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Résumé 

Les maladies cardiovasculaires représentent actuellement la principale cause de décès 

dans le monde, au premier rang desquelles figurent les cardiopathies coronariennes et les 

accidents vasculaires cérébraux. Ils sont, dans la plupart des cas la traduction clinique de la 

maladie d’athérosclérose. L’accumulation du cholestérol dans les macrophages peut résulter 

d’une augmentation de l’absorption des LDL et/ou d’une diminution de la concentration de 

HDL, le médiateur de l’efflux du cholestérol au niveau des tissus périphériques. Plusieurs 

études ont montré que la grenade (Punica granatum L.) peut réduire plusieurs facteurs de 

risque de maladies cardiovasculaires. Notre étude consiste en la valorisation des produits de 

grenadier, et plus particulièrement la variété « Sefri » de la région de Béni Mellal-Khénifra.   

Objectifs : sont d’élucider le rôle athéroprotectif des différents extraits du grenadier via 

l’évaluation du pouvoir antioxydant, hypolipémiant et principalement la promotion du 

processus du transport inverse du cholestérol in vitro et in vivo. Le premier volet de notre 

étude à porter sur la caractérisation des composés phénoliques par HPLC et l’étude de 

l’activité hypolipémiante et anti-atherosclérotique du grenadier chez le rat rendu 

hypercholestérolémique sous l’effet d’un régime hypercalorique et hypercholestérolémique 

(RHCC). Cet effet a été évalué moyennant un suivi de l’évolution des paramètres lipidiques et 

histologiques. Le deuxième volet de notre étude a été développé dans le but d’apporter des 

explications mécanistiques et moléculaires à l’effet hypolipémiant. Ainsi, des travaux sur les 

mécanismes d’activités antioxydantes ont été menées in vitro et sur un modèle de cellules 

humaines cancéreuses de la prostate (J82) et sur les LDLs humaines. Un troisième volet a été 

consacré à l’étude moléculaire des extraits de grenadier et de la punicalagine sur la voie du 

transport inverse du cholestérol (TIC) au niveau des macrophages (J774). Pour ce faire, une 

étude sur l’efflux du cholestérol a été réalisée et argumentée par l’évaluation de l’activité de la 

paraoxonase 1 et l’expression de ses transporteurs qui régissent ce processus TIC (ABCA1, 

ABCG1, LXR et SR-B1) moyennant la technique du western blot. 

Résultats : Nos résultats ont montré une amélioration du profil lipidique et glycémique chez 

les groupes de rats traités par les extraits de la grenade Sefri ainsi qu’une réduction des dépôts 

lipidiques au niveau des organes. L’analyse phyto-chimique par HPLC des extraits du 

grenadier (la pelure et les arilles) a montré une richesse de ces extraits en  et  punicalagine. 

Ces extraits ont révélés une activité antioxydante puissante liée à la réduction du piégeage des 

radicaux libres et de la réduction des espèces réactives de l’oxygène (ROS). De plus, ces 

extraits ont exercé un effet préventif contre l’oxydation des LDLs et la formation des TBARS 
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ainsi que l’augmentation du pouvoir de piégeage des radicaux libres intracellulaires au niveau 

des cellules cancéreuses (J82). Fait marquant, ces extraits phénoliques ont augmenté l’efflux 

du cholestérol, l’expression des transporteurs du cholestérol, surtout l’ABCA1 au niveau des 

macrophages J774 ainsi que de l’activité paraoxonse 1. 

Conclusion : Nos résultats montrent l’importance de la grenade « Sefri » dans la régulation 

des fonctions antiathérogènes, et plus particulièrement, en présence des facteurs de risques 

pour les maladies cardiovasculaires, tel que l’hypercholestérolémie et le stress oxydant. Ces 

résultats laissent suggérer la grenade (variété de Sefri), comme source d’antioxydants 

polyphénoliques naturels, possèdent un effet protecteur et préventif contre le développement 

de l’athérosclérose, et par conséquent contribuent à la réduction de l’incidence des maladies 

cardiovasculaires.  

Mots-clés : Punica granatum L. (Sefri), activité antioxydante, athérosclérose, LDL, HDL, 

PON1, stress oxydant, composés phénoliques, transport inverse du cholestérol, ABCA1, 

ABCG1, SR-B1, LXR, et Paraoxonase 1. 
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Abstract 

Cardiovascular disease (CVD) is currently the leading cause of death worldwide, led by 

coronary heart disease and stroke. They are, in many cases, the clinical translation of 

atherosclerotic disease. Cholesterol accumulation in macrophages can result from an increase 

in LDL absorption and a decrease in the concentration of HDL, which mediates the efflux of 

cholesterol. Several studies have shown that pomegranate (Punica granatum L.) can reduce 

several risk factors for cardiovascular disease. Our study focuses on the valorization of by-

products bioactive from the pomegranate, particularly a variety of Sefri from the Beni Mellal-

Khenifra region.   

Objectives: Our objective was to elucidate the atheroprotective effect of different extracts 

from pomegranate fruit via evaluation of the antioxidant and hypolipidemic activity and 

mainly the promotion of reverse cholesterol transport process in vitro and in vivo. The 

principal objective of this first part of our study was to evaluate the phenolic profile of 

pomegranate phenolic extracts by HPLC, the hypolipidemic, and the antiatherosclerotic 

activities in high-fat diet-induced hypercholesterolemic rats. This effect was evaluated by 

monitoring the evolution of lipid and histological parameters. Secondly, our objective was to 

provide molecular explanations for the hypolipidemic effect. Thus, work on the mechanisms 

of antioxidant activities was carried out in vitro and on human prostate cancer cell models 

(J82) and human LDL. A third component was devoted to the molecular study of 

pomegranate extracts and punicalagin on the reverse cholesterol transport (RCT) pathway in 

macrophages (J774). For this purpose, the cholesterol efflux was carried out and argued by 

evaluating the paraoxonase (PON1) activity and the expression of its transporters that regulate 

this process of the RCT (ABCA1, ABCG1, LXR, and SR-B1) using the western blot 

technique.  

Results: Our results showed an amelioration of lipid and glycemic levels in the groups of rats 

treated with the pomegranate extracts and the lipidic deposits of the organs. Phytochemical 

analysis by HPLC of pomegranate extracts (peels and arils) showed a richness of these 

extracts in α and β punicalagin. These extracts showed strong antioxidant effects related to 

decreased free radical scavenging and reactive oxygen species (ROS) reduction. In addition, 

these extracts exerted preventive effects against LDL oxidation and TBARS formation and 

increased intracellular free radical scavenging capacity in cancer cells (J82). Interestingly, 
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these phenolic extracts increased cholesterol efflux, the expression of cholesterol transporters, 

especially ABCA1 in J774 macrophages, and paraoxonase (PON1) activity. 

Conclusion: Our results show the importance of pomegranate (Sefri) in the regulation of 

antiatherogenic functions, and more particularly, in the presence of risk factors for 

cardiovascular diseases, such as hypercholesterolemia and oxidative stress. These results 

suggest that pomegranate (Sefri variety), as a source of natural polyphenolic antioxidants, has 

a protective and preventive effect against the development of atherosclerosis, and therefore 

contributes to decreasing the incidence of cardiovascular diseases.  

Keywords: Punica granatum L. (Sefri), antioxidant activity, atherosclerosis, LDL, HDL, 

PON1, oxidative stress, phenolic compounds, reverse cholesterol transport, ABCA1, ABCG1, 

SR-B1, LXR, and Paraoxonase 1. 
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 ملخص

لسكتة لتاجية والقلب اتعد أمراض القلب والأوعية الدموية حالياً السبب الرئيسي للوفيات في العالم ، وأولها أمراض ا

لكولسترول في . قد ينتج تراكم ا الدماغية. في معظم الحالات، تعتبر هذه الأمراض أحد أنواع أمراض تصلب الشرايين

المحيطية.  ، وهو وسيط تدفق الكولسترول إلى الأنسجة HDLاض تركيز و / أو انخف LDLالبلعميات عن زيادة امتصاص 

لإصابة ( يمكن أن تقلل من العديد من عوامل ا.Punica granatum Lأظهرت العديد من الدراسات أن نبتة الرمان )

طقة بني من من بأمراض القلب والأوعية الدموية. تتجلى دراستنا في تقييم منتجات الرمان ، و تحديداً صنف "الصفري"

   ملال خنيفرة.

ن وبشكل الدهو توضيح الدور الوقائي لمستخلصات الرمان المختلفة من خلال تقييم مضادات الأكسدة وقوة خفض الأهداف:

 حديدتا على رئيسي تعزيز عملية نقل الكولسترول العكسي في المختبر وفي الجسم الحي. ركز الجزء الأول من دراستن

الرمان  مستخلصات بواسطةالدم ومضادات التصلب  دهون خفضودراسة نشاط  HPLC تقنية بواسطة المركبات الفينولية

ولسترول غني بالسعرات الحرارية و الكالدم تحت تأثير نظام غذائي  كولسترولإلى فرط  تعرضتفي الفئران التي 

(RHCC تم تقييم هذا التأثير من خلال مراقبة التغيرات في المعلمات الذهنية .)ن ء الثاني مالجز والنسيجية. تم تطوير

المضادة  لأنشطةدراستنا بهدف تقديم تفسيرات ميكانيكية وجزيئية لتأثير خفض الدهون. وهكذا ، تم العمل على آليات ا

م تخصيص ت. البشرية  LDLجزيئات( وعلى J82للأكسدة في المختبر وعلى نماذج خلايا سرطان البروستاتا البشرية )

لعكسي في ا الكولسترولمسار نقل  ودورهما في Punicalagin مادةللدراسة الجزيئية لمستخلصات الرمان وجزء ثالث 

التعبير و 1وكسوناز من خلال تقييم نشاط بار ذلك(. للقيام بذلك ، تم إجراء دراسة حول تدفق الكولسترول وJ774) الخلايا

 .لوتبالويسترن ( باستخدام تقنية SR -B1و  ABCA1  ،ABCG1  ،LXRهذه العملية ) تتحكم فيعن ناقلاتها التي 

أظهرت نتائجنا انخفاضًا في مستوى الدهون ونسبة السكر في الدم في مجموعات الفئران المعالجة بمستخلصات  النتائج:

  HPLCبواسطة تقنيةالأعضاء. أظهر التحليل الكيميائي  على مستوىالرمان وكذلك انخفاض في ترسبات الدهون 

. ثبت أن هذه المستخلصات لها البينيكالجين ( أن هذه المستخلصات كانت غنية بمادةالقشر و البذورلمستخلصات الرمان )

بالإضافة إلى  (.ROSمضاد للأكسدة يتعلق بالحد من إزالة الجذور الحرة وتقليل أنواع الأكسجين التفاعلية ) قوي نشاط

 المواد التفاعلية لحمض الثيوباربيتوريك  وتشكل LDLs جزيئات ا ضد أكسدةذلك، تمارس هذه المستخلصات تأثيرًا وقائيً 

(TBARS)  الجذور محاربةبالإضافة إلى زيادة قوة ( الحرة داخل الخلايا السرطانيةJ82 بشكل ملحوظ ، زادت هذه .)

