à 

l’éthanol ou à l’hexane ou bien par l’utilisation d’un soxhlet avec comme solvant l’éthanol ont 

été analysés pour leurs propriétés antimicrobiennes sur S. aureus (73). L’ampicilline a été 

utilisée comme contrôle positif [Tableau 17].  

 

Tableau 17 : Activité antimicrobienne des extraits de graines de P. granatum sur S. aureus  

 
Technique 

d’extraction 

Solvant 

d’extraction 

Concentration 

testée (en mg/mL) 

Diamètre 

d’inhibition sur  

S. aureus (en mm) 

Extrait de graines 

Macération Ethanol 

0,5  6  

1  12  

Ampicilline 1  18  

Extrait de graines 

Soxhlet Ethanol 

0,5  5  

1  12  

Ampicilline 1  11  

Extrait de graines 

Macération Hexane 

0,5  0  

1  0  

Ampicilline 1 10  

 

Un effet inhibiteur sur S. aureus avec un diamètre d’inhibition de 6 mm et 12 mm pour des 

concentrations respectives de 0,5 mg/mL et 1 mg/mL a été observé pour l’extrait obtenu par 

macération de l’éthanol. L’ampicilline a obtenu un diamètre d’inhibition de 18 mm à la 

concentration de 1 mg/mL.  
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Pour l’extrait à l’éthanol avec le soxhlet, des diamètres d’inhibition de 5 mm et 12 mm pour 

des concentrations respectives de 0,5 mg/mL et 1 mg/mL d’extraits ont été observés. Le 

contrôle positif à la concentration de 1 mg/mL a obtenu un diamètre d’inhibition de 11 mm.  

En revanche, l’extrait à l’hexane n’a montré aucune activité. Cela confirme que les composés 

d’intérêts sont de nature polaire.  

L’utilisation de l’éthanol est donc un bon solvant pour isoler les composés bioactifs des graines 

de la grenade. L’activité antibactérienne des extraits est similaire à l’ampicilline à concentration 

équivalente. Cela confirme l’intérêt d’utiliser la grenade en tant qu’antimicrobien naturel (73). 

 

5.3.2. Activités antibactériennes sur Escherichia coli 

 

L’activité antibactérienne de l’écorce de la grenade a été évaluée sur E. coli à partir d’extraits 

à l’hexane, acétate d’éthyle et méthanol (82). Pour une concentration d’extraits à 2,5 mg/mL, 

les diamètres d’inhibition obtenus sont respectivement 8 mm, 16 mm et 13 mm.  

En comparaison, le contrôle positif qui est la streptomycine à la concentration de 10 µg/ disque, 

a obtenu un diamètre d'inhibition de 24 mm [Tableau 18].  

 

Tableau 18 : Diamètre d'inhibition (en mm) d'un extrait d'écorce de grenade sur E. coli 

 

 

L’extrait à l’acétate d’éthyle semble le plus efficace, en revanche, en comparaison avec le 

contrôle positif, il est nécessaire d’avoir une concentration plus importante pour obtenir une 

activité antibactérienne qui reste plus faible qu’avec la streptomycine (82). Ces solvants 

d’extraction ne permettent peut-être pas d’extraire complètement les composés d’intérêt 

justifiant cette activité plus faible. 

 

L’utilisation du péricarpe en tant qu’antimicrobien a également été évalué (2). Des extractions 

aqueuse, méthanolique et éthanolique ont été évaluées sur E. coli.  

La méthode de diffusion a permis d’obtenir les diamètres d’inhibition suivants : 22,5 mm, 21 

mm et 22,5 mm pour les extraits à l’eau, au méthanol et à l’éthanol respectivement et à une 

concentration d’extrait à 500 mg/mL. Les extractions à l’eau et à l’éthanol donnent les meilleurs 

résultats [Figure 42].  

Un antibiotique, la tétracycline a été utilisée en tant que contrôle positif et le diamètre 

d’inhibition était quant à lui de 23,7 mm en moyenne.  
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       1 : extrait ; 2 : tétracycline et 3 : eau distillée 

 

Légende : 1: extrait ; 2 : tétracycline ; 3 : eau distillée 

 

Les extractions à l’eau et à l’éthanol donnent les meilleurs résultats mais globalement les trois 

extraits apparaissent comme ayant une efficacité similaire à l’antibiotique (2). 

 

Enfin, une autre étude s’est intéressée aux extraits issus du jus et de l’écorce obtenus à partir 

de la grenade et l’efficacité antibactérienne contre E. coli a été évaluée. Les polyphénols ont 

été extraits dans un mélange éthanol et eau à 50%. La teneur en polyphénols totaux est plus 

importante dans l’écorce que dans le jus avec 20,9% et 18,6% de polyphénol respectivement. 

Les composés d’intérêts extraits sont les suivants : des anthocyanes, des catéchines, des 

tanins et des acides galliques et ellagiques.  

L’efficacité de ces deux extraits sur la croissance de E. coli a été évaluée. Les deux extraits 

se sont montrés efficaces avec une inhibition de la croissance de cette bactérie. En effet, le 

contrôle positif qui est l’ampicilline, à la dose de 0,08 mg/disque, a montré une efficacité sur 

E. coli avec un diamètre d’inhibition de 30 mm.  

En comparaison, le jus à la concentration de 20 mg/disque a également induit un diamètre 

d’inhibition de 30 mm.  

