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Résumé 

Le grenadier (Punica granatum) est un arbuste dont la hauteur varie de 2 à 5 mètres, très 

rameux et légèrement épineux, appartenant à la famille des Lythracées. Il est appelé 

localement Roman. Depuis l’Antiquité, le grenadier y compris ses différentes parties sont 

utilisés en médecine traditionnelle pour traitement des troubles digestifs et intestinaux sévères 

ainsi que les affections parasitaires.  

Notre présente étude c’est intéressé à l’évaluation du pouvoir anti-inflammatoire des 

différents extraits bruts  (aqueux, hydro-méthanolique, hydro-acétonique) obtenus après une 

macération des poudres d’écorces de fruits de Punica granatum. Dans ce but bien précis une 

analyse phytochimique qualitative et quantitative ainsi qu’une étude de cytotoxicité se sont 

révélées nécessaire.  

Les résultats obtenus ont montré un rendement d’extraction important estimé à 40% pour 

l’extrait eau /acétone. Une teneur considérable des trois extraits en métabolistes secondaires 

est révélée et à permis de mettre en évidence une quantité abondante en tanins, quinones 

libres, flavonoïdes et composés réducteurs. Le dosage des polyphenols et des flavonoïdes 

totaux, a révélé des valeurs de l’ordre de 29,91 mg EAG /g et 1,515 mg EC /g  respectivement 

dans l’extrait eau/ méthanol et dans la teneur est supérieure aux autres extraits testés. 

L’analyse de la toxicité effectuée selon la méthode spectrophotométrique in vitro , a permis de 

s’assurer que  nos  trois extraits d’écorce de fruit dePunica granatum L possèdent un très 

faible taux de toxicité qui est considéré comme inofensif comparé au Diclofenac. Ces résultats 

ont permis d’entamer en toute sécurité l’évaluation de  l’activité anti-inflamatoire de nos troix 

extraits préparés. Les résultats obtenus montrent que nos trois extraits possèdent des capacités 

anti-inflammatoires importantes allant de 90 à 100 % et comparables à l’effet protecteur de la 

molécule de référence à savoir le diclofenac. 

Cette investigation a permis de conclure que nos différents extraits d’écorces de fruits de 

Punica granatum ont une importante capacité de lutte contre l’inflammation en empêchant la 

lyse de la membrane lysosomiale. Cette capacité  varie en fonction du solvant d’extraction et 

de la concentration d’extrait utilisé. 

Mots clés : Punica granatum,  Métabolites secondaires, Effet hémolytique, Activité anti-

inflammatoire 

 

 



 

 

Abstract 

The pomegranate tree (Punica granatum ) is a shrub whose height varies from 2 to 5 meters, 

very branching and slightly thorny, belonging to the Lythraceae family. It is locally called 

Roman. Since ancient times, the pomegranate tree, including its various parts, has been used 

in traditional medicine for the treatment of severe digestive and intestinal disorders as well as 

parasitic diseases. 

Our present study is interested in the evaluation of the anti-inflammatory power of the 

different crude extracts (aqueous, hydro-methanolic, hydro-acetonic) obtained after a 

maceration of the powders of fruit peels of Punica granatum. For this very specific purpose, a 

qualitative and quantitative phytochemical analysis as well as a cytotoxicity study have 

proved necessary. 

The results obtained showed a significant extraction yield estimated at 40% for the water / 

acetone extract. A considerable content of the three extracts in secondary metabolists is 

revealed and has made it possible to demonstrate an abundant amount of tannins, free 

quinones, flavonoids and reducing compounds. The dosage of polyphenols and total 

flavonoids revealed values of the order of 29.91 mg EAG / g and 1.515 mg EC / g 

respectively in the water / methanol extract and in the content is higher than the other extracts 

tested. 

The toxicity analysis carried out using the in vitro spectrophotometric method made it 

possible to ensure that our three bark extracts of Punica granatum  have a very low toxicity 

level which is considered harmless compared to Diclofenac. These results made it possible to 

safely begin the evaluation of the anti-inflammatory activity of our three prepared extracts. 

The results obtained show that our three extracts have significant anti-inflammatory capacities 

ranging from 90 to 100% and comparable to the protective effect of the reference molecule, 

namely diclofenac. 

This investigation made it possible to conclude that our different extracts of Punica granatum 

fruit peel have an important capacity to fight against inflammation by preventing lysis of the 

lysosomal membrane. This capacity varies depending on the extraction solvent and the 

concentration of extract used. 

Keywords: Punica granatum, Secondary metabolites, Hemolytic effect, Anti-inflammatory 

activity 

 

 



 

 

 الملخص

، تنتمي إلى  أمتار ، متفرعة جداً وشائكة قليلً  5إلى  2( هو شجيرة يتراوح ارتفاعها من Punica granatumالرمان )

ئها ي ذلك أجزاتم استخدام شجرة الرمان ، بما ف .. يسمى محليا بالرومانية. منذ العصور القديمة Lythraceaeعائلة 

 ة.حادة وكذلك الأمراض الطفيليالمختلفة ، في الطب التقليدي لعلج اضطرابات الجهاز الهضمي المعوي ال

ثانول ، ميلالمائية ، ا ،تهتم دراستنا الحالية بتقييم الطاقة المضادة لللتهابات من المستخلصات الخام المختلفة )المائية 

ن أ اية ، ثبتمحدد للغمن بونيكا جراناتوم. لهذا الغرض النقع مسحوق لحاء الفاكهة الأسيتونك( التي تم الحصول عليها بعد 

 التحليل الكيميائي والكيمي النوعي وكذلك دراسة السمية الخلوية ضروريان.

م الكشف عن ت٪ لمستخلص الماء / الأسيتون. 40مهمة تقدر بـ عليها مردود استخلص أظهرت النتائج التي تم الحصول 

نات ، الكينو نيناتفيرة من التامحتوى كبير من المستخلصات الثلثة في الأيضات الثانوية ويجعل من الممكن إظهار كمية و

مجم  29.91يم قالحرة ، الفلفونويد والمركبات المختزلة. كشفت جرعة البوليفينول وإجمالي مركبات الفلفونويد عن 

EAG  مجم  1.515/ جم وEC تخلصات / جم على التوالي في خلصة الماء / الميثانول وفي المحتوى أعلى من المس

 الأخرى اختبارها.

ء صات اللحامستخل حليل السمية الذي أجري باستخدام طريقة القياس الطيفي في المختبر جعل من الممكن التأكد من أنإن ت

ه ك. جعلت هذلديها معدل سمية منخفض جداً والذي يعتبر غير ضار مقارنةً بالديكلوفينا Punica granatumالثلثة من 

ي تم نتائج التظهر التالمضاد لللتهابات من خلصاتنا الثلثة المعدة.  النتائج من الممكن البدء بأمان في تقييم النشاط

قابلة للمقارنة مع ٪ و 100إلى  90الحصول عليها أن مستخلصاتنا الثلثة لها قدرات كبيرة مضادة لللتهابات تتراوح من 

 التأثير الوقائي للجزيء المرجعي ، وهي ديكلوفيناك.

درة مهمة قلديها  Punica granatumفاكهة من لحاء ستنتاج أن مستخلصاتنا المختلفة جعل هذا التحقيق من الممكن الا

ص وتركيز لاستخلاعتماداً على مذيب ا هذه القدرةعلى مكافحة الالتهاب عن طريق منع تحلل الغشاء الليزوزومي. تختلف 

 المستخلص المستخدم.

 هابات، تأثير انحللي ، نشاط مضاد لللت، مركبات النبات الثانوية  Punica granatum L:الكلمات المفتاحية
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KH2PO4 : Dihydrogénophosphate de potassium 

KI : Iodure de potassium 

LDL : Lipoprotéine de faible densité 

LPS : lipopolysaccharide 

M : Mol/L 

Mg : Magnésium 

mg : Milligramme 

mg EAG/g MS: mg équivalent acide gallique par gramme de matière sèche. 

mg EC/g: mg équivalent catéchine par gramme de matière sèche 

mg EHHDP-G/g : mg équivalent hexahydroxydiphenoyl glucose par gramme. 

mL: millilitre 



 

 

MMP -3 /MMP-7 : Les métalloprotéases matricielles  

MPO : Myélo-peroxydase 

MVS : Matière végétale sèche 

NaCl : Le chlorure de sodium 

Na2HPO4 :Hydrogénophosphate de sodium 

NAOH : Hydroxyde de sodium 

NF-κB : Facteur nucléaire -kappa B 

NH4OH : Ammoniaque 

nm: Nanomètre  

NO :Nitric oxide ,Monoxyde d'azote 

PBS : Phosphate Buffered Saline (Le tampon phosphate salin). 

PGE : Extrait aqueux d'écorce de Punica granatum 

PGE 2 : Prostaglandin E2 

PH: Le potentiel hydrogène 

PPT : Polyphenols totaux 

PRE : Extraits d'écorce de Punica granatum 

𝑅𝑑𝑡 : Rendement 

Rpm : Tour par minute, rotation par minute 

Sélectines E : Endotheliale  

Sélectines L : Leucocytaires 

Sélectines P : Plaquettaires 

TGF-β1 : Transforminggrowth factor beta 1 , Le facteur de croissance transformant 

TNF-α : Facteur de nécrose tumorale 

TPT : Teneurs en polyphenols totaux 

ul : microlitre 

UV : Ultra violet 

VIH : Le virus de l’immunodéficience humaine 

VLA4: Integrinα4β1 (very late antigen-4) 
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L'inflammation est au cœur de la lutte contre les agents pathogènes. Elle est définie comme 

étant une réponse protectrice locale à l'invasion microbienne ou aux blessures. Elle doit être 

affinée et régulée avec précision, car les carences ou les excès de la réponse inflammatoire 

provoquent une morbidité et raccourcissent la durée de vie. L’inflammation chronique qui en 

résulte peut contribuer à des maladies telles que l'arthrite, les crises cardiaques et la maladie 

d'Alzheimer. Un lien fonctionnel entre l'inflammation chronique et le cancer est également 

suspecté depuis longtemps (Tracey, 2002 ; Balkwill et Coussens, 2004). 

Les mécanismes homéostatiques anti-inflammatoires inversent ces processus lorsque l'agent 

infectieux est éliminé par les systèmes immunitaires innés et adaptatifs. L'axe hypothalamo-

hypophyso-surrénalien et les glucocorticoïdes en particulier sont essentiels pour limiter et 

résoudre le processus inflammatoire(Rhen et Cidlowski, 2005). 

Une variété d'agents anti-inflammatoires sûrs et efficaces sont disponibles, y compris 

l'aspirine et d'autres anti-inflammatoires non stéroïdiens, avec de nombreux autres 

médicaments en cours de développement. La nouvelle ère des agents anti-inflammatoires 

comprend les « produits biologiques » tels que les thérapies anticytokines et les petites 

molécules qui bloquent l'activité des kinases (Dinarello, 2010), ainsi que les anti-

inflammatoires stéroïdiens et les glucocorticoïdes qui sont largement utilisés pour la 

suppression de l'inflammation dans les maladies inflammatoires chroniques (Barnes, 1998).  

Cependant, l’utilisation de substances anti-inflammatoires synthétisées chimiquement est 

accompagnée toujours d’effets secondaires indésirables, alors que l’utilisation de composés 

phytochimiques s’avère utile et sans effets secondaires (Bjarnason et Hayllar, 1993). 

La médecine traditionnelle et les produits naturels offrent un grand espoir pour l'identification 

de nouveaux composés bioactifs qui seront utilisés comme médicaments pour traiter les 

maladies inflammatoires (Gautam et Jachak, 2009).De nombreuses substances naturelles 

douées d’activités biologiques ont de puissants effets anti-inflammatoires sans avoir les effets 

secondaires des médicaments classiques. 

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail de recherche dont l’objectif consiste à 

réaliser une étude de l’activité anti-inflammatoire, in vitro, des extraits des écorces du fruit de 

grenadier d’Ain Témouchent « Punica granatum» sur la stabilité membranaire du globule 

rouge. De nombreuses études sur les propriétés antioxydantes, anticarcinogènes et anti-

inflammatoires des constituants de la grenade ont été publiées, en particulier sur ses fruits qui 

possèdent une histoire ethnomédicale et représentent un réservoir phytochimique de valeur 

https://portlandpress.com/clinsci/article-abstract/94/6/557/76955
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médicinale heuristique, mettant l'accent sur le traitement et la prévention du cancer, des 

maladies cardiovasculaires, du diabète et autres (Lansky et  Newman, 2007 ; Jurenka, 2008) 

 

Notre étude est structurée en trois parties : 

 La première partie propose une mise au point bibliographique concernant les plantes 

médicinales et leurs métabolites secondaires suivie par une description botanique, une 

classification systématique, l’utilisation traditionnelle de Punica granatum, et 

finalement quelques notions sur l’inflammation et l’activité anti-inflammatoire.  

