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Résumé 

 

Punica granatum  L.est une plante médicinale précieuse aux nombreuses propriétés 

pharmacologiques.  L’objectif de la présente étude est d’évaluer in vitro l’activité anti-

inflammatoire des extraits des feuilles de grenadier, sur la stabilisation de la membrane des 

globules rouges vis-à-vis de l’induction d’hémolyse, par hypotonie associée à une température 

élevée. Trois extrait  ont été utilisés à savoir : aqueux, hydro-méthanolique et hydro-

acétonique. Les rendements d’extraction enregistrés sont plus importants dans l’extrait hydro 

–méthanolique comparés aux autres extraits.  

L’étude phytochimique  a permis de mettre en évidence la présence de différents métabolites 

secondaires tels que les flavonoïdes, les tanins, les tèrpénoides, les alcaloïdes et les composés 

réducteurs. La teneur en polyphenols et en flavonoïdes est  plus importante dans l’extrait 

aqueux. Par ailleurs, le traitement des érythrocytes par les extraits hydro–méthanolique et 

hydro–acétonique des feuilles présente une hémolyse nettement inférieur à celle obtenue avec 

le Diclofenac, pour la plupart des concentrations testées. Ces différents  extraits sont dotés 

d’une forte activité anti-inflammatoire qui est presque comparable à celle du Diclofenac. 

En conclusion, la présente étude révèle une preuve biologique qui soutient l’efficacité 

d'utilisation des feuilles du P. granatum dans la prévention contre l’inflammation. 

Mots clés :Activité anti-inflammatoire, Punica granatum L, Extraits, Métabolites secondaires, 

Globule rouge, Stabilité membranaire. 



 
 

Abstract 

 

Punica granatum L. is a precious medicinal plant with many pharmacological properties. The 

objective of this study is to evaluate in vitro the anti-inflammatory activity of pomegranate 

leaf extracts, on the stabilization of the membrane of red Blood cell with respect to the 

induction of hemolysis, by hypotonia associated with high temperature. Three solvents were 

used namely: aqueous, hydro-methanolic and hydro-ace tonic. The extraction yields recorded 

are greater in the hydro-methanolic extract. 

The qualitative analysis made it possible to highlight the presence of various secondary 

metabolites such as flavonoid, tannins, tèrpénoides, alkaloids and reducing compounds. The 

content of polyphenols and flavonoid is higher in the aqueous extract. The different extracts 

of the P.granatum leaves have a strong anti-inflammatory activity which is almost 

comparable to that of diclofenac. 

In conclusion, this study reveals biological evidence that supports the effectiveness of using 

the leaves of P. granatum in preventing inflammation. 

Key words : Anti-inflammatory activity, Punica granatum L, Extracts, Secondary 

metabolites, Red blood cell, Membrane stability. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 هلخص

 

الوضاد  الِذف هي ُذٍ الذراسح ُْ ذق٘٘ن الٌشاط         .ّهع العذٗذ هي الخصائص الذّائ٘ح ف٘سًًثاخ طثٖ ُْ الزهاىًثاذ

تسثة الْذز ًحلا  الذم هقاتلا ,علٔ ذثث٘د غشاء خلاٗا الذم الحوزاء هي هقرطفاخ أّراق الزهاى  فٖ الوخرثز للالرِاب 

كْى حص٘لح ذ ,ّالًْ٘اً٘ح هائ٘ح, ه٘ثاًْلٖ– حهائ٘   ح,    ذن اسرخذام ثلاثح هذٗثاخ ُّٖ هائ٘ ,حزارج الدرخح الوزذثطثارذفاع 

اسرخزاج الِ٘ذرّسراذٖ الو٘ثاًْلٖ.فٖ  اعلٖالاسرخزاج الوسدلح   

و  اتّخْد هسرقلثاخ ثاًْٗح هخرلفح هثل فلافًْْٗذ ّ الراًٌ٘اخ ّ الر٘زتٌْ٘ٗذ  من تحديدالنوعي  رحل٘لالو قد مكن

الواءهسرخلص ,فٖ أكثزّالفلافًْْٗذ   ٌْالثْل٘ف٘هحرْٓ   ان.لْٗذاخ ّ الوزكثاخ الوخرزلح  فال  

قْٕ هضاد للالرِاتاخ ٗوكي هقارًرَ ذقزٗثا تٌشاط  وقد تم تزويد مختلف المقتطفات من أوراق نبات الرمان 

 هعذٗكلْفٌ٘اك

الالرِاب  الْقاٗح هي الزهاى فٖ  أّراقال٘ح اسرخذام فٖ الخرام ذكشف ُذٍ الذراسح  عي دل٘ل تْ٘لْخٖ ٗذعن فع  

 

الكلوات الوفتاحٍة ,ثثاخ  ًشاط هضاد للالرِاب , أّراق الزهاى , هسرخلصاخ , ًْاذح الاٗض الثاًْٗح,خلاٗا الذهالحوزاء

.                     الغشاء 
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Des nombreuses études montrent que 70 à 80% des habitants du monde utilisent des plantes 

médicinales à des fins thérapeutiques (Sobiecki, 2014). Ils se basent sur l’utilisation des 

plantes comme remèdes pour le traitement des pathologies, comme l’inflammation. 

La réponse inflammatoire est un processus habituellement bénéfique. Son but est d'éliminer 

l'agent pathogène et de réparer les lésions tissulaires. Le traitement actuel de l’inflammation 

fait appel aux anti-inflammatoires stéroïdiens (Glucocorticoïdes) et non stéroïdiens 

(Diclofenac). Ces molécules, bien qu’étant efficaces, présentent le plus souvent des effets 

indésirables, qui peuvent gêner leur utilisation à long terme, alors que l’utilisation de 

composés phytochimiques s’avère utile et sans effets secondaires (Medzhitov, 2010 ; Jick, 

1994 ; Henzen, 2003 ; Risser et al, 2009 ;Barnes, 1998). 

Le grenadier (Punica granatum L) est un arbuste qui est utilisé depuis longtemps et très 

convoité en médecine traditionnelle. Toutes ses parties à savoir le fruit, la racine, l’écorce, le 

pépin et la feuille sont utilisés pour leurs propriétés pharmaceutiques. L’étude des propriétés 

biologiques des constituants de cette plante et l’identification de ces substances qui y sont 

responsables constituent des axes de recherche à investir afin de valoriser cette matrice 

végétale dans différents domaines d’application notamment dans le domaine 

pharmaceutique(Ahmed et al., 2005 ;Heshmati et Namazi, 2015). 

Dans cet axe de recherche globale sur les plantes douées de propriétés thérapeutiques s’insère 

l’objectif de notre thème de mémoire de master dont le but est d’évaluer le potentiel anti-

inflammatoire in vitro des extrais bruts aqueux,  eau /méthanol et eau /acétone des feuilles de 

Punica granatum via le test de stabilisation de la membrane des érythrocytes. Pour ce faire, 

un test de cytotoxicité a été réalisé dans un premier temps, afin de cibler les concentrations à 

utiliser. L’activité anti-inflammatoire des extraits des feuilles de Punica granatum L. a été 

évaluée, dans un deuxième temps. 

Notre travail est divisé en trois parties : 

 La première partie comporte une synthèse bibliographique où sont exposés les 

généralités sur la réaction inflammatoire ainsi qu’une présentation de la plante Punica 

granatum et quelques notion sur l’évaluation de l’activité anti-inflammatoire; 
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 La deuxième partie comporte la partie pratique, qui est scindée en deux sections dont 

la première décrit le matériel et les méthodes utilisés lors de nos manipulations et le 

second est réservée pour l’interprétation des résultats obtenus et leur discussion.  

 

 Et nous terminerons avec une conclusion générale accompagnée de quelques 

perspectives d’avenir. 
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I.1.1. Définition  

L'inflammation est un phénomène omniprésent qui opère lors de perturbations sévères de 

l’homéostasie comme l’infection,  l’exposition aux contaminants et qui est déclenchée par les 

systèmes immunitaires innés et adaptatifs pour combattre les agent  pathogènes qui entrainent  

en général une destruction tissulaire ou cellulaire formant le signal d’appel de la réaction du 

système immunitaire et la sécrétion des protéines déclenchant le gonflement des tissus et une 

production de chaleur qui immobilisent et affaiblissent les microbes(Ashley et al., 2012 ;  

Lakhani et al., 2009 ;Wajahat, 2018). 

I.1.2. Principaux type d’inflammation  

L’inflammation se répartie en deux catégories selon la durée et la cinétique du processus 

inflammatoire (Ashley et al, 2012). 

I.1.2.1. Inflammation chronique  

L’inflammation chronique se caractérise principalement par une dérégulation du système 

immunitaire de l’individu. Elle se différencie de l’inflammation aigue par la persistance de la 

lésion tissulaire, la présence d’un infiltrat inflammatoire chronique et l’existence d’une 

fibrose (Figure N°01) (Guedj et al, 2018). 

 

Figure N°01 : Les étapes de l’inflammation chronique  

(Serhan et al.,2010) 
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Il existe deux types d’inflammation chronique qui sont regroupés dans le tableau N°01. 

Tableau N°01 : Les types de l’inflammation chronique (Guedj et al. 2018).  

Inflammation 

chronique non 

spécifique 

- Elle succède à un épisode d’inflammation aiguë.  

- Elle représente un équilibre dynamique entre la destruction et la 

réparation.  

Inflammation 

chronique 

spécifique 

. -Quand il est possible de mettre en évidence dans les tissus l’agent causal. 

-  Elle peut être de morphologie granulomateuse ou non granulomateuse.              

-  Elle repose en partie sur l’activation des macrophages. 

 

I. 1.2.2. Inflammation aigue  

IL s’agit d’une réponse immédiate et précoces de l’organisme à un agent toxinogène et est 

rapidement résolue et se caractérise par des phénomènes vasculo-exsudatifs intenses  qui se 

manifeste par quatre signes cardinaux à savoir : l’œdème, la douleur, la chaleur et l’érythème 

et se déroule en trois phases successives et interdépendantes qui sont la phase vasculaire, la 

phase cellulaire et la phase de résolution (Ashley et al, 2012 ; Mallem et gognyé, 2014), 

(Figure N°02). 

 

Figure N°02 : Les étapes de l’inflammation aigue  

(Serhan et al, 2010) 
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a. Phase vasculaire  

La vasoconstriction est suivie d’une vasodilatation durable médié par plusieurs facteurs 

libérés par les plaquettes activées et les mastocytes et par l’activation du complément. La 

dilatation des vaisseaux sanguins est accompagnée d’une  augmentation du débit locale et 

d’une modification de la perméabilité vasculaire, ce qui permet l’extravasation des protéines 

plasmatiques et des cellules vers les tissus (Clos, 2012 ; Kumar et Jain, 2014).  

b. Phase cellulaire  

Il s’agit du recrutement des leucocytes sanguins dans les tissus. Cette étape est assurée par les 

cellules endothéliales activées par les médiateurs de l’inflammation. En se rapprochant du site 

de l’inflammation, les leucocytes en roulement lient des chémiokines par leurs récepteurs 

spécifiques ce qui assure leur  l’adhésion. Cette  étape est suivie par la diapédèse qui amène 

les leucocytes dans les tissus(Figure N°03). Ces cellules sont dirigées vers le lieu de 

l’infection par des  gradients de facteurs chimiotactiques d’IL8  (Aymeric et Lefranc, 2009). 