Quant à l’extrait d’écorce, son activité antibactérienne est plus importante et se rapproche de 

celle du contrôle positif avec une zone d’inhibition allant de 15 à 30 mm pour des 

concentrations compris entre 2 et 8 mg/disque. Cependant, la concentration d’extraits reste 

supérieure pour obtenir une efficacité comparable au témoin [Tableau 19].  

 

Tableau 19 : Diamètre d'inhibition (en mm) de différents extraits de grenade sur E. coli 

 Concentration  

(mg/disque) 

Diamètre d’inhibition sur  

E. coli (en mm) 

Jus de grenade 20  30  

Ecorce de la grenade 2 et 8  15 à 30  

Ampicilline 0,08  30  

Figure 42 : Antibiogramme de l'extrait aqueux (gauche), de l’extrait méthanolique 

(milieu) et éthanolique (droite) contre E. coli 
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Ainsi, les extraits hydroalcooliques de la grenade ont une efficacité in vitro sur les bactéries à 

Grams négatifs tels que E. coli. La différence d’efficacité entre les deux extraits pourrait 

s’expliquer par la teneur en polyphénols mais également par la composition qui diffèrent. En 

effet, le jus de la grenade est riche en anthocyanes alors que l’écorce est composée 

principalement d’acides ellagiques et galliques et en punicalagine.  

Par la suite, les activités bactériostatique et bactéricide avec la détermination des CMI et des 

CMB ont été évaluées par la méthode de micro-dilution.  

Pour l’ampicilline, la CMI était de 5 μg/μL et la CMB de 40 μg/μL. Pour le jus, une CMI de 40 

μg/μL et une CMB de 160 µg/µL ont été observés. Et pour l’écorce, une CMI de 30 μg/μL et 

une CMB de 70 μg/μL ont été obtenues [Tableau 20].  

 

Tableau 20 Détermination de la CMI et de la CMB de différents extraits de la grenade contre 

E. coli 

 CMI contre S. aureus 

 (en µg/µL) 

CMB contre S. aureus 

(en µg/µL) 

Jus de grenade 40  160  

Ecorce de la grenade 30  70  

Ampicilline 5  40  

 

Ces résultats indiquent une efficacité relativement similaire entre l’extrait d’écorce et le 

contrôle positif sur E. coli. L’utilisation de l’écorce de grenade riche en molécules bioactives 

parait envisageable pour une activité antibactérienne (74). 

 

5.3.3. Activités antibactériennes sur Pseudomonas aeruginosa 

 

L’utilisation du péricarpe en tant antimicrobien a été évalué. Des extractions aqueuse, 

méthanolique et éthanolique ont été évaluées sur P. aeruginosa. La méthode de diffusion a 

permis d’obtenir les diamètres d’inhibition suivants : 22 mm, 23,5 mm et 25,5 mm pour les 

extraits à l’eau, au méthanol et à l’éthanol respectivement et à la concentration de 500 mg/mL. 

L’extraction à l’éthanol donne les meilleurs résultats. La tétracycline a été utilisée en tant que 

contrôle positif et le diamètre d’inhibition était de 22,8 mm. L’extraction à l’éthanol donne les 

meilleurs résultats et les trois extraits apparaissent comme ayant une efficacité similaire à 

l’antibiotique (2). 

 

Dans une autre étude, des extraits de graines de grenade obtenus à partir d’une macération 

à l’éthanol ou à l’hexane ou bien l’utilisation d’un soxhlet avec comme solvant l’éthanol ont été 

analysés pour leurs propriétés antimicrobiennes sur P. aeruginosa. L’ampicilline a été utilisée 

comme contrôle positif à la dose de 1 mg/mL [Tableau 21]. 
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Tableau 21 : Activité antimicrobienne des extraits de graines de P. granatum sur P. 

aeruginosa  

 
Technique 

d’extraction 

Solvant 

d’extraction 

Concentration 

testée (mg/mL) 

Diamètre 

d’inhibition sur  

P. aeruginosa (en 

mm) 

Extrait de graines 

Macération Ethanol 

0,5  2  

1  16  

Ampicilline 1  20  

Extrait de graines 

Soxhlet Ethanol 

0,5  6  

1  12  

Ampicilline 1  16  

Extrait de graines 

Macération Hexane 

0,5  0  

1  0  

Ampicilline 1  17  

 

L’extrait obtenu par macération à l’éthanol a montré un effet inhibiteur sur P. aeruginosa avec 

un diamètre d’inhibition de 16 mm à la concentration de 1 mg/mL. L’ampicilline a montré un 

diamètre d’inhibition similaire de 20 mm à concentration équivalente.  

Pour l’extrait avec le soxhlet, des diamètres d’inhibition de 6 mm et 12 mm pour des 

concentrations respectives de 0,5 mg/mL et 1 mg/mL ont été obtenus. Le témoin a présenté 

un diamètre d’inhibition comparable à 16 mm à la concentration 1 mg/mL.  

En revanche, l’extrait à l’hexane n’a montré aucune activité (73).  

L’éthanol est donc un bon solvant pour extraire les composés d’intérêt des graines comparé à 

l’hexane qui ne permet pas d’isoler les molécules ayant une activité antibactérienne.  