 La seconde comporte la partie expérimentale ou nous avons réalisé : la préparation des 

différents extraits bruts des écorces de Punica granatum, ainsi que des tests 

phytochimiques. Nous avons aussi évalué l’activité anti-inflammatoire de cette plante 

médicinale, en déterminant aussi la toxicité de ces extraits vis-à-vis des globules 

rouges. 

 La troisième partie présentera les résultats obtenus qui seront suivis d’une discussion 

et d’une conclusion générale. 
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1.1. Histoire  

L’histoire de la découverte des plantes médicinales par l’homme remonte à des civilisations 

anciennes. Les documents historiques révèlent que leur utilisation remonte à 5000 ans avant 

JC en Chine, 1600 avant JC par les Syriens, les Babyloniens, les Hébreux et les égyptiens 

(Dery et al., 1999 ; El Azzouzi & Zidane,2015). 

Actuellement, de plus en plus de personne reconnaissent les vertus de ces plantes qui regain 

d’intérêt auprès du public (El Hilah et al., 2015). Elles sont utilisées aussi bien dans les pays 

développés que sous-développés et ce, en raison du rendement insatisfaisant et des coûts chers 

des médicaments modernes (El Azzouzi & Zidane,2015). 

 

1.2. Les plantes médicinales  

Les plantes médicinales sont identifiées comme étant toute plante contenant une ou des 

substances à intérêt thérapeutique ou à usage médicinale dans la synthèse de drogue utile. Il 

est a noté qu’au moins 25% de tous les médicaments modernes dérivent soit directement ou 

indirectement, de plantes médicinales (El Hilah Fatima et al., 2015). 

Actuellement, la recherche de toxicité par les herboristes sur des remèdes, confirment au 

patient que la préparation et sa dose sont sans danger (Sofowora, 2010). 

Ces propriétés thérapeutiques des plantes sont dues à des métabolites secondaires 

(Triantafyllidi et al., 2015). Ces derniers sont considérés comme le niveau fonctionnel du 

métabolisme végétal (Hartmann, 1996)et sont synthétisés par les plantes en tant que dérivés 

du métabolisme  primaire (Aharoni & Galili, 2011). 

1.3. Les métabolites secondaires  

Les plantes contiennent des métabolites secondaires qui sont responsables de leurs propriétés 

médicinales (Konéet al., 2017). Ces derniers ont une répartition inégale capable d’atteindre 

des valeurs élevées lors de leurs accumulations chez les végétaux (Macheix et al., 2005). 

Les métabolismes secondaires ont aussi des intérêts multiples misent à bénéfice en 

pharmacologie, dans l’industrie alimentaire et en cosmétologie. Parmi ces principes actifs, on 

retrouve les composés phénoliques, les coumarines, les alcaloïdes, les saponosides, les 

mucilages, les composés volatils, les stérols et les terpènes (Alain et al., 2018). 
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1.3.1Les composes phénoliques  

Les polyphenols sont un vaste ensemble de substances qui possèdent un cycle aromatique 

portant un ou plusieurs groupements hydroxyles. Ils sont partagés en différentes classes qui 

sont distinguées les unes des autres par leur nombre d’atomes de carbone constitutifs et la 

structure de base du squelette carbone (Macheix, 1996). 

Ces molécules sont caractérisées par une forte bio activité, qui se manifeste au niveau de 

l’organisme en une large gamme de propriétés biologiques, de plus un impact positif sur la 

protection de la fonction vasculaire (Adriouch et al,2017).Notamment dans la nature, les 

polyphenols sont les antioxydants les plus présents. Ils offrent aux plantes la possibilité de se 

défendre contre les phénomènes d’oxydation, ainsi que certaines agressions extérieures 

(Menat, 2006). 

Le composé phénolique contient de nombreuses structures (plus de 5 000 molécules isolées), 

tels que les acides phénols, les tanins hydrolysables, les coumarines, les lignanes, les 

quinones, les phloroglucinols et les flavonoïdes (Hennebelle et al., 2004). 

 

a- Les flavonoïdes 

Les flavonoïdes englobent plus de 6 000 composés naturels qui sont universels chez les 

plantes vasculaires mais rencontrés aussi chez les plantes médicinales (Erlund,2004). Les 

flavonoïdes sont des composés dont structurellement la position 2 est substituée par un noyau 

benzénique (Ghedira , 2005). Ces flavonoïdes peuvent être subdivisés selon leur structure en 

quatre (4) principaux groupes (Nijveldt et al., 2001)(Figure N°01). 

 

Figure N°01 : Différents types structuraux des flavonoïdes 

(Nijveldtet al., 2001) 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0985056217301292#!
javascript:;
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Les flavonoïdes sont capables d’influencer plusieurs fonctions biologiques comme la synthèse 

protéique, la différenciation de la prolifération cellulaire et l’angiogenèse. Ces composés 

apportent un gain dans différentes pathologies chez l’homme telles que l’inflammation où les 

flavonoïdes agissent comme des inhibiteurs des enzymes de l’inflammation : la cyclo-

oxygénase et la lipo-oxygénase (Hollmanet Katan, 1997 ; Scalbert et al.,2002 ; Blaut et 

al.,2003). 

 

b-  Les acides phénoliques 

Les acides phénoliques sont des composés phénoliques qui possèdent au moins une fonction 

carboxylique et une fonction phénol. Cette classe est représentée par deux groupes 

principaux qui sont les acides hydroxy benzoïques (Figure N°02) et les acides hydroxy 

cinnamiques (Figure N°03) (Pompeu et al.,2018). 

 

 

 

 

c-  Les tannins 

Les vertus thérapeutiques des plantes tannifères sont liées à leurs métabolites secondaires, 

essentiellement aux tanins contenus dans leurs organes. Les tanins désignent un groupe de 

substances phénoliques polymériques, et possèdent des poids moléculaires variant entre 500 

et 3000 (Sérémé et al., 2008). 

Ces derniers présentent des réactions classiques des phénols, ainsi que la propriété de 

précipiter les alcaloïdes, la gélatine et d’autres protéines (Cowan, 1999). Ils peuvent être 

trouvé dans l’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines  (Vandi et al., 2016). 

 

 

 

Figure N°02 : Structure d’acides hydroxy 

cinnamiques 

 (Pompeu et al.,2018) 

 

Figure N°03 : Structure d’acideshydroxy 

benzoïque 

(Pompeu etal., 2018) 
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Les tanins sont classés en 2 groupes et cela selon la nature de leur assemblages moléculaires. 

 - Les tanins hydrolysables sont constitués d’une molécule glucidique sur laquelle est 

estérifiée de l’acide gallique ou un de ces dérivés (acide éllagique, acide m-digallique). On 

leur attribue les noms de pyrogalliques et d’éllagitanins. Ce groupe de tanins est facilement 

hydrolysé par voie chimique ou enzymatique (Sereme et al., 2008) (Figure N°04). 

 

Figure N°04 : Structures de tanins hydrolysables (Géraniine).  

(Sereme et al., 2008) 

 

- Les tanins condensés ou tanins catéchiques ou proanthocyanidols sont des polymères 

flavaniques dont la structure est voisine de celle des flavonoïdes. Ils sont constitués d’unités 

de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone (Deli-Vandiet al., 2016) 

(Figure N°05). 

 

Figure N°05 : Exemple de structure de tanin condensé 

 (Sereme et al., 2008). 
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1.3.2. Les saponines 

Les saponines sont une classe de composés secondaires, produites principalement dans le 

règne végétal, et reconnues en tant que composé non volatiles. Ces molécules sont 

structurellement représentées sous forme d’un squelette stéroïdique ou triterpénique 

(aglycones non polaires, une génine) qui est couplé à un ou plusieurs monosaccharides 

(fraction glycoside).Ces derniers étant très fréquents chez les végétaux, ils sont caractérisés 

par leurs propriétés tensioactives (Vincken et al., 2007).  

1.3.3. Les terpénoides  

Les terpénoides sont des composée naturels qui comprennent une grande diversité 

structurelle, estimée à plus de 55 000 (Christianson, 2008). 

Les terpènes volatils contiennent de l’huile essentielle. Ils sont issus de la condensation 

d’unités isopréniques (d’unités 2-méthylbutane) et des dérivés aromatiques du phénylpropane 

(Couic-Marinier et Lobstein, 2013). 

Ils peuvent être aussi semi-volatiles ou non-volatiles, saturées et insaturées, à chaîne droite, à 

chaîne ramifiée, cycliques ou acycliques, chiraux ou achiraux, portant éventuellement divers 

groupes fonctionnels oxygénés (ex. alcools, aldéhydes, cétones, esters et éthers) ou contenant 

de l'azote ou du soufre et sont solubles ou insolubles dans l'eau (Bohlmann et Keeling, 

2008). 

Les familles moléculaires les plus connue des terpènes sont les monoterpènes en C10 (Figure 

N°06).Ces derniers sont considérés comme des composés anti-infectieux et également 

d’excellents immuno-stimulants. Les sesquiterpènes en C15 sont aussi majoritairement 

utilisés comme calmants et anti-inflammatoires (Figure N°07)(Couic-Marinier & Lobstein, 

2013). 

                     

Figure N°06 : Structure d’un monoterpène                 Figure N°07 : Structure d’un sesquiterpène 

(Couic-Marinier et Lobstein,  2013). 
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1.3.4. Les alcaloïdes  

Le terme d’alcaloïde a été introduit par Meisner au début du XIXème siècle pour désigner les 

substances naturelles réagissant comme des bases. Un alcaloïde est tout simplement une 

substance organique azotée d’origine végétale, à caractère alcalin et présentant une structure 

complexe (Badiaga, 2011). 

Les alcaloïdes ont le caractère d’être des principes actifs très puissants à des très petites doses. 

Ils peuvent être trouvés dans 20% des plantes, de plus ils représentent une des sources les plus 

importantes de nos médicaments, comme la classe des alcaloïdes des Solanacées (Atropine, 

Scopolamine) (Bensakhria, 2018). 

Ainsi, on divise les alcaloïdes en 3 classes : les alcaloïdes vrais, les proto-alcaloïdes et des 

pseudo-alcaloïde (Badiaga, 2011). 
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2.1. Description botanique 

Punica granatum L. appartenant à la famille Lytraceae est communément appelée grenade. Le 

grenadier est un arbuste de 2 à 5 m de hauteur, très rameux et légèrement épineux. Les 

branches sont angulaires et le feuillage est caduque. Les feuilles opposées ovales sont 

oblongues de 2 à 8 cm de long (Roth et Lindorf, 2013 ; Jurenka, 2008). La fleur est d’un 

rouge écarlate, sessile, régulière et grande. Les pétales des fleurs sont de 5 à 7. Les étamines 

sont très nombreuses et son fruit est une baie cortiquée arrondie surmontée de dents du calice, 

le rendent facilement identifiable. Ils sont caractérisés par une croissance assez lente. La 

longévité des arbres cultivés est de 50-60 ans (Evreinoff, 1957) (Figure N°08). 

 

 

Figure N°08 : Les fleurs et fruits du grenadier (Punica granatum L.) 

(Hmid, 2013). 
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2.2. Taxonomie 

En1753, le grenadier (Punica granatum) a été décrit par Linné et introduit dans sa 

classification comme suit:  

 Embranchement: Spermaphyte 

 Sous-embranchement : Angiospermes 

 Classe : Magnoliopsida 

 Ordre : Myrtales 

 Famille : Punicaceae 

 Genre : Punica 

 Espèce : Punicagranatum 

En2003, cette classification a été révisée, donnant naissance à la classification phylogénétique 

APGII, qui comporte 457 familles réparties dans 45 ordres. Au sein de cette classification, la 

position du grenadier est la suivante : 

o Clade : Angiospermes  

o Clade : Dicotylédones vraies  

o Clade : Rosidées 

o Ordre : Myrtales 

o Famille : Lythraceae 

o Genre : Punica 

o Espèce : Punica granatum 

 

Dans cette nouvelle classification, la famille des Punicacées n’existe plus. Le grenadier 

appartient à la famille des Lythracées, qui comporte 30 genres et 600 espèces (Spichiger et 

al., 2002 ; Wald , 2009 ). 