 

Figure N°03 :Diapédèse leucocytaire  

(Kumar et Jain ,2014) 

Une fois présents dans le foyer inflammatoire, les polynucléaires phagocytent les substances  

étrangères ou non et fusionnent avec les lysosomes qui assurent l’hydrolyse enzymatique du 

contenu et l’activation du métabolisme cellulaire oxydatif avec production des radicaux libres 

oxygénés et azotés toxiques (Defranco et al.,2009). 
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c. Phase de résolution  

Il s’agit de l’arrêt du processus inflammatoire lorsque les microorganismes pathogènes et les 

produits de dégradation, ainsi que les débris cellulaires sont éliminés par les éléments sécrétés 

par les macrophages. Cette étape permet la cicatrisation et la régénération 

tissulaire(Medzhitov, 2010). 

 I.1.3. Médiateurs inflammatoires chimiques  

Tableau N°02 : Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs inflammatoires 

(Defranco et al.,2009 ; Winyard et al.,2013). 

 Médiateurs Origine Actions 

M
é
d

ia
te

u
r
s 

c
el

lu
la

ir
e 

Amines vasoactives 

Histamine 
Mastocytes, basophiles, 

éosinophiles et plaquettes 

-Assure la vasodilatation, augmente la 

perméabilité vasculaire et induit 

l’expression des molécules d’adhésion 

sur l’endothélium vasculaire. 

Sérotonine 
Mastocytes, basophiles, 

éosinophiles et plaquettes 

-Augmente la perméabilité vasculaire, 

dilate les capillaires et stimule la 

contraction des muscles lisses. 

Médiateurs lipidiques 

Leucotriènes Macrophage et mastocytes 
-Augmente la contraction des muscles 

lisses et la perméabilité vasculaire. 

Prostaglandine 

E2(PGE2) 
Macrophage et mastocytes 

-Provoque la vasodilatation, renforce 

l’action de l’histamine, de la bradykinine 

et des leucotriènes. 

Cytokines  pro inflammatoires 

IL1 
Macrophage,fibroblaste et 

cellule endothéliale 

-Augmente l’adhérence des cellules 

endothéliale et stimule les lymphocytes. 

IL8 
Monocytes, macrophages, 

plaquettes et lymphocytes 

- Active le chimiotactisme des 

neutrophiles, des monocytes et des 

macrophages. - Induit la libération des 

enzymes lysosomiales et la production de 

radicaux libres et intervient dans la 

réparation tissulaire 

Facteur de 

nécrosetumoral(T

NFα) 

Macrophage, mastocytes 

et cellule endothéliale 

-Augmente la perméabilité vasculaire, 

l’adhérence des cellules endothéliales et 

l’activation des phagocytes 
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I.1.4. Thérapeutique inflammatoire  

Un certain nombre de médicaments ont été développés pour soigner les maladies d'origine 

inflammatoire. Ces médicaments peuvent être divisés en deux groupes:  

I.1.4.1. Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS)  

Les AINS sont un large groupe d'inhibiteurs non sélective de la biosynthèse des 

prostaglandines par la cycloxygénase (COX), soit en modifiant de manière covalente 

l’enzyme, soit en  faisant concurrence au substrat pour le site. Le COX-1 produit du 

thromboxane qui favorise l’adhésion plaquettaire, la vasoconstriction et la protection gastro-

intestinale. Tandis que le COX-2 est une forme inductible dont l’expression est renforcée par 

des cytokines. Ainsi,  l'inhibition de ces actions est responsable de la majorité des effets 

indésirables des AINS, tels que l'irritation de l'estomac et la toxicité rénale active(Ambriz-

Pérezet al.,2016 ; Carbone et al.,2013 ;  Seibert .K et al.,1997 ; Johnet al.,2012). 

I.1.4.2. Les anti-inflammatoire stéroïdiens (AIS)  

Ils sont appelés aussi les glucocorticoïdes. Ces AIS sont des dérivés de synthèse de la 

cortisone. Ils constituent un groupe très homogène sur le plan structural avec une activité anti-

inflammatoire puissante en plus des propriétés immunomodulatrices et antiallergiques. Les 

AIS empêchent l’activation de la phospholipase A2, bloquant à la fois la voie des 

prostaglandines et celles des leucotriènes(Mallem et Gagny, 2014). 

Les glucocorticoïdes sont des hormones stéroïdes produites par les glandes surrénales et 

régulées par l’axe hypothalamo - hypophyso-surrénalien.Ces molécules inhibent plusieurs 

événements initiaux d'une réponse inflammatoire. Leur mode d’action est essentiellement 

génomique ; ils répriment la transcription de nombreux gènes codant pour les cytokines pro-

inflammatoires et les chémiokines, les molécules d'adhésion cellulaire et les enzymes clés 

impliquées dans l'initiation et / ou le maintien de la réponse inflammatoire hôte (Ayroldi et 

al.,2012 ; Faure, 2009 ;Coutinho et Chapman, 2011). 

I.1.4.3. Les anti-inflammatoires naturels  

De nombreuses maladies ont été décrites comme étant associées à des processus 

inflammatoires. La thérapie anti-inflammatoire actuellement disponible provoque des effets 

secondaires intolérables. Les plantes ont été la première source de remèdes dans l'histoire de 

l'humanité (Fürst et Zündorf, 2014).  
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Selon l’OMS(2012), environ 65 à 80% de la population mondiale à recours à la médicine 

traditionnelle à base de plantes pour satisfaire ses besoins en soins de santé primaire .Ces 

plantes médicinales sont considérées comme toutes plantes contenant une ou plusieurs 

substances pouvant être utilisées à des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la 

synthèse des drogues utiles. L'Algérie est riche en plantes aromatiques et médicinales 

susceptibles d’être utilisées dans différents domaines  pour leurs propriétés thérapeutiques. Un 

ensemble substantiel de preuves obtenues à la fois d'études in vivo et in vitro soutient le 

concept selon lequel les composés phénoliques des plantes agissent de la même manière que 

les AINS(Bendiabdellah,2014 ; Sofowora, 2010 ; Hussain et al.,2016). 

Parmi la multitude de plantes médicinales contenant des principes actifs présumés 

responsables d’activité anti-inflammatoire existantes dans le monde(Sassi, 2008), nous nous 

sommes particulièrement intéressés à l’étude de la plante Punica granatum. 
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I.2.1. Historique  

Le grenadier (Punica granatum L.) est l’une des espèces fruitières les plus anciennement 

cultivées. Durant ces dernières décennies, il prend de plus en plus d’importance et sa culture 

est passée du caractère traditionnel pour se développer en vergers commerciaux. Il est sans 

doute celui qui se prête aux usages les plus variés même décoratifs .Il n’est pas seulement 

utile par ses fruits aux teintes magnifiques mais par les produits qui en sont extraits(Haddioui 

A et al.,2012 ; Evreïnoff, 1957).   

Son nom est dérivé du latin  du Malum granatum (pomme à grains) et Malum 

punicum(pomme de Phénicie).Cet arbre est cultivé depuis l’antiquité dans de nombreuses 

régions géographiques différentes, y compris le bassin méditerranéen (Holland et al,2009).  

Les romains connaissaient la grenade grâce aux phéniciens qui l’apportaient de la Phénicie  à 

Rome (MontassarB,2018). 

Le nom  Punica est le nom romain féminisé de la ville de Carthage ;la ville antique dans le 

nord de la Tunisie d’où les meilleurs grenades sont venues en Italie. Ce fruit était initialement 

connu comme Malum punicum :la pomme de Carthage, mais Linnéa sélectionné le nom actuel 

avec l’épithète spécifique granatum signifiant granuleuse (Stover et Mercure, 2007) 

Dans les écrits sacrés de l’islam la grenade a été également saluée .Les anciens commerçants 

arabes l’appelaient « le fruit de paradis » et en arabe folklore. Elle était le symbole du fluide 

de la vie. Le prophète Mohamed pensait que la grenade chassait l’envie et la haine.  Le 

grenadier fut introduit en Europe dans le courant du VIII
ème

 siècle par les Arabes via 

l’Espagne où il fut abandonnement cultivé en Andalous dans la province qui portera son 

nom(Achton, 2006 ; Montassar,2018). 

En Égypte, la grenade était considérée comme le fruit des dieux. Le symbole de la fertilité et 

de la richesse, en raison de l’abondance de ses graines et de sa forme ronde (Ruis, 2015). 

I.2. 2.Systématique botanique  

I.2.2.1. Taxonomie 

Quezel et Santa (1963), ont donné la systématique suivante du grenadier Punica granatum 

selon Linné (1753) : 

Règne : Végétale 

Embranchement : Phanérophytes 
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Sous   Embranchement : Angiospermes 

Classe : Dicotyledones 

Sous classe : Gamapétales 

Ordre : Myrtiflorales 

Famille : Punicacées 

Genre : Punica 

Espèce 

Appellation :                    

(Hmid,  2013)  

: Punica granatum  

Français : Grenadier 

Anglais : Pomegranate 

Arabe : Rommane 

 

Selon la Classification APG III (2009),qui est la troisième version de la classification 

moléculaire et cladistique des Angiospermes (plantes à graines) version revisitée de la 

classification APG de 1998 et APG II de 2003, le grenadier appartient au : 

 

 

 

I.2.2.2. Caractéristique  

Le grenadier est un bel arbuste fruitier et ornemental, de hauteur variable entre 2 et 6 m. La 

floraison très décorative s’étale de mai à aout. Les fleurs au calice tubulaire et coriace et d’où 

les pétales surgissent froissées sont solitaires ou regroupées en bouquets simples ou doubles. 

Elles choisissent une exposition ensoleillée et abritée. Amateur de soleil et de la chaleur, le 

grenadier s’est neutralisé très rapidement dans le sud de l’Europe. Il peut tolérer les sols 

Clade : Angiospermes 

Clade : Dicotylédones vraies 

Clade : Rosidées 

Ordre : Myrtales 

Famille : Lythraceae 

Genre : Punica 

Espèce : Punica granatum 
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calcaires ou salins, et peut supporter occasionnellement le froid puisqu’il est rustique et peut 

vivre à -12°C durant l’hiver.  

Les moyens de multiplication du grenadier ne manquent pas. Les plus simples et les plus 

utilisées étant le bouturage de fin d’été et le prélèvement des rejets du pied. Les grenades se 

récoltent à partir du mois d’octobre, lorsqu’elles sont presque mures. La maturation se finit 

après la cueillette, stockée dans un endroit frais et sec .Elles se conservent plusieurs mois (5 à 

6 mois)(Isabelle, 2018). 

La culture de grenadier doit se faire en formes libres, en plein vent. Elle peut être plantée  

dans un verger homogène ou plantation isolé,  ou le long des murs et des haies (Karim, 

2010). 

I.2.2.3. Les variétés d’espèces  

Il existe plusieurs variétés d’espèces du grenadier qui peuvent être classées selon : 

 La culture : (Karim, 2010)  

-Punica granatum « Grenadier de Provence » : qui est très résistant au froid (-15 °C). 

-Punica granatum « Mollar de Elche » : qui résiste à -12°c et qui est un fruit sans graines. 

-Punica granatum « Gabès » : qui résiste à -12°c. 

 Variété pour l’ornement : (Karim, 2010)  

-Punica granatum « Nana »: avec des fleurs doubles rouges orangés et résistent jusqu'à -15°c. 