 J774في الخلايا  ABCA1المستخلصات الفينولية من تدفق الكولسترول ، والتعبير عن ناقلات الكولسترول ، وخاصة 

 .1 باركسونازبالإضافة إلى نشاط 

 يداً فيكثر تحدفي تنظيم الوظائف المضادة لتصلب الشرايين ، وبشكل أ الصفريأظهرت نتائجنا أهمية الرمان  الخلاصة:

ير دي. تشأكسلتاالكولسترول والضغط  نسبة لأمراض القلب والأوعية الدموية ، مثل ارتفاعالمسببة عوامل الخطر  خفض

 ثير وقائيتأ ان له كما مصدر طبيعي لمضادات الأكسدة البوليفينولية ،يعتبر ( ، الصفريهذه النتائج إلى أن الرمان )صنف 

 ية.الإصابة بأمراض القلب والأوعية الدمومن  التقليل ضد الإصابة بتصلب الشرايين ، وبالتالي يساعد في

،  LDLنشاط مضادات الأكسدة ، تصلب الشرايين ،  ،( )صنف الصفري.Punica granatum L  الكلمات المفتاحية:

HDL  ،PON1  العكسي ،  الكولسترول، المركبات الفينولية ، نقل  لتأكسديا، الإجهادABCA1  ،ABCG1  ،SR-

B1  وLXR ، 1باراوكسوناز  و. 
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Introduction générale 

Selon le rapport de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les maladies 

cardiovasculaires (MCV) représentent actuellement la principale cause de décès dans le 

monde, au premier rang desquelles figurent les cardiopathies coronariennes (infarctus du 

myocarde), et les maladies cérébro-vasculaires (accidents vasculaires cérébraux) (Global 

Health Estimation, OMS 2011). On estime, selon les prévisions de l’OMS, que les mortalités 

au niveau mondial associées aux MCV atteindront près de 23,6 millions par année et 

constitueront de ce fait les premières causes de mortalité (Global Health Estimation, OMS 

2018). 

Au Maroc, les maladies cardiovasculaires représentent aussi la principale cause de décès. 

En effet, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que 40% de mortalité dans le 

royaume seraient dus aux MCV. Ils sont, dans la plupart des cas, la traduction clinique de la 

maladie d’athérosclérose, qui se caractérise par des épisodes de rupture ou d’érosion de la 

plaque athéromateuse (Babaniamansour et al., 2020). Ceci tient aux multiples facteurs 

environnementaux tels une alimentation déséquilibrée, le tabagisme, la sédentarité, mais 

également d’une augmentation assez importante de la prévalence du diabète de type II, de 

l’obésité sévère, la dyslipidémie et du syndrome métabolique en général (Lechner et al., 2020; 

Libby et al., 2019).  

Comme l’indique son étymologie grecque, athêroma qui signifie « bouillie » en relation 

avec le cœur nécrotico-lipidique de la plaque et sclérosis qui veut dire « durcissement » en 

relation avec la calcification de la matrice extracellulaire. L’athérosclérose se caractérise par 

la formation d’une plaque athéromateuse (Kowara & Cudnoch-Jedrzejewska, 2021), 

contenant des lipides recouverts d’une cape d’éléments fibreux riche en collagène, en 

plaquettes et en cellules immunitaires ; ce qui provoque une obstruction progressive des 

artères empêchant ainsi l’irrigation des organes (Aguilar-Ballester et al., 2020; Libby et al., 

2019). C’est une pathologie inflammatoire chronique qui affecte les artères élastiques et les 

artères musculaires de calibre élevé (Minelli et al., 2020), qui est à l’origine de la plupart des 

syndromes coronariens aigus (angor instable, et infarctus du myocarde), des anévrismes de 

l’aorte abdominale, ou encore d’artériopathie oblitérante qui touche le plus souvent les 

membres inférieurs (Libby et al., 2019; Wolf & Hunziker, 2020).  

Malgré l’avancée de nouvelles molécules thérapeutiques, l’athérosclérose et ses 

complications constituent une grande problématique dans la prise en charge thérapeutique des 
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patients et la réussite du traitement serait d’un intérêt capital. Les médicaments modernes, y 

compris les statines (inhibiteurs de la HMG-CoA réductase), ont démontré leur efficacité dans 

le traitement de l’hypercholestérolémie pour la prévention primaire et secondaire des maladies 

cardiovasculaires (Singh et al., 2020). Cependant, en raison du développement de myopathies 

(Tomaszewski et al., 2011; Tournadre, 2019), les statines sont associées à un abondant et à 

une discontinuité du traitement de la part des patients (Ward et al., 2019). Les statines 

présentent aussi d’autres effets secondaires (hépatotoxicité, troubles gastro-intestinaux, 

toxicité rénale, diabète type 2, …) (Bitzur et al., 2013; Karahalil et al., 2017; Saha & Garg, 

2021), ce qui justifie la recherche d’autres alternatives médicinales (Tournadre, 2019).  

Ces dernières années, un intérêt particulier a été porté sur la valorisation de la médecine 

traditionnelle et alternative, non seulement pour la conservation des traditions et de la 

biodiversité culturelle mais surtout pour le développement de nouvelles molécules d’origine 

naturelle avec moins d’effets indésirables (Salmerón-Manzano et al., 2020). L’Organisation 

Mondiale de la Santé souligne que près de 80% de la population, dans les pays Asiatiques et 

Africains, dépend de la médecine traditionnelle, dont les traitements sont à base des plantes, 

pour des soins préventifs. La recherche sur les plantes médicinales est extrêmement orientée 

vers l’utilisation des produits naturels dans le traitement préventif de l’athérosclérose et des 

maladies cardiovasculaires (Chang et al., 2020; Kirichenko et al., 2020). Les données 

ethnobotaniques disponibles montrent qu’il y a plusieurs espèces végétales médicinales 

montrant une activité hypolipémiante (Asija & Singh, 2016). Bien que la plupart de ces 

espèces végétales possèdent une grande réputation dans la médecine traditionnelle, 

malheureusement, certaines d’entre elles n’ont pas encore été exploitées dans le domaine de la 

recherche scientifique. Des études scientifiques des remèdes naturels à base de plantes pour le 

traitement de l’athérosclérose peuvent être un levier de prévention efficace (Kirichenko et al., 

2020). 

Les plantes médicinales sont une excellente source de molécules naturelles qui peuvent 

être utilisées à des fins thérapeutiques. Les polyphénols sont des composants naturels, qui 

suscitent actuellement un grand intérêt nutritionnel et thérapeutique (Di Pietro et al., 2020; 

Leri et al., 2020; Luo et al., 2021; Monsalve et al., 2017; Restani, 2020). Les recherches 

ethnobotaniques mondiales font état d’un certain nombre de plantes médicinales, de fruits et 

de légumes riches en composés phénoliques qui peuvent être utilisés pour la prise en charge 

des dyslipidémies et la prévention des complications cardiovasculaires associées.  
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En matière de progrès thérapeutiques, notre travail se propose dans le but de valoriser une 

flore locale utilisée en médecine traditionnelle. C’est dans cette optique que l’écorce et les 

arilles de Punica granatum L. (variété de Sefri) ont été étudiés. Cette plante est largement 

utilisée au Maroc dans le traitement de problèmes digestifs, et des ulcérations des muqueuses 

buccales. Notre travail a pour objectif de tester l’effet anti-hyperlipémique des extraits riches 

en composés phénoliques du fruit de Punica granatum L. Des études in vitro et in vivo visant 

à étudier leur capacité à empêcher le processus athérogène, à diminuer les effets cytotoxiques 

et inflammatoires, ainsi que la promotion du transport inverse du cholestérol ont été réalisées. 

Nous avons testé les activités antioxydantes et hypolipémiantes de la plante par la réalisation 

d’une série d’essais effectués chez des rats Wistar rendus hypercholestérolémiques par un 

régime hypercalorique riche en cholestérol (RHHC), capable d’augmenter le statut 

inflammatoire et la formation des plaques d’athérosclérose, comme modèle de 

l’hypercholestérolémie expérimentale. 
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Chapitre I : Physiopathologie de l’Athérosclérose  

 

1  Introduction 

L’athérosclérose est une pathologie d’origine multifactorielle, qui touche principalement 

les artères de gros et moyens calibres (Alfarisi et al., 2020; Cismaru et al., 2021; Mäkinen et 

al., 2020). Elle se développe lentement tout au long de la vie d’une manière silencieuse au 

stade du fœtus jusqu’une obstruction brutale d’une artère coronaire apparait à l’âge adulte. 

Elle se manifeste par des accidents cliniques dont elle est la cause sous-jacente (maladies 

coronariennes, infarctus du myocarde, accidents vasculaires cérébraux) (Alfarisi et al., 2020; 

Libby et al., 2019; Mäkinen et al., 2020). L’athérosclérose est un processus dégénératif 

(Minelli et al., 2020) chronique et évolutif qui fait intervenir des phénomènes oxydatifs, 

inflammatoires, et cytotoxiques (Kocyigit et al., 2020; Schäfer & Zernecke, 2020; Yang et al., 

2017). En 1954, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a donné une définition 

descriptive, mais toujours d’actualité : « L’athérosclérose est une association variable de 

remaniements de l’intima des artères de gros et moyens calibres consistant en une 

accumulation focale de lipides, de glucides complexes, de sang et de produits sanguins, de 

tissus fibreux et de dépôts calcaires. Le tout s’accompagne d’une modification de la média ».  

L’athérosclérose est le principal facteur responsable d’affections aigües, ils dépendent de 

l’endroit où se forme la plaque d’athérome (Bouguerne, 2012): 

 Les infarctus du myocarde dus à l’installation de la plaque d’athérome dans les artères 

coronaires. 

 Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) dus à la formation de la plaque 

athéromateuse au niveau des artères encéphalique. 

 Une artérite oblitérante des membres inférieurs (AOMI). 

 Les ischémies aigües causées par la formation de la plaque au niveau des membres 

inférieurs. 