 

2.3. Origine  

La patrie phylogénétique du grenadier (Punica granatum) se trouve selon les derniers travaux 

des botanistes et pomologues, dans toute la vaste région englobant l'Iran, l'Afghanistan et la 

Transcaucasie orientale. On observe dans ces pays une multitude de formes spontanées et de 

variétés diverse cultivées d'un grand intérêt (Evreinoff, 1957). En Asie Mineure dans la 

région méditerranéenne, ainsi qu'en Afrique du Nord, l'espèce se serait naturalisée à la suite 

d'une très ancienne culture, et de sa dispersion par les oiseaux. Sa naturalisation dans la région 
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méditerranéenne est si fréquente qu'elle paraît constituer un prolongement de son habitat 

primitif. Une chose est certaine, la culture du grenadier a commencé en Asie occidentale à 

l'époque préhistorique. Son extension dans l'antiquité vers l'Occident d'abord, puis vers l'Inde 

et la Chine, a été suivie d'une naturalisation très fréquente et très ancienne qui peut induire en 

erreur sur sa véritable origine (Evreinoff, 1957). 

2.4. Utilisation traditionnelle  

L’écorce de grenadier ainsi que ses graines, ses fruits, son épicarpe et ses fleurs, étaient 

depuis des milliers d'années utilisés pour leurs nombreuses propriétés médicinales et 

cosmétiques au Moyen-Orient, en Asie et en Amérique latine (Malik et al., 2005). L’écorce 

de fruit astringent et des racines fraîches ont des propriétés toniques qui aident dans le 

traitement des troubles digestifs et intestinaux sévères ainsi que les affections parasitaires. 

L’infusion de feuilles de grenade aide à prévenir aussi l’anémie. Le fruit savoureux produit de 

grandes des quantités de jus de refroidissement. Les fleurs fournissent un colorant pour les 

cheveux. Les feuilles et les fleurs donnent des solutions pour les gargarismes (Clay & 

Hubbard,1987). 

2.5. Composition biochimique de Punica granatum 

Punica granatum est une bonne source de protéines, fibres, sucres simples, oligo-éléments, 

minéraux et même des métabolites secondaires (Fournier, 1948). 

Son étude phytochimique démontre sa richesse en polyphenols (tanins, flavonoïdes, 

anthocyanes ...) ainsi qu’en alcaloïdes, acides aminés, acides organiques, sucres, stéroïdes, et 

sels minéraux (Gil et al.,2000 ; Lansky et Newman,2007; Syed et al.,2007). 

Les principaux constituants des différentes parties du grenadier sont résumés dans                                            

le tableau N°01. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Synthèse bibliographique                                    Chapitre 2 : Présentation de Punica granatum 

 
 

14 

 

Tableau N°01 : Les principaux constituants des différentes parties du grenadier. 

Partie de la plante Composants Références 

Zeste de grenade 

Acide gallique, Acide ellagique, Punicaline, 

Punicalagine, Acide caféique, Ellagitannins, 

Alcaloïdes pelletierine, Lutéoline, 

Kaempferol, Quercétine 

- Artik et al.,1998 

- Amakura et al.,2000 

Jus de grenade 

 

Sucres simples, Acides organiques 

aliphatiques, Acide gallique, Acide 

ellagique, Acide quinique, Flavonols, 

Acides aminés, Minéraux 

-Artik et al.,1998 

- Amakura et al.,2000 

- Waheed et al., 2004 

- Lansky et Newman, 2007 

Racine et écorce de 

grenade  

 

Ellagitannins, Alcaloïdes de pipéridine, 

Alcaloïde de pyrrolidine, Alcaloïdes 

pelletierine 

-Tanaka et al.,1986 

-Neuhofer et al.,1993 

Fleur de grenadier 

Acides galliques, Acide ursolique, 

triterpénoïdes, Acides gras 

-  Huang et al.,2005 

- Lan et al.,2009 

Feuilles de 

grenadier 

 

Glucides, Sucres réducteurs, Stérols, 

Saponines, Flavonoïdes, Tanins, Alcaloïdes 

de pipéridine, Flavone, Glycoside, 

Ellagitannines 

- Tanaka et al., 1986 

- Nawwar et al.,1994 

-  Gil et al.,2000 

- Chaitra et al., 2012 

Graine de 

grenadier 

Acide 3,3′- Di - O-méthylellagique, acide 

3,3 , 4′-TriOméthylellagique, acide punique, 

acide oléique, acidepalmitique, acide 

stéarique, acide linoléique, stérols 

- Wang et al., 2004 

- Lansky et al.,2005 

 

2.6. Activités biologiques et thérapeutiques du Punica granatum  

Les effets médicinaux bénéfiques apportés par le grenadier sont définis par sa richesse en 

nombreux composés bioactifs. Ces derniers font de la grenade avec ces différentes parties, 

une plante à propriétés anticancérigène, antioxydante, antidiabétique et anti-inflammatoire 

(Jurenka, 2008). 
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2.6.1. Activité anticancérigène  

Le grenadier présente une activité qui empêche la prolifération anormale de cellules 

cancéreuses ou peut ralentir la formation des tumeurs par différentes mécanismes (Wald, 

2009). Une série d’études précliniques démontre que le jus de grenade fermenté présente un 

ralentissement du développement des cellules cancéreuses et la formation de tumeurs 

prostatiques (Maliket al., 2005). 

Cette dernière a été soutenue par une étude démontrant que la combinaison entre le jus 

fermenté, l’écorce de grenade et l’huile de pépins de grenade inhibe la prolifération, l'invasion 

et la sécrétion de phospholipase A2 (sPLA2) dans le cancer de la prostate (Lansky et                     

al., 2005).De plus, il a été démontré dans une étude que le jus de grenade présenté aussi 

d’intéressantes propriétés aussi bien dans un but préventif que dans un but thérapeutique 

contre le cancer du sein (Kimet al., 2002). Des propriétés chimio-préventives du cancer du 

côlon, ont été étudiées dans des cellules cancéreuses du côlon humain HT-29 (Kasimsetty et 

al., 2010).  

2.6.2. Activité antioxydante  

Des études in vitro ont démontré après une comparaison que le jus de grenade et les extraits 

des graines du grenadier ont une capacité antioxydante deux à trois fois supérieure à celle du 

thé vert et de onze fois celle des jus de fruits étudiés (Gil et al., 2000). Cette capacité 

antioxydante agit en piégeant et en bloquant les radicaux libres et en diminuant le stress 

oxydatif des macrophages, la peroxydation lipidique et l’inhibition d’oxydation des LDL chez 

les animaux (Basu et Penugonda, 2009). Les composés responsables de cette activité dans le 

jus de grenade sont les polyphenols antioxydants tels que les ellagi-tannins qui représentent 

92% de l’activité antioxydante et les anthocyanines. Ces ellagi-tannins sont retrouvés dans 

l’écorce, les membranes et les moelles du fruit (Seeramet al., 2004). Plusieurs études 

récentes sur la grenade, soulignant principalement son rôle de vasculo-protecteur qui 

contribue à la réduction du stress oxydatif et l’agrégation plaquettaire (Wang et al., 2018). 

Une étude en 2015 réalisée par Salwe sur des rats mâles (Wistar), montre qu’une dose plus 

élevée d'extrait de fruit de P. granatum L fur efficace pour augmenter les taux d'enzymes 

antioxydantes (la superoxyde dismutase et la catalase).  
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2.6.3. Activité antidiabétique  

Il a été mentionné que les mécanismes hypoglycémiques de l’extrait de fleurs de grenadier 

sont similaires à ceux de l'acarbose et du 10-α-glucosidase qui est un inhibiteur utilisé dans le 

traitement de la maladie de type 2 (Jafri et al., 2000). Des études sur l’extrait aqueux de 

l’écorce de grenade ont également présenté des résultats significativement hypoglycémiants, 

et il est suggéré de l’utiliser pour traiter le diabète type 1 aussi bien que pour le type2 (Katz et 

al., 2007). 

Des études effectuées par Khalil en 2004sur les rats diabétiques traités avec l'extrait aqueux 

d’écorce à une dose de 0,43 g / kg de poids corporel pendant quatre semaines ont présenté une 

baisse significative du taux de sucre dans le sang et une augmentation du nombre de cellules 

β, ce qui contribue relativement à l'intensification du taux d'insuline. 

2.6.4. Activités antimicrobienne, antibactérienne et antivirale 

Une étude a prouvé que les composés dans l’extrait de la grenade peuvent aider à lutter contre 

les micro-organismes nuisibles, ainsi de permettre d’améliorer l’action antibactérienne de 

certains antibiotiques (Braga et al., 2005). En 2014, les résultats d’une étude faite par 

Dastjerdi et ses collaborateurs confirment que l’extrait de Punica granatum avait 

d’importantes propriétés antibactériennes contre cinq (5) bactéries buccales (S. mutans, S. 

sanguinis, S. sobrinus S. salivarius et Enterococcus faecalis ). Dans une étude récente sur les 

extraits de zeste de grenade, une efficacité d’inhibition de la croissance d’un nombre de 

bactéries comme Escherichia coli et Bacillus subtilisa été obtenue (Karthikeyan et Vidya, 

2019).  

L’extrait d'acétate d'éthyle d'écorce de fruit a été décrit pour ces propriétés à large spectre 

d'activité antimicrobienne (Barathikannan et al., 2016). L’étude de Howell et D'Souzaen 

2013sur l’activité antivirale de la grenade, a montré que l'acidité des solutions concentrées de 

jus de grenade contribuait à une activité antigrippale rapide. Une autre étude a montré que les 

inhibiteurs d'entrée du virus VIH-1 contenus en jus de grenade, bloquent la liaison du VIH-1 

aux récepteurs de cellules hôtes CD4 et CXCR4 / CCR5 et inhibent l'infection par les clades 

de virus (Neurath et al., 2005). 
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2.6.5. Activité toxique  

La toxicité de Punica granatum n'a pas été intensivement étudiée. Cependant, des études 

réalisées sur des extraits aqueux de grenade dans conditions similaires à celles utilisées par la 

médecine traditionnelle, n’ont montré aucun effet toxique (Desta, 1995). Il est important de 

garder à l’esprit que les fruits de grenade à l'exception de la pelure, ne sont pas toxiques. 

Néanmoins, il a été démontré que certaines parties de la plante, comme la racine et l'écorce, 

sont toxiques (Fuentes et al., 1985). L'activité toxique d'un extrait d'écorce de Punica 

granatum était liée à sa teneur en alcaloïdes selon Tripathi et Singh (2000).  

Vidal et ses collaborateurs en 2003 ont mené une recherche sur l'embryotoxicité, la toxicité 

aiguë et la toxicité après l'administration répétée par voie intranasale d'extraits 

hydroalcooliques du fruit du Punica granatum. De tels extraits sont traditionnellement utilisés 

à Cuba pour traiter les troubles des voies respiratoires supérieures, comme celles causées par 

le virus de la grippe. Les résultats obtenus montrent que les extraits hydroalcooliques de fruits 

de Punica granatum se présentait inoffensifs lorsqu'ils sont directement administrés par cavité 

nasale. 

La génotoxicité de P. granantum a également été signalée par Settheetham et Ishida (1995), 

qui en utilisant des tests in vitro, ont montré que l'administration d'extrait aqueux de l’écorce 

d'un fruit de grenade a induit l'apoptose dans les cellules humaines. Au contraire, Amorin en 

1995, n'a pas observé d'effet génotoxique à l'aide du test micronucléus chez la souris traitée 

par voie orale avec des extraits aqueux de fruits de cette plante (Amorin, 1995 ; Sánchez-

Lamar et al., 2008). 

Une autre étude à évaluer le risque génotoxique potentiel de ces extraits. À cette fin, différents 

paramètres génétiques ont été testés, afin d'évaluer les dommages causés à l'ADN à différents 

niveaux d'expression génétique. Les résultats obtenus montrent que l’extrait hydroalcoolique 

du fruit de P. granatum L. apus induire des dommages génétiques à différents niveaux 

d’expression : recombinogène, mutagène et clastogène (Sanchez-Lamar et al.,2008).  

 

2.6.6. Activité anti-inflammatoire  

Des études menées en 2017 par Jianjunxu, ont montré que l’extrait du grenadier stimule un 

effet anti-inflammatoire capable de moduler la synthèse de plusieurs cytokines et médiateurs 

trouvés impliqués dans le processus inflammatoire tel que NO, d’IL6, PGE 2et TNF-α dans 

des cellules RAW 264,7 (Cellules macrophages de souris stimulés par LPS in vitro). Plus 
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précisément c’est l’acide éllagique, l'acide gallique et la punicalagine qui ont été décrit 

comme possédant le potentielle d’inhiber la production de NO, de PGE-2 et d'IL-6 induitent 

par le lipopolysaccharide durant une étude qui visait à évaluer l'effet anti-inflammatoire de 

composés isolés d'acétate d'éthyle (EtOAc) de la fraction de P. granatum (Ben Saad, 2017).  

Des études in vivo ont démontré également que l’huile obtenue des graines du grenadier 

pressées possèdent une action inhibitrice de la cyclo-oxygénase (enzyme clé dans la 

conversion de l’acide arachidonique en prostaglandines), de la lipo-oxygénase (qui catalyse la 

conversion de l’acide arachidonique en leukotriènes), des prostaglandines et des leukotriènes 

qui sont les principaux médiateurs de l’inflammation (Schubert et al., 1999). 