-Punica granatum « Nana Gracillissima »: avec des fleurs simples de couleurs rouges orangés. 

 La composition. (Irit et al, 2019)  

La teneur en sucre du fruit et son acidité varient selon les conditions de cultures et l’âge de 

l’arbre. Il existe : 

 des variétés douces ou sucrées : qui contiennent moins de 0.9%d’acide citrique. 

 des variétés aigres-douces :qui contiennent 0.9 à 1.8 % d’acide citrique. 

 des variétés acides :qui contiennent plus de 1.8 % d’acide citrique. 

I.2.2.4. Origine géographique   

Punica granatum est originaire d’Asie centrale .Il a d’abord été découvert comme une plante 

sauvage. Plus tard seulement les gens qui vécurent dans les collines et les vallées de la région 

ont appris à consommer le fruit. Le grenadier est supposé avoir été domestiqué initialement 

dans la région transcaucasio-caspienne et la Turquie du nord puis il a été introduit dans toute 
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la région méditerranéenne et au reste de l’Asie et l’Afrique du nord. Les grecs ont distribué la 

grenade dans toute l’Europe .Les marins espagnols ont apporté des grenades aux Mexique et 

en Californie puis elle a continué d’être dispersée dans le monde entier atteignant la chine  et 

Israël(Ashton, 2006 ; Holland, 2009; Stover et Mercure, 2007). 

I.2.3. Production annuelle dans le monde et en Algérie  

La grenade est de plus en plus consommée dans le monde pour ses vertus antioxydants. Iran  

est le plus grand producteur de grenade devant la chine, les Etats-Unis et l’Espagne  (Figure 

N°04). L’Espagne exporte plus de 18 000 tonnes de grenade (70 % de la production). Elle a 

maintenant de nombreux concurrents sérieux sur le marché européen et mondial comme 

l’Iran, l’Inde  ou la Turquie(Jacson, 2016 ; Melgarejo et Valero, 2012).  

 

 

Figure N°04 : Production du grenadier dans le monde 

  (Melgarejo et Valero, 2012) 

 

Selon la direction de l’agriculture (DSA) en 2018, seulement quelque wilaya d’Algérie 

participe à la production de grenade .Le tableau N°03  indique que Mostaganem est la wilaya 

la plus productrice de grenade en Algérie avec 186 261 Q, suivie par Djelfa110 760 

QetM'sila31 960 Q. La wilaya de Tlemcen est classée la dernière en terme de production 

(seulement 1590 Q). 

TableauN°03 : Production de Grenade en Algérie (DSA, 2018 ; Amara,2019). 
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Superficie plantée 

(Ha) 

Superficie en 

rapport (Ha) 
Production (Q) 

Mostaganem 1140 1145 186 261 

Djelfa 1240 1186 110 760 

Relizane 723 705 90 565 

M'sila 486 474 31 960 

Tlemcen 444 205 1590 

 

I.2.4. Variété de grenadier en Algérie   

Il existe de nombreuses variétés de grenades de qualités très différentes. Les plus cultivées en 

Oranie seraient Tendral (Mollâ), Blanca et Si Hueso Colorado. Plusieurs sortes de grenadier 

sont signalées dans des petits jardins en Kabylie. On ne connait que leur appellation 

locale(Lahlou, Elmouze …).  Treize variétés sont actuellement autorisées pour la production 

et la commercialisation par l’état et elles sont regroupées dans le tableau 

N°04suivant INRAA(2006). 

Tableau N°04:Les variétés de grenadier autorisées à commercialiser en Algérie (INRAA, 

2006). 

 

 

 

 

 

I.2.5.Phytochimie  

I.2.5.1. Aspect général  

Le grenadier est une espèce monoïque qui appartient à la famille des Punicaceae .C’est un 

petit arbre qui peut atteindre 6m de haut. Sur le même arbre, il y’a  des fleurs hermaphrodites 

Variétés de grenadier commercialisées en Algérie 

Messaad Corda travita Doux de Kolea 

Gajin Sefri Zemdautomne 

Spanish duoy Chelfi Moller huesso 

Mélisse Sulfani  

Espagne rouge Papers shell  
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fertiles en formes de "vase", et des fleurs males stériles avec un style très court et des ovaires 

atrophies en forme de cloche. Le fruit est une grosse baie complexe presque ronde de la taille 

d’une pomme ou d’une orange. On le trouve le plus souvent sous forme de cépée, avec une 

tige unique. Les rameaux sont grêles parfois épineux. Les feuilles sont caduques opposées 

elliptiques(Hmid,2013 ; Ben Abdennebi, 2012 ; Evreinoff, 1957) (Figure N°05). 

 

Figure N°05 : Fleurs et fruits du grenadier (Punica granatum) 

(Von Deutschland et Schweiz ,1885). 

a. Les feuilles  

Les feuilles sont opposées. Elles peuvent  avoir une disposition alternée ou être en touffes sur 

les pousses courtes. Elles sont glabres sur les deux faces. La face supérieure est d’un vert 

foncé et à nervure médiane nettement déprimée et la face inférieure est d’un vert clair et 

montre une nervure médiane très saillante. Ces feuilles entières, lancéolées assez coriaces et 

brillantes, présentent un  limbe elliptique allongé de 3 à 8 cm de long. Leur sommet  peut être 

obtus ou allongé. Elles sont munies d’un court  pétiole de 1 à 5 mm de long, qui est 

généralement rougeâtre. Elles ne possèdent pas de stipule (Wald, 2009). 

b. Les fleurs  

Elles sont d’un rouge écarlate, sessile et régulier. Elles comprennent entre 5 et 7 pétales .Le 

calice est persistant et comprend entre 5 et 7 sépales. La fleur possède un ovaire infère et 

d’innombrables étamines(Cauchard, 2013). 
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c.  Les fruits  

Le fruit est relié à l’arbre avec une tige courte. Après l’établissement du fruit, la couleur de la 

peau des sépales en développement change continuellement,  du rouge-orange au  vert. 

Le fruit presque rond est couronné par le calice. Le sommet de cette couronne est presque 

fermé à largement ouvert selon la variété et le stade de maturation(Holland, 2009c). 

La couleur externe du fruit  varie du jaune, vert, rose au rouge profond ou violet profond. La 

structure interne du  fruit contient des chambres multi-ovules séparées par des parois 

membraneuses (IRITet al.,2019) (Figure N°06). 

 

Figure N°06:La grenade et ses différentes parties 

(Câlin Sanchez et al.,2005). 

I.2.6. Les composées phénoliques  

Ces composés sont des molécules spécifiques du règne végétal et qui appartiennent au 

métabolisme secondaire. Ils interviennent dans la défense des plantes contre les agressions 

environnementales. Ils correspondent à une grande variété de substances des plus 

hétérogènes, des plus nombreuses et des plus distribuées dans le règne végétal, avec plus de 

8000 structures phénoliques identifiées (Gee et Johnson, 2001 ; Bruneton, 2009). 

Dans cette classe de métabolites secondaires se trouvent de nombreux composés, qui peuvent 

être classés selon leurs structures et distribuer dans déférent partie du Grenadier                        

(Figure N°07). 
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                                                               Grenadier 

                                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure N°07:Les principaux constituants des différentes parties du grenadier ou de leurs 

extraits (Al –Muammar et khan ,2012). 

 

I.2.7.1. Acides phénoliques  

Les acides phénoliques sont largement répandus chez les plantes. Ils dérivent principalement 

de l’acide benzoïque ou de l’acide cinnamique. Ils sont principalement présents dans la 

grenade par la présence de l'acide gallique et l’acide ellagique (Daas, 2009 ; Amakura et 

al.,2000).(Figure N°08). 
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Figure N°08 : Squelette de base de l’acide ellagique et l’acide gallique 

(Moringuschi et al.,2003). 

I.2.7.2. Flavonoïdes  

Un flavonoïde est un métabolite secondaire. Sa structure de base est constituée d’un squelette 

carboné en C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane qui se divise en plusieurs sous-familles 

dont les principales sont : les flavonols, les flavones, les flavanonols, les flavanones, les 

flavanols et les anthocyanidines(Figure N°09). La classification de ces familles s’organise 

autour du degré d’oxydation du cycle pyranique C et de la substitution des carbones C3 et C4 

de cet hétérocycle.  

Leurs  rôles s’étendent de la pigmentation servant à attirer les insectes pollinisateurs, à la 

protection de la plante contre les ultraviolets, ou aux défenses contre les attaques de 

pathogènes et des insectes ravageurs(Liming, 2015). 

Le grenadier est l’un des végétaux les plus riches en cette substance qui donne la coloration 

aux fleurs et dans certains cas aux feuilles. Ces substances peuvent être jaunes, rouges, bleus 

ou violettes (Gruffat, 2019). 

Ils peuvent neutraliser les espèces réactives et aident à protéger l’ADN contre diverses 

dégradations à l’origine de nombreuses pathologies comme :les  maladies cardiovasculaires et 

les cancers (société française des antioxydants, 2018). 

 

Figure N°09 : Squelette de base de flavonoïde (Moringuschi et al.,2003). 
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I.2.7.3.  Les tanins  

Ils sont définis comme des composés phénoliques hydrosolubles capables de lier et de 

précipiter des protéines et d’autres macromolécules dans des solutions aqueuses. En outre, ils  

sont connus pour lier les métaux et pour former des complexes bleus à noirs avec du sel de 

fer. Ces molécules ont un poids moléculaire compris entre 500 et 3000 g.mol
-1

(Pekka  et 

Salminen, 2011). 

On les trouve dans de nombreux végétaux tels que les écorces d’arbres et les fruits… etc .On 

distingue deux types : (Macheix et al.,2005 ; Nkhili, 2009). 

 Les tanins hydrolysables : appelés aussi ellagitannins (ETS) qui sont présents dans 

les grenades. Par hydrolyse enzymatique ou acide, ils donnent des sucres de l’acide 

gallique et ces différents dérivés comme l’acide ellagique (Djahra, 2015). 

 Les tanins condensés : ou Proanthocyanidines  qui sont très présents dans le thé et le 

raisin. Se sont des polymères formés d'unités répétitives monomériques qui varient par 

leur centre asymétrique et leur degré d’oxydation (Ben Abbes, 2011). 

I.2.7. Utilisation traditionnelle et moderne  

Diverses parties de la grenade ont été traditionnellement utilisées comme traitements contre 

diverses maladies tels que les maux d’estomac et les infections bactériennes. Les usages 

traditionnels ont été renforcés par des études scientifiques modernes axées sur les métabolites 

bénins pour la santé et recommandés pour leurs effets thérapeutiques sur la santé humaine et 

animale.  Les études des derniers années montre que la plupart des effets thérapeutiques  de la 

grenade ont été attribués à ses métabolites secondaires et primaires comme : les polyphenols 

y’ compris les flavonoïdes, anthocyanes et tanins hydrolysables, les acides gras et les 

lipides (IRITet al., 2019). 

I.2.8.Activités thérapeutiques de Punica granatum  

Le grenadier a été utilisé depuis des siècles pour ses vertus thérapeutiques comme : 

I.2.8.1. Effet antioxydant  

Plusieurs études récentes sur la grenade soulignent principalement son rôle de 

vasculoprotecteur attribué à la présence de tannins hydrolysables, des ellagi-tannins et de 
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l’acide ellagique qui réduisent le stress oxydatif des macrophages et la peroxydation lipidique  

(Dongdong et al.,2018). 