Sur le plan histologique, une classification détaillée des stades successifs de l’apparition 

de la plaque d’athérome (où l’on dénombre 6 à 8 stades) a été élaborée par Herbert Stary en 

1992 et approuvée par l’AHA (American Heart Association) en 1994 (Stary et al., 1995). La 

description anatomo-pathologique de l’athérosclérose retient trois stades principaux :  

 La strie lipidique,  

 La lésion fibrolipidique  

 et finalement la lésion avancée (Ross, 1995).  
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Dès le début du XIXe siècle, les travaux d’Anitschkow et Chalatow (Anitschkow & 

Chalatow, 1983) avaient permis de mettre en évidence le rôle du cholestérol dans 

l’athérosclérose expérimentale chez le lapin. Ces résultats ont donné naissance à l’« 

hypothèse lipidique », selon laquelle le cholestérol serait le facteur de risque majeur 

déclenchant la formation de la plaque et le développement de l’athérosclérose (Aguilar-

Ballester et al., 2020). L’altération du métabolisme du cholestérol conduit à la dyslipidémie et 

à l’athérosclérose prématurée, un processus modulé par l’immunité innée et adaptative 

(Moroni et al., 2019; Tabas & Lichtman, 2017; Xu et al., 2019). Un événement important 

précédant la formation des lésions athérosclérotiques est l’accumulation de lipoprotéines 

contenant de l’ApoB, principalement des LDL, dans l’espace sous endothélial (Chistiakov et 

al., 2019; Tabas & Lichtman, 2017). Ces lipoprotéines sont susceptibles d’être modifiées par 

oxydation, acétylation et agrégation, ce qui stimule leurs actions pro-inflammatoires (Bäck et 

al., 2019). D’autre part, le dysfonctionnement endothélial est un facteur majeur de la rétention 

des lipoprotéines, plus particulièrement dans les régions du lit vasculaire soumises à une force 

de cisaillement élevée, ainsi que dans plusieurs conditions telles que le vieillissement, 

l’inflammation ou le stress oxydatif produit par d’autres conditions pathologiques comme 

l’hypertension ou le diabète (Bäck et al., 2019; Flynn et al., 2019; Weber & Noels, 2011).  

Le développement et la progression de l’athérosclérose étant associés à une augmentation 

de la concentration plasmatique du cholestérol LDL, le traitement actuel de cette maladie fait 

appel aux médicaments hypolipémiants à savoir les statines. Cependant, les statines ne 

permettent pas d’atténuer la maladie mais tout au plus ralentissent son développement et sa 

progression. Cependant, en raison du développement de myopathies (Tomaszewski et al., 

2011; Tournadre, 2019), ces statines sont associées à un abondant et à une discontinuité du 

traitement de la part des patients (Ward et al., 2019). Les statines présentent aussi d’autres 

effets secondaires (hépato-toxicité, troubles gastro-intestinaux, toxicité rénale, diabète type 2, 

…) (Bitzur et al., 2013; Karahalil et al., 2017; Saha & Garg, 2021), ce qui justifie la recherche 

d’autres alternatives médicinales (Tournadre, 2019). Nous présentons, dans ce chapitre une 

description des événements cellulaires et moléculaires clés dans l’apparition de la pathologie 

d’athérosclérose. 

2  Historique 

Sur le plan anatomopathologique, c’est en 1740 que le médecin allemand KRELL avait 

décrit pour la première fois l’athérosclérose. Il avait observé des concrétions calciques au 

niveau de la paroi artérielle, et il leur a donné le nom de : « plaques osseuses ». Une dizaine 
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d’années plus tard, en 1755, le terme « athérome » fut donné à la plaque sténosante par 

Albrecht Von Haller (Schwartz. & Mitchell, 1962), en raison de sa ressemblance avec un 

kyste rempli de matière graisseuse ou un abcès rempli de matière pultacée; mais elle n’a été 

baptisée qu’en 1904 par Felix Marchand qui utilisa le terme « atherosklerose ». Le mot choisi 

est précis car beaucoup plus juste que celui d’athérome puisqu’il introduit la notion de 

sclérose toujours associé à la « bouillie » (athara en grec) athéromateuse.  

Nikolai Anichkov a été le premier à démontrer le rôle du cholestérol dans le 

développement de l’athérosclérose. Ses expériences classiques de 1913 ont ouvert la voie à 

notre compréhension actuelle du rôle du cholestérol dans les maladies cardiovasculaires. 

L’élucidation du rôle du cholestérol dans la pathogenèse de l’athérosclérose est souvent 

considérée comme l’une des plus grandes découvertes du XXème siècle. 

En 1908, Ignatowski a décrit une relation entre une alimentation riche en cholestérol et 

l’athérosclérose expérimentale. En 1910, Adolf Windaus montre que les lésions 

athéromateuses contiennent 6 fois plus de cholestérol libre et 20 fois plus de cholestérol 

estérifié qu’une paroi artérielle normale. Puis, en 1913, Nikolai Anichkov montre que le 

cholestérol seul est à l’origine des modifications athéromateuses de la paroi vasculaire 

(Anitschkow & Chalatow, 1983).  

3  Épidémiologie 

On ne connaît pas précisément le nombre de personnes atteintes d’athérosclérose (Pahwa 

& Jialal, 2021), mais on peut évaluer ses retentissements dans la population en raison de son 

implication dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires. Selon l’Organisation Mondiale 

de la Santé, les maladies cardiovasculaires sont responsables de plus de 30 % de mortalité, 

constituant ainsi la première cause de décès au monde (Figure 1). L’athérosclérose est l’une 

des causes principales d’infarctus du myocarde (120 000 cas par an), d’accidents vasculaires 

cérébraux (150 000 victimes par an), des pathologies pouvant entraîner de lourds handicaps 

voire le décès. Outre ces maladies, l’athérosclérose est également responsable de 90% des cas 

d’angine de poitrine, ou angor stable.  
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Aux États-Unis, environ 655 000 personnes meurent chaque année d’une maladie 

cardiaque. Cela représente un décès sur quatre (Brown et al., 2020; Virani et al., 2020). Les 

maladies coronariennes sont la principale cause de décès dans le monde occidental, tuant plus 

de 370 000 personnes par an (Pahwa & Jialal, 2021). En moyenne, environ 735 000 

Américains sont victimes d’une crise cardiaque chaque année (Capurso et al., 2018; Pahwa & 

Jialal, 2021).  

Ces dernières années, le Maroc a connait, une transition épidémiologique marquée par 

l’évolution des maladies non transmissibles (MNT) et la diminution des maladies 

transmissibles (MT). Les MNT constituent, actuellement, les principales causes de mortalité 

au Maroc selon les derniers chiffres fournies par le ministère de la santé, dont les maladies 

cardiovasculaires représentent la première cause de mortalité avec un pourcentage de 30 % à 

l’échelle nationale (Sellam & Bour, 2016).  

De nombreuses études épidémiologiques menées en Amérique du Nord et en Europe ont 

reconnu de nombreux facteurs de risque pour le développement et la progression de 

l’athérosclérose (Pahwa & Jialal, 2021). Ils peuvent favoriser l’athérosclérose par leurs effets 

sur les particules de lipoprotéines de basse densité (LDL) et l’inflammation (Pahwa & Jialal, 

2021). 

 

Figure 1: Répartition des principales causes de décès dans le monde (OMS). 
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4  Facteurs de risques 

4.1 Facteurs de risque non-modifiables 

Le principal facteur de risque non-modifiable associé à l’athérosclérose est l’âge. En 

effet, l’athérogenèse débute dès l’enfance, alors que les manifestations cliniques 

n’apparaitront qu’à l’âge adulte. L’âge est considéré comme facteur de risque puisque la 

rupture de la plaque d’athérome augmente après 60 ans pour les femmes et après 50 ans pour 

les hommes (Piepoli et al., 2016). Le deuxième facteur de risque non-modifiable lié à 

l’athérosclérose est le sexe. Les hommes sont plus touchés que les femmes par 

l’athérosclérose. Le rôle protecteur de l’œstradiol (hormone féminine de la classe des 

œstrogènes) sur le profil lipidique, la sensibilité à l’insuline ainsi que sur l’hypertension 

artérielle et les maladies cardiovasculaire (da Silva et al., 2021; De Paoli et al., 2021; 

Gregersen et al., 2019; Ndzie et al., 2021) explique cette observation. Cependant, cette 

protection naturelle diminue entre 10 et 15 ans après la ménopause et le risque de maladies 

cardiovasculaires chez les femmes rejoint celui des hommes, ce qui explique que l’apparition 

de l’athérosclérose dans les deux sexes s’égalise après 65 ans (Benjamin et al., 2018) et le 

taux de mortalité après 75 ans. Finalement, le dernier facteur de risque non-modifiable associé 

à l’athérosclérose est l’hérédité et facteurs prédisposant. Si un (ou plusieurs) parents au 

premier degré a subi un événement cardiovasculaire, le risque de développer une maladie 

cardiovasculaire sera plus grand. Ainsi, le risque de développer l’athérosclérose augmente 

d’autant plus si l’évènement est survenu avant 55 ans chez le père ou avant 65 ans chez la 

mère (Piepoli et al., 2016). 

4.2 Facteurs de risque modifiables 

Les facteurs de risque modifiables de l’athérosclérose sont multiples et agissent de 

manière synergique. Tout d’abord, le tabagisme, qu’il soit actif ou passif, est un facteur de 

risque majeur qui provoque une augmentation des lésions athéromateuses, favorisant ainsi la 

synthèse et le développement des plaques d’athérome. Le monoxyde de carbone et les 

substances toxiques contenu dans la cigarette provoque une augmentation de l’oxydation des 

lipoprotéines de basse densité (LDL), du fibrinogène, et d’adrénaline (Mury, 2018). Ainsi, les 

données épidémiologiques ont montrés que le tabagisme augmente par 4,7 la mortalité 

coronaire chez les femmes et par 3,6 fois chez les hommes (Piepoli et al., 2016). Le deuxième 

facteur de risque cardiovasculaire est l’hypertension artérielle (HTA) qui désigne une 

élévation de la pression artérielle systolique (PAS) et/ou diastolique (PAD). Les données 

épidémiologiques montre une forte corrélation entre l’hypertension (PAS > 115mmHg) et le 
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risque cardiovasculaire (Fuchs & Whelton, 2020; Malik et al., 2021). Il a été démontré que 

l’HTA est responsable de la rigidité des artères élastiques (Laurent & Boutouyrie, 2020) et 

participe au dysfonctionnement endothélial (Konukoglu & Uzun, 2016; Poredos et al., 2021), 

à l’accumulation de lipides dans l’intima (Chistiakov et al., 2015; Liu et al., 2011; Wang et 

al., 2014) et à la mobilisation des cellules musculaires lisses (Belo et al., 2016). Le diabète 

est considéré comme l’un des principaux facteurs aggravant le risque athérogène (Galicia-

Garcia et al., 2020; Hap et al., 2021; Poznyak et al., 2020). Cette maladie touche environ 3% 

de la population et représente les premières causes des néphropathies, rétinopathies, 

neuropathies diabétiques, et d’amputation, et double le risque d’apparition d’accidents 

vasculaires cérébraux, de coronaropathie et de maladies cardiovasculaires (Galicia-Garcia et 

al., 2020; Ohiagu et al., 2021; Piepoli et al., 2016). Ensuite, les dyslipidémies jouent un rôle 

majeur dans l’apparition de l’athérosclérose (Lorenzatti & Toth, 2020; Rojas et al., 2017). Le 

risque athérogène est lié, notamment à une augmentation de la teneur en lipoprotéines de 

basse densité (LDL) (Woo et al., 2021; Zhao et al., 2021), une augmentation du taux de 

triglycérides (Sasc et al., 2021; Woo et al., 2021; Zhao et al., 2021) et une diminution de 

lipoprotéines de haute densité (HDL) (Woo et al., 2021). Les taux de cholestérol total et de 

LDL-cholestérol sont corrélés au risque cardiovasculaire (Zhao et al., 2021), plus ces taux 

sont élevés, plus le risque de développer une maladie cardiovasculaire est important. 