Une autre étude réalisée par Nigris en 2007 sur des rats obèses (Zucker Fatty), qui après avoir 

reçu une supplémentation d’extraits de fruits de grenadier pendant  5 semaines ont montré une 

diminution significative de l’expression de thrombospondine et de cytokine TGF-β1. Ces 

dernières sont définies comme étant des  marqueurs de l’inflammation vasculaire. 
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3.1.  Inflammation 

L'inflammation ou réaction inflammatoire est un processus habituellement bénéfique 

représentant une réponse des tissus vivants, vascularisés, à une agression (Wald, 2009) 

d’origine exogène (brulure, infection, allergie, traumatisme) ou endogène (cellules 

cancéreuses ou pathologies auto-immunes) (Iwalewa et al., 2007). Cette réaction est réalisée 

dans le but d’éliminer d’éventuels pathogènes et d’assurer le retour à l’homéostasie ainsi qu’à 

la cicatrisation du tissu lésé, par divers processus de réparation (Barton, 2008). 

Les signes cliniques de l’inflammation sont considérés variables. Tandis, lors d’un 

phénomène inflammatoire, on rencontre les quatre signes cardinaux connus depuis Galien 

(131-201 après JC) : la rougeur, l'œdème, l'augmentation de la chaleur locale et la douleur 

(Wald, 2009). Ces derniers sont décrits comme les symptômes caractéristiques de 

l’inflammation (Nathan, 2002). 

De nombreuses pathologies telles que l’arthrose, la polyarthrite rhumatoïde, les maladies 

cardiovasculaires, la maladie d’Alzheimer, les maladies inflammatoires de l’intestin, et même 

les cancers, font intervenir des processus inflammatoires (Wald, 2009). 

3.2. Types d’inflammation 

Deux types d’inflammation ont pu être distingués morphologiquement dont une forme aiguë 

et une autre chronique comme l’infection virale, la réaction à corps étrangers et les mycoses. 

Cette forme chronique est très similaire sur le plan morphologique à l’inflammation observée 

dans la maladie de Crohn (De Vos et al., 1989 ; Van Pra et et al., 2016). Une inflammation 

aiguë peut disparaitre ou aboutir à une cicatrisation, mais en absence d’une résolution elle 

peut évoluer vers une inflammation chronique (Stevens et al., 2004). 

3.2.1. Inflammation aiguë 

L’inflammation aigue est définie comme étant une réponse immédiate exercée par 

l’organisme contre un agent agresseur, de courte durée (quelques jours à quelques semaines) 

caractérisée par des phénomènes vasculo-exsudatifs intenses. Cette inflammation guérit 

spontanément ou avec un traitement, mais dans le cas d’une destruction tissulaire importante, 

elle peut laisser des séquelles (Serhan et al., 2010 ; Weill et Batteux et al., 2003). 

L’inflammation aiguë repose sur trois grandes phases principales à savoir une phase 

vasculaire immédiate, une phase cellulaire consécutive et une phase de résolution et de 

cicatrisation. 
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a. Phase vasculaire  

La phase vasculaire repose sur l’adhésion des leucocytes à l’endothélium vasculaire entrainant 

une vasoconstriction artériolaire de courte durée (Weill et al., 2003 ; Serhan et al., 2010). 

Cette phase est médiée par la libération de médiateur d’inflammation tels que les cytokines (le 

TNF), l’interleukine-1 (IL-1), I'lL-8, par de l'endotoxine ou lipopolysaccharide (LPS), par de 

l'histamine, de la thrombine etc. (Pasquier, 1995). Ces médiateurs activent les plaquettes 

présentes dans la circulation, ce qui conduira à une vasodilatatio nartériolaire, capillaire et 

veinulaire permettant l’afflux massif de sang vers le foyer inflammatoire. 

Ainsi l’augmentation de la perméabilité capillaire et veinulaire par un élargissement des 

jonctions entre les cellules endothéliales permet l’extravasation des cellules sanguines, ce qui 

traduit les signes de chaleur et de rougeur résultants (Henrotin et al., 2001 ; Stankov, 2012). 

Les polymorphonucléaires neutrophiles et les monocytes franchissent la barrière endothéliale 

au niveau des jonctions intercellulaires. Une fois qu’elles sont fixées à l’endothélium 

vasculaire, vers le site de l’inflammation (diapédèse), cela s’accompagne d’un transfert de 

plasma qui crée l’œdème (Henrotin et al.,2001 ; Iwalewa etal.,2007).  

L'adhérence des polymorphonucléaires et des macrophages à l'endothélium vasculaire est une 

étape indispensable à l’évolution du processus inflammatoire. Cette étape est possible grâce à 

des molécules de l'adhérence présentes à la surface des cellules endothéliales et des 

leucocytes dont un grand nombre ont été décrites (Carlos et al., 1994 ; Pasquier, 1995). Il 

existe trois types (Figure N°09) : 

- Le premier comporte des molécules appartenant à la superfamille des immunoglobulines les 

"inter cellular adhésion-molecules" (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3) et les "vascular cellular 

adhesion molecules" (VCAM-1) ; 

- Le deuxième type concerne les molécules de sélectines (P-sélectine, E-sélectine, L-sélectine) 

et de glycoprotéines reconnaissant un ligand de nature glucidique. 

- Le dernier type regroupe les molécules appartenant à la famille des intégrines : β2-intégrines 

et βl intégrines ou VLA4 présentes principalement à la surface des leucocytes (Pasquier, 

1995). 

D'autres molécules non protéiques possèdent un rôle important dans l'adhérence et sont 

exprimées par les cellules endothéliales dont la molécule la plus étudiée est le facteur 

activateur des plaquettes (PAF) (Lorant et al., 1991). 
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Figure N°09 : Les molécules de l'adhérence exprimées sur les cellules endothéliales et 

sur les polynucléaires neutrophiles 

 (Pasquier, 1995). 

 

b.  Phase cellulaire 

La phase cellulaire débute au moment du rassemblement d’un grand nombre de 

polynucléaires neutrophiles et de plaquettes au site de l'inflammation (Pasquier, 1995). Elle 

est attiré par un gradient de concentration de peptides chimiotactiques, formé au sein du tissu 

enflammé (Henrotin et al., 2001). Les neutrophiles seront suivis par les monocytes qui une 

fois arrivés au site de l’inflammation, infiltreront la lésion pour se différencier en 

macrophages activées qui participent à la détersion et exercent  leurs activités phagocytaires et 

cytotoxiques contre l’agent agresseur ou les fragments du tissu altéré (Hold et El-Omar, 

2008).La digestion des produits de phagocytose est assurée par des lysozymes incluant des 

enzymes hydrolytiques, des protéolytiques, des polypeptides antimicrobiens ainsi que des 

granules cytoplasmiques contenant des enzymes oxydatives (Borregaard et al., 1993). Cela 

induit la dégranulation des composants internes de la cellule, ce qui conduit à la libération de 

molécules pro-inflammatoires et des facteurs cytotoxiques dans les organes cibles 

(Asehnoune et Edouard, 2006). Cependant au cours de la phagocytose, des enzymes 

protéolytiques ainsi que des formes réactives de l’oxygène peuvent s'échapper des 

polymorphonucléaires et des macrophages, concourant ainsi à l’entretien de l'inflammation et 

à une destruction inappropriée de cibles tissulaires et moléculaires (Pasquier, 1995). 
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c.  Phase de résolution 

La résolution de l’inflammation est à l’origine de la réparation tissulaire raison pour laquelle 

elle est aussi appelée la phase de réparation. Cette phase a lieu si les agents de l'inflammation 

et les produits de la nécrose tissulaire ont pu être éliminés. Dans ce cas, les polynucléaires 

neutrophiles et les macrophages, n'étant plus stimulus par les agents pro inflammatoires, 

cessent de libérer des formes réactives de l’oxygène et des enzymes protéolytiques. En 

conséquence, les cellules fibroblastiques et endothéliales forment alors un tissu conjonctivo-

vasculaire aboutissant à la cicatrisation (Pasquier, 1995). 

Généralement, les neutrophiles prennent la voie de l’apoptose après un séjour de 24 à 48 

heures, et cela, en réponse à divers signaux, telle que la diminution des messagers de survie 

ainsi les neutrophiles apoptotiques seront phagocytés par les macrophages, donnant à ces 

derniers un signal qui remplace leur synthèse de cytokines pro-inflammatoires par celle de 

cytokines anti-inflammatoires (Fadoket al., 1998). Ce phénomène permet la cicatrisation si le 

tissu lésé ne peut pas se régénérer ou lorsque la destruction tissulaire a été très importante 

et/ou prolongée. Il ne persiste alors plus aucune trace de l'inflammation (Weill et al., 2003 ; 

Medzhitov, 2010).  

 

3.2.2. Inflammation chronique 

L’inflammation chronique est une inflammation prolongée qui ne peut avoir de guérison 

spontanée et qui évoluent en persistant ou en s’aggravant durant plusieurs semaines voire 

plusieurs années. Elle est aussi définie par la présence de cellules immunitaires (Iwalewa et 

al., 2007 ; Serhan et al., 2010). L’inflammation chronique correspond à un échec de 

l’inflammation aiguë souvent lorsque la phase vasculo-exsudative est passée inaperçue et qui 

évoluent en inflammation chronique (Rousselet et al., 2005). Dans l’inflammation chronique, 

les phénomènes d’inflammation, de destruction tissulaire et de réparation coexistent tout au 

long de l’évolution de l’inflammation. Le plus souvent les tissus ne se régénèrent pas 

correctement et un phénomène de cicatrisation pathologique s’installe (Weill et al., 2003). 
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3.3. Médiateurs de la réaction inflammatoire 

Durant la réponse inflammatoire différentes molécules appelées médiateurs de l'inflammation, 

pro ou anti-inflammatoires seront libérées par de nombreuses cellules  telles que les 

mastocytes, les thrombocytes, les neutrophiles, les monocytes et les macrophages présentes 

dans le sang circulant et interviennent dans le démarrage ainsi que  le contrôle des étapes de la 

réaction inflammatoire (Pasquier, 1995 ; Henrotin et al., 2001 ; Iwalewa et al., 2007).Ces 

médiateurs peuvent être subdivisés en des cytokines, des neuropeptides, des médiateurs 

lipidiques,  des fractions du complément, des facteurs de coagulations, des formes activées de 

l’oxygène et de l’azote (FAO) et ou encore des métalloprotéases (Henrotinet al., 2001). 

Leurs rôles sont résumés dans le tableau N°02. 

Tableau N°02 : Le rôle des principaux médiateurs impliqués dans le processus 

inflammatoire 

Classe des 

médiateurs de 

l’inflammation 

Principaux 

médiateurs 

d’inflammation 

Rôle dans le processus d’inflammation Références 

Les cytokines 

Pro-

inflammatoire 

(TNF-α et IL-

1ß, IL-6, IL-8) 

-TNF-α et IL-1ß : 

- jouent un rôle primordial dans l’initiation et la 

chronicité de la réaction inflammatoire. 

-Stimulent l’expression de molécules 

d’adhésion par les cellules endothéliales 

favorisant ainsi la migration des leucocytes 

vers le site enflammé, 

-stimulent la libération des chimiokines. 

Henrotin 

et al., 2001 

 

IL-6  favorise le recrutement des monocytes 

sanguins vers les tissus enflammés, ainsi que 

l’induction locale d’activation des phagocytes, 

Ostrowski 

et al., 1999 

 

 

IL-8  induit la libération d’enzymes 

lysosomiales et possède des propriétés 

chimioattractantes pour les neutrophiles, les 

monocytes et les macrophages, 

Henrotin 

et al.,2001 

Anti-

inflammatoire 

(IL-4, IL-10 et 

IL-12, TGF-β) 

Inhibent la libération de TNF-α et d’IL-1β, 

réduisent le nombre des polymorphonucléaires 

dans le tissu enflammé 

Henrotin 

et al., 2001 

Les neuropeptides Substance P 

-Augmente la perméabilité vasculaire 

-Stimule la production de FAO par macrophage 

-Stimule le chimiotactisme des neutrophiles 

- Aussi impliqué dans le remodelage des tissus 

enflammés. 

Henrotin 

et al., 2001 
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Les médiateurs 

lipidiques 

Leucotriènes, 

Prostanoïdes, 

PAF (facteur 

d'activation 

plaquettaire) 

Prostanoïdes : -Inhibent la synthèse de 

cytokines activatrices des lymphocytes, 

-Prostaglandines et prostacycline sont des 

puissants vasodilatateurs, 

-Le thromboxane A2 est un vasoconstricteur 

-Henrotin 

et al., 
2001 ; 

-Iwalewa 

et 

al., 2007. 