 

5.3.4. Activités antifongiques sur Candida albicans 

 

Différents extraits de la grenade ont été testés sur C. albicans. Les extraits testés ont été 

réalisés à partir des arilles et des graines, du péricarpe, de l’écorce et du fruit entier (27). La 
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nystatine est utilisée en tant que contrôle positif [Tableau 22]. Les composés majoritaires de 

ces extraits sont la punicalagine et le galladydilacton.  

 

Tableau 22 : Activité antifongique des extraits éthanoliques de P. granatum sur C. albicans 

CMI (en 
µg/mL) 

Extrait 
graines et 

arilles 

Extrait 
péricarpe 

Extrait 
écorce de la 

grenade 

Extrait  

fruit 
Nystatine 

Après 24 
heures 

≥ 1000 125 125 500 3,9 

Après 48 
heures 

ND 250 250 1000 3,9 

 

Parmi ces différents extraits, ceux issus de l’écorce et du péricarpe ont obtenus l’activité 

antifongique la plus importante. En effet, des effets antimicrobiens ont été constatés après 24 

heures pour les extraits provenant du péricarpe, de l’écorce et du fruit entier mais pas pour 

ceux issus des arilles et des graines. Les CMI de l’écorce et du péricarpe étaient de 125 µg/mL 

contre 3,9 µg/mL pour la référence qui est la nystatine. Après 48 heures, ces mêmes extraits 

ont continué à montrer une efficacité, les extraits de péricarpe et de l’écorce présentant encore 

la plus forte activité inhibitrice contre C. albicans. Les valeurs des CMI étant de 250 µg/mL 

contre 3,9 µg/mL pour la nystatine. Une efficacité antifongique est donc bien constatée pour 

les extraits de la grenade mais à des concentrations bien importantes que l’antifongique de 

référence.  

La punicalagine est le composé majoritaire isolé des extraits issus du péricarpe et de l’écorce 

mais cette molécule n’est pas retrouvée en quantité significative dans les arilles et les graines. 

Elle serait donc à l’origine de cette activité antifongique. Par ailleurs, le gallagyldilacton est un 

tanin retrouvé dans l’extrait du péricarpe et pourrait également justifier de cette activité. Ainsi 

la punicalagine et le gallagyldilacton seraient les deux composés majoritaires impliquées dans 

l’activité antifongique.  

Cependant, après 48 heures, les deux extraits ainsi que la nystatine ont été inoculés sur une 

gélose de Sabouraud montrant une activité fongistatique pour les extraits, tandis que la 

nystatine a montré une activité fongicide sur la croissance de C. albicans.   

Ensuite l’action de ces extraits a été évaluée par microscopie électronique sur la morphologie 

et la structure de C. albicans [Figure 43].  
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Figure 43 : Microscopie électronique à balayage : A. Cellules témoins de Candida albicans, 

B. Cellules traitées avec 125 µg/mL d'extrait d’écorces, C. Candida albicans hyphe témoin, 

D. Cellules traitées avec 500 µg/mL d'extrait d'écorce avec desquamation (flèche fine) et 

rupture dans la cellule (flèches épaisses) 

 

Il a été observé que les cellules étaient agrégées et produisaient une substance visqueuse 

lorsqu’elles sont traitées avec l’extrait d’écorces. Des altérations morphologiques des levures 

ont également été observées avec une membrane irrégulière, des hyphes avec des 

desquamations et un épaississement et une irrégularité de la paroi cellulaire pour les levures 

traitées avec l’extrait. En revanche, les cellules non traitées présentaient une surface 

homogène, des hyphes et une membrane cytoplasmique normales et une paroi cellulaire fine. 

Ainsi, les extraits ont un impact important sur la structure cellulaire des levures. 

En conclusion, les extraits de péricarpe et d’écorce de la grenade riche en tanins dont la 

punicalagine et le gallagyldilacton seraient responsables des propriétés antifongiques contre 

C. albicans. L’action de ces molécules bioactives serait d’altérer la morphologie des cellules 

de cette levure (27). 
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5.3.5. Activités antifongiques sur Aspergillus brasiliensis 

 

L’activité antifongique des tanins hydrolysables sur Aspergillus brasiliensis sont très peu 

décrits. Il a donc été étudié l’efficacité des tanins sur le genre Aspergillus.  

 

L’activité antifongique de l’écorce de la grenade a été évalué sur A. niger à partir d’extraits à 

l’hexane, à l’acétate d’éthyle et au méthanol (82). Les CMI obtenus sont respectivement 250 

µg/mL, 62,5 µg/mL et 125 µg/mL. En comparaison, le contrôle positif qui est le fluconazole a 

obtenu une CMI de 250 µg/mL. Ainsi, l’activité antifongique est similaire voir meilleure 

comparée au contrôle positif (82).  

 

En comparaison, l’extrait de l’écorce de la grenade à l’acétone/eau (70/30)  s’est avéré efficace 

contre A. flavus avec une CMI de 25 µg/mL contre 45 µg/mL pour la griséofulvine (78). 

L’activité de l’extrait de grenade sur A. flavus est concluante et confirme les résultats obtenus 

précédemment à savoir que l’activité antifongique est similaire voir plus efficace que le témoin 

(78).  

 

Ces propriétés antifongiques pourraient s’expliquer par la présence de tanins dans l’écorce de 

la grenade. Mais il est nécessaire d’avoir des études complémentaires sur A. brasiliensis ainsi 

que des données sur l’activité antifongique potentielle des tanins hydrolysables en testant les 

molécules pures pour pouvoir conclure sur cette activité. 