L’obésité possède aussi un effet majeur dans l’apparition de l’athérosclérose (Powell-Wiley 

et al., 2021). Il désigne une augmentation du taux des tissus adipeux. Il est important de 

différencier entre l’obésité gynoïde (fesses et cuisses) et l’obésité androïde (abdominaux). 

C’est l’obésité au niveau abdominal qui intervient dans l’incidence de l’athérosclérose, en 

provoquant une augmentation de la résistance à l’insuline, une diminution de la concentration 

de HDL-Cholestérol, une augmentation du taux de triglycérides, une dysfonction endothéliale, 

une HTA et une stimulation du processus inflammatoire (Piepoli et al., 2016; Powell-Wiley et 

al., 2021). Finalement, la sédentarité est aussi un facteur de risque modifiable dont 

l’importance augmente depuis des années. Ainsi, de nombreuses études épidémiologiques ont 

montrées une corrélation entre le risque de mortalité cardiovasculaire et le manque d’activité 

physique régulière (Biswas et al., 2015; Katzmarzyk et al., 2020; Perez-Lasierra et al., 2021).     
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5 Physiopathologie de l’athérosclérose 

5.1 Physiologie de la paroi artérielle saine  

5.1.1 Aorte 

L’aorte constitue le plus gros vaisseau du corps humain avec un diamètre moyen de 3 cm 

au niveau de l’aorte ascendante (Figure 2) (Boutin et al., 2015; Shahoud et al., 2020; Tran et 

al., 2020). L’aorte est l’artère d’origine de toutes les artères de l’organisme, sauf l’artère 

pulmonaire, elle nait du ventricule gauche à partir de la valve aortique (Figure 2) pour 

s’étendre jusqu’à l’abdomen, en donnant naissance à deux petites artères (artères iliaques 

communes) (Tran et al., 2020) alimentant les membres inférieurs. Elle apporte notamment le 

sang oxygéné à toutes les parties du corps (Shahoud et al., 2020; Tran et al., 2020). 

Schématiquement, l’aorte est divisée en aorte thoracique et aorte abdominale. Les pathologies 

ischémiques liées à l’athérosclérose touchent les artères coronaires et carotidiennes, l’aorte 

abdominale et ses ramifications alimentant les membres inférieurs et les reins (Alfarisi et al., 

2020). 

A                                                                    B   

 

5.1.2 Structure et composition des artères 

Les artères sont les vaisseaux sanguins de plus grand calibre avec un diamètre moyen de 

4-8 mm, ils possèdent tous une architecture de base commune. Les parois des artères sont 

constituées de trois tuniques concentriques morphologiquement distinctes : l’intima, la média 

et l’adventice comme illustré dans la Figure 3 (Brown et al., 2017; Mercadante & Raja, 2020; 

Munjal & Bordoni, 2020; Taylor & Bordoni, 2020). L’intima est la structure la plus interne et 

Figure 2: A. Schéma présentant l’aorte et ses constituants. B. L’arc aortique et les vaisseaux 

avoisinants (Shahoud et al., 2020). 
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la plus fine de la paroi artérielle (Brown et al., 2017; Mercadante & Raja, 2020; Taylor & 

Bordoni, 2020). Elle est composée, de la lumière vers la média, d’un épithélium pavimenteux 

simple (appeler endothélium) directement en contact avec le sang ; et est munie d’une 

monocouche de cellules endothéliales (CE) imbriquées les unes dans les autres et formant une 

barrière étanche et une fine couche de tissu conjonctif appelée lame basale (Brown et al., 

2017). Ces cellules endothéliales assurent le rôle de filtre moléculaire permettant de contenir 

le sang à l’intérieur des vaisseaux (Brown et al., 2017), tout en autorisant l’échange sélectif de 

diverses substances de la circulation sanguine. Elles possèdent différentes fonctions, comme 

le contrôle de la vasomotricité, en secrétant de nombreuses substances vasodilatatrices (mono-

oxyde d’azote (NO), prostacycline, bradykinine), et vasoconstrictrices (endothéline, 

angiotensine, thromboxane A2) ; contrôle de la coagulation en secrétant des antiagrégants 

(prostacycline), ainsi qu’une activité métabolique. L’intima est séparée de la média par la 

limitante élastique interne (LEI), une mince couche de tissus conjonctifs fibro-élastiques 

(Munjal & Bordoni, 2020). Au centre de l’artère, nous retrouvons la média (Munjal & 

Bordoni, 2020), qui est la partie la plus épaisse et le constituant principal de la paroi 

vasculaire. Elle contient exclusivement des cellules musculaires lisses (CML) agencées de 

façon concentrique appelées unités lamellaires et une matrice extracellulaire (MEC) 

constituée majoritairement de protéines fibreuses et élastiques (collagène et élastine) et de 

muco-polysaccharides (Brown et al., 2017). Les cellules musculaires lisses de la média sont 

responsables de la fonction vasomotrice et la fonction d’amortissement qui sont en rapport 

avec les propriétés élastiques de la matrice extracellulaire. Elles produisent des cytokines dont 

les médiateurs pro-inflammatoires qui sont de grande importance dans les processus 

physiopathologiques de développement de la plaque d’athérome. La média est séparée de 

l’adventice par la limitante élastique externe (LEE) (Munjal & Bordoni, 2020). La dernière 

couche de l’artère est l’adventice qui est la partie la plus externe de la paroi. C’est un tissu 

conjonctif constitué de collagène, de fibres élastiques, fibroblastes et adipocytes. Il est 

vascularisé par des capillaires (vasa-vasorium) et innervé (nervo-vasorium) (Taylor & 

Bordoni, 2020). L’adventice est parcouru par ce système capillaire qui apporte les nutriments 

aux cellules les plus éloignées de la lumière du vaisseau. L’adventice permet par ailleurs la 

fixation des vaisseaux aux tissus de voisinage (Mercadante & Raja, 2020).  
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5.2 Cascade d’évènements impliqués dans l’athérogénèse  

5.2.1 Stades athéroscléreux  

Au cours de développement de l’athérosclérose, la plaque athéromateuse passe par 

différents stades qui ont été classifiés par Stary (Stary et al., 1995) et l’AHA (American Heart 

Association) en six stades de gravité croissante en 1995, puis en huit stades en 2000. Cette 

classification suggère que l’évolution des lésions athérosclérotiques débute dans un  âge 

précoce et progressent successivement d’un type lésionnel au type supérieur (Figure 4).  

 

 

 

 

 

 

 

Le premier stade correspond à ce que l’on appelle la strie lipidique (Alfarisi et al., 2020; 

Summerhill et al., 2019). Il est caractérisé par l’accumulation de lipides au niveau artériel, 

provoquant ainsi un épaississement de l’intima. Ces lésions précoces ne sont pas associées à 

des manifestations cliniques et on peut les rencontrer chez les enfants et les adultes. 

L’oxydation des LDL au niveau de l’endothélium et de l’intima favorise le recrutement des 

monocytes circulants (Sanchez, 2017). Sous l’action des facteurs de croissance libérés par les 

Figure 3: Structure des vaisseaux sanguins  (Mercadante & Raja, 2020). 

 

Figure 4: Présentation originale des différents stades de l’athérosclérose selon Stary (Stary et al., 

1995). 
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cellules musculaires lisses (CML), les monocytes circulants se transforment en macrophage 

permettant ainsi la phagocytose des LDL oxydées formant ce que l’on appelle des 

macrophages spumeux (Alfarisi et al., 2020; Kowara & Cudnoch-Jedrzejewska, 2021; 

Sanchez, 2017). 

Dans un second temps, l’accumulation des cellules spumeuses, qui se regroupent en 

petits amas au niveau de la couche sous-endothéliale de l’intima, provoque la formation des 

stries lipidiques (fatty streaks) (Summerhill et al., 2019). C’est au niveau du troisième stade 

que des lipides extracellulaires (faible quantité) s’accumulent à côté des macrophages 

spumeux (Stary et al., 1994). C’est l’association des lipides internes et externes qui favorise la 

formation du noyau athéromateux de la plaque d’athérosclérose (Sanchez, 2017). Ce stade 

survient à un âge plus tardif (après 20 ans) et n’est pas associé à des manifestations cliniques.  

Les stades IV et V sont caractérisés par la formation d’un noyau lipidique (ou 

athéromataux) et ils apparaissent surtout après 40 ans. Le noyau lipidique est entouré d’une 

enveloppe fibreuse et il est constitué d’un mélange de macrophages spumeux, de lipides 

extracellulaires, de cristaux de cholestérol et de débris cellulaires (Belcastro, 2017). Le cœur 

lipidique augmente avec le temps ce qui provoque une réduction progressive de la lumière des 

vaisseaux (Zivkovic, 2016). La plaque fibro-lipidique va évoluer vers une plaque fibreuse 

constituée essentiellement de cellules musculaires lisses, de cellules spumeuses et d’un noyau 

lipidique (Sissoko, 2020). La chape fibreuse est constituée uniquement de matrice 

extracellulaire riche en collagène et en glycoprotéines et de cellules musculaires lisses 

(Sissoko, 2020; Zivkovic, 2016).  

Le stade VI est le stade le plus évolué, il est caractérisé par l’apparition de la plaque 

d’athérosclérose compliquée (Sissoko, 2020; Zivkovic, 2016). Il se produit des lésions avec 

des modifications tels qu’une calcification de la paroi artérielle, hémorragie, apparition des 

cellules inflammatoires voir la formation d’un thrombus (Zivkovic, 2016). On peut 

différencier entre une plaque compliquée stable qui est constituée d’une chape fibreuse 

épaisse et peu de cellules inflammatoires et une plaque instable qui possède une chape 

fibreuse très fine et un grand nombre de cellules inflammatoires (Sanchez, 2017). Les lésions 

tardives et compliquées surviennent principalement après 40 ans et peuvent se traduire par des 

manifestations cliniques qui sont mortelles.         

5.2.2 Dysfonction endothéliale et oxydation des LDL 

L’endothélium vasculaire est constitué d’une couche unicellulaire de cellules 

endothéliales qui recouvre la face interne des vaisseaux sanguins (Chia et al., 2020; Medina-
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leyte et al., 2021). En raison de son emplacement entre la circulation et la paroi vasculaire, 

l’endothélium interagit avec les médiateurs cellulaires et hormonaux de ces deux 

compartiments. Il participe au maintien de l’homéostasie vasculaire, la régulation du tonus 

vasculaire et la circulation sanguine via la production de substances vasoactives et anti-

thrombotiques comme le monoxyde d’azote (NO), les prostaglandines (prostacycline) et des 

agents vasoconstricteurs comme l’endothéline-1 (ET), le thromboxane A2 et l’angiotensine II 

(Chia et al., 2020; Medina-leyte et al., 2021). 