Selon une étude réalisée par Kartik en 2015, sur des rats mâles, montre qu’une dose élevée 

de 200 mg/Kg d'extrait de fruit de P. granatum  réduit de manière significative les taux de 

cholestérol total et de triglycérides et augmente le taux de HDL. Cette dose est efficace pour 

réduire les substances réactives à l’oxygène ERO et augmente les taux d'enzymes 

antioxydants.  

I.2.8.2. Effet anti-inflammatoire  

Les résultats obtenus par Jianjun en 2017, montrent que l’extrait éthanoïque de fleur du 

grenadier produit un effet anti-inflammatoire potentiel en modulant la synthèse de plusieurs 

médiateurs et cytokines impliqués dans le processus inflammatoire tel que le TNF-α. 18. 

a. Rôle sur l’activation des NF-κB.  

Dans les phénomènes inflammatoires, l’activation de NF-κB est généralement intéressante 

puisqu’elle permet à l’organisme de stimuler ses processus de défense. 

Une étude a été réalisée sur des kératinocytes d’un épiderme humain normal, afin d’évaluer 

les effets d’une exposition excessive aux UV-B .Pour cet essai, les kératinocytes sont 

prétraités par des extraits de grenade. Ensuite, les cellules sont exposées aux UV-B. Six 

heures après, les cellules sont lysées. Les extraits de grenade permettent de diminuer 

l’activation de NF-κB dans les kératinocytes exposés aux UV-B.  Ainsi, les extraits de 

grenade semblent, de manière dose-dépendante, réduire le processus inflammatoire induit par 

l’exposition aux UV-B (Afaq et al.,2005). 

b. Activité sur les cyclo-oxygénases (COX) 

Afin de déterminer le pouvoir d’extraits de grenade sur les cyclo-oxygénases, une expérience 

a été réalisée en New Zealand sur six lapins mâles blancs, âgés d’un an et qui ontreçu par voie 

orale 10mL d’extraits de grenade. Les extraits utilisés sont obtenus par l’action extractive du 

méthanol sur de la poudre de grenades entières séchées. Le plasma de ces lapins est prélevé 

avant et deux heures après l’ingestion de l’extrait de grenade. Des analyses spectrométriques, 

par chromatographie liquide haute performance, permettent d’identifier de l’acide ellagique 

dans le plasma prélevé chez les lapins traités par l’extrait de grenade.  Ces plasmas sont 

ajoutés à des kits d’analyse de l’inhibition des COX (Cayman Chemicals). On mesure alors 



Synthèse bibliographique             Chapitre 2 : Généralité sur le grenadier 

 

 

 
 
 Page 

22 
 

  

l’activité des COX 1 et 2 au contact de ces plasmas dilués au dixième. Les résultats obtenus 

avec le plasma des lapins avant l’ingestion de l’extrait de grenade sont utilisés comme 

contrôle. En présence du plasma prélevé après la complémentation en extrait de grenade, on 

observe, une forte diminution de l’activité des COX-2 et un maintien de l’activité des COX-1.  

Ainsi, il semble que l’extrait de grenade, et plus précisément l’acide ellagique, possède des 

pouvoirs anti-inflammatoires. De plus, l’acide ellagique permet de lutter contre 

l’inflammation tout en conservant les fonctions physiologiques des organes tels que le rein et 

l’estomac. De ce fait, il n’y a aucun risque de provoquer ou d’aggraver un ulcère de l’estomac 

en utilisant des extraits de grenade comme des anti-inflammatoires (Prasan, 2009). 

I.2.8.3. Effet anticarcinogénique 

Les extrais de grenade de jus fermenté induisent la mort cellulaire dans les lignées cellulaire 

du cancer de prostate et inhibent de manière significative la croissance tumorale(channing et 

al,2017).Il a été démontré que le jus de grenade stimule l’expression et /ou l’activation de 

molécules qui modifient le cytosquelette et les mécanismes d’adhésion des cellules 

cancéreuses de la prostate provoquant une meilleure adhésion cellulaire et une migration 

cellulaire moindre (Prasan, 2012). 

I.2.8.4. Effet antibactérien  

Les résultats des études de Vahid et ses collaborateurs (2014), indiquent que l’extrait de  

fleur de P .granatum empêchait la formation de biofilm bactérien à fil orthodontique. Il a été 

mentionné que l’extrait a une activité antibactérienne à partir d’une certaine concentration, 

c’est la CMI.  

L’activité antimicrobienne des extrais phénolique de fruit  de P. granatum est testée sur 5 

souches bactériennes de référence. Cette activité est évaluée par la méthode de 

l’aromatogramme. Les résultats obtenus montrent  que toutes les souches microbiennes 

testées sont inhibées par l’un des extraits aqueux, éthanoïque ou méthanolique (Athmen et 

al.,2017).Les zones d’inhibitions des extraits de Punica granatum sont supérieurs à ceux des 

antibiotiques de références comme l’ampicilline, l’amoxicilline et la tétracycline(Reguieg et 

Hammadi, 2017). 



Synthèse bibliographique             Chapitre 2 : Généralité sur le grenadier 

 

 

 
 
 Page 

23 
 

  

Les extraits de zeste de grenade ont été les plus efficaces pour inhiber la croissance d’un 

certain nombre de bactéries comme Escherichia coli et Bacillus subtilis(Karthikeyan et 

Vidya, 2019). 

I.2.8.5. Effet antiviral  

Une étude a également montré que l'acidité du jus de grenade et des solutions concentrées 

d'extraits de grenade contribuait à une activité antigrippale rapide, et permet le blocage 

compétitif de la réplication de l’ARN viral  (Haidari et al.,2009 ; Amy et al.,2013). 

2.8.6. Effet antidiabétique 

Différentes études ont montré l'effet antidiabétique de P.granatum et les différents 

mécanismes d'action proposés et qui sont résumés dans le tableau N°05. 

Tableau N°05 : Les études réalisées sur l’effet antidiabétiques de P. granatum. 

Effet 
Partie de la 

plante 

Modèle 

biologique 
Références 

 

 

 

Diminution de la glycémie 

 

Fleurs 

 

Rats diabétiques   

(alloxane) 

Jafri  et al., 

(2000) 

Écorce de 

fruits 

Rats diabétique  

(alloxane) 

Parmar et al., 

(2007) 

Graines 
Rats 

streptozotocine 

Ashish et 

al.,(2001) 

c. Inhibition α-glucosidase 

d. Augmentation de la sensibilité à 

l’insuline par activation du PPAR-γ 

e. Restauration des ARNm GLUT-

4 cardiaques 

f. Modulation des enzymes du 

métabolisme glucidique 

g. Rats streptozotocine 

Fleurs 

 

 

Rats Zucker 

diabétique fatty 

 

 

 

Manoharan 

(2009) 
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I.2.8.7. Autres activités  

 La consommation de jus a montré une augmentation de la concentration des 

spermatozoïdes dans l’épididyme,  de la mobilité des spermatozoïdes et de la densité 

des cellules spermatogène  (Türk et al.,2008). 

 L’activité neuroprotectrice des polyphenols du grenade a été évaluée chez des souris 

transgénique d’Alzheimer. Il a été constaté qu’il y avait une réduction de 

l’accumulation de protéine beta –amyloïde (Padmaja et al.,2015) 

 Trichomonas vaginale est un problème de santé mondiale important et très grave. 

Des études in vitro montre que l’extrait de grenade a un effet anti –trichomonas 

vaginale prometteur (Padmaja et al.,2015) 

 Des études mettent  en évidence la capacité de la grenade, de son jus et de sa peau, à 

préserver le capital osseux dans un modèle préclinique d’ostéoporose post 

ménopausique. Cet effet bénéfique est en partie expliqué par un effet direct sur les 

cellules osseuses tel qu’une augmentation de la différenciation ostéoblastique et une 

favorisation de la synthèse de matrice osseuse. A cela s’ajoute la capacité de l’huile 

de pépins et de l’extrait de peau à protéger le microenvironnement osseux du 

développement d’un stress oxydatif et d’une inflammation (Spilmont et al.,2013). 

 Les graines de grenade possèdent une activité ostrogénique en raison de 

l’amélioration de l’état dépressif cliniquement important du syndrome ménopausique 

des femmes (Padmaja et al.,2015). 

 La consommation de grenade permet  une réduction de l’incidence des pathologies 

cardiaques telles que l’athérosclérose,  l’hypertension et cette protection serait due à 

sa capacité à inhiber l’oxydation des LDL (Basu et Penugonda 2009; Edeas 2010).  

 La grenade est dotée aussi de vertus intéressantes pour la réparation tissulaire après 

exposition aux radiations UV (Hayouni et al.,2011). 

I.2.9.Toxicité des composés phénoliques de la grenade  

Une étude élaborée par Vidal et ses collaborateurs (2003) a montré que les extraits 

phénoliques des fruits entiers causent une congestion des organes internes et une élévation de 

la créatinine in vivo. L'huile de pépins de grenade n'était pas toxique pour les larves de 

crevettes de saumure (Fatope et al.,2002), mais des réactions allergiques graves et un cancer 

d'œsophage ont été mentionnés suite à une consommation très élevée de grain de grenades 

(Ghadirian et al.,1992 ; Hegde et al.,2002). 
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I.3.1. Méthodes utilisées dans l’étude de l’activité anti-inflammatoire  

L’étude de l’activité anti-inflammatoire peut être réalisée selon deux approches (in vivo et in 

vitro). La méthode in vivo est généralement exercée sur des animaux de laboratoire, où une 

inflammation aiguë peut être produite en utilisant divers agents chimique ou mécanique. 

Les études, in vitro, peuvent éclairer le mode d'action des agents anti-inflammatoires  au 

niveau moléculaire. Ces études sont souvent réalisées dans un système d'organes isolé, ou des 

préparations cellulaires ou subcellulaires (Naik et Sheth, 1976). 

Plusieurs méthodes soit in vivo, ou in vitro ont été utilisées pour l’évaluation de l’activité anti-

inflammatoire des extraits de plantes médicinales.  

I.3.2. Choix des globules rouges comme modèle pour l’évaluation de l’activité anti-

inflammatoire, in vitro, des extraits des feuilles de P .granatum  

Les globules rouges sont choisis comme modèle pour le test de stabilisation membranaire 

grâce à leur membrane qui est analogue à la membrane lysosomale. La stabilisation de la 

membrane érythrocytaire implique la stabilisation de la membrane lysosomale qui est 

importante dans la limitation de la réponse inflammatoire en empêchant la sortie des enzymes 

lysosomales (Vadivu et Lakshmi, 2008). 

Certains des AINS sont connus pour posséder des propriétés qui conduisent à la stabilisation 

membranaire. Ces propriétés peuvent contribuer à la puissance de leur action anti-

inflammatoire (Vadivu  et Lakshmi, 2008b). De plus, les érythrocytes ne contiennent pas des 

organites et possèdent seulement une membrane plasmique, ce qui facilite l’étude des 

interactions entre médicament et biomembrane (Reddy et al.,2007). 