 

Pour conclure sur cette partie, les extraits issus de l’écorce qui entoure la grenade présentent 

un large spectre d’activités antimicrobiens, que ce soit sur les bactéries à Gram positif, les 

bactéries à Gram négatif mais également sur les levures et les moisissures (3). Son efficacité 

s’est avérée supérieure comparée aux extraits issus d’autres parties de la plante comme le 

jus du fruit, les graines ou la tige. Ces propriétés s’expliqueraient grâce à la présence des 

polyphénols et notamment des tanins hydrolysables. Parmi ces composés phénoliques, le 

composé majoritaire de l’écorce de la grenade est la punicalagine. Cette molécule a montré 

une efficacité antimicrobienne et représenterait donc une potentielle alternative naturelle aux 

conservateurs de synthèse utilisés actuellement (81). Cependant, il est important de noter les 

résultats sur l’activité antimicrobienne peuvent varier d’une étude à l’autre. Selon les études, 

l’efficacité obtenue avec les extraits est inférieure à celle obtenue avec les molécules de 

référence et inversement. En fonction des méthodes et des solvants d’extraction, de la saison 

et de la région où les plantes sont récoltées cela peut justifier de ces différences (3). Par 

exemple, bien que le test de diffusion offre une évaluation rapide de l’efficacité des extraits, la 

précision de la lecture des diamètres d'inhibition est limitée. La détermination de la CMI s’avère 

plus appropriée pour comparer les efficacités et évaluer si des concentrations plus élevées 

sont nécessaires pour atteindre une efficacité similaire aux molécules de référence. En 

résumé, les différentes études mentionnées précédemment soulignent un réel intérêt dans 

l’utilisation de la grenade comme agent antimicrobien naturel. 

 



 

Charlène LOPES | Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2023 82 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

 

5.4. Mode d’obtention des tanins hydrolysables présents chez Punica granatum 

5.4.1. Choix des solvants d’extraction des tanins hydrolysables 

 

Parmi les différents solvants utilisés pour extraire les composés d’intérêts, on retrouve l’eau, 

l’éthanol, le méthanol, le chloroforme, le dichlorométhanol, l’éther et l’acétone. Dans le 

domaine de la cosmétique, afin de satisfaire aux diverses exigences des consommateurs, 

l’utilisation de solvants conformes aux principes de la chimie verte est indispensable. Dans 

cette optique, les choix à favoriser incluent l’eau, l’éthanol et le méthanol (1). Les extractions 

à l’eau et à l’éthanol se sont avérées avoir les meilleures efficacités en comparaison à l’extrait 

au méthanol (2). 

 

En revanche, des extraits au chloroforme, au méthanol et à l’eau de l’écorce de Punica 

granatum ont été effectués pour tester in vitro l’efficacité antibactérien. Les rendements de ces 

extractions sont de 0,2%, 30% et 15% respectivement. Le méthanol est le solvant permettant 

d’obtenir le meilleur rendement. La composition phytochimique au chloroforme était riche en 

alcaloïdes ; pour le méthanol, les tanins et les alcaloïdes étaient les composés majoritaires et 

pour l’eau, il s’agissait des tanins (83).  

 

Par ailleurs, dans une autre étude, les rendements d’extraction de l’eau, du méthanol et de 

l’éthanol ont également été étudiés (79). Les rendements obtenus pour l’eau et le méthanol 

étaient similaires avec 18,1% et 17,4% respectivement. L’extrait a l’éthanol a présenté un 

rendement plus faible de 13,8% En revanche en associant l’eau et l’éthanol (80/20), le 

rendement était de 17,4%. Ainsi, l’ajout d’eau a augmenté l’efficacité du solvant d’extraction 

et ce mélange était plus efficace que l’acétone, l’acétate d’éthyle et le toluène (79).  

 

Puis, dans une autre étude évaluant l’activité antibactérienne des graines de la grenade, il 

s’est avéré que l’éthanol était un bon solvant pour extraire les composés d’intérêt puisque les 

extraits se sont révélés être efficaces contre différentes souches bactériennes. En revanche, 

l’extrait à l’hexane n’a montré aucune activité (73).  

 

En conclusion, l’eau associée à l’éthanol permettrait d’obtenir les meilleurs résultats. En effet, 

les composés d’intérêt à extraire sont les tanins hydrolysables qui sont des molécules solubles 

dans l’eau. Ainsi, il faut privilégier des solvants hydrophiles puisque les solvants non polaires 

comme l’hexane seraient inefficaces (4). 

 

5.4.2. Méthodes d’extraction des tanins hydrolysables 

 

Les méthodes pour extraire les composés bioactifs des plantes sont diverses mais parmi les 

méthodes les plus utilisées, on retrouve la macération de la plante. Une fois cette étape 

terminée, une filtration puis une évaporation du solvant sont réalisées pour obtenir un extrait 

sec brut (78).   
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Par exemple, dans l’étude de Spilmont, la préparation de l’extrait est la suivante :  les fruits 

sont pelés afin de conserver uniquement la coque dure qui entoure le fruit. Cette partie est 

privilégiée car elle constitue un sous-produit de l’industrie alimentaire et s’avère être la partie 

de la plante la plus efficace. Ensuite, cette peau est mixée pour obtenir une poudre homogène. 