Le monoxyde d’azote (NO) est la substance la plus importante, elle est responsable de 

plusieurs effets bénéfiques, il stimule la prolifération des cellules endothéliales, il est impliqué 

dans l’inhibition de l’agrégation plaquettaire et la prolifération des cellules musculaires lisses, 

et dans l’inibition de l’oxydation des LDL par un effet antioxydant local (Chen et al., 2018; 

Roux-mallouf, 2020; Sanchez, 2017). Le NO joue un rôle physiologique important dans la 

régulation de la pression et du débit sanguin et a été largement utilisé comme marqueur 

clinique de la fonction endothéliale. Il provoque une vasodilatation via la stimulation de 

l’activité de la guanylate cyclase dans les cellules musculaires lisses (Kollau et al., 2018; 

Pirahanchi & Dimri, 2020; Roux-mallouf, 2020).  

L’altération de la fonction endothéliale est souvent déclenchée par un déséquilibre entre 

les facteurs vasoprotecteurs endothéliaux tels que le NO, l’hyperpolarisation dépendante de 

l’endothélium, un état de stress oxydatif élevé et les vasoconstricteurs générés (Auger et al., 

2016; Roumeliotis et al., 2020). La diminution de la biodisponibilité du NO peut résulter de la 

peroxydation lipidique, du stress oxydatif, des réponses inflammatoires et des modifications 

dans les systèmes cardiovasculaires, qui ont été considérés comme l’une des causes 

principales des lésions endothéliales et de l’apparition de l’athérosclérose (Chen et al., 2018). 

Aussi, de nombreux facteurs peuvent influencer la fonction endothéliale, ce qui provoque une 

diminution de la production du monoxyde d’azote (NO) et donc de ses rôles protecteurs. 

L’hypercholestérolémie, la formation des espèces réactives de l’oxygène (ROS), l’obésité, la 

sédentarité et le diabète ainsi que des taux élevés de protéine C réactive (CRP), de 

phospholipase A2 et d’homocyctéine ont été liés au dysfonctionnement endothélial (Daiber et 

al., 2019). La perte de l’activité endothéliale du monoxyde d’azote (NO) contribue à une 

altération de la relaxation vasculaire, à une agrégation plaquettaire élevée, et une 

augmentation de la prolifération des cellules musculaires lisses (Roux-mallouf, 2020). En 

outre, l’inactivation du NO endothélial par l’anion superoxyde (O2-) diminue la 
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biodisponibilité du NO et entraine une tolérance aux nitrates, une vasoconstriction et une 

hypertension (Akhigbe & Ajayi, 2021; Loperena & Harrison, 2017).  

De nombreuses études ont montré que le dysfonctionnement endothélial est l’une des 

premières manifestations de l’athérosclérose (Little et al., 2021; Poredos et al., 2021), ce qui 

est illustré par l’observation clinique selon laquelle les événements cardiovasculaires 

athérosclérotiques surviennent plus fréquemment chez les patients présentant un 

dysfonctionnement endothélial sévère que chez les patients présentant un dysfonctionnement 

endothélial léger ou modéré (Suwaidi et al., 2000). En effet, la plupart des facteurs de risque 

d’athérosclérose activent l’endothélium et peuvent induire un dysfonctionnement endothélial 

(Souihol et al., 2018). L’activation endothéliale, déclenchée par les facteurs de risque de 

l’athérosclérose, notamment les LDL oxydées et les cytokines inflammatoires, est 

généralement considérée comme la première étape de l’athérogenèse (Fledderus et al., 2021; 

Singla et al., 2021). L’activation des cellules endothéliales entraîne la perte des jonctions 

intercellulaires et affecte donc la perméabilité de la paroi vasculaire aux macromolécules 

telles que les LDL (Fledderus et al., 2021). Dans la paroi vasculaire, les LDL subissent des 

modifications oxydatives via son interaction avec des espèces réactives de l’oxygène (ROS), 

et il est bien connu que ces LDL oxydées (oxLDL) sont pro-inflammatoires et constituent un 

des facteurs majeurs déclenchant l’athérogenèse (Gąsecka et al., 2021; Poznyak et al., 2021; 

Singla et al., 2021). 

Il existe une forte corrélation entre les facteurs de risque athérogènes et le 

dysfonctionnement endothélial (Poredos et al., 2021). Les LDL en particulier les LDL 

oxydées (ox-LDL) sont un puissant inhibiteur de la fonction endothéliale (Li et al., 2021). Les 

mécanismes par lesquels les LDL inhibent l’activité endothéliale du NO comprennent la 

baisse de l’expression endothéliale du NOS, la diminution de la libération du NO médiée par 

les récepteurs et l’inactivation du NO par l’augmentation de la production de l’anion 

superoxyde (O2-) (Akhigbe & Ajayi, 2021; Gradinaru et al., 2015).  

Le stress oxydant joue un rôle majeur dans la perméabilité vasculaire des LDL ce qui 

facilite leur infiltration au niveau de l’espace sous-endothélial (Izzo et al., 2021; Kattoor et al., 

2017). Les LDL s’associent aux protéoglycanes de la matrice extracellulaire via une 

interaction ionique entre l’apo B-100 (chargée positivement) et les chaines 

glycosaminoglycanes des protéoglycanes (chargés négativement) (Allahverdian et al., 2020; 

Hardy, 2019). Les LDL subissent une oxydation sous l’action des enzymes 12- et 15-

lipoxygénases, la myéloperoxydase (MPO), et l’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) 
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sécrétées au niveau des macrophages et des cellules endothéliales (Frégeau, 2020; Poznyak et 

al., 2021). La pénétration des LDL oxydées (ox-LDL) au niveau endothélial se fait via des 

récepteurs spécifiques en fonction du degré d’oxydation. Le récepteur LOX-1 et le récepteur 

classique des LDL (LDL-r) facilitent la pénétration des LDL faiblement oxydées alors que le 

récepteur SR-A favorise l’infiltration des LDL moyennement oxydées (Bonneville, 2018). 

L’oxydation des LDL commence au niveau de la partie lipidique et provoque la formation de 

péroxydes et de composés aldéhydes (le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénol (4-

HNE)) (Barrera et al., 2018; Gianazza et al., 2019). Cette oxydation passe par trois étapes : 

l’initiation, la propagation et finalement la terminaison (Gianazza et al., 2019; Maurent, 2017; 

Pateiro et al., 2019).  

La première phase dans la peroxydation lipidique est l’initiation (Figure 5). Elle débute 

par l’action des espèces réactives de l’oxygène (ROS) sur les acides gras polyinsaturés des 

LDL. Les principaux radicaux libres qui vont initier la peroxydation lipidique sont les 

radicaux hydroxyles (OH●) et hydroperoxyles (HOO●) (Maurent, 2017). La fixation de 

l’oxygène sur les doubles liaisons, conduit à la formation de lipides hydroperoxylés (LOOH) 

et de lipides hydroxylés (LOH). 

    

    

 

            

 

 

 

 

 

                      

La deuxième phase de la peroxydation lipidique est la propagation. Le radical alkyle (L.) 

va réagir avec un autre acide gras polyinsaturé pour donner naissance à un autre radical 

alkyle. Ce dernier va se réarranger pour former un autre radical alkyle et un diène conjugué. 

Le radical alkyle va réagir rapidement avec une molécule d’oxygène conduisant ainsi à la 

formation d’un radical peroxyle LOOo (Pateiro et al., 2019; Su et al., 2019). Ce dernier va 

réagir avec un autre acide gras polyinsaturé pour former un hydroperoxyde d’acide gras et un 

Figure 5: Phase d’initiation de l’oxydation lipidique (Maurent, 2017). 
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autre radical alkyle (Pateiro et al., 2019; Su et al., 2019). Les peroxydes cycliques synthétisés 

conduisant à la formation par la suite d’isoprostane (Maurent, 2017) (Figure 6). 

La dernière étape de cette peroxydation est la terminaison. Cette phase est caractérisée 

par la neutralisation des radicaux des acides gras polyinsaturés pour former des espèces non-

radicalaires (alkanes, alcools, cétones, aldéhydes, acides carboxyliques) ; ce qui permet l’arrêt 

de la réaction de peroxydation (Pateiro et al., 2019; Su et al., 2019). Les antioxydants peuvent 

également arrêter la propagation de la chaine radicalaire en piégeant les radicaux peroxyles 

(Maurent, 2017). Un composé antioxydant pourrait transférer un atome d’hydrogène à une 

espèce radicalire issue de l’oxydation des lipides. Cette réaction neutralise le radical lipidique 

et crée un nouveau radical à partir du composé antioxydant, qui est beaucoup moins réactif. 

Cependant, les réactions de terminaison ne sont pas toujours efficaces et peuvent conduire à 

de nouveaux composés réactifs. Le mécanisme qui assure une terminaison efficace est la 

décomposition des radicaux peroxy et alcoxy pour donner naissance à des produits 

secondaires tels que des alcanes, des alcools et des composés carbonylés (Pateiro et al., 2019). 

              

 

 

Il existe deux grandes catégories de LDL oxydées, les LDL minimalement oxydées 

(LDLmm) qui ont la capacité de se lier au récepteur des LDL (LDL-r) (Bujold, 2011) comme 

on a déjà mentionné. Ces lipoprotéines ont le pouvoir d’activer les cellules endothéliales 

provoquant ainsi la sécrétion de MCS-F (macrophage colony-stimulating factor) et le MCP-1 

(monocyte chemoattractant protein-1) qui sont des médiateurs des réactions inflammatoires 

(Kang et al., 2021). Le MCP-1 joue un rôle majeur dans le recrutement des monocytes 

circulants (Kang et al., 2021; Kim et al., 2020). La deuxième catégorie est les LDL hautement 

Figure 6: Étapes de propagation de l’oxydation lipidique (Maurent, 2017). 
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oxydées (LDLox), qui sont caractérisées par une concentration élevée de MDA et qui sont 

impliquées dans la formation des macrophages spumeux.   

5.2.3 Recrutement des monocytes circulants et formation des macrophages spumeux 

Le recrutement des monocytes est probablement la première étape dans la formation de la 

plaque d’athérosclérose, qui est activée par un processus régulé en plusieurs étapes et 

orchestré par des chimioattracteurs (MCP-1/CCL2, CX3CL1), des molécules d’adhésion 

cellulaires (CAM) et de leurs récepteurs (Kang et al., 2021; Kim et al., 2020). L’invasion de la 

paroi artérielle peut se produire en raison de la nature de sa défense contre l’infection, mais 

dans ces événements physiopathologiques, elle conduit au développement de l’athérosclérose.  