Leucotriènes : 

-Augmentent la perméabilité vasculaire, 

-Participent à la formation de l’œdème, 

-Possèdent des propriétés chimiotactiques, 

-Stimule la production de l’IL-2, de l’IFN-γ et 

de l’IL-4 par les lymphocytes T 

Henrotinet 

al., 
2001 

PAF : stimulent l’agrégation plaquettaires et 

augmente la perméabilité vasculaire et active 

les leucocytes 

Hosford  et 

Braquet, 
1990 

Les fractions du 

complément 

système de 

protéines 

sériques, dont 

certaines C3a 

C3b et C5a 

C3a et C5a : sont  des anaphylatoxines qui 

augmentent la perméabilité vasculaire et la 

libération de l'histamine des polynucléaires 

basophiles et des mastocytes. 

Pasquier, 

1995 

C3b : facilite la phagocytose en s'attachant aux 

complexes immuns et aux bactéries. 
Pasquier, 

1995 

Les facteurs de 

coagulations 

Lathrombine, 

Facteur 7a et 

10a de 

coagulation 

-Stimulent expression de molécules d’adhésion 

à la surface de l’endothélium vasculaire, 

-Induit la synthèse de PAF d’IL-6 et IL-8 ainsi 

que production de cytokines par les 

neutrophiles et les monocytes. 

Colman , 

1999 

Les formes activées 

de l’oxygène et de 

l’azote 

FAO, NO 

Les effets de FAO peuvent être pro ou anti -

inflammatoires selon l’importance et le lieu de 

leur production. 

NO : puissant vasodilatateur, augmente la 

production de TNF-α et IL-1ß et inhibe la 

production de cytokine   IL-6, IL-8. 

 

Henrotin 

et al., 

2001 

Les métalloprotéases 

Stromélysine 

(MMP-3) 

matrilysine 

(MMP-7) 

Responsable de la dégradation des tissus de 

l’organe lésé définie comme étant des lésions 

tissulaires irréversible responsable d’atteinte 

fonctionnelles graves de cet organe lésé. 

Henrotin 

et al., 

2001 
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3.4.  Anti-inflammatoires synthétiques 

Les anti-inflammatoires agissent comme des inhibiteurs sur les défenses immunitaires, et cela 

en inhibant le chimiotactisme des cellules de défense de l’organisme ce qui favorise 

l’apparition ou l’aggravation ainsi que la diffusion de l’infection (Nicot et al., 2013). 

Selon l’origine de la biosynthèse des anti-inflammatoires et leurs modes d’action, on 

distingue deux classes principales : 

 

3.4.1 Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) 

Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) sont des médicaments aux propriétés 

antipyrétiques et anti-inflammatoires. ils sont également parmi les antalgiques les plus 

prescrits, en particulier dans les cas ou` la douleur est associée à` un état inflammatoire 

(Burian  et Geisslinger, 2005 ; Bacchi  et al., 2012).  

Les A.I.N.S n’agissent que sur une partie de la composante inflammatoire. Ils bloquent la 

dégradation de l’acide arachidonique par la voie de la cyclo-oxygénase. Ils s’opposent donc à 

la production des prostaglandines et du thromboxane A2. Ils agissent également sur la 

composante cellulaire de l’inflammation en bloquant la mobilité de cellules notamment les 

macrophages (Souaga et al., 1998).Les A.I.N.S. ont une action réduite par rapport à celle des 

A.I.S. (Souaga et al., 1998). 

3.4.2. Les anti-inflammatoires stéroïdiens (A.I.S) ou corticoïdes   

Ces stéroïdes analogues ou précurseurs de la cortisone, naturellement sécrétés par les glandes 

surrénales, ont tous une activité hormonale sur les régulations métaboliques glucidique, 

protidique et lipidique (Muster, 2005).  

Les corticoïdes sont devenus des agents d’intérêt incontournables pour la période 

préopératoire en raison de leurs propriétés antiémétiques ainsi que leur effet antalgique (Rhen 

et Cidlowski, 2005). Les glucocorticoïdes ont des propriétés immunomodulatrices et peuvent 

être utilisés pour traiter des états de chocs anaphylactiques ou endotoxémiques. Ils peuvent 

aussi être prescrits pour leurs effets métaboliques (hyperglycémiants) ou pour induire la 

parturition, indépendamment de leurs effets anti-inflammatoires qui régule des états 

inflammatoires chroniques (Bousquet-Mélou, 2014). De plus, ces anti-inflammatoires 

stéroïdiens exercent une action inhibitrice de la synthèse des prostaglandines. Cette action 

s’applique principalement sur la phospholipase A2, en amont du métabolisme de l’acide 
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arachidonique par la cyclo-oxygénase (Rhen et Cidlowski, 2005). Les anti-inflammatoires 

stéroïdiens bloquent donc, la libération de l’acide arachidonique à partir des membranes 

cellulaires. Ils ont donc une action globale et rapide sur l’inflammation (Souaga et al., 1998) 

 

3.4.3. Effets indésirables communs des anti-inflammatoires 

Les anti-inflammatoires sont généralement prescrit pour traiter des symptômes de nombreuses 

maladies inflammatoires en raison de leur efficacité. Cependant leurs utilisations sont limitées 

du fait de leurs effets indésirables (Lee et Feldman, 1997). L’utilisation des anti-

inflammatoires par voie systémique ou locale expose à de nombreuses complications dont, 

leur fréquence et leur gravité sont en fonction de la posologie et de la durée du traitement 

(Souaga et al., 1998). 

La liste des effets indésirables des anti-inflammatoires non stéroïdiens pour tous types 

confondus : peut prévenir la formation des caillots (thrombose), aggrave les hémorragies ; 

provoquent aussi des problèmes gastro-intestinaux (ulcères), cardiovasculaires, hépatiques, 

rénaux et des hypersensibilités (Garciaet Jick, 1994 ; Risser et al., 2009 ; Ziltener et al., 

2010). La toxicité gastro-intestinale (dyspepsie, nausées, ulcères et saignements) apparait 

surtout lors d’une prise chronique (Ziltener et al., 2010) et le risque de lésions gastriques est 

majeur au cours des trois premiers mois de traitement (Capetet al., 2001). Les facteurs de 

risque cardiovasculaires tels que l’hypovolémie et la diverticulose augmentent en fréquence 

des complications après son association à des stéroïdes ou à des anticoagulants (Hans-Peter 

Wirth et al.,2006) . 

Les anti-inflammatoires peuvent aussi entraîner une élévation de la pression artérielle ce qui 

peut conduire à l’initiation d’un traitement anti-hypertenseur (Johnson et al., 1994 ; Griffin 

et Scheiman, 2001). De plus, ces effets secondaires se traduisent par une insuffisance rénale 

aiguë comme la déshydratation (Camu et al., 1996 ). 

Par ailleurs, l’administration de corticoïdes conduit souvent à des complications, dont les plus 

fréquents sont : les saignements, les infections, les hyperglycémies, les retards de 

cicatrisation, les douleurs périnéales à l’injection intraveineuse de dexaméthasone 

(glucocorticoïdes) et les résistances aux curares (Ho, 2010).  
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3.5. Anti-inflammatoires naturels 

En vue de la gravité des effets secondaires que présentaient les anti-inflammatoires 

stéroïdiens et non stéroïdiens,  plusieurs études ont été menées dans le but d’obtenir des 

agents anti-inflammatoires avec moins d’effets indésirables. Ceci a conduit les chercheurs à 

s’orienter vers la médecine traditionnelle, plus essentiellement les plantes médicinales 

autrement appelés les anti-inflammatoires naturels qui contiennent  un  très vaste  nombre de 

composés phytochimiques avec un spectre d'activité tout aussi grand (Tableau N°03) 

(Barnes, 1998). 

Tableau N°03 : Quelques plantes à activité anti-inflammatoire  

Plantes 
Parties 

utilisées 
Activités Références 

Zygophyllum gaetulum Plante entière 
Activité anti-

inflammatoire 

Ait El Cadi et 

al., 2012 

Nauclea latifolia (Rubiaceae)  
Racines et 

feuilles  

Activité antipyrétique et 

anti-inflammatoire 

Amouzoun et 

al.,2008 

Morindageminata(Rubiaceae) 
Écorces de 

racines 

Activité anti-

inflammatoire 
Boolamo et al.,  
2014 

Limoniastrumfeei 

(Plumbaginacea) 

 

Feuilles   

 

Anti-inflammatoire 

 
Smahia  et al., 
2016 

Saba senegalensis 

(Apocynaceae) 
Tiges feuillées 

Activités anti-

inflammatoire, 

analgésique et 

antioxydante 

Yougbaré-

Ziébrou et al., 
2015 

 

3.6. 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, 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-inflammatoire 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. Quelques méthodes sont résumées dans le tableau N°04. 
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Tableau N°04 : Quelques méthodes d’études de l’activité anti-inflammatoire, in vitro et 

in vivo. 

Etude Référence 

In vivo 

Induction d’un œdème, par l’injection de carragénine dans la patte 

de la souris 
Ouédraogo et al., 2012 

Les contractions abdominales produites par l’injection de l’acide 

acétique chez la souris. 

Induction d’un œdème en faisant chuter un poids de 50 g au-dessus 

de la pate gauche des rats 
El Hachimi et al., 2016 

L’accumulation des cellules de l’inflammation induite par 

l’injection de curdlane 
Maruyama et al., 2005 

Induction d’œdème en appliquant l’huile de corton sur l’oreille de 

souris 
Sawadogoa et al., 2008 

In vitro 

Inhibition de la dénaturation des protéines (albumine) 

-Mizushima et 

Kobayashi,  1968 

-Sakat et al., 2010 

- Govindappa et al., 

2011 

Action inhibitrice sur les protéinases 

-Oyedepo et Famurewa, 

1995 

-Sakat et al., 2010 

Test de stabilisation des membranes d’érythrocytes via l’induction 

d’hémolyse des globules rouges par hypotonie et par chaleur 

- Govindappa  et al., 

2011 

3.6.1 Choix des globules rouges comme modèle pour l’évaluation de l’activité anti-

inflammatoire, in vitro, des extraits des écorces du fruit de grenadier d’Ain Témouchent  

«Punica granatum» : 

La membrane érythrocytaire est analogue à la membrane lysosomale (Chou, 1997). C’est la 

raison pour laquelle les membranes des érythrocytes humains sont choisies comme modèle 

dans le test de stabilisation membranaire avec le but de mettre en évidence l’activité anti 

inflammatoire. 
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La stabilisation de la membrane des érythrocytes signifie la stabilisation des membranes 

lysosomales. C’est le processus clé et important dans la limitation de la réponse inflammatoire 

par l’empêchement de la libération des constituants lysosomaux de neutrophiles activés tels 

que les enzymes bactéricides et les protéases, qui provoquent inflammation (Murugasan, 

1981 ; Vadivu et Lakshmi, 2008). 

Certains des AINS sont connus leurs propriétés qui conduisent à la stabilisation membranaire. 

Ces propriétés peuvent contribuer à la puissance de leur action anti-inflammatoire (Vadivu  et 

Lakshmi, 2008). 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). 

3.6.2 Composition et hémolyse du sang 

Le sang est un tissu conjonctif fluide qui permet d'approvisionner les organes et les tissus de 

l'organisme en oxygène et différents nutriments essentiels, tout en protégeant l'organisme. 

Le sang se compose de cellules et de plasma.  Le plasma contient des protéines diverses, dont 

les immunoglobulines, l’albumine, les facteurs de coagulation. Les cellules du sang se 

divisent en trois catégories : les globules rouges qui transportent l’oxygène des poumons aux 

tissus et captent le gaz carbonique qui est éliminé ensuite par les voies respiratoires ; les 

globules blancs qui défendent l’organisme contre les agressions des microbes, bactéries et 

virus ; les plaquettes qui empêchent le saignement en colmatant les lésions des vaisseaux. 

(Tazerout, 2008). 

Le globule rouge humain avec une forme biconcave et un diamètre moyen d'environ 8 µm ont 

une durée de vie typique de 120 jours, où il circule dans le corps humain près d'un demi-

million de fois (Dao et al., 2003). Le globule rouge a une structure relativement simple avec 

une membrane composée de quantités égales de lipides et de protéines (Op den Kamp, 

1979 ; Haest, 1982) qui forment  la bicouche phospholipidique renferment un fluide (cytosol) 

de volume fixe et de viscosité connue. Le globule rouge ne contient pas de noyau (Bao et 

Suresh, 2003). L’hémolyse de ce dernier est définie comme une rupture des globules rouges 

avec libération d'hémoglobine et d'autres contenus intracellulaires dans le plasma (Glynnis 

Lowe et al., 2008). 
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1. Matériel végétal  

Le matériel végétal est constitué par des écorces de fruits de Punica granatum (Figure N°10), 

récolté dans la Wilaya d’Ain Témouchent, située dans l’ouest d’Algérie. Les écorces des 

fruits de la plante ont été séchées à l’ombre et à l’abri de l’humidité à température 

ambiante pendant quelques jours. Une fois séchées, ces dernières ont été réduites en 

poudre en utilisant un broyeur automatique puis soumises à l’extraction. 