Puis une extraction hydroalcoolique est réalisée avec un mélange 70/30 éthanol/eau et l’eau 

utilisée provient de la peau de la grenade. Le rapport entre la poudre broyée de la coque de 

la grenade et le solvant est de 1/15. Cet extrait est ensuite chauffé à 90°C pendant 3 heures 

puis est filtré à 0,2 µM pour obtenir une filtration stérilisante. Enfin, l’éthanol est évaporé (81).   

 

Une fois l’extraction achevée, la méthode de Folin-Ciocalteu, employant un réactif spécifique 

aux polyphénols, est utilisée pour déterminer la concentration totale en en polyphénols et en 

polyphénols non-tannique. Ce dernier dosage colorimétrique utilise la molécule de 

polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) pour se lier aux tanins présents dans l’extrait à doser. Le 

complexe tanin-PVPP est ensuite éliminé par centrifugation. Ainsi, la concentration en tanins 

totaux est calculée en soustrayant les concentrations en polyphénols totaux et en polyphénols 

non-taniques (40).  

 

5.4.3. Identification des tanins hydrolysables extraits 

 

Diverses techniques peuvent être employées pour identifier les molécules d’intérêt, 

garantissant ainsi que la méthode choisie permet d’isoler les composés bioactifs, notamment 

les tanins hydrolysables et plus spécifiquement la punicalagine. 

Parmi ces méthodes, la Chromatographie sur Couche Mince (CCM), la Chromatographie 

Liquide Haute Performance (CLHP) ou la spectroscopie infrarouge peuvent être utilisées (78).  

Dans la première méthode, l’extrait obtenu pourrait être comparé à des molécules témoins 

comme la punicalagine. Dans l’étude d’Akroum, le mélange de solvants utilisé pour permettre 

la migration des composés sur la plaque de silice est le suivant : butanol/acide acétique/eau : 

4/1/5 (V/V/V) (78). 

Pour la CLHP, le chromatogramme obtenu corrélé à celui des molécules de référence 

permettrait également de confirmer que les molécules d’intérêt ont été bien extraites.  

 

5.5. Mise en formules des tanins hydrolysables 

 

L’utilisation des tanins hydrolysables dans les produits cosmétiques permet donc de garantir 

la sécurité du produit grâce à ces propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. Par ailleurs, 

ces molécules sont solubles dans l’eau et sont stables pour une gamme de pH comprise entre 

3 et 7, ce qui est couvre une large utilisation dans le domaine des cosmétiques. En fonction 

des composés, il peut être nécessaire d’ajouter de la soude pour favoriser leur solubilité dans 

l‘eau (84). 

 

D’autre part, les tanins sont relativement stables et ne se dégradent pas en formule ce qui 

permettra de conserver leur efficacité dans le temps. En effet, deux gels ont été formulés avec 
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une fraction enrichie en tanins issue de Psidium guajava aux concentrations de 5% et 10%. 

Les paramètres physico-chimiques ont été évalués puis un suivi de stabilité a été effectué à 

40°C pendant 3 mois [Tableau 23].  

 

Tableau 23 : Propriétés physico-chimiques des gels formulés avec 5% et 10% d'une fraction 

enrichie en tanins 

Analyses Gel à 5% Gel à 10% 

Aspect 
Gel transparent, homogène, 

brun 
Gel transparent, homogène, 

brun 

pH 7,01 7,10 

Viscosité 3004 cP 3250 cP 

Stabilité à 3 mois 40 °C Stable Stable 

 

Il n’y a pas de différence notable entre les gels contenant 5% et 10% de tanins avec l’obtention 

d’un gel homogène et brun et les formules restent conformes après 3 mois à 40°C. Ainsi, les 

tanins sont des composés stables qui ne se dégradent pas dans le temps (85). 

 

En revanche, les tanins issus de la grenade sont colorés avec une couleur qui varie du jaune 

au marron. Cette coloration peut avoir un impact sur la couleur du produit fini et représenterait 

donc un frein potentiel pour une partie du marché qui souhaite avoir uniquement des formules 

blanches. Nous l’avons vu, les critères pour développer un antimicrobien sont nombreux et un 

des inconvénients principaux avec les substances naturelles est la coloration. Ainsi, si le 

consommateur souhaite utiliser des substances exclusivement naturelles dans ces produits, il 

faut être prêt à faire des concessions et à accepter des formules qui ne soient pas parfaitement 

blanches ou bien favoriser l’utilisation de ces composés dans des produits pigmentés. L’autre 

solution serait de diminuer la concentration en tanins et l’associer à un autre composé ayant 

une activité antimicrobienne pour palier à une diminution d’efficacité.  

 

5.6. Synergie des polyphénols 

 

Une étude s’est intéressée à différents composés polyphénoliques : des flavonoïdes et des 

ellagitanins présents dans un extrait de Cistus salviifolis. Ces composés ont été associés par 

paire et à différents ratios pour évaluer une synergie éventuelle in vitro contre S. aureus.  Il a 

été conclu qu’en associant la punicalagine, composé majoritaire de la grenade avec l’acide 

ellagique, la CMI50 est largement inférieure en comparaison avec les composés testés 

individuellement et un effet synergique a été observé à tous les ratios testés [Tableau 24].  
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Tableau 24 : Evaluation de la synergie entre l'acide ellagique et la punicalagine contre S. 

aureus 

Proportion acide 

ellagique/punicalagine 

(w/w) 

CMI50  

(en µg/mL) 

1:0 12,35 

7:1 3,06 

3:1 1,20 

1:3 1,16 

1:7 0,52 

0:1 42,11 

 

En effet, l’acide ellagique et la punicalagine seuls ont des valeurs de CMI50 de 12,35 µg/mL et 

42,11 µg/mL respectivement alors que l’association avec un ratio de 1:7 (acide 

ellagique/punicalagine) obtient une CMI50 de 0,52 µg/mL. 