Suite à un dysfonctionnement endothélial causé par l’infiltration et l’oxydation des LDL 

au niveau de l’intima, les cellules endothéliales vont s’activer provoquant ainsi une cascade 

de recrutement de monocytes et de lymphocytes au niveau de la paroi vasculaire, impliquant 

la fixation et le roulement initial dépendant de la sélectine, le déclenchement de l’adhésion par 

l’intermédiaire des chimiokines et de leurs récepteurs ou par la liaison de la sélectine au 

ligand glycoprotéine P-sélectine 1 (PSGL-1) ; l’adhésion dépendant de l’intégrine; et 

finalement la migration à travers l’endothélium (Kang et al., 2021; Kim et al., 2020; Yin et 

al., 2021) (Figure 7).  

Les sélectines, à savoir (P-, L- et E-sélectine), servent de médiateurs dans l’interaction 

initiale des monocytes avec l’endothélium (Yin et al., 2021). La sélectine L est exprimée sur 

la surface des monocytes tandis que les sélectines P et E sont exprimées au niveau de la 

surface endothéliale (Yin et al., 2021). L’adhérence lâche et transitoire (le rolling) est 

stimulée par la liaison des sélectines avec la PSGL-1, qui est exprimée par les monocytes et 

les cellules endothéliale (Kang et al., 2021; Yin et al., 2021). L’activation de la PSGL-1 se fait 

par les voies de signalisation de la kinase Src, de la protéine kinase activée par mitogènes 

MAPK (mitogen-activated protein kinase) et de la tyrosine kinase (Mishchenko et al., 2021). 

La liaison de la PSGL-1 avec la sélectine P ou la sélectine E favorise l’adhésion des 

neutrophiles via l’intégrine β-2, au fibrinogène et à l’ICAM-1 (molécule d’adhésion 

intercellulaire 1) (Kim et al., 2020; Mishchenko et al., 2021; Yin et al., 2021). La forte 

fixation des monocytes à la surface endothéliale est due aux interactions des intégrines avec 

les ligands appartenant à la superfamille des immunoglobulines, en particulier la molécule 

d’adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1) et la molécule d’adhésion des cellules vasculaires 1 

(VCAM-1) (Kang et al., 2021; Kim et al., 2020; Mishchenko et al., 2021; Yin et al., 2021). 

De plus, l’intégrine VLA-4 (very late antigen-4) participe à l’adhésion lâche des monocytes 
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via sa fixation avec son ligand endothélial la VCAM-1 (Kang et al., 2021; Kim et al., 2020; 

Mishchenko et al., 2021). De puissant facteurs chimioattractifs tels que MCP-1 et IL-8 

induisent ensuite la migration des monocytes dans l’espace sous endothélial (Kang et al., 

2021; Mishchenko et al., 2021). 

 

 

 

Lors du développement de lésions athérosclérotiques, de nombreux facteurs 

chimiotactiques sont sécrétés. Ceux-ci comprennent la protéine chimio-attractive des 

monocytes-1 (MCP-1), le facteur de stimulation des colonies de macrophages (M-CSF), le 

facteur de stimulation des colonies de granulocytes/macrophages (GM-CSF), la protéine 

inflammatoire migratoire (MIP-1), le TNF-α, le facteur de croissance transformant (TGF)-β, 

la chimiokine regulated on activation normal T-cell expressed and secreted (RANTES) et 

l’endothéline-1 (ET-1) (Čejková et al., 2016; Gencer et al., 2021; Marchini et al., 2021). La 

liaison du MCP-1 et de RANTES à leurs récepteurs CCR2 (C-C chemokine receptor type 2) 

et CCR5 (C-C chemokine receptor type 5), va induire une activation des intégrines-β1 et -β2 à 

la surface des monocytes par une voie inside-out (Gencer et al., 2021). 

Les monocytes circulants sont activés par une variété de cytokines pro-inflammatoires, 

dont l’interleukine IL-1, IL-6, Il-8, IL-10, IL-12 et le facteur de nécrose tumorale (TNF-α), 

produites par les cellules de l’intima en réponse à des lipoprotéines modifiées (Kang et al., 

2021; Kim et al., 2020; Mishchenko et al., 2021; Yin et al., 2021). Les LDL oxydés (ox-LDL) 

stimulent directement les monocytes induisant ainsi leur migration vers la paroi artérielle 

(Kang et al., 2021; Mushenkova et al., 2021). Suite à leur adhésion à l’endothélium, les 

Figure 7: Recrutement des monocytes circulants au niveau de l’espace sous-endothélial (Kang et al., 

2021). 
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monocytes migrent à travers l’endothélium dans l’espace sous-endothélial de l’intima artériel 

(Checkouri et al., 2021). Les protéines de la superfamille des immunoglobulines, la molécule 

d’adhésion plaquettaire (PECAM)-1 et la molécule d’adhésion jonctionnelle-A (JAM-A), sont 

concentrées entre les cellules endothéliales et sont exprimées sur les leucocytes (Chistiakov et 

al., 2016). En s’engageant dans des interactions homotypiques à l’interface avec les 

leucocytes émigrés, JAM-A et PECAM-1 participent à la médiation de la diapédèse trans-

endothéliale. Une fois piégés dans la paroi artérielle, les monocytes subissent une 

différenciation (Checkouri et al., 2021; Kang et al., 2021; Kim et al., 2020; Mishchenko et al., 

2021; Yin et al., 2021). Dans l’intima artériel, les monocytes qui se différencient en 

macrophages se caractérisent par un volume cytoplasmique plus important contenant des 

vésicules, des vacuoles, des lysosomes primaires et secondaires. La différenciation des 

monocytes en macrophages est accompagnée d’une expression élevée de l’antigène CD68, 

qui est principalement situé dans les lysosomes des macrophages (Mishchenko et al., 2021; 

Yin et al., 2021). Le M-CSF est le principal régulateur de la différenciation des macrophages 

et sa présence a été démontrée dans les lésions athérosclérotiques (Lin et al., 2021).              

5.2.4 La lésion complexe et la plaque fibreuse instable 

a. Formation du cœur nécrotique  

Le développement et la rupture des plaques d’athérome entraînent des maladies 

potentiellement mortelles telles que l’infarctus du myocarde, qui est l’une des principales 

causes de mortalité au niveau mondial (Sanchis-Gomar et al., 2016). Il est généralement 

connu que l’interaction entre l’activation des cellules endothéliales, l’infiltration des 

monocytes, l’internalisation des particules de lipoprotéines de basse densité (LDL) par les 

macrophages, la formation de cellules spumeuses, l’inflammation locale et la modification de 

la matrice extracellulaire (Libby et al., 2019) (Figure 8). Il va donc y avoir une accumulation 

des cellules spumeuses incapables d’éliminer les cellules apoptotiques et ces dernières vont se 

nécroser aboutissant à la formation d’un cœur nécrotique qui constitue la base de la 

pathogenèse des plaques d’athérome (Libby et al., 2019; Zernecke et al., 2020) (Figure 8). 

Les réactions immunitaires induites par différentes cytokines, ainsi que les forces 

hémodynamiques locales affectant les cellules endothéliales, régulent le développement de la 

plaque (Bäck et al., 2019). Néanmoins, de nombreux aspects des mécanismes 

physiopathologiques et des voies moléculaires conduisant à l’initiation et à la progression de 

la plaque d’athérome restent encore à découvrir.  
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Figure 8: Les étapes de la formation et de la rupture de la plaque athéromateuse (Borowczyk, 2021). 

 

5.2.5 Évolution de la plaque 

Un flux laminaire perturbé provoque un dysfonctionnement endothélial, ce qui permet 

aux particules des LDLs de traverser la couche endothéliale et de s’accumuler au niveau de 

l’intima (Little et al., 2021). Après modification (oxydation causée par la myéloperoxydase 

dérivée des cellules inflammatoires), les particules LDLs activent les récepteurs CD36 au 

niveau des macrophages, qui créent des complexes avec les récepteurs TLR4 (toll like 

receptor 4) et TLR6 (toll like receptor 6) et transmettent un signal intracellulaire conduisant à 

l’activation de NF-κB et à l’expression de chimiokines (Hopkins, 2013; Poznyak et al., 2021). 

Les chimiokines (notamment les chemokines ligands CCL2, CCL5 et le facteur plaquettaire 

CXCL4) stimulent l’infiltration des cellules immunitaires dans l’intima (Márquez et al., 

2021). Le développement de la plaque d’athérome est initié. Les macrophages phagocytent de 

plus en plus de particules de LDL et se transforment en cellules spumeuses, qui sont sensibles 

à l’apoptose et, finalement, à la nécrose (en raison d’une efférocytose altérée médié par la 

tyrosine-protéine kinase Mer (MertK) (Zhang et al., 2022). Les cellules musculaires lisses 

passent d’un phénotype contractile à un phénotype sécrétant et synthétisent les composants de 

la matrice extracellulaire (les protéoglycanes et les collagènes), ce qui entraîne une 

augmentation de la taille totale de la plaque (Borowczyk, 2021). De plus, les cristaux de 

cholestérol apparaissant simultanément dans les macrophages induisant ainsi la synthèse 

d’interleukine-1-bêta (IL-1β) via l’inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor 3), ce qui 

renforce l’état inflammatoire au niveau de la plaque (Jin & Fu, 2019; Soehnlein & Libby, 

2021). D’autres cellules immunitaires infiltrées dans la plaque, les neutrophiles, les 
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lymphocytes T et B et les cellules dendritiques orchestrent des réactions susceptibles de 

conduire à la déstabilisation et à la rupture de la plaque, qui se manifeste cliniquement par un 

syndrome coronarien aigu (Borowczyk, 2021; Poznyak et al., 2021; Soehnlein & Libby, 

2021).  

6 Complications cliniques  

Le développement de la plaque d’athérosclérose sur la paroi des artères peut s’installer 

dans différents territoires vasculaires. On peut distinguer trois localisations préférentielles 

provoquant des conséquences cliniques importants : les artères carotides, les artères 

coronaires et les artères iliaques.  

L’installation de la plaque athérosclérotique au niveau des artères coronaires peut 

provoquer l’apparition de différentes manifestations cliniques (Bentzon et al., 2014; Kumar et 

al., 2021). Le patient, en cas de sténose modérée et de survenue progressive, peut ressentir au 

repos ou pendant un effort physique une douleur au niveau de la poitrine, c’est ce que l’on 

appel angor ou angine de poitrine. L’angine de poitrine se définie comme étant à un 

déséquilibre entre l’apport et la demande en oxygène au niveau du myocarde (aussi appelée 

ischémie myocardique) (Goyal & Zeltser, 2021). Par contre, si la sténose s’aggrave 

brutalement à cause de la rupture de plaque ce qui provoque une occlusion complète, le 

patient souffrira d’un syndrome coronarien aigu ou infarctus du myocarde (IM) (Luo et al., 

2021). 