I.3.3. Composition et hémolyse du sang  

Le sang est un fluide corporel dont la fonction principale est de transporter les l’oxygène vers 

les tissus biologiques. Les cellules du sang sont les érythrocytes ou GR (99%, demie de vie = 

120 jour), les leucocytes ou GB (0,2%) et les thrombocytes ou plaquettes (entre 0,6 et 1 %).La 

membrane érythrocytaire est constituée d’une double couche lipidique dans laquelle s’insère 

nombre important des protéines reliées au cytosquelette sous membranaire. Certaines de ces 

glycoprotéines et certains glycolipides expriment à la surface du GR des déterminants des 

groupes sanguins.Une perturbation de cette membrane après une durée de vie de 120 jours 

provoque une libération des composants intracellulaires des érythrocytes notamment 

l’hémoglobine conduisant à un phénomène physiologique irréversible, qui est l'hémolyse 
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(hemo : sang, lyse : destruction. Cette dernière peut être pathologique. C’est la destruction 

précoce et exagérée des globules rouges circulants sous l’effet d’un processus hémolytique 

qui peut être intrinsèque (Hémolyse corpusculaire) ou extrinsèque (Hémolyse extra-

corpusculaire) tels une réponse anormale du système immunitaire, la formation de caillots 

dans les petits vaisseaux sanguins, certaines infections et les effets secondaires de certains 

médicaments (Beaumont, 2005 ; Hoffman, 2008 ;Mintzer et Billet, 2009 ; Thomas, 2013 ; 

M-catin et al.,2016). 
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II.1. Matériel végétal  

Le matériel végétal est constitué par les feuilles de Punica granatum (Figure N°010), récolté 

dans la Wilaya d’Ain Témouchent, située dans l’ouest d’Algérie. Les feuilles de la plante ont 

été séchées à l’ombre et à l’abri de l’humidité à température ambiante  en utilisant un 

broyeur automatique puis soumises à l’extraction. 

Figure N°10 : Photo du matériel végétal  

 

II.2.Méthodes 

II.2.1. Préparation des différents extraits de Punica granatum 

Pour l'évaluation de l’activité anti-inflammatoire de Punica granatum, des extraits bruts sont 

préparés à partir des feuilles de la plante. 

II.2.1.1. Extrait brut aqueux  

40 g de la matière végétale sont mises en contact avec 200mL d’eau distillée froide. 

L’ensemble est laissé macérer durant 24 h sous agitation continue. L’opération est répétée 2 

fois avec renouvellement du solvant toutes les 24 heures. Les trois fractions sont réunies et 

filtrées puis évaporées à sec dans une étuve à une température de 45°C. Le produit est 

récupéré sous forme de solide de couleur marron (Figure N°11). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure N°11:Schéma de l’extraction aqueuse des feuilles de Punica granatum 

40g des feuilles / 100 ml du solvant                   

Macération 3 jours avec renouvellement 

du solvant (eau) chaque 24h. 

Evaporation du filtrat à sec (45°C) 

Résidu sec de l'extrait aqueux 
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II.2.1.2. Extrait brut eau/Méthanol et eau/acétone  

Selon la méthode de Upson et coll. (2000),  5 g de la matière végétale séchée, sont placées 

dans un récipient en verre couvert de 100 ml de méthanol aqueux 70% ou d’acétone aqueux 

70% ; le tout est chauffé à 70°C pendant 5 minutes (ce procédé tue le tissu végétal et empêche 

l’oxydation ou l’hydrolyse enzymatique).  L’échantillon est laissé macérer durant 24h, et 

l’opération est répétée 2 fois avec renouvellement du solvant.  

Après filtration des fractions sur du papier filtre, elles sont réunies et évaporées à sec en 

utilisant un rota vapeur a 45-50°C (Figure N°12).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure N°12 : Schéma de l’extraction eau/méthanol ou eau/ acétone des feuilles de 

Punica granatum 

II.2.2.Le rendement des extraits secs  

Nous avons déterminé le rendement en extrait sec, en calculant le rapport entre le poids de 

l’extrait sec (poudre) en gramme, et le poids du matériel végétal utilisé pour l’extraction en 

gramme ; selon l'équation suivante:  

Rdt (%) = [(P1 – P2) / P3] x 100 

P1 : poids du ballon après évaporation ;  

P2 : poids du ballon  vide avant évaporation ;  

P3: poids de la matière végétale initial. 

5g des feuilles/ 100 ml du solvant                  

(eau/MeOH ou eau/ acétone 30/70 ml) 

 

Chauffage à 70°C (5 min) 

 

Macération 3 jours avec renouvellement du solvant  

Filtration et évaporation du solvant 

 

Résidus sec de l'extrait  eau/méthanol 

ou eau/acétone 
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II.2.2. Tests phytochimiques 

Les tests phytochimiques sont réalisés sur les trois extraits des feuilles de Punica granatum. 

 Les tanins (Karumi et al.,2004)  

On ajoute 3 gouttes de FeCl3 1% à 1 mL d’extraits. Après deux minutes d'incubation, un test 

positif est révélé par l'apparition d'une coloration bleue ou verte foncée. 

 Les flavonoïdes (Karumi et al.,2004) 

2 mL de chaque extrait végétal sont traités avec quelques gouttes d' HCL 37%, et avec 0.5 g 

de tournure de magnésium (Mg). Le test positif est marqué par l'apparition d'une couleur 

rouge ou orange qui caractérise les flavonoïdes. 

 Les terpénoides  

On ajoute 1 mL de chloroforme et 1.5 mL de H2SO4 concentrée à 2.5 mL de nos extraits. La 

présence des terpénoides est révélée par l'apparition de deux phases et une couleur marron en 

interphase. 

 Les stérols: réaction de Libermann-Burchard 

On traite l mL d'extrait avec 2.5 mL d'anhydre acétique et 10 gouttes d'H2SO4 concentrée. Les 

stéroïdes donnent avec cette réaction une coloration violacée virant au vert. 

 Les coumarines  

A1 mL de chaque extrait, on ajoute 1 mL d'eau chaude. La solution obtenue est divisée en 

deux parties égales dont la première représente un témoin et la deuxième est traitée avec                  

0.5 mL de NH4OH à 10%. 

L'examen est réalisé sous la lumière ultraviolette et l'apparition d'une fluorescence intense 

révèle la présence de coumarines (Bruneton, 1999). 

 Les alcaloïdes  

2.5 mL d'HCI à l %, sont ajoutés à 0.1 mL d'extrait, et incubés au bain- marie pendant 10 min. 

La solution obtenue est divisée en deux parties. On ajoute à l'une le réactif de Mayer et à 

l'autre le réactif de Wagner. L'apparition d'un précipité blanc ou brun révèle la présence des 

alcaloïdes. 
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Réactif de Mayer: Dissoudre 1.358g d'HgCl2 dans 60 mL d'eau distillée puis 5g de KI dans 

10 mL d'eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total à 100mL. 

Réactif de Wagner: Dans 75mL d'eau distillée, dissoudre 2g de KI et 1.27g de I2. Le volume 

obtenu est ajusté à 100 mL avec l'eau distillée. 

 Les quinones libres 

A un volume de 1mL de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH à 1%. 

L'apparition d'une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones 

libres (Oloyede, 2005). 

 Les saponosides  

On ajoute 1 mL d'eau distillée à 2 mL de chaque extrait, puis la solution est agitée pendant 1 

minute. La présence des saponosides est confirmée par l'apparition d'une mousse qui persiste 

durant 15 minutes. Le test est considéré comme positif si l'épaisseur de la mousse dépasse 

1cm. 

 Les composés réducteurs  

On ajoute à 1 mL de nos extraits 0.5 mL de Liqueur de Fehling A et B puis on chauffe les 

tubes au bain marie à 100°C. Un test positif est indiqué par l'apparition d'un précipité de 

couleur rouge brique (Trease et Evans, 1987). 

II.2.4.Dosage des polyphenols et des flavonoïdes 

II.2.4.1.Préparation de l’extrait pour les dosages  

Les trois extraits bruts : aqueux, hydro-méthanolique et hydro-acétonique de la plante 

Punica granatum sont solubilisés dans le méthanol à une concentration de 1,25 mg/mL 

pour le dosage des flavonoïdes et des polyphenols. 

II.2.44.2. Dosage des polyphenols totaux  

 

a- Principe  

 

La méthode est celle utilisant le réactif de Folin Ciocalteu. Ce dernier est constitué par un 

mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique 

(H3PMo12O40). Il est réduit lors de l’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus 
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de tungstène et de molybdène. La coloration produite dont l’absorption maximum est 

comprise entre 700 et 760 nm, est proportionnelle à la quantité de polyphenols présentes 

dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier,  2006). 

 

a- Mode opératoire  

Le dosage des polyphenols est réalisé selon la méthode décrite par Wang et al.,  (2006): 

 0,1 ml de l’échantillon est mélangé avec 2.5 ml d’une solution de Folin ciocalteu 

(10 fois dilué). 

 Agitation au vortex  

 Laisser reposer 5 minutes  

 Addition de 2,5 ml d’une solution de Carbonate de sodium  Na2CO3 à 2% 

 Laisser reposer pendant 30 minutes à la température ambiante  

 La lecture est faite à 725 nm contre un blanc  

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par  gramme d’extrait. Une 

courbe d’étalonnage est réalisée en parallèle dans les mêmes conditions opératoires en 

utilisant l’acide gallique comme contrôle positif à différentes concentrations (0,018-0,037-

0,075-0,15-0,31-0,625-1,25 mg/ml). 

Les résultats ont été exprimés en mg équivalent d’acide gallique /g d’extrait et calculés selon la 

formule suivante : 

 

Quantité de polyphenols = a .f/b 

 

a : Concentration en polyphenols en mg/ml déterminée à partir de la courbe d’étalon  

f : Facteur de dilution (x50) 

b : Concentration initiale de l’extrait (1,25 mg/ml) 

 

 

 

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbonate_de_sodium
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II.2.4.3.Dosage des flavonoïdes 

a- Principe  

 

Les flavonoïdes sont dosés par la méthode colorimétrique au trichlorure d’aluminium 

(AlCl 3) et la soude (NaOH). Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune avec 

les flavonoïdes et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible 

à 510 nm. 

b- Mode opératoire  

 

 500 μL de l’échantillon sont  mélangés avec 2 mL d’eau distillée   

 Addition de 150 μL d’une solution de nitrite de sodium (NaNO2) à 15 %  

 Laisser reposer pendant 6 minutes  

 Addition de 150 μL de chlorure d’aluminium (AlCl3, 6 H2O) à 10%  

 Laisser reposer pendant 6 autres minutes  

 Addition de 2 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH) à 4%   

 Le volume total est complété à 5 mL d’eau distillée  

 Agiter et laisser reposer pendant 15 minutes 

  

La lecture est faite à 510 nm contre un blanc. Une courbe d’étalonnage est réalisée en 

parallèle  dans les mêmes conditions opératoires en utilisant la catéchine comme contrôle 

positif à différentes concentrations (0,0045- 0,018- 0,037 – 0,075 – 0,15 – 0,31 – 0,625- 1,25 

mg/mL). 

 

Les résultats sont exprimés en mg équivalent de catéchine par gramme d’extrait. Selon la 

formule suivante : 

 

 

a : Concentration des flavonoïdes en mg/mL déterminée à partir de la courbe étalon 

f : Facteur de dilution (x10) 

b : Concentration initiale de l’extrait (1,25 mg/mL). 