 

Cette association a également montré des concentrations de CMI50 proches de celle d’un 

médicament ayant des valeurs comprises entre 0,5 et 1 µg/mL. En effet, l’association de 

composés semble être une solution intéressante pour agir sur un large spectre avec des 

bactéries à Gram positif et à Gram négatif mais également sur des moisissures et des levures. 

Ces résultats justifient également les propriétés antimicrobiennes des extraits de grenade 

puisqu’on y retrouve ces deux composés en quantités majoritaires. La synergie entre ces deux 

molécules pourrait s’expliquer par leur différence de taille. L’acide ellagique qui est un 

monomère de petite taille pourrait avoir des cibles moléculaires plus profondes alors que la 

punicalagine, molécule ayant une structure de plus grande taille s’arrêterait et ciblerait la 

membrane bactérienne. Ainsi les extraits végétaux sont intéressants en tant qu’alternative 

antimicrobienne naturelle puisqu’ils sont composés de différentes molécules bioactives 

pouvant agir sur différents sites d’action et avoir un effet synergique (39). 

 

5.7. Valorisation des sous-produits de la Punica granatum 

 

La grenade est de plus en plus consommée dans le monde grâce à toutes ses propriétés 

bénéfiques pour la santé. La fabrication des jus dans l’industrie alimentaire génère beaucoup 

de déchets car seul le fruit est utilisé et non l’écorce car elle n’est pas comestible (2). L’écorce 

de la grenade représente donc un sous-produit conséquent de l’industrie alimentaire (14). Il 

est donc intéressant de valoriser ces déchets riches en composés bioactifs d’intérêt. Cette 

approche participe au concept de l’économie circulaire de la gestion des déchets alimentaires 

et répond ainsi aux attentes du développement durable (76).  
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D’autre part, la récupération des produits destinés à être éliminés offre un accès à la matière 

à un coût potentiellement raisonnable. Etant donné que l’efficacité antimicrobienne nécessite 

une concentration plus élevée dans les produits finis que les conservateurs de synthèse, cela 

pourrait contribuer à contenir les coûts de la formule.  
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VI. Matériels et méthodes 

6.1. Moteurs de recherche 

 

Pubmed et google scholar sont les moteurs de recherches qui ont permis de réaliser la revue 

de la littérature.  

 

6.2. Evaluation de l’activité antimicrobienne 

 

Deux méthodes sont utilisées couramment pour évaluer l’activité antimicrobienne : la diffusion 

sur disque ou dilution sur gélose et la micro-dilution en bouillon. La seconde méthode permet 

de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI), la concentration minimale fongicide 

(CMF) et la concentration minimale bactéricide (CMB) (5).  

 

Test de diffusion sur disque ou dilution sur gélose :  

 

Cette méthode in vitro est très utilisée pour déterminer l’activité antimicrobienne. La méthode 

de dilution sur gélose consiste à effectuer des puits dans la gélose Mueller-Hinton qui sont 

ensuite remplis avec les extraits à tester, les molécules de référence (antibiotique ou 

antifongique) et le solvant à des concentrations connues. Le principe de la méthode de 

diffusion sur disque est identique, simplement les extraits et molécules à tester sont déposés 

sur des petits disques de papier. Les microorganismes testés sont ensuite ensemencés sur la 

gélose qui est contenue dans une boîte de pétri. Les diamètres d’inhibition sont mesurés après 

un temps d’incubation préalablement défini et généralement à 37°C [Figure 44] (66). 

Cette méthode est adéquate pour évaluer l’efficacité des extraits contre les microorganismes 

qui infectent la surface de la peau (69). 

Les variables à prendre en compte avec cette méthode sont la taille des puits ou des disques 

de diffusion, la précision lors de la mesure du diamètre d’inhibition ainsi que la période 

d’incubation (55).  

 

 

Figure 44 : Méthode de diffusion sur disque 

 

 

Zone d’inhibition 

Disque contenant le composé 

à testé 

Microorganisme inoculé sur la 

gélose 
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Méthode de micro-dilution en bouillon : 

 

Cette technique in vitro a été décrite par Eloff en 1998 et permet de déterminer la CMI (86). 

Cette valeur correspond à la concentration minimale de la substance testée permettant 

d’empêcher visuellement la croissance microbienne (66). 

Cette méthode permet également de déterminer la CMB qui correspond à la concentration 

minimale qui tue 99% des bactéries (74). Elle consiste à inoculer des concentrations connues 

en extraits ou en molécules à tester dans une microplaque de 96 puits et de laisser incuber à 

37°C pendant généralement 24 heures avec les microorganismes testés. Chaque puit est 

analysé et la CMI est déterminée comme étant la concentration la plus faible n’ayant entrainé 

aucune croissance microbienne [Figure 45] (51). 

Les variables à prendre en compte avec cette méthode sont la taille de l’inoculum et la période 

d’incubation (55).  