Au niveau des membres inférieurs, si la plaque est localisée au niveau des artères iliaques 

ou fémorales, on peut avoir différentes conséquences cliniques (Kasapis & Gurm, 2010; 

Zemaitis et al., 2021). De la même façon qu’au niveau du myocarde, en cas d’occlusion 

progressive (partielle ou complète), le patient peut ressentir une douleur pendant un effort due 

à une ischémie à l’effort, que l’on appelle claudication intermittente (Zemaitis et al., 2021). 

En revanche, pendant le repos, aucune douleur n’est ressentie. Il faut noter que si l’occlusion, 

même complète, intervient progressivement, elle ne causera pas forcément de conséquences 

cliniques majeures, grâce au développement d’une circulation collatérale (Santamarina-Fojo 

et al., 2004) permettant ainsi l’apport de sang oxygéné au reste du membre inférieur. 

Néanmoins, dans le cas d’une occlusion brutale et complète, le patient peut souffrir d’une 

ischémie aiguë des membres, avec l’apparition du pronostic du membre inférieur (Zemaitis et 

al., 2021). 

Finalement, l’installation de la plaque localisée au niveau des artères carotidiennes peut 

également avoir des conséquences cliniques graves au niveau du cerveau, selon le caractère 
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vulnérable à risque embolique de la plaque (Ihle-Hansen et al., 2021; Poredos & Jezovnik, 

2021). Comme expliqué précédemment, dans le cas d’une occlusion progressive, il est 

possible que le patient ne souffre pas de conséquences cliniques. En revanche, en cas 

d’occlusion brutale et complète, le patient peut souffrir d’un accident vasculaire cérébral 

pouvant causer la perte de vision d’un œil, ou un déficit moteur selon la localisation cérébrale 

de l’ischémie (Ihle-Hansen et al., 2021; Poredos & Jezovnik, 2021).    

7 Traitements de l’athérosclérose 

      L’athérosclérose est une pathologie compliquée d’épisodes aigus. Le traitement de cette 

pathologie ne peut être qu’un traitement au long cours, celui d’une vie. Une approche 

préventive basée sur une amélioration de la qualité de l’environnement et les modes de vie 

reste une priorité des axes de la prévention primaire de l’athérosclérose. Néanmoins, dans la 

majorité des cas, les mesures préventives ne suffisent pas à réduire l’influence des facteurs de 

risque. Il est important d’utiliser différentes classes médicamenteuses afin de prévenir 

l’apparition des maladies cardiovasculaires et de survenue les manifestations ischémiques. Il 

existe plusieurs traitements médicamenteux, on va citer deux types : les antiagrégants 

plaquettaires et les statines.   

      Les antiagrégants plaquettaires ont pour but d’inhiber l’agrégation plaquettaire et de 

diminuer le risque de formation d’un caillot après formation de la plaque d’athérosclérose. Ils 

inhibent l’activation plaquettaire par différentes voies. L’acide acétylsalicylique ou aspirine 

est le seul représentant de la famille des inhibiteurs des cyclo-oxygénases. C’est un inhibiteur 

irréversible de la cyclooxygénase-1, une enzyme qui favorise la production de thromboxane 

A2, une molécule qui stimule l’agrégation et la prolifération plaquettaire ainsi que la 

vasoconstriction (Jansen et al., 2002; Zambon et al., 2003) (Figure 9). 

 

 

 

 

 

                                           

        

       Le ticlopidine, le clopidogrel et le pasugrel sont des traitements médicamenteux qui 

appartiennent à la famille des inhibiteurs du récepteur P2Y12. Leur mécanisme d’action repose 

sur l’inhibition de la fixation de l’adénosine diphosphate (ADP), d’une façon irréversible, sur 

le récepteur P2Y12 de la plaquette. Ce récepteur est couplé à une adénylate cyclase qui 

Figure 9: Structure chimique de la molécule d’aspirine. 
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favorise l’agrégation plaquettaire. Ces trois molécules sont des pro-drogues nécessitant une 

activation par le métabolisme hépatique via le cytochrome P450. Il existe également des 

antagonistes réversibles tels que le ticagrelor (Dugi et al., 2001; Han et al., 2019) (Figure 10).  

 

       

       Le cilostazol est un inhibiteur la phosphodiestérase III (Connelly & Hegele, 1998), il 

s’agit d’un vasodilatateur et un antiagrégant plaquettaire qui provoque une diminution 

modérée de la tension artérielle (Figure 11).  

 

                                        

       

       Un dernier type d’antiagrégants plaquettaires, les inhibiteurs de la glycoprotéine GP 

IIb/IIIa des thrombocytes. Nous pouvons citer l’abciximab, un inhibiteur non-compétitif, qui 

est une protéine constituée par le fragment Fab de l’anticorps monoclonal chimérique humain-

murin 7E3 (Zambon et al., 2001). 

      Les statines sont une famille thérapeutique qui inhibent l’HMG-CoA réductase 

(hydroxyméthylglutaryl Co-enzyme A) (Atar et al., 2021), une enzyme impliquée dans la 

synthèse hépatique du cholestérol (Cassagnol, 2021). Elles agissent en inhibant cette enzyme 

d’une façon compétitive (Sizar et al., 2021). L’inhibition de l’HMC-CoA réductase stimule 

l’expression des récepteurs LDL provoquant leur pénétration au niveau de la cellule. Elles 

diminuent la concentration plasmatique du cholestérol-LDL, des triglycérides, des VLDL ; et 

augmentent la concentration du cholestérol HDL de 10%. Elles aident ainsi à stabiliser 

Figure 10: Structures chimiques du ticlopidine, du clopidogrel, du pasugrel et du ticagrelor. 

Figure 11: Structure chimique du cilostazol. 
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l’évolution de la plaque d’athérome. Les statines sont utilisées principalement chez les 

patients qui présentent un risque cardiovasculaire élevé (un risque important d’une maladie 

cardiovasculaire, un taux élevé de cholestérol-LDL dans le sang, un diabète, une 

hypertension). Nous pouvons citer dans cette classe l’atorvastatine (Tahor®, Lipitor®) et la 

simvastatine (Lodales®, Zocor®) (Figure 12). 

 

 

 

 

 

 

 

    Les statines sont des inhibiteurs de l’HMGCR (Atar et al., 2021). Elles altèrent la structure 

de l’enzyme et empêchent la synthèse endogène de cholestérol (Cassagnol, 2021). 

L’expression du gène HGMCR est sous la dépendance du facteur de transcription SREBP-2. 

Des études du gène LDLR ont montré que celui ci présente aussi un site de reconnaissance au 

SREBP-2 (Brown and Goldstein, 1997). En présence de cholestérol, le facteur de transcription 

SREBP-2 est ancré à la membrane du réticulum endoplasmique par le complexe protéique 

Insig-1/Scap (Insulin induced gene- 1/SREBP cleavage activator protein). Ce complexe 

protéique constitue un senseur de laconcentration en cholestérol dans la membrane du RE. 

Lorsque celle-ci diminue, Scap se détache d’Insig-1 et entraîne SREBP-2 vers le Golgi dans 

une vésicule à COPII. Dans le Golgi, les protéases S1P et S2P clivent SREBP-2. SREBP-2 

clivé est transloqué vers le noyau où il se fixe au promoteur et active l’expression de gènes 

cibles comme le LDLR (Horton et al. 2002; Brown and Goldstein, 2009; Goldstein and 

Brown, 2009).  

      Les statines sont généralement sûres et bien tolérées. Cependant, certains patients sont 

intolérants aux statines. Les effets secondaires les plus fréquents sont les douleurs 

musculaires, crampes et dans des cas plus rares la survenue prématurée du diabète de type 2 

chez des individus prédisposés (Toth et al. 2018). Des traitements alternatifs sont élaborés 

afin de faire diminuer le taux de cholestérol circulant de ces patients.  

       L’utilisation de la nanotechnologie dans la gestion de l’athérosclérose est une direction 

passionnante à suivre pour compléter les méthodes de traitement actuelles (Peters et al., 

2021). Bien que l’approche anti-inflammatoire soit un schéma thérapeutique populaire, le 

Figure 12: Structures chimiques de l’atorvastatine et de la simvastatine. 
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choix des molécules anti-inflammatoires appropriées nécessite une réflexion. La prednisolone, 

un corticostéroïde, a montré une forte accumulation dans les macrophages de la plaque 

lorsqu’elle était formulée dans une nanoparticule liposomale (LN-PLP) (Lobatto et al., 2010). 

Des études in vitro ont montré des effets lipotoxiques du LN-PLP lorsqu’il est incubé avec 

des macrophages (van der Valk et al., 2016). Un autre exemple est une étude qui a comparé 

l’effet des médicaments antiprolifératifs utilisés dans le traitement de la resténose vasculaire 

(Chen et al., 2021). Bien que les nanoparticules de sirolimus et de paclitaxel exercent toutes 

deux des effets antiprolifératifs dans des conditions de normoxie, la nanoparticule de 

sirolimus a montré un effet significativement plus élevé dans des conditions d’hypoxie 

(Hossaini & Huang, 2021). Par conséquent, la nanoparticule de sirolimus serait un meilleur 

candidat pour le traitement de l’athérosclérose en raison de la présence d’un 

microenvironnement hypoxique dans les plaques (Hossaini & Huang, 2021). Ces résultats 

soulignent l’importance du choix du médicament dans le traitement de l’athérosclérose 

(Hossaini & Huang, 2021). 

       Lorsque les symptômes ne sont pas contrôlés par les traitements médicamenteux, un 

traitement chirurgical est mis en place. Le plus courant est l’angioplastie qui correspond à une 

chirurgie endovasculaire, avec la mise en place d’une endoprothèse au niveau de la paroi 

vasculaire. L’artère peut être également désobstruée par endartériectomie. Il s’agit d’une 

technique de revascularisation dont le principe est d’enlever en bloc la plaque d’athérome  par 

clivage dans la média, et en ne laissant que l’adventice de l’artère. Un pontage peut être 

réalisé pour contourner l’artère obstruée ou sténosée causée par la plaque athéromateuse.  
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Chapitre II : Systèmes phénoliques antioxydants et antiathérogènes 

 

1  Introduction 

Les composés phénoliques sont définis comme étant des métabolites secondaires 

provenant soit de la voie des polycétides ou la voie shikimate/phénylpropanoïde, qui fournit 

directement des phénylpropanoïdes. Leur structure est caractérisée par la présence d’un cycle 

aromatique, contenant un ou plusieurs substituant hydroxyle (Tsao, 2010). Les composés 

phénoliques ont été largement étudiés pour leur capacité à réduire le stress oxydant, qui est lié 

à plusieurs troubles métaboliques et à de nombreuses pathologies, à savoir l’obésité, le 

diabète, les maladies cardiovasculaires… (Furukawa et al., 2004).  