 

 

Quantité de flavonoïdes = a. f / b 
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II.2.5.Evaluation de l’activité anti-inflammatoire, in vitro, des extraits des feuilles de 

Punica granatum  

II.2.5.1.Echantillons de sang humain  

Des échantillons de sang frais (environ 6 mL) ont été récupérés dans des tubes héparinisés, à 

l’université Belhadj Bouchaib d’Ain Témouchent, où la prise de sang a été effectuée, sur des 

volontaires (18-40 ans) n’ayant pas pris de médicaments anti-inflammatoires, durant les deux 

dernières semaines avant le prélèvement. 

II.2.5.2.Préparation du phosphate buffered saline (PBS)  

Pour préparer la solution tampon de PBS à pH=7,4, nous avons utilisé les composés suivants 

avec les concentrations qui leurs correspondent : Na2HPO4 (8Mm) ; KH2PO4 (2Mm) ; KCl 

(2,7Mm) ; NaCl (137mM) (Mohan, 2006). 

II.2.5.3. Préparation de la suspension des globules rouges humains  

Les échantillons de sang récupérés ont été centrifugés à 3000 rpm, pendant 10 min. Le 

surnageant est, par la suite, éliminé et le culot de globules rouges a été lavé trois fois avec du 

PBS, jusqu’à l’obtention d’un surnageant clair, en centrifugeant à chaque fois à la vitesse 

3000 rpm, pendant 5 min. La suspension érythrocytaire ainsi obtenue été diluée 20 fois par 

PBS (1mL de culot est dilué dans 19mL de solution tampon). 

II.2.5.4.Préparation des extraits végétaux 

Différentes concentrations d’extraits de la plante (0,058mg/mL, 1,117mg/mL , 0,234mg/mL, 

0,468mg/mL, 0,937mg/mL, 1,875mg/mL, 3 ,75 mg/mL, 7,5 mg/mL, 15 mg/mL et 30 

mg/mL) sont solubilisées dans le PBS.  

II.2.5.5.Evaluation de la toxicité des extraits des feuilles de Punica granatum vis-à-vis des 

globules rouges  

Avant d’entreprendre le test de l’activité anti-hémolytique des extraits de feuilles de Punica 

granatum, un test de toxicité est nécessaire, afin de cibler les concentrations à utiliser. En 

effet, 1,6 mL de différentes concentrations des trois extraits à tester, ainsi que diclofenac, pris 

comme molécule anti-inflammatoire de référence, ont été mélangées avec 0,4 mL de la 

suspension de globules rouges à 10 %. Le mélange a été incubé à 37 °C pendant 30 min, puis 
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centrifugé à 3000 rpm pendant 10 min. L’absorbance du surnageant a été effectuée à 560 nm, 

à l’aide d’un spectrophotomètre, contre un blanc contenant du PBS. 

Dans les mêmes conditions et les mêmes démarches expérimentales, un contrôle incluant 0.4 

ml de la suspension de globules rouges et 1,6 mL d’eau physiologique ou de l’eau distillée, à 

la place de l’extrait, a été préparé pour vérifier l’état des globules rouges ou le 100 % 

d’hémolyse, respectivement. 

Le pourcentage d’hémolyse est calculé comme suit : Shobana et Vidhya,( 2016). 

% d’hémolyse = (At / Ac) * 100  

At : absorbance de l’échantillon (test) 

Ac : absorbance de control (100 % d’hémolyse) 

II.2.5.6. Evaluation de l’effet des extraits de Punica granatum  L. sur la stabilisation de 

la membrane des globules rouges  

Le test se base sur l’effet des extraits de la plante étudiée sur la stabilisation des érythrocytes, 

après induction de l’hémolyse par une solution hypotonique associée à une température 

élevée, selon le protocole de (Ganesh Gadamsetty et al., 2013). 

Dans des tubes à hémolyse, 0,5 mL d’extraits de feuilles de  Punica granatum,1,5 mL du 

tampon phosphate (0,15 M, pH 7,4) et 2 mL de la solution hyposaline (NaCl à 0,36 %) ont été 

mélangés et incubés, à 37 °C pendant 20 min. Par la suite, un volume de 0,5 mL de la 

suspension des érythrocytes (10 %) a été rajouté pour chaque tube, enchainé d’une incubation, 

à 56 °C pendant 30 min. Les tubes ont été mis dans de l’eau froide pendant 20 min, afin 

d’arrêter la réaction ensuite centrifugé, à 3000 rpm pendant 5 min. La lecture d’absorbance du 

surnageant est faite à 560 nm, à l’aide d’un spectrophotomètre, Le contrôle consiste en un 

mélange de 2 mL de la solution hyposaline, 2 mL du tampon PBS,  0,5 mL de la suspension 

de globules rouges et 0,5 mL d’eau physiologique. 

Le diclofenac est utilisé comme molécule de traitement anti-inflammatoire, avec les mêmes 

concentrations que l’extrait. 

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon l’équation suivante : 

% d’inhibition de l’hémolyse = [(Ac –At) / Ac] * 100 

Ac : absorbance de control. 

At : absorbance de l’échantillon (test). 
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III.1. Préparation des extraits des feuilles de Punica granatum  

L’extraction brute des feuilles de Punica granatum permet d’obtenir tous les métabolites 

secondaires. Les différents extraits bruts des feuilles de grenadier sont préparés dans la 

présente étude par macération de la poudre des feuilles dans les mélanges méthanol/eau, 

acétone/eau et dans l’eau. L’utilisation de ces mélanges a pour but d’extraire les composés 

polaires ainsi que les composés moyennement et faiblement polaires. L’aptitude du méthanol 

à augmenter la perméabilité des parois cellulaires, facilite l’extraction d’un plus grand nombre 

de composés et permet également de prévenir la croissance microbienne au cours de la 

macération (Seidel, 2005). De même le déroulement de cette extraction à température 

ambiante, ainsi que l’épuisement du solvant à pression réduite, permet d’obtenir le maximum 

de composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux températures 

élevées utilisées dans d’autres méthodes d’extractions.    

Toutefois l’eau n’est pas le solvant idéal pour plusieurs constituants bioactifs des plantes. Elle 

permet d’extraire préférentiellement les composés polaires. A température élevée, l’eau peut 

aussi extraire quelques composés amphiphiles (Jones et Kinghon, 2006).     

III.2.Rendement d’extraction  

 

Le rendement  désigne la masse de l’extrait séché, exprimé  en pourcentage par rapport à 100g 

de poudre de feuilles.  

D’après les résultats obtenus dans la figure N°13, nous pouvons déduire que les macérations 

dans la solution hydro-méthanoïque (Eau/Méthanol)et hydro-acétonique (Eau/Acétone) 

permettent d’obtenir les rendements les plus élevés de l’ordre de 38% et 37% respectivement  

par rapport à la macération dans l’eau estimée à 21%.  
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Figure N°13 : Le rendement d’extraction des feuilles de Punica granatum L. 

 

Nos résultats obtenus dans la figure N°13sont supérieurs aux rendements obtenus par  

Achouche et son équipe en 2019, qui ont trouvés des rendements de l’ordre de 22,43% et 

10,98 % pour l’extrait hydro-alcoolique et l’extrait aqueux respectivement.  

Le rendement peut être différent d’une méthode à une autre et il est lié à plusieurs facteurs : 

génétiques, physiques et climatiques mais aussi aux techniques de séchage et de conservation 

qui ont été choisies. (Quy-Diem et al.,2014). 

Le rendement d’extraction dépend aussi de plusieurs paramètres tels que: le solvant, le pH,  la 

température, le temps d'extraction et la composition d’échantillon. L’utilisation combinée 

d’eau et du solvant organique peut faciliter l'extraction des substances chimiques qui sont 

solubles dans l'eau et/ou dans le solvant organique (Quy-Diem et al.,2014). 

III.3.Analyses qualitatives  

Les phyto-investigations de base des extraits pour déterminer leurs principaux constituants 

(phyto-composés) sont vitaux car les principes actifs de nombreux médicaments sont des 

métabolites secondaires trouvés dans les plantes.   

Le screening phytochimique a permis de détecter la présence des composés chimiques dans 

les trois extraits dePunica granatum. La présence de ces composés est confirmée soit par la 
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formation de complexes insolubles en utilisant les réactions de précipitation, soit par la 

formation de complexes colorés, en utilisant des réactions de coloration (EL-Haouda et 

al.,2018). 

D’après les résultats représentés dans le tableau N°06,nous pouvons constater que les tanins 

et les composés réducteurs sont fortement présents dans les trois extraits étudiés. Concernant  

les flavonoïdes et les terpénoides,ils sont fortement présents dans l’extrait aqueux et 

moyennement présents dans l’extrait hydro-méthanolique.Une faible coloration de ces deux 

métabolites est détectée dans l’extrait hydro-acétonique. 

Les stérols sont présents dans  les trois extraits avec une faible teneur. Les quinones  libres et 

les alcaloïdes sont absent dans l’extrait aqueux et faiblement présents dans l’extrait hydro-

acétonique parrapport à l’extraits hydro-méthanolique. 

Cependant, nous avons remarqué une absence totale en saponines et en coumarines au niveau 

des trois extraits testés. 

Tableau N°06:Les résultats du screening phytochimique des extraits testés 

Les résultats sont classés comme suit ; Elevé (+++), Modéré (++), bas (+) et nul (-) sur la base 

de l’intensité du produit de réaction coloré. 

Extraits 

Composants 
 

Réactifs 

Extrait 

aqueux 

Extrait 

méthanol /eau 

Extrait 

acétone /eau 

Tanins 
FeCl3 

 
+++ +++ +++ 

Flavonoïdes 
HCl 

Mg 
+++ ++ + 

Terpénoides H2SO4 +++ ++ + 

Stérols Anhydride acétique + + + 

Coumarine NH4OH _ _ _ 

Alcaloïdes HCl 
Mayer _ + ++ 

Wagner _ +++ + 

Quinones libres NaOH _ ++ + 

Saponosides Indice de mousse -- 
_ 

 

_ 

 

Composés réducteurs Fehling 
+++ 

 

+++ 

 

+++ 
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Les niveaux de présence des différentes familles de métabolites secondaires dans la grenade 

diffèrent selon le type de solvant utilisé pour extraire ces composés (Kaci-Meziane et 

al.,2017). Le méthanol est un extracteur efficace pour une large gamme de polyphenols, et 

fréquemment utilisé à l’échelle du laboratoire et à l’échelle industrielle. Sachant qu’il est 

facilement accessible et bon marché (Wang et al.,2004). 

Concernant le screening chimique, nos résultats concordent avec ceux obtenus par Moualkia 

et Gourmati en 2015, qui confirment l’absence des saponosides et la forte présence des 

tanins et des composées réducteurs dans les feuilles de grenadier. 

Les résultats des analyses qualitatives trouvés sont partiellement en accord avec les résultats 

trouvés par Sreedevi et al.,(2017),qui ont détecté la présence des saponines dans l’extrait 

hydro-alcoolique et aqueux. 

Nos résultats obtenus sont contradictoire avec les analyses qualitatives des composés 

phytochimiques qui ont été réalisé  par l’équipe du chercheur Eddebbagh en 2016 sur les 

feuilles de P.granatum marocaineet qui montrent une  absence des stérols, des alcaloïdes et 

des quinones  ainsi qu’une présence sous forme de traces des flavonoïdes. 