 

 

Figure 45 : Méthode de la micro-dilution en bouillon pour déterminer la CMI 

 

Formation de biofilm : 

 

Les composés d’intérêt peuvent également être évalués pour leurs activités sur la formation 

du biofilm. Le biofilm est composé de microorganismes entourés d’une matrice extracellulaire 

autoproduite qui va favoriser l’adhésion des microorganismes à toutes les surfaces et entre 

elles. Il permet également de protéger les bactéries qui deviendront ainsi plus résistantes aux 

antibiotiques et aux conditions environnementales hostiles. La matrice extracellulaire est 

composée d’eau principalement (jusqu’à 97%), de polysaccharides mais également de 

composés tels que de l’ADN, de l’ARN et des lipides (87). 

Des plaques de 96 puits sont utilisées et les puits sont remplis avec des concentrations 

différentes en composés bioactifs allant de 0 à la CMI. Des contrôles positifs et négatifs sont 

également analysés. Après 24 heures d’incubation à 37°C, la croissance cellulaire est 
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mesurée par la Densité Optique (DO) à une longueur d'onde de 630 nm à l'aide d'un 

spectrophotomètre pour microplaques. Les cellules planctoniques sont ensuite retirées en 

réalisant trois lavages et les cellules du biofilm sont fixées avec du méthanol et colorées avec 

du cristal violet. Après une nouvelle période d’incubation, les plaques sont ensuite lavées avec 

de l'eau distillée puis de l'acide acétique est ajouté à chaque puit pour dissoudre le cristal violet 

résiduel. L'absorbance est ensuite mesurée : le biofilm étant révélé par la méthode de 

coloration au cristal violet, plus la coloration est forte et plus le puit contient de biofilms (14). 

 

6.3. Identification 

 

Microscopie électronique: 

 

La microscopie électronique à balayage et la microscopie électronique à transmission sont 

utilisées pour observer la morphologie des cellules des microorganismes avant et après 

traitement à différentes concentrations des composés d’intérêt. Les cellules sont obtenues par 

centrifugation puis lavées et remises en suspension pour fixation sur un support avant d'être 

observées sous microscopie électronique à balayage.  

Pour l'observation en microscopie électronique à transmission, les cellules des 

microorganismes sont traitées avec les composés d’intérêt puis immobilisées et fixées dans 

de l'agar. Après lavage, les échantillons sont mis sur une résine. Les coupes sont colorées 

avec du citrate de plomb saturé et de l'acétate d'uranyle puis observées avec un microscopie 

électronique à transmission (14). 

 

Détermination du contenu phénolique total (CPT) : 

 

La méthode de Folin-Ciocalteau est utilisée pour déterminer les composés phénoliques totaux.  

De l’eau et du réactif de Folin-Ciocaltaeu sont ajoutés à l’extrait à analyser. Ensuite, 

l’absorbance est mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre à 760 nm. L’acide gallique est 

généralement utilisé comme composé phénolique standard pour tracer la courbe 

d’étalonnage. Ainsi, les résultats sont exprimés en mg d’équivalents d’acide gallique (GAE) 

par gramme d’extrait (79, 82).   

 

Chromatographie sur Couche Mince : 

 

C’est une méthode physique de séparation des différents constituants présents dans une 

solution à examiner et qui sera comparée à une solution témoin. Elle est basée sur la 

différence d’affinité des substances à l’égard des deux phases, l’une stationnaire (plaque de 

silice) et l’autre mobile (éluant). Le choix de l’éluant se fait en fonction des extraits. 

Chaque tache correspond à un constituant qui est identifié par comparaison du rapport frontal 

(Rf) avec un témoin. Deux taches à la même hauteur correspondent au même composé.  
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Chromatographie Liquide Haute Performance :  

 

Il s’agit d’une méthode séparative utilisée en analyse quantitative et qualitative. Dans cette 

technique, le temps de rétention de l’échantillon varie selon l’interaction entre la phase 

stationnaire, les molécules analysées et le ou les solvants utilisés. Au fur et à mesure que 

l’échantillon passe à travers la colonne, il interagit entre les deux phases stationnaire et mobile 

à des vitesses différentes, principalement à cause des polarités différentes des analytes. Les 

composés qui ont le moins d’interactions avec la phase stationnaire (ou le plus d’interaction 

avec la phase mobile) sortiront de la colonne c’est-à-dire seront élués le plus rapidement.   

Le choix du solvant va dépendre de la colonne, des composés à éluer et de leur polarité. 

Différents gradients peuvent être utilisés en fonction des extraits.   
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Conclusion 

Au travers de ce travail il a été mis en évidence l’utilisation prometteuse des tanins 

hydrolysables pour répondre à la tendance actuelle autour de la naturalité dans l’industrie 

cosmétique. Par ailleurs, ces tanins avec notamment la punicalagine, sont les composés 

bioactifs majoritaires présents dans l’écorce qui entoure la grenade. Cette coque étant un 

sous-produit de l’industrie alimentaire, il serait intéressant de la valoriser pour développer un 

extrait naturel antimicrobien. En effet, les différents mécanismes d’action des tanins sur les 

microorganismes ont été étudiés et ont permis de démontrer la capacité de ces composés à 

inhiber la croissance des bactéries et des champignons. En revanche, l’analyse de l’activité 

antimicrobienne s’est portée principalement sur les cinq microorganismes présents dans la 

méthode du challenge test puisque ce sont les exigences auxquelles doivent répondre les 

fabricants de produits cosmétiques. Cependant, une étude complémentaire sur le genre 

Bacillus, qui est une bactérie à Gram positif, serait importante à réaliser car ces germes 

présents sous forme de spores sont des contaminants qui peuvent être retrouvés dans les 

produits cosmétiques.  