 

Figure N°10 : Photo du matériel végétal  

 

2. Méthodes 

 

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 écorces du fruit de la plante. 

 

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). 
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Figure N°11: Schéma de l’extraction aqueuse d’écorce des fruits de Punica granatum 

 

 

2.1.2.  Extraits bruts eau/Méthanol et eau/acétone :  

Selon la méthode d’Upson et coll. (2000),  5 g de matières végétales séchées 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 rotavapeur à température 45-50°C (Figure N°12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Punica granatum 

40g d’écorce des fruits 

Macération 3 jours avec 

renouvellement du solvant (eau)  

Evaporation du filtrat à sec (45°C) 

Résidus sec de l'extrait aqueux 

5g d’écorce de fruit/ 100 mL du solvant                  

(eau/Méthanol ou eau/Acétone  30/70 mL) 

 

Chauffage à 70°C (5 min) 

 
Macération 3 jours avec renouvellement du 

solvant  

Filtration et évaporation du solvant 

 

Résidu sec des extraitseau/méthanol ou eau/acétone 
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2.1.3. 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 avant évaporation ;  

P3: poids de la matière végétale initial. 

 

2.2.  Tests phytochimiques 

Les tests phytochimiques sont réalisés sur les extraits des écorces de fruits 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. 
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 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. 

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 127g de 12. 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). 
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2.3. Dosage des polyphenols et des flavonoïdes totaux  

2.3.1.   Préparation de l’extrait pour les dosages  

Les trois extraits bruts : aqueux, hydrométhanoliques et hydroactéoniques de la plante 

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

pour le dosage des flavonoïdes totaux et des polyphenols totaux. 

2.3.2.  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 

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 présents 

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

 

b- 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 de matière 

végétale sèche. 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). 

 

 

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbonate_de_sodium
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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) 

 

2.3.3.   Dosage des flavonoïdes totaux  

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). 
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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). 

 

2.4. Evaluation de l’activité anti-inflammatoire, in vitro, des extraits des écorces 

du fuit de Punica granatum. 

 

2.4.1. Echantillons de sang humain 

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

2.4.2. 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 : K2HPO4 (8Mm) ; KH2PO4 (2Mm) ; KCl 

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

2.4.3.  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 de 

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). 

2.4.4. 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.  

Quantité de flavonoïdes = a. f / b 
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2.4.5. Evaluation de la toxicité des extraits de l’écorce des fruits de Punica 

granatum  vis-à-vis des globules rouges 

Avant d’entreprendre le test de l’activité anti-hémolytique des extraits de l’écorce des fruits 

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 du 

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 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 

distillé, 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 : 

% d’hémolyse = (At / Ac) * 100 (Shobana et Vidhya, 2016). 

At : absorbance de l’échantillon (test) 

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

 

2.4.6.   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 l’écorce des fruits 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 
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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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1. Etude phytochimique   

1.1. Les tests phytochimiques  

Les effets thérapeutiques sont induits par divers composés chimiques tels que : les alcaloïdes, 

les flavonoïdes, les polyphenols, les polyterpènes, les saponosides, les stérols et les tanins 

catéchiques qui constituent la base scientifique de l’utilisation thérapeutique traditionnelle des 

plantes étudiées (N’Guessan et al., 2009). 

Les approches de dépistage phytochimique décrivent et évaluent les méthodes utilisées pour 

la détection des classes de composés phytochimiques(Farnsworth, 1966). L’étude de la 

phytochimie fait l’objet d’intenses investigations pour aider à déterminer les constituants 

chimiques présents dans les plantes médicinales (Badiaga, 2011). La méthode choisie dans le 

criblage phytochimique devrait être (a) simple, (b) rapide, (c) conçue pour un minimum 

d'équipement, et (d) raisonnablement sélectif pour la classe de composés étudiés 

(Farnsworth, 1966). 

Les tests phytochimiques réalisés sur nos trois extraits bruts d’écorce de grenade (Punica 

granatum L), nous ont permis de mettre en évidence la présence de métabolites secondaires et 

cela par le biais des réactions qualitatives de caractérisation comme : la formation  de 

précipitation, l’apparition de coloration par des réactifs spécifiques, ou par un examen sous la 

lumière UV. Les résultats expérimentaux obtenus sont résumés dans le tableau N°05. 

Tableau N°05 : Les résultats de caractérisation des composants  chimiques qui sont présents 

dans les différents extraits d’écorce de fruit de Punica granatum. 

Tests Réaction 
Extraits 

Aqueux 
 

Eau/Méthanol  
 

Eau/Acétone 

Tanins 
 

FeCl3 +++ +++ +++ 

Flavonoïdes 
 

Mg++ +++ ++ ++ 

Terpénoides 
 

Chloroforme+H2SO4 + - + 

Stérols 
 

Anhydre acétique+H2SO4 - - - 

Coumarines 
 

Fluorescence / UV - - - 

Alcaloïdes 
 

Wagner + + ++ 

Mayer ++ ++ ++ 

Quinones libres NH4OH ++ +++ +++ 

Saponosides Test de mousse - - - 

Composés réducteurs Liqueur de Fehling +++ +++ +++ 

- : Absence totale.                                                  + : Présence en quantité faible. 

++ : Présence en quantité moyenne.                 +++ : Présence en quantité abondante. 
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Nos trois extraits testés ont permit de mettre en évidence les constituants chimiques suivants : 

une richesse avec quantité abondante en tanins, quinones libres, flavonoïdes et composés 

réducteurs. Les alcaloïdes quand a eux se sont révélés présent avec une quantité moyenne à 

faible. Les terpénoides sont présents en faible quantité dans les deux extraits  aqueux et eau 

/acétone. Cependant, on a remarqué une absence totale en stérols, coumarines  et saponosides 

au niveau des trois extraits testés. 

Nos résultat obtenus corrèlent avec les travaux de Middha et al., 2013aet Jayaprakash et  

Sangeetha en 2015, qui ont mis en évidence la présence des tanins et des flavonoïdes dans les 

écorces de fruits de Punica granatum. Singh et al. en 2018 ont démontré que les composés 

phénoliques sont considérés comme des substances phytochimiques bénéfiques dans l’écorce 

de la grenade. Li et al., (2006) ont montré que l’extrait d’écorce était plus riche que l’extrait 

de pulpe en flavonoïdes. 

Nos résultats sont en accords avec ceux obtenus par Middha et al., en 2013a concernant la 

présence des alcaloïdes et des composés réducteurs en extrait aqueux et eau /méthanol. 

D’autre part, l’absence en  stérols et en terpénoides dans l’extrait eau /méthanol est confirmé 

par les recherches faite par Ouachrif et al., (2012). Cependant la présence en terpénoides et 

en quinones libres dans l’extrait aqueux et eau/acétone ainsi que l’absence des saponosides 

dans l’extrait eau/acétone ont été conclues dans les travaux antérieurs de Jayaprakash et  

Sangeetha en 2015. 

Selon Gözlekçi et al.  (2011), les écorces de fruits de Punica granatum L étaient responsables 

de la majorité de la teneur phénolique totale de la grenade. 

La différence des résultats trouvés comparée à d’autres recherches peut être due à plusieurs 

facteurs tel que : la variété du fruit, le statut de maturité et le traitement après la récolte, la 

nature du solvant, le lieu géographique, la période de récolte et aussi  la méthode d’extraction  

qui peuvent contribuer à cette différence. 

1.2. Les rendements en extraits secs  

Nos trois extraits bruts dont l’aspect physique est sous forme de poudre et de couleur marron  

sont obtenus après une macération en utilisant trois solvants de polarité différente. 

Les rendements ont été calculés et les résultats obtenus sont  présentés dans le tableau N°06.   
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Tableau N°06: Les résultats du rendement d’extraction des écorces de fruits de Punica 

granatum 

Échantillon Méthode Solvant M échantillon (g) M extrait (g) 𝑅𝑑𝑡( %) 

Écorce Macération 

Eau distillée 40 11.96 29.9% 

Méthanol 70% 5 1.8 36% 

Acétone 70 % 5 2 40% 

Avec :  

M extrait = Masse de l’extrait en gramme.  

M échantillon = Masse de l’échantillon en gramme. 

Dans notre étude, les résultats des rendements en extraits obtenus d’écorce de fruit de Punica 

granatum L varient de 29.9% à 40%. Le solvant eau / acétone correspond au meilleur 

rendement obtenus avec un pourcentage de l’ordre de 40% suivie par l’extrait eau/méthanol 

avec une teneur de 36%, tandis que l’extrait aqueux  a  aboutis à l’obtention du plus faible 

rendement estimé à 29.9%. 

Ces résultats traduisent une influence significative du pouvoir d’extraction du solvant sur le 

rendement. En général, les composés phénoliques des plantes sont des composés polaires, qui 

sont généralement extraits avec des solvants polaires tels que l'acétone et le méthanol (Kylli, 

2010 ; Wissam et al., 2012),  puisque la solubilité des polyphenols est principalement 

affectée par la polarité des solvant utilisés (Wissam et al., 2012). 

Nous remarquons aussi que les solvants mixtes caractérisent les plus hauts rendements. Ce 

résultat est confirmé dans une étude faite par Bourgou et al., en  2016 qui a démontré l’effet 

du solvant et de la méthode d’extraction sur la teneur en composés phénoliques et les 

potentialités antioxydantes d’Euphorbia helioscopia. 

Le rendement de l’extrait eau/acétone qui représente le plus haut rendement  corrèle avec une 

étude réalisé par Mirad en  2013. 

La technique d'extraction par solvant en raison de son efficacité, de sa facilité d'utilisation et 

de sa large applicabilité est la plus couramment utilisée comme procédure de préparation 

d'extraits à partir des plantes. Cependant, le rendement de l'extraction au solvant dépend de 

divers facteurs y compris le type de solvants avec ces  polarités variables, le temps et la 
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température d'extraction, la composition chimiques de la partie de la grenade utilisée comme 

échantillon (Sood & Gupta, 2015),ainsi que l’influence du pH , l’influence du nombre 

d’extraction, l’influence de la température de stockage et de la procédure d’extraction choisie 

(Wissam et al., 2012). 

2. Teneur des polyphenols totaux et des flavonoïdes 

2.1. Dosage des polyphenols totaux (PPT) 

Le dosage des polyphenols totaux est une analyse quantitative effectuée dans le but de 

confirmer  les résultats obtenue lors des tests phytochimiques. Ces derniers ont montré que les 

écorces de fruit de Punica granatum L contiennent une grande quantité de polyphenols et de 

tanins. 

La teneur en polyphenols dans nos trois extraits (aqueux, eau/méthanol, eau/acétone) a été 

déterminée à partir d’une courbe d’étalonnage élaborée avec différentes concentrations 

(0,018-0,037-0,075-0,15-0,31-0,625-1,25 mg/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 (R2= 0,996) et qui sont représentés sur la figure N°13. 

Les résultats de la teneur en polyphenols de  nos trois extraits obtenus à partir de l’équation de 

la régression linéaire de notre  courbe d’étalonnage sont exprimés en mg équivalents d'acide 

gallique (mg EAG) par g d’extrait, après une analyse quantitative par spectrophotomètre en 

utilisant la méthode du Folin-Ciocalteu (Figure N°14). 
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Figure N°14 : Teneur en polyphenols totaux 

(TPT) dans les différents extraits d’écorce de 

fruit de Punica granatum L 
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Les résultats obtenus montrent que nos trois extraits préparés avec les différents solvants 

possèdent des composés phénoliques, mais que ces derniers sont à des concentrations plutôt 

variables.  

L’extrait eau /méthanol présente la teneur la plus élevée en composés phénoliques totaux avec 

un taux de l’ordre de 29,91 mg EAG /g suivie  par l’extrait eau/acétone avec une teneur 

estimée à 27,11mg EAG /g .Tandis que l’extrait aqueux a révélé la teneur la plus faible en 

composés phénoliques équivalente à 21,8 mg EAG /g . 

Nos résultats enregistrés concordent avec l’étude d’Elfalleh et al.,( 2012), dont les résultats 

ont montré que les teneurs en composés phénoliques variaient selon les parties de la plante et 

aussi selon le solvant d'extraction utilisé et qu'avec le méthanol ils ont obtenu les valeurs les 

plus élevées en polyphenols totaux. Ce résultat concorde avec les travaux d’Arash 

Mahboubi et ses collaborateurs en 2015, qui confirment que l’extrait  méthanolique 

représentent la  teneur  en polyphenols la plus élevée. 