Ces différences peuvent non seulement être dues à une variation génétique qui conduit à la 

variation de la biosynthèse phénolique du métabolite secondaire dans les feuilles de 

P.granatum, mais aussi à des critères différents pour la sélection du temps optimal de récolte 

(Hernández et al.,2014). 

La présence des composés phénoliques dans notre plante diffère selon plusieurs facteurs 

endogènes et exogènes comme : les facteurs climatiques, génétiques, le stade de 

développement, le degré de maturation, la période de récolte et la méthode d'extraction 

utilisée (Aganga, 2001). La présence de ces différents phyto-constituants peut être 

responsable des propriétés thérapeutiquesde la grenade. 

III.4.Analyses quantitatives  

III.4.1.Dosage des polyphenols totaux  

Le dosage des polyphenols a été réalisé selon la méthodeutilisant le réactif de 

FolinCiocalteu. La teneur en polyphenols totaux  a été calculée à partir d’une courbe 

d’étalonnage, et exprimée en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d'extrait 

(mg EQ/ g d’extrait). La teneur en polyphenols dans nos trois extraits testés (aqueux, 

eau/méthanol, eau/acétone) a été déterminée à partir d’une courbe d’étalonnage élaborée avec 
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différentes concentrations (0,018-0,037-0,075-0,15-0,31-0,625-1,25mg/mL) d’une solution 

standard d’acide gallique. 

Notre courbe d’étalonnage comprend une équation de la régression linéaire (y= 0,6566x) et un 

coefficient de corrélation de (R
2
= 0,996) et qui sont représentés sur la figure N°14. 

 

 

 

 

Le résultat obtenus dans la figure N°15 indique que l’extrait aqueux est plus riche en 

polyphenols totaux par rapport à l’extrait hydro-méthanolique et hydro-acétonique, avec des 

teneurs estimées à 50 mg EQ /g, 24 mg EQ/g et 20 mg EQ/g d’extrait sec respectivement.  

on a constaté qu’il n’y a pas une grande différence  entre les deux extraits hydro-alcooliques. 

A partir des résultats obtenus, nous avons observé des teneurs variées en polyphenols dans les 

différents extraits des feuilles  de P. granatum.  

L’extraction des composés poly phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation de ces 

principes actifs. Elle dépend de la méthode et du solvant approprié qui préservent leurs 

propriétés biologiques. La grande majorité des polyphenols ne sont pas hydrosolubles. Par 

conséquent,  pour obtenir des fractions riches en polyphenols, il est préférable d’employer des 

mélanges du solvant organique approprié avec de l’eau (Mahmoudi  et al.,2013). 
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En générale, les composés phénoliques dans les plantes sont des composés polaires, qui sont 

souvent extrait avec des solvants polaires tels que l’hydro-acétone et le méthanol. Les profils 

phénoliques différeraient également quand différents solvants sont utilisés et régit par 

plusieurs facteurs qui influent directement sur les teneurs de ces molécules. Parmi ces facteurs 

nous retrouvons : l’augmentation de la température de l’extraction et le temps de contact du 

matériel végétal avec le solvant d’extraction(Karmakaret al.,2011 ; Kylli, 2011). 

L’étude de Sreedevi et al.,(2017) sur les feuilles de P.granatumindienne, a montré une 

grande teneur en polyphenols supérieurs aux notre et ceci dans les extraits de grenadier et plus 

précisément dans l’extrait aqueux (274,1 ± 0,65mg EAG/g) et l’extrait méthanolique                    

(117,6± 0,76 mg EAG/g). 

Dans la littérature, il est mentionné que, la teneur en composés phénoliques diffère d’une étude à 

l’autre, et cela en fonction de procédé suivi pendant l’extraction et le dosage des composés 

phénoliques. De plus, d’autres paramètres pourraient influencer la composition en composés 

phénoliques, comme le degré de maturité de l’échantillon lors de sa collecte et son analyse. En 

fait, la teneur en poly-phénoliques totaux augmente au début de la croissance de la peau, mais 

diminue ensuite généralement au cours de la maturation (Mirdehghan et Rahemi, 2007 ; Çam 

et Hışıl, 2010; Elfalleh et al.,2012; Saad et al.,2012; Malviya et al.,2014). 

III. 4.2.     Dosage des flavonoïdes totaux  

 

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium et la 

soude. La teneur en flavonoïdes a été calculée à partir d’une courbe d’étalonnage et exprimée 

en milligramme d’équivalent de  catéchine par gramme d'extrait (mg EQ/ g d’extrait).  

La teneur en flavonoïdes dans nos trois extraits a été déterminée à partir d’une courbe 

d’étalonnage élaborée avec différentes concentrations (0,0045- 0,018- 0,037- 0,075- 0,15 – 

0,31 – 0,625 – 1,25 mg/mL) d’une solution standard de catéchine.  

Notre courbe d’étalonnage comprend une équation de la régression linéaire (y= 1,2037x) et un 

coefficient de corrélation R
2
= 0,7775 qui sont reportés sur la figure N°16. 
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Les résultats représentés dans la figure N°17 révèlent une richesse en flavonoïdes dans 

l’extrait aqueux par rapport à l’extrait hydro-méthanolique et hydro-acétonique.Les 

concentrations sont de l’ordre de  2 mg EQ/g et 1,12 mg EQ/g respectivement.  D’après les 

analyses statistiques, il n’existe aucune différence significative entre l’extrait hydro-

méthanolique et l’extrait hydro-acétonique. 

Les résultats de l’analyse quantitative par spectrophotomètre UV-visible montre que l’extrait 

brut aqueux des feuilles de Punica granatum étudiée, sont riches en flavonoïdes et ces 

résultats sont en accord avec les analyses qualitatives trouvées. 

Nos résultats enregistrés ne concordent pas avec ceux obtenus par Achouche & Azouzi 

(2019),  dont le taux de flavonoïdes est plus important dans l’extrait hydro-alcoolique par 

rapport à l’extrait aqueux et qui sont estimés à 12,10 ± 3,18 mg EQ/g et 11,23 ± 1,26 mg 

EQ/g respectivement. 

Cette différence de la composition en composés phénoliques entre différents cultivars peut être 

expliquée par l‘âge du grenadier, la quantité annuelle moyenne de la précipitation et les 

conditions agro-climatiques. L'exposition à la lumière et au soleil des fruits sélectionnés, semble 

être aussi un autre facteur influençant la synthèse des polyphenols et des flavonoïdes (Cardon, 

2005 ; Koukoura, 1988 ; Dudt et Shure, 1994; Cardon, 2005 ; Borochov-Neori et al.,2009). 
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En comparant les teneurs en flavonoïdes à celles des composés phénoliques totaux dans tous 

les extraits testés, nous remarquons qu'elles sont toutes plus faibles, ce qui indique que les 

extraits contiennent d'autres composés phénoliques possédant d’autres structures chimiques  

tels que les acides phénoliques et les tanins. 

L’intérêt porté aux feuilles et aux écorces trouve une explication dans le fait qu’elles sont le 

siège par excellence de la biosynthèse et même du stockage des métabolites secondaires 

responsables des propriétés biologiques de la plante (Bitsindou, 1997). Pour Nacoulma 

(1996).Ces organes constituent les lieux de stockage de métabolites secondaires ou des 

matériaux de base, protecteurs de l’organisme. 

III.5.Evaluation de la toxicité des différents extraits des feuilles de Punica granatum L. 

vis-à-vis des globules rouges  

Les résultats du test de cytotoxicité présentant l’évolution des pourcentages d’hémolyse des 

globules rouges, en fonction des concentrations de diclofenac et des différents extraits des 

feuilles de Punica granatum, sont illustrés dans les figures N°18 et 19 respectivement. 

La figure N°19 présente les taux d’hémolyse par pourcentage (%) dans un milieu tampon 

PBS (pH 7.4) contenant une suspension érythrocytaire, incubée durant 30 minutes à 37°C en 

présence des différentes concentrations, des  trois extraits de Punica granatum. 

 

Figure N°18: Effet des différentes concentrations de diclofenac sur l’hémolyse des 

globules rouges comparé au contrôle positif l’eau distillée (Hémolyse 100%). 
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Les résultats présentés sur la figure N°18 révèlent que le traitement des globules rouges par le 

diclofenac provoque une augmentation significative du taux d’hémolyse, en fonction des 

concentrations testées. Cette molécule de référence présente un effet hémolytique significatif 

à partir de 1.87mg/mL avec un pourcentage d’hémolyse de 28,53 %. L’effet hémolytique 

maximumest estimé à 94.66%, qui reste inférieur comparativement à l’hémolyse totale, 

induite par l’eau distillée. 

La figure N°19 présente les taux d’hémolyse des globules rouges par pourcentage (%)  dans 

un milieu tampon PBS (pH 7,4) contenant une suspension érythrocytaire, incubée à 37°C, en 

présence des différentes concentrations en extraits  aqueux , eau /méthanol et eau/acétone des 

feuilles de Punicagranatum ainsi que l’anti-inflammatoire synthétique: le diclofenac, par 

rapport au tube d’hémolyse total contenant la suspension érythrocytaire dans un milieu 

hypotonique provoqué par l’eau distillée. 

 

Figure N°19: Effet des différents extraits des feuilles de Punica granatum sur l’hémolyse 

des globules rouges,en fonction des concentrations comparé à celui de diclofenac. 
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Les résultats obtenus montrent que le pourcentage d’effet hémolytique est directement 

proportionnel à l’augmentation des concentrations en extraits.  En effet, l’extrait brut eau-

méthanol des feuilles exhibe un taux d’hémolyse considérable (22%) à partir d’une 

concentration égale à 0,234 mg/mL. Tandis que le pourcentage d’hémolyse de l’extrait 

aqueux et eau/acétone  augmente significativement à partir de 3,75 mg/mL avec un taux 

estimé à 22,63% et 21,66% respectivement jusqu’à atteindre une hémolyse maximale égale à 

42,83 et 27,93 %  respectivement à une concentration de 30 mg/mL pour les deux extraits 

testés. 

On constate clairement que l’extrait aqueux des feuilles ainsi que le diclofenac présentent des 

effets hémolytiques semblables aux concentrations de 0,117 mg/mL à 0,937 mg/mL.Par 

ailleurs, le traitement des érythrocytes par les extraits hydro–méthanolique et hydro–

acétonique des feuilles présente une hémolyse nettement inferieur à celle obtenue avec le 

diclofenac, pour la plupart des concentrations testées. 

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable des substances à activités 

biologiques et pharmacologiques très variées (Hirasa et Takemasa, 1998). Les extraits bruts, 

naturels isolés à partir des plantes utilisées en médecine traditionnelle, peuvent être des 

ressources de nouveaux médicaments (Karmakar et al.,2011). 