 

Par ailleurs, il a été montré que les tanins hydrolysables avaient une activité antimicrobienne 

mais avec des valeurs de CMI élevées comparées aux antibiotiques et aux antifongiques. Cela 

nécessiterait donc de les utiliser à une concentration plus importante pour s’assurer de 

l’efficacité dans le temps et sur un large spectre de microorganismes. Une étude toxicologique 

serait nécessaire pour s’assurer de l’innocuité de ces molécules naturelles utilisées à forte 

concentration en déterminant le seuil d’utilisation maximal. D’autre part, l’impact sur la couleur 

de la formule pourrait être un facteur limitant. Ainsi l’alternative qui serait intéressante à 

privilégier serait d‘utiliser les tanins en combinaison avec un autre antimicrobien pour palier à 

d’éventuelles lacunes sur le spectre antimicrobien. Nous avons vu que les terpénoïdes avaient 

également des propriétés antimicrobiennes intéressantes. Il pourrait donc être pertinent de 

coupler ces deux familles de molécules d’autant plus que les huiles essentielles composées 

principalement de terpénoïdes sont déjà largement utilisées dans l’industrie cosmétique. Des 

études évaluant la synergie éventuelle de cette association seraient judicieuses à étudier. Une 

autre possibilité serait d’extraire des molécules pures des végétaux, en combinant par 

exemple la punicalagine à l’acide ellagique. Cette approche vise à se rapprocher de l’efficacité 

des molécules de référence, qui sont des composés purs. Cependant, le facteur limitant de 

cette stratégie serait son incidence sur le coût de la formulation.  

 

Enfin, il est également important de relever qu’il existe d’autres perspectives pour substituer 

les conservateurs synthétiques actuels comme travailler sur les procédés de fabrication, le 

type de conditionnement choisi ou encore la galénique du produit en diminuant l’activité en 

eau par exemple. En effet, la diminution de la quantité disponible en eau permet d’avoir un 

environnement défavorable à la croissance des microorganismes puisqu’ils ont besoin d’eau 

pour se développer. L’activité en eau est comprise entre 0,00 qui correspond à une absence 

totale d’eau et 1,00 qui correspond à l’eau pure. En fonction du type de microorganismes, cette 

activité en eau varie. Les levures et les moisissures peuvent se développer avec une activité 

en eau plus faible que les bactéries. Pour diminuer cette activité en eau, des glycols tels que 

la glycérine ou le sorbitol peuvent être envisagé (8).  
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Annexe 2. Composés testés dans l’étude de Funatogawa et al. et les sources des 

plantes 
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Etude des tanins hydrolysables comme antimicrobiens naturels pour les produits 
cosmétiques 

L'industrie cosmétique est en constante évolution poussée par les exigences changeantes des 

consommateurs qui sont orientés actuellement sur la naturalité des produits. Pour répondre à 

ces attentes, l'utilisation de matières premières naturelles, sans danger pour la santé et 

l'environnement, avec une liste restreinte d'ingrédients, est devenue essentielle. Des labels 

tels qu'Ecocert ou encore la norme internationale ISO 16128 témoignent de cette quête de 

naturalité. Les plantes riches en polyphénols, comme les tanins émergent comme des 

alternatives potentielles. Cette étude se focalisera sur les tanins hydrolysables, en mettant en 

lumière la punicalagine de la grenade. Bien que prometteurs, ces tanins nécessitent une 

concentration élevée pour une efficacité optimale, soulevant des défis liés aux coûts, à l'impact 

de la couleur sur les formules et à la toxicité. Une combinaison avec d'autres agents 

antimicrobiens, par exemple des terpènes, pourrait être envisagée. En conclusion, les tanins 

hydrolysables issus de la coque entourant la grenade se révèlent prometteurs comme 

alternatives naturelles pour l'industrie cosmétique mais des ajustements sont nécessaires pour 

obtenir une efficacité comparable à celle des conservateurs synthétiques. 

Mots-clés : Antimicrobiens, Tanins hydrolysables, Grenade, Naturalité  

 

Study of hydrolysable tannins as natural antimicrobials for cosmetic products 

The cosmetic industry is in constant evolution, it is driven by the demands changing of 

consumers who are currently focusing on the naturalness of products. In order to meet these 

expectations, the use of natural raw materials which are safe for both the health and the 

environment encompassing a restricted list of ingredients has become crucial. Labels such as 

Ecocert and the international standard ISO 16128 testify this quest for naturalness. Plants rich 

in polyphenols for instance tannins emerge as potential alternatives. This study will focus on 

hydrolysable tannins, highlighting punicalagin from pomegranate. Although promising these 

tannins require a high concentration for optimal effectiveness, they pose challenges that relate 

to costs, color impact on formulations and toxicity. Thus, a combination with other antimicrobial 

agents for example terpenes could be considered. In conclusion, hydrolysable tannins from 

pomegranate peel show promise as natural alternatives for the cosmetic industry, however 

adjustments are required to achieve effectiveness comparing to synthetic preservatives. 

Keywords : Antimicrobials, Hydrolysable tannins, Pomegranate, Naturalness 

 