En 1996, les travaux antérieurs de Ben Nasr ont révélé que les polyphenols totaux dans 

l’extrait d’écorce de la grenade est égale à 216,9 ± 7.3 (mg GAE/g). Cette teneur élevée est 

due à la contenance des écorces d’une quantité importante de polyphenols tels que l'acide 

ellagique, les ellagitanins et les acides galliques (Nasr et al., 1996). Les travaux de Li en 

2006 montrent que la fraction d’écorce de la grenade a une teneur en phénols totaux de l’ordre 

de 249,4 mg / g et qui est  plus élevée que la fraction de pulpe (Li et al., 2006). 

Le total du polyphenols dans cette dernière étude est plus élevé que celui obtenu dans notre 

étude ce qui peut être expliqué par la différence du solvant utilisé mais aussi à l’exposition 

des échantillons au soleil. Les résultats obtenus par Nasr et al., en 1996durant la même étude 

et qui se porte en faveur d'une biosynthèse différenciée des  phénols totaux selon les motifs 

d'éclairage auxquels les fruits sont exposés , dont  l’écorce à l’ombre a une teneur de l’ordre 

de 176.7 ± 1.2 (mg EHHDP-G/g) et l’écorce exposée au soleil présente une teneur de 85.8 ± 

2.7 (mg EHHDP-G/g). 

Amol et al., en 2011, ont mené une étude sur l’effet de l'irradiation gamma sur la teneur totale 

en phénols et l'activité antioxydante in vitro des écorces de grenade et ils ont montré 

qu’immédiatement, après l'irradiation (0 jour), il y a eu une augmentation significative du 

contenu phénolique total. D’autre part, l’étude faite par Yasoubi et ses collaborateurs en 

2007, a montré que l'acétone avec sonication produisait la quantité maximale de composés 

phénoliques à partir d'extraits d’écorce de grenade. 
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2.2. Dosage des flavonoïdes totaux (FVT)  

Tout comme le dosage des polyphenols totaux, celui des flavonoïdes totaux reste une analyse 

quantitative effectuée dans le but de confirmer la présence des flavonoïdes détectés lors des 

tests phytochimiques. 

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 de (R2= 0.7775) qui sont reportés sur la figure N°15. 

Les résultats de la teneur en flavonoïdes de nos trois extraits obtenus à partir de l’équation de 

la régression linéaire de notre courbe d’étalonnage sont exprimés en mg équivalents catéchine  

(mg EC) par g d’extrait, après une analyse quantitative par spectrophotomètre par la méthode 

au trichlorure d’aluminium (Figure N°16). 
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Les résultats obtenus durant notre étude ont révélé la présence des flavonoïdes dans les trois 

extraits testés mais avec des concentrations différentes.  

L’extrait eau /acétone et eau/ méthanol présentent les teneurs les plus élevées en flavonoïdes 

totaux avec des taux de l’ordre de 1,5288 mg EC /g et de 1,515 mg EC /g respectivement, 

suivie  par l’extrait aqueux avec une teneur plus faible estimée à 1,368 mg EC /g. 

Nos résultats concordent avec ceux obtenus dans l’étude faite par Middha et al., en 2013b et 

qui ont trouvé que la teneur en flavonoïdes totaux était plus faible dans l’extrait aqueux que 

celle dans l’extrait  méthanolique avec des taux de l’ordre de 23,05 et 49,8 équivalent 

quercétine /g respectivement. Nos résultats obtenus sont soutenus par les résultats d’une étude 

faite par Al-Rawahi et al., en 2014 concernant les composants phénoliques des écorces de 

grenade (Punica granatum L.) cultivées à Oman où l'extrait d'écorce présentait des teneurs en 

phénols totaux et en flavonoïdes totaux, éstimées à 64,2 mg de GAE / g de MVS et 1,4 mgCE 

/ g de MVS, respectivement. Les flavonoïdes représentaient une petite quantité de composés 

phénoliques totaux dans l'extrait d'écorce de grenade(Al-Rawahi et al., 2014). 

Les travaux antérieurs faits en 2011 sur la comparaison de l'activité antioxydante et de la 

teneur totale en flavonoïdes des cultivateurs de grenade perse (Punica granatum L.) ont 

montré que la teneur en flavonoïdes dans les extraits d’écorce variait de 18,61 ± 0,53 à 36,40 

± 1,34 mg d'équivalents de catéchine par gramme d'extrait et qu’elle était plus élevée que la 

teneur en flavonoïdes trouvés dans l’extrait de pulpe qui variait de 0,84 ± 0,08 à 2,14 ± 0,11 

mg d'équivalents de catéchine par gramme d'extrait (Ardekani et al., 2011). 

Cependant, cette variation en taux de flavonoïdes totaux pourrait être associée à la différence 

entre les cultivateurs, les méthodes d'extraction et les conditions environnementales telles que 

l'humidité relative et la température de préparation des extraits(Al-Rawahi et al., 2014). 

Les résultats globaux ont montré que les extraits d’écorce de grenade ont à la fois des 

propriétés antioxydantes et antimutagènes car ils sont une source importante de composés 

phénoliques, flavonoïdes et tanins; et peuvent être exploités comme bio-préservateurs  dans 

les applications alimentaires et les nutraceutiques (Negi et al., 2003; Viuda-martos et al., 

2013). 
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3. Evaluation de la toxicité des extraits des écorces de fruits de Punica granatum L. vis-à-

vis des globules rouges : 

Pendant des milliers d'années, la grenade a été largement consommée par des personnes dans 

différentes cultures. Elle est  généralement considérée comme sûr  et sans incident indésirable. 

Cependant, une certaine toxicité est connue et reste encore a être découverte (Lansky& 

Newman, 2007). 

Afin d’étudier la cytotoxicité dans notre présente étude, les globules rouges humains ont été 

choisis comme modèle de la cellule animale in vitro. 

Les résultats obtenus à partir des tests de cytotoxicité effectués sont représentés sur les  

figures N°17 et N°18, et qui montrent une évolution  en pourcentage d’hémolyse des globules 

rouges en fonction des concentration du diclofenac et des différents extraits testés d’écorce de 

fruit Punica granatum . 

 

Figures N°17 : Evolution du taux d’hémolyse (%) en fonction des différentes 

concentrations d’extraits de diclofenac. 

Nos résultats obtenus révèlent qu’après le traitement des globules rouges par les différentes 

concentrations en anti-inflammatoire de référence ‘le diclofenac’, une augmentation en 

pourcentage d’hémolyse est notée. 

17,71 %  est le taux  d’hémolyse obtenu après le traitement avec une concentration de                  

1.87 mg/mL de diclofenac. Ce dernier représente le début des effets hémolytiques significatifs 
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qui continuent d’augmenter jusqu’à atteindre un taux maximum de 93,98% à une 

concentration de 30mg/mL. 

Pour nos trois extraits, les résultats retenus après l’évaluation de leur toxicité sont mises en 

comparaison avec le diclofenac qui est la molécule de référence dans notre étude. Nous 

remarquons que les taux de toxicité obtenus dans les trois extraits sont bien inferieurs par 

rapport à ceux du diclofenac. Les résultats sont résumés dans la figure N°18. 

 

Figures N°18 : Evolution du taux d’hémolyse (%) en fonction des différentes 

concentrations d’extraits d’écorce de fruit de Punica granatum L et du diclofenac. 

La figure N°18 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 

écorces de Punica granatum 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. 

Nous remarquons que les taux d’hémolyse obtenus dans l’extrait aqueux augmentent en 

fonction des concentrations d’extrait utilisé pour le traitement des globules rouges humains.  
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Nous constatons que l’hémolyse ne dépasse pas les 30 % même à des concentrations élevées  

qui ont causé des hémolyses dépassant les 50 % des globules rouges après le traitement par le 

diclofenac. 

Le taux d’hémolyse maximum atteint après le traitement des érythrocytes par 30 mg /mL  

d’extrait aqueux  est de l’ordre de 29,55 % et qui reste inferieur à celui de  l’hémolyse total  

(100%)  obtenue par le contrôle. 

L’extrait eau /méthanol et eau /acétone, ont montré des taux d’hémolyse qui augmente en 

fonction de l’élévation des concentrations en extraits. Cependant, ces taux ne dépassent pas 

15% d’hémolyse même après utilisation des concentrations élevées tels que : 7.5,  15 et 30 

mg/mL  pour les deux extraits et qui reste inferieur à 100% d’hémolyse obtenus par le 

contrôle. 

Si on classe nos extraits testés selon leur toxicité à la concentration de 30mg/mL par rapport 

au diclofenac, on obtiendra l’ordre suivant: diclofenac>extrait aqueux>extrait eau/méthanol.> 

extrait eau/acétone. 

Comme le but de notre étude est l’évaluation de l’activité anti-inflammatoire des écorces de 

grenades, il s’est révélé important de vérifier d’abord si nos échantillons contiennent une 

certaine toxicité qui peut réduire ou empêcher totalement leurs utilisations. Pour cela, les 

globules rouges humain ont été choisis comme modèle d’évaluation durant notre étude.  

Ce choix est justifié par le fait que les membranes des globules rouges humain sont 

considérées comme similaires aux composants de la membrane lysosomale qui pendant 

l'inflammation, ces enzymes et les composants hydrolytiques sont libérés vers l'espace 

extracellulaire, ce qui provoque des dommages (Ackerman & Beebe, 1974; Hossain et al., 

2014). Ainsi, la présence d’une toxicité au niveau de l’échantillon testé est traduite par  une 

hémolyse résultant de la lyse de la membrane des érythrocytes. 

Les résultats obtenus à partir des trois extraits testés d’écorce de grenadier ‘Punica granatum’ 

ont révélé la présence d’un taux d’hémolyse qui ne dépasse pas les 30%. Ce taux reste 

inférieur au taux d’hémolyse obtenu durant une étude faite par Kota et al., en 2018  portant 

sur la validation scientifique de l'activité anti-inflammatoire in vitro de l’extrait méthanolique 

de Punica granatum L par la technique de la stabilisation de la membrane des globules rouges 

humains. 
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Des travaux antérieurs faites par Hasan et ses collaborateurs en 2016  sur le rôle protecteur 

d'un extrait aqueux d’écorce de Punica granatum sur le plomb qui induit l'anémie chez les 

rats a révélé des résultats inattendus selon lesquels les rats traités par  l'extrait aqueux de  

grenade ont montré une diminution significative (P <0,05) des globules rouges.   

Ces faibles taux de toxicité obtenus dans notre présente étude sont soupçonnés être due à 

certains métabolites secondaires présents dans nos extrait d’écorce de grenadier tels que les 

tanins, les alcaloïdes ou certains formes de flavonoïdes. Ceci est confirmé par l’étude de  

Segura et al., 1990 qui démontrent que certaines parties des plantes ont des effets toxiques 

sur diverses espèces animales. Ce résultat est soutenu  par Vidal et al., en 2003, qui ont 

trouvé que l’extrait hydro-alcoolique préparé à partir de fruits entiers (y compris les écorces) 

s’est révélé être toxique à cause de la  présence des alcaloïdes et de d'autres composés 

pouvant être toxiques. 

D’autres travaux ont révélé que le groupe de rats traités par l'extrait aqueux d’écorce de 

grenade a montré une augmentation  très significative des éosinophiles par rapport aux autres 

groupes. Ce résultat est cohérent avec les résultats de Valadares et al., (2010) et hasan et al., 

(2016) qui ont mentionné que des effets toxiques sont attribués à la consommation de 

grenade, y compris des réactions allergiques. 

Cependant, il existe bien des études qui n’ont pas révélé de toxicité comme celle de Jahromi 

et al., 2015 qui ont trouvé que les extraits d’écorce de fruit de Punica granatum n’ont 

provoqué aucune toxicité chez les souris et leurs utilisations sont suggérés avec des 

applications potentielles contre les maladies. Cette étude va dans le même sens que celle de 

Khalil en 2004, qui a travaillé sur l'effet antidiabétique d'un extrait aqueux de pelures de 

grenade chez des rats normaux et diabétiques par alloxanes qui une fois traités avec de 

l'extrait d’écorce de grenade leurs  globules rouges et l'hémoglobine ont augmenté de manière 

significative en raison de la propriété hémostatique d’écorce de grenade. 

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

membrane des globules rouges 

Plusieurs essais in vitro et in vivo réussis ont indiqué que l’extrait d'écorce de grenade est  un 

moyen de traitement très efficace contre les troubles inflammatoires (Ismail et al., 2012). 