Punica granatum, comme toutes les plantes utilisées à des fins thérapeutiques, peuvent à 

fortes doses présenter une menace pour la santé de l’homme. L’activité cytotoxique de ces 

extraits pourrait être le résultat d’une action synergique de tous ou de quelques composants 

présents dans ces extraits. La toxicité des feuilles de Punica granatum observée, pourrait être 

expliquée par la présence de l’acide gallique, qui est l’un des constituants de cette plante, que 

ça soit sous sa forme libre ou liée (sous formelié au glucose ou à l’acide quinique). En effet, 

des études ont indiqué que l’acide gallique est un pro-oxydatif plus fort, qui induit 

l’augmentation de l’intensité radicalaire et le changement du potentiel redox à un état plus 

oxydatif. L’acide gallique produit alors une grande quantité d’espèces réactives oxygénées 

(ERO), qui peuvent endommager la membrane plasmique des globules rouges et détériorer sa 

fonction (Mohanty et al., 2014 ; Hsieh et al.,2015). 
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III.6.Evaluation de l’effet des extraits des feuilles de Punica granatumsur la stabilisation 

de la membrane des globules rouges  

Afin d’évaluer l’effet anti-inflammatoire des différents extraits bruts préparés à partir des 

feuilles de Punica granatum, un test de stabilisation membranaire des globules rouges 

humains a été réalisé. Ce test consiste à incuber une suspension de globules rouges humains, 

traitée avec une solution hypotonique associée à une température élevée, avec les extraits ou 

la molécule de références (le diclofenac comme anti-inflammatoire synthétique).Les 

concentrations en extraits testées pour cette activité présentent moins de 40% de cytotoxicité 

vis-à-vis des érythrocytes. 

 

Figure N°20 : Effet des différentes concentrations de diclofenac sur l’inhibition de 

l’hémolyse des globules rouges, induit par hypotonie et chaleur et comparé au contrôle 

(l’eau physiologique). 

 

La figure N°20 représente les érythrocytes traités avec des concentrations allant de 0,058 à 

3,75 mg/mL de diclofenac. Ces résultats ont montré un effet anti-hémolytique significatif 

compris entre 96,4% et 96,7%.  
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D’une autre part, une étude comparative de l’effet des extraits des feuilles de grenade et celui 

exhibé par la molécule de référence testée, notamment le diclofenac sont illustrés dans la 

figure N°21. 

Par ailleurs, l’effet protecteur des différents extraits  des feuilles de Punica granatum, contre 

l’hémolyse des globules rouges, provoqué par hypotonie et chaleur est significative dés la 

faible concentration de 0,058 mg/mL (98,2%). Au delà de cette concentration, l’activité anti-

inflammatoire de l’extrait aqueux commence à légèrement diminuer significativement à partir 

de la concentration 0,234 mg /mL. Concernant les extraits eau –méthanol et eau –acétone, ils 

ont atteint un pourcentage maximum d’inhibition d’hémolyse estimé à 99,98 %  et qui  reste 

stable jusqu’à  la concentration de 1,87 mg/mL. 

 

Figure N°21 : Effet du diclofenac et des extraits de feuilles de Punica granatum sur 

l’inhibition de l’hémolyse des globules rouges, induit par hypotonie et chaleur, à 

différentes concentrations. 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

P
o

rc
e

n
ta

ge
 d

'in
h

ib
it

io
n

 d
'h

ém
o

ly
se

  

concentration mg/mL  

Extrait eau -méthanol

Extrait eau –acétone  

Diclofenac



Résultats et discussion  

 

 

 
 
 

Page 49 
 

  

L’évaluation du pourcentage de la stabilisation de la membrane des globules rouges montre 

que les trois extraits de feuilles possèdent une activité anti-inflammatoire par l’inhibition de 

l’hémolyse des globules rouges à différentes concentrations. 

D’après les résultats représentés dans l’histogramme de pourcentage de la stabilisation de la 

membrane des globules rouges (figure N°21), on observe que l’extrait hydro-acétonique des 

feuilles de grenadier présente une inhibition semblable au diclofenac. 

L’hémolyse induite par le H2O2, espèce réactive d’oxygène qui possède une grande capacité à 

traverser les membranes biologiques (Reshma et al.,2014), résulte de la destruction de la 

membrane suite à la peroxydation lipidique des acides gras insaturés, tels que l’acide 

linoléique et l’acide arachidonique, présents dans ces membranes (Sumathy et al.,2013). Il ne 

donne pas une hémolyse totale d’érythrocyte par rapport à l’eau distillée. 

L’étude de l’activité anti-hémolytique des extraits des feuilles de grenadier par le test 

d’inhibition de l’hémolyse induite par une solution hypotonique a montré que  presque tous 

les extraits de P.granatumtestés présentent un effet protecteur de la membrane érythrocytaire 

avec des taux d’inhibition élevés. L’efficacité anti-hémolytique de l’extrait hydro –acétonique  

de P .granatum est le meilleur. 

L’effet anti-hémolytique peut être attribué à lacapacité des métabolites présents dans ces 

extraits de grenadier à piéger la solution hypotonique et à protéger ainsi la membrane des 

globules rouges (Neelam et Singh, 2012). 

Les membranes plasmatiques demeurent des structures fluides et le maintien de la fluidité est 

un pré-requis, pour la fonction, la viabilité, la croissance et la reproduction des cellules.De ce 

fait, divers études ont évalué la stabilisation de la membrane de globule rouge, via 

l’exposition des érythrocytes à une solution hypotonique, ainsi qu’à une température élevée, 

afin de mieux établir le mécanisme d’action anti-inflammatoire des extraits de plantes,  en 

raison de la ressemblance de la membrane de lysosome avec celle du globule rouge.                        

La stabilisation de la membrane lysosomale est importante pour limiter la réponse  

inflammatoire en empêchent la libération des constituants lysosomaux des neutrophiles 

activés tels que les protéases qui provoquent une inflammation(Portier et al.,2007 ;Reshma 

et al.,2014 ; Kalavani et al.,2016). 
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En effet, la stabilisation de la membrane des globules rouges, par les extraits des feuilles de 

P.granatum, pourrait être liée  à leur composition chimique qui est riche en polyphenols tels 

que l’acide gallique et les flavonoïdes, possédant des propriétés antioxydantes et anti-

inflammatoires. 

Les résultats obtenus par Ahmad et son équipe (2013) ont montré que les anti-

inflammatoires non stéroïdiens (AINS), notamment le diclofenac, à des doses importantes, 

modifient la réponse inflammatoire en inhibant l’activation des neutrophiles et d’autres 

cellules inflammatoires, bloquant ainsi la production d’enzyme telle que collagénase et 

élastase. 

Par ailleurs, le diclofenac, étant chargé négativement et son emplacement dans la région 

polaire des phosphatidylcholines modifie les interactions électrostatiques entre le phosphate 

des lipides et le groupement amine terminal. A des concentrations élevées, le diclofenac 

perturbe la structure de la bicouche membranaire en déplaçant les phosphatidylcholines et les 

sphyngomyélines vers la monocouche intérieure, tandis que les phosphatidylsérines et les 

phosphatidylethanolamines vers l’extérieure. Ainsi, l’interaction du diclofenac, 

essentiellement avec le phosphatidylcholines dans la monocouche intérieure de la membrane 

des globules rouges, mène au changement de leur forme biconcave, ce qui augmente leur 

résistance à l’entrée dans les capillaires induisant la diminution du flux sanguin, la perte 

d’oxygène et des dégâts tissulaires (Suwalsky et al.,2009).  

De plus l’utilisation chronique de ces médicaments provoque des effets indésirables divers et 

graves. Pour cela, des agents d’origine naturelle avec très peu d’effets secondaires sont 

souhaitables pour remplacer les thérapies chimiques.  

En comparant nos résultats avec ceux obtenus par Karunakar et al., (2018) qui ont évalué  

l’activité anti-inflammatoire des écorces de grenade (in vitro),nous remarquons que l’extrait 

méthanolique des feuille de P.granatumdonne un bon effet  d’inhibition d’hémolyse induit 

par l’hypotonicité de la membrane érythrocytaire (98 ,6 % à concentration 2 mg /mL ) par 

rapport à l’extrait méthanolique d’écorce (94% à concentration 2 mg/mL).
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A l’heure actuelle, les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux 

médicaments. Elles sont considérées comme une source de matière première essentielle pour 

la découverte de nouvelles molécules nécessaires à la mise au point de futurs médicaments. 

Ce regain d’intérêt vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source 

de substances et de composés bioactifs possédant des propriétés pharmaceutiques très 

importantes et d’autre part au besoin de la recherche d’une meilleure médication par une 

thérapie plus douce avec moins d’effets secondaires. C’est pour cette raison que le patrimoine 

végétal doit être absolument préservé dans sa diversité et dans son étendue.  

Les extraits naturels issus des plantes contiennent une variété de composés phénoliques et des 

huiles essentielles auxquelles onattribue des capacités anti-inflammatoires.Les feuilles 

dePunica granatum possèdent un pouvoir pharmacologique, dont les indications 

thérapeutiques sont nombreuses et qui justifieraient leur utilisation comme plantes 

médicinales. 

Le présent travail a pour objectif d’étudier l’activité anti-inflammatoire totale des extraits des 

feuilles du grenadier, ainsi que la quantification de leurs polyphenols totaux et flavonoïdes. 

L’extraction du matériel végétal nous a permis d’obtenir trois extraits de polarités différentes. 

La détermination du rendement en extraits bruts a montré que les rendements d’extraction 

varient considérablement entre les différents extraits. Les meilleurs résultats sont enregistrés 

dansl’extrait hydro-méthanolique avec un pourcentage estimé à 38.72 %. 

Le criblage phytochimique des extraits de P. granatum a mis en évidence la présence de 

plusieurs composés polyphénoliques tels que les flavonoïdes, les tanins ainsi que les 

terpénoides et stérols, et les composés réducteurs. 

Les analyses quantitatives des différents extraits affirment la richesse des feuilles de grenadier 

en composés phénoliques et plus particulièrement en flavonoïdes qui ont été détectés par la 

spectrophotométrie UV-visible. 

L’analyse biologique des trois extraits préparés réalisée in vitro sur des érythrocytes isolés du 

sang humain et conservés dans un milieu hypotonique PBS (PH = 7,4) a montré un taux faible 

d’hémolyse, ne dépassant pas les 40%à une concentration élevée de 30mg/mL par rapport à 

hémolyse total.  

Les résultats obtenus à l'issu de l’étude de l’activité anti-inflammatoire in vitro réalisée sur les 

globules rouges ont montré que l’extraithydro-acétonique des feuilles de grenadier exerce une 

inhibition comparable, à cellede l’anti-inflammatoire de référence Diclofenac® et par ce fait il 
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peut être considéré comme un traitement alternatif particulièrement dans la prévention de 

l’inflammation. 

A l’issue de cette étude, il  ressort que l’activité anti-hémolytique révélée par les extraits   

pourrait avoir un effet sur la stabilité de la membrane lysosomale, qui est semblable à celle 

des globules rouges, et pourrait empêcher ainsi la sortie des constituants lysosomale au cours 

de l’inflammation.  

Cependant, ce travail reste préliminaire et pas indicatif sur le mécanisme réel par lequel 

agissent ces  plantes sur les érythrocytes isolés du sang humain. Les résultats obtenus dans 

cette étude sur les effets anti-inflammatoire des extraits de P.granatum  sont intéressants, 

mais des étudescomplémentaires approfondiessont nécessaires pour comprendre leurs 

mécanismes moléculaires et cellulaires. 

En perspective, l’étude de la relation structure-activité permettra de corréler les résultats des 

tests biologiques avec des structures bien précises responsables de l’activité. Cette étude est 

très importante si l’on veut améliorer l’effet biologique de ces composés. Ceci permettra dans 

le futur la synthèse de molécules potentiellement actives. 

Ces études doivent être orientées vers la détermination des mécanismes moléculaires et  

cellulaires des composés actifs des extraits de  grenadier et l’évaluation de leurs effets sur le 

processus inflammatoire. 
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