C’est sur cette base que c’est fondue notre étude dont le but est d’évaluer le potentiel anti -

inflammatoire que peut avoir nos extraits testés (aqueux, eau/méthanol, eau /acétone) d’écorce 
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de grenade ‘Punica granatum L’ de la région d’Ain Témouchent in vitro sur la stabilisation de 

la membrane des globules rouges. 

Le test effectué se base sur l’effet protecteur des différentes concentrations choisies d’extraits 

de Punica granatum L sur la stabilisation des érythrocytes, après induction de l’hémolyse par 

une solution hypotonique associée à une température élevée. Les résultats obtenus sont 

résumés sur la figure N°20. 

 

 

Figure N°19: Pourcentage d’inhibition (%) d’hémolyse des globules rouge en fonction 

des différentes concentrations de diclofenac. 

Pour l’anti-inflammatoire de référence : le diclofenac, les concentrations choisies pour 

l’évaluation de leur effet anti-inflammatoire sont celle qui ont permis d’obtenir  moins de 

45% de toxicité à savoir : 0.0585 /0,117/0,234/ 0,468 /0,937 /1,875 et 3,75  mg/mL.  

D’après les résultats obtenus et illustrés dans la figure N°19, nous constatons que le 

pourcentage d’inhibition diminue en parallèle avec l’augmentation de la concentration des 

extraits. Cependant, ce pouvoir anti-inflammatoire garde des pourcentages de protection bien 

élevé estimés à 98.75 % et à 100%. 

Le maximum de protection 100 % est obtenus dés le traitement des globules rouges par la 

plus faible des concentrations testés à savoir 0.0585 mg /mL d’extrait de diclofenac. 
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Figures N°20: Pourcentage d’inhibition (%) d’hémolyse des globules rouge en fonction 

des différentes concentrations d’extraits d’écorce de fruit de Punica granatum L et du 

diclofenac. 

D’après la figure N°18, nous remarquons que toutes les concentrations testées ont  révélé une 

toxicité inferieure à 30%, ce qui permet leurs usages sans crainte d’hémolyse. 

Les résultats obtenus dans la figure N°20, après le traitement des globules rouges par 

différentes concentrations d’extrait d’écorce Punica granatum L ont permis de constater  une 

diminution en pourcentage d’inhibition en fonction d’une augmentation des concentrations 

des trois extraits testés. Cependant, ces trois extraits gardent des  pourcentages de protection 

bien élevés et comprises entre 90 % et 100%. 

Pour l’extrait aqueux, les résultats enregistrés indiquent  un pourcentage d’inhibition de 100% 

aux concentrations 0.0585 mg/mL et 0.1117 mg/mL. Tandis que pour l’extrait eau/méthanol  

le maximum  de protection est de l’ordre de 99.57 % à la concentration de 0,0585mg/mL et le 

minimum de protection atteint un pourcentage de 94.27 % et ceci à 30 mg/mL. 

L’extrait eau /acétone a pu permettre d’obtenir une inhibition maximale de 99.17% à la 

concentration de 0.234 mg/mL  et qui diminue jusqu’à  90.5 %  à la concentration 30mg/mL. 

D’après les résultats enregistrés, nous remarquons que l'activité anti-inflammatoire des 

extraits testés dépend de leur concentration. 
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Les résultats  révèlent que les extraits d’écorce de grenades Punica granatum L exercent un 

effet anti-inflammatoire comparable, à celui de la molécule de référence Diclofenac® ce qui 

rend possible son utilisation comme un traitement alternatif dans la prévention de 

l’inflammation. 

Comme déjà cité pendant le processus de  l'inflammation, les enzymes lysosomales et les 

composants hydrolytiques sont libérés vers l'espace extracellulaire, ce qui provoque des 

dommages aux organites, aux tissus environnants et aident également  à provoquer une variété 

de troubles (Ackerman & Beebe, 1974 ; Hossain et al., 2014). 

Comme la membrane érythrocytaire est analogue à la membrane lysosomale, sa stabilisation 

implique que les extraits testés peuvent aussi bien stabiliser les membranes lysosomales 

(Gautam et al., 2013).L’exposition des globules rouges à des substances nocives telles que le 

milieu hypotonique et la chaleur, entraînent la lyse des membranes(Ferrali et al., 1992; 

Hossain et al., 2014).L'inhibition de l'hypotonie et de la lyse des membranes des globules 

rouges induite par la chaleur ont été donc  prises comme mesure du mécanisme de l'activité 

anti-inflammatoire de l'extrait de plante dans notre étude. 

Le diclofenac étant un AINS est utilisé comme molécule de référence puisqu’il a été constaté 

que les AINS agissent soit en inhibant ces enzymes lysosomales soit en stabilisant les 

membranes lysosomales et donc les membranes des globules rouges humaine (Hossain et al., 

2014) . 

Nos résultats obtenus ont confirmé l’effet protecteur de nos trois extraits d’écorce de grenade 

vis-à-vis de la stabilisation de la membrane des globules rouges humaine contre  l’hémolyse 

induite par la solution hypotonique et la chaleur. Cet effet protecteur concorde avec les 

résultats d’une étude faite par Karunakar Kota et al., en 2018  sur les hématies humaine 

(Kota et al., 2018) . 

Cette protection des cellules générées est due à un mode d'action exercé par les extraits et des 

anti-inflammatoires standards. Ce mode d’action est soupçonné d’être selon une étude faite 

par Hossain et al. en  2014, due à la liaison des extraits ou des anti-inflammatoires aux 

membranes érythrocytaires avec une altération conséquente des charges de surface des 

cellules qui aurait pu empêcher une interaction physique avec des agents d'agrégation ou 

favoriser la dispersion par répulsion mutuelle des charges comme celles qui sont impliquées 

dans l'hémolyse des globules rouges. Ce résultat concorde avec celui de Sandhya et al., 2010, 

qui ont prouvé que certains composants chimiques présents dans les extraits peuvent avoir le 
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même mécanisme. Comme le tanin et les saponines qui ont la capacité de se lier aux cations et 

autres biomolécules, et par conséquence, de stabiliser la membrane érythrocytaire (Hossain et 

al. en  2014.) 

L’évaluation de l’activité anti-inflammatoire d’écorce de grenadier Punica granutum L est 

une technique de recherche qui a été réalisé sur plusieurs modèles in vitro et in vivo. Les 

résultats de ces études ont contribué à plus de confirmation et de spécificité sur le mode 

d’action des composés chimiques présents dans les extraits vis-à-vis de l’inflammation. Des 

études in vitro et in vivo réalisés sur des animaux de laboratoire ont montré que les 

flavonoïdes exercent des effets stabilisants largement les lysosomes (Hossain et al., 2014; 

Van Caneghem, 1972). 

Les résultats obtenus par Romier et al., en 2008, ont montré que les polyphenols peuvent 

moduler l'activation de NF-κB en agissant sur un événement commun à la cytokine dans les 

cellules Caco-2 intestinales humaines. 

Cette action de réduction de l'activité des cytokines a aussi été remarquée chez les patients 

atteints de parodontite une  forme d'inflammation buccale qui plusieurs mois après le 

traitement par l'extrait d'écorce de grenade, une réduction des cytokines inflammatoires (IL-

1beta et IL-6)  a été  constaté  (Sastravaha et al., 2005). Amer et al., en 2015 ont trouvé que 

l’extrait de grenade avait une grande influence sur les ARNm des cytokines inflammatoires 

contribuant à une réduction d’inflammation  chez des souris infectées par E. papillata. 

D’autre études ont conclu que la punicalagine (PCG) qui est un composant anti-inflammatoire 

isolé du fruit de Punica granatum était responsable d’inhibition  de l'expression des protéines 

pro-inflammatoires (Lee et al., 2008)  et que les quatre tanins hydrolysables de l’extrait 

eau/acétone à savoir : punicalin , strictinin A , granatin B ainsi que punicalagin, ont non 

seulement affiché les meilleures capacités inhibitrices de NO dans le RAW 264.7 induit par le 

LPS, mais ont également provoqués des inhibitions de PGE2 dans les essais in vitro et in vivo 

(Lee et al., 2010). 

Selon l’étude de Bachoual et al., en 2011, l’extrait aqueux d'écorce de Punica granatum 

serait  capable  d’inhiber l'activité des neutrophiles MPO et d’atténuer l'inflammation 

pulmonaire induite par le lipopolysaccharide chez la souris. L'inhibition de l'activité MPO par 

la PGE pourrait expliquer son action anti-inflammatoire. 

Des travaux antérieurs portant sur l’ activité anti-inflammatoire des extraits d'écorce de 

Punica granatum L. (Grenade) appliqués localement sur la peau ex vivo ont démontré que ces 
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extraits exercent un effet anti-inflammatoire significatif sur l'expression de COX-2 dans la 

peau. Indirectement, ce résultat confirme que PRE en particulier la punicalagine pénètre dans 

la peau et module la régulation de la COX-2 dans l'épiderme viable(Houston et al., 2017). 

La quantité de résultats scientifiques convaincantes concernant les avantages thérapeutiques 

de la grenade et de ses fractions a construit un consensus scientifique  selon lequel l'extrait  

d’écorce de grenade a la capacité d'inhiber l'inflammation et les allergies 

(Panichayupakaranant et al., 2010). 
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L'inflammation chronique est reconnue être, durant  ces dernières décennies, comme le 

principal  facteur de risque pouvant conduire à une progression pathologique des maladies 

chroniques. Pour cela, la réduction de la réponse inflammatoire chronique semble être une 

stratégie permettant de lutter contre ces maladies chroniques. 

Depuis l'Antiquité, les troubles inflammatoires ont été traités par des composés anti-

inflammatoires naturels à base de plante, qui offrent l’avantage d’effet secondaire moindre au 

contraire des agents anti-inflammatoires synthétique, bien que très efficaces, possèdent des 

effets secondaires indésirables importants. 

L'utilisation potentielle  d’extrait d’écorce de grenade comme antibactériens, anti-

inflammatoires et antiallergiques  est soutenue par plusieurs études. Afin de justifier son  

utilisation thérapeutique en médecine traditionnelle, nous nous sommes intéressées dans notre 

présent travail  à l’étude des composés bioactifs  présents dans les extraits d’écorce de fruit 

dePunica granatum L ainsi que la caractérisation de leurs propriétés anti-inflammatoires. 

Durant cette étude, nous avons réalisé une analyse phytochimique qualitative ainsi que 

quantitative montrant une teneur considérable en polyphenols et flavonoïdes dans les trois 

extraits testés (eau, eau /méthanol, eau /acétone) d’écorce de fruit de Punica granatum.  

Les rendements d’extraction obtenus varient selon la polarité des solvants utilisés et ont 

permis d’obtenir des rendements élevés de l’ordre de 36 % et 40 % pour les extraits eau 

/méthanol et eau/acétone respectivement suivie par l’extrait aqueux avec un rendement  

estimé à 29.9%. 

Avant d’évaluer l’activité anti-inflammatoire, une étude toxicologique est mise en point sur 

des modèles de globules rouges humaine, afin de limiter les effets indésirables de nos 

échantillons pour une meilleure utilisation de leurs bienfaits. Les résultats obtenus indiquent 

que nos trois extrait possèdent une toxicité très faible et inferieure à 30 %, ce qui les rends 

apte à être testés. 

L’activité anti-inflammatoire de nos trois extraits d’écorce de Punica granatum a été évaluée 

selon la méthode spectrophotométrique  de stabilisation des érythrocytes, in vitro, après 

induction de l’hémolyse par une solution hypotonique associée à une température élevée, en 

présence des différentes concentrations des extraits d’écorce de grenade ainsi que d’une 

molécule de référence : le diclofenac. Les résultats obtenus montrent que nos trois extraits 

possèdent des capacités anti-inflammatoire importante allant de 90 à 100 % et comparable à 

l’effet protecteur de la molécule de référence à savoir le diclofenac. Ceci rend possible leurs 

utilisation comme un traitement alternatif dans la prévention de l’inflammation. 
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Cet effet protecteur est soupçonné d’être due aux composés actifs présents dans les extraits et 

qui méritent des études  plus approfondies par le biais : 

 De différentes extractions réalisées en modifiant à chaque fois un des paramètres 

influençant le résultat d’extraction (le temps, le solvant, la méthode, la température 

d’extraction …) 

 D’une extraction sélectif des composés chimiques présents dans la poudre d’écorce de 

fruit de Punica granatum ainsi que leurs isolements en utilisant plusieurs techniques plus 

fines tels que CCM et HPLC. 

 D’une étude de la toxicité des différents composés chimiques in vivo sur des modèles 

animaux. 

 De l’évaluation de leurs capacités anti-inflammatoires sur d’autre modèle in vitro et in 

vivo ainsi qu’une identification de leurs mécanismes et site d’action spécifique envers la 

réponse inflammatoire. 

 Enfin, des études précliniques et cliniques dans le but du développement de médicaments 

anti-inflammatoires. 
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