Lorsque les systèmes antioxydants (enzymatiques et non enzymatiques) sont dépassés par 

une production excessive des espèces réactives de l’oxygène (ROS) ou de pro-oxydants, le 

stress oxydant est installé, ce qui entraîne des dommages aux macromolécules cellulaires 

(Burton & Jauniaux, 2011). Le pouvoir antioxydant des composés phénoliques est lié à leur 

capacité de réduire les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (HO°) et les radicaux 

superoxydes (O2
°-). De plus, ils ont la capacité de chélateur des métaux, en particulier le fer et 

le cuivre, inhibant ainsi la formation de radicaux libres catalysée par les métaux de transition 

et aussi leur affinité pour une grande partie des protéines dont certains récepteurs et enzymes. 

La structure du phénol est liée à leur activité de piégeage des radicaux libres et de chélation 

des métaux. Le nombre de leur position par rapport au groupe fonctionnel carboxyle influence 

l'activité antioxydante des composés phénoliques (Balasundram et al., 2006). Dans ce chapitre 

nous présenterons les différentes classes des composés phénoliques, leur activité antioxydante 

et leur pouvoir antiathérogène.  

2 Classification et biosynthèse des composés phénoliques  

Les composés phénoliques sont l’un des métabolites secondaires les plus répandues dans 

le règne végétal. Ils sont dérivés de la voie du pentose phosphate, du shikimate et des 

phénylpropanoïdes dans les plantes (Figure 13). Ils jouent un rôle important dans la fertilité, 

la lignification, et la pigmentation des plantes,  ainsi que la protection contre les agents 

biotiques ou abiotiques (Hahlbrock & Scheel, 1989; Shirley, 1996). En outre, ils contribuent à 

la couleur et à la perception sensorielle des plantes. 
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Figure 13: Voie de biosynthèse des composés phénoliques.          

                                

Leur structure comprend un cycle aromatique, contenant un ou plusieurs substituant 

hydroxyle. Ils peuvent aller de simples molécules phénoliques à des composés polymérisés. 

En raison de la diversité de leur structure, il existe une large gamme de composés phénoliques 

qui sont présents dans la nature. Actuellement, plus de 8000 structures de composés 

phénoliques sont connues. Elles peuvent être classées en plusieurs classes comme le montre le 

Tableau 1 (Del Rio et al., 2013). Les principales classes de composés phénoliques présents 

dans l'alimentation humaine sont les acides phénoliques, les flavonoïdes, les tanins et les 

lignines.                                

Tableau 1 : Classification des composés phénoliques 

 

Classe Structure 

Phénols simples, benzoquinones 

Acides hydroxybénzoiques 

Acides hydroxycinnamiques, phénylpropanoides 

Acétophénones, acides phénylacétiques 

Xanthones 

Stilbènes, anthraquinones 

Flavonoïdes, iso-flavonoïdes 

Lignanes 

Lignines 

Tanins condensés 

C6 

C6-C1 

C6-C3 

C6-C2 

C6-C1-C6 

C6-C2-C6 

C6-C3-C6 

(C6-C3)2 

(C6-C3) n 

(C6-C3-C6) n 
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3 Polyphénols monomériques 

3.1 Acides phénoliques 

Chimiquement, les acides phénoliques ont au moins un cycle aromatique où un 

hydrogène est substitué par un groupe hydroxyle (Heleno et al., 2015). Ils sont divisés en 

deux groupes : les dérivés de l’acide benzoïque (acide vanillique, acide gallique) et les dérivés 

de l’acide cinnamique (acide caféique, coumarique, sinapique et férulique). Ces derniers 

possèdent une bonne activité antioxydante. Ils sont synthétisés par la voie du shikimate, dans 

lequel la L-phénylalanine ou la L-tyrosine est la substance de base (Williamson, 2017). 

Les principales réactions responsables de la synthèse de l'acide phénolique à partir de la 

L-phénylalanine ou de la L-tyrosine sont la désamination, l’hydroxylation et la méthylation. 

Tout d'abord, la phénylalanine et/ou la tyrosine subissent une désamination via une enzyme 

clé du métabolisme des composés phénoliques : Ammonia-lyase, qui donne des acides 

cinnamiques et/ou p-coumarique, respectivement. 

Les cycles aromatiques des acides cinnamiques et/ou p-coumarique sont ensuite 

hydroxylés et méthylés pour former des acides féruliques et de l'acide caféique. La chaîne 

latérale de l'acide cinnamique subisse un raccourcissement via un mécanisme 

vraisemblablement proche de celui de la β oxydation des acides gras (Figure 14). L’acide 

benzoïque peut subir une hydroxylation et une méthylation, produisant ainsi des acides 

protocatéchiques et p-hydroxybenzoïques (Rice-Evans et al., 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

                                   

3.1.1 Les acides hydroxybenzoïques 

Les acides hydroxybenzoiques (AHB) sont des dérivés de l’acide benzoïque, ils 

possèdent une structure générale de base de type C6-C1 avec quelques différences dues aux 

hydroxylations et/ou méthoxylation du noyau aromatique en diverses positions (2, 3 et 4). Les 

plus abondants sont l’acide salicylique, l’acide 4-hydroxybenzoïque, l’acide protocatéchique, 

l’acide gentisque, l’acide vanillique, l’acide syringique, l’acide gallique, et l’acide ellagique. 

Figure 14: Acide cinnamique et acide benzoïque. 
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Ils sont présents dans les légumes et les fruits sous forme conjuguée (esters ou glycosides), 

alors qu’ils peuvent être libres dans certains fruits (par exemple, l’acide gallique dans les 

kakis) ou peuvent être libérés lors de la transformation des fruits ou des légumes (Tomas-

Barberan & Clifford, 2000). L’acide gallique, qui peut être un dimère, un trimère ou un 

tétramère, est un exemple d’AHB conjugué (Clifford & Scalbert, 2000).  

3.1.2 Les acides hydroxycinnamiques 

Les acides hydroxycinnamiques AHC représentent une classe très importante des 

composés phénoliques dont la structure de base est de type C6-C3, avec une double liaison 

dans la chaîne latérale qui peut avoir une configuration cis ou trans. Dans les aliments, ils se 

présentent généralement sous forme de monomères, de dimères ou de polymères ; on les 

trouve sous forme de condensats avec des alcools, des acides hydroxylés ou des esters 

produisant des mono/disaccharides, ou peuvent être des amides par condensation avec des 

amines. Les principales sources alimentaires d’AHC sont les fruits, comme les pommes, les 

cerises, les baies diverses, les pêches, les prunes et certains agrumes. L’acide caféique et 

l'acide p-coumarique représentent entre 75% et 100% de la teneur totale en AHC des fruits, 

étant les AHC les plus abondants dans les fruits (D’Archivio et al., 2007). L’acide caféique se 

trouve dans le café, la myrtille, le raisin, la poire, la canneberge, la pomme et l'orange (Naczk 

& Shahidi, 2006). Pour l'acide coumarique, les principales sources de fruits sont le raisin, les 

cerises et les baies (Mattila et al., 2005).  

3.2 Flavonoïdes            

Les flavonoïdes constituent une très large gamme de substances naturelles appartenant à 

la famille des polyphénols. Ils sont des dérivés du noyau flavone (ou 2-phenyl chromone) 

portant des fonctions éthers, glycosides ou phénols libres. Ils comprennent plus de 6000 

composés parmi plus de 8000 composés phénoliques présents dans l’alimentation. Ils sont de 

faible poids moléculaire, caractérisés par un squelette de 15 atomes de carbone, disposés en 

C6-C3-C6 (Lafay & Gil-Izquierdo, 2008). La structure des flavonoïdes est essentiellement 

constituée de deux cycles aromatiques A et B, reliés par une chaine en C3, souvent sous la 

forme d’un cycle hétérocyclique C (Figure 15). Les cycles C sont principalement 

responsables de la diversité des classes des flavonoïdes ; les variations dans leurs structures 

fournissent les principales classes de flavonoïdes, telles que les flavonols, les flavones, les 

flavanones, les flavanols (catéchines), les isoflavones, les flavanonols et les anthocyanidines. 

Les variations dans les noyuax A et B donnent naissance aux différents composés de la classe 
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des flavonoïdes. Ces variations sont dues aux substitutions qui peuvent être l'oxygénation, 

l'alkylation, la glycosylation, la sulfatation et l’acylation (Hoensch & Oertel, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

La biosynthèse des flavonoïdes se fait par la voie des phénylpropanoïdes à partir d’un 

précurseur commun : la 4, 2, 4, 6-tétrahydroxychalcone. Les différentes sous-classes de 

flavonoïdes sont synthétisées à partir d’une molécule de base sous l’action d’un groupe 

d’enzymes, telles que les réductases, les isomérases, les hydroxylases et les dioxygénases 

(Martens et al., 2010). La première étape dans cette voie de biosynthèse est la condensation de 

trois molécules de malonyl-CoA avec la 4-coumaroyl-CoA pour donner une chalcone : la 

4,2’,4’,6’-tétrahydroxychalcone sous l’action d’une enzyme la chalcone synthase (CHS). Si 

cette condensation est catalysée par une polyacétate-réductase à NADPH, c’est une 6’-

desoxychalcone : la 4, 2’,4’-trihydroxychalcone qui est alors formée. Cette chalcone est 

ensuite métabolisée sous l’action d’une chalcone isomérase (CHI) en 2S-flavanone 

(naringénine). La formation des flavanones, comme la naringénine, représente l’étape 

principale de la biosynthèse de différentes classes de flavonoïdes : flavones, isoflavones et 

dihydroflavonols, dont les enzymes ont été caractérisés. Ces enzymes modifient la structure 

de base des flavonoïdes en ajoutant des sucres (D-glucose, lignine, arabinose, glucorhamnose, 

L-rhamnose, galactose), des groupes méthyle et/ou des fragments acyle ; ces modifications 

peuvent altérer leur interaction, leur solubilité et leur réactivité avec les cellules, conduisant à 

diverses activités physiologiques (Ferrer et al., 2008). 

4 Polyphénols sous forme de polymère 

4.1 Tannins 

Les tanins sont des molécules avec un poids moléculaire élevé généralement compris 

entre 500 et 3000 Da. Ils possèdent une structure chimique particulièrement variable, mais 

comporte toujours une partie phénolique. Ils peuvent être classés chimiquement en deux 

groupes : les tanins hydrolysables et non hydrolysables ou condensés. Les tanins 

Figure 15: Structure de base des flavonoïdes. 
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hydrolysables sont formés à partir de shikimate produisant des esters des acides phénols et de 

glucose et les tannins condensés formés de proanthocyanidines. 

4.2 Lignines  

Ces composés de haut poids molécules constituent une classe importante de substances 

naturelles dans le règne végétal. Ils contribuent à former, avec la cellulose et les dérivés 

hémicellulosiques, la paroi des cellules végétales. Ce sont des polymères tridimensionnels qui 

résultent de la polymérisation oxydative de trois alcools phénylpropéniques, qui sont : les 

alcools p-coumariqe, coniferique et sinapique.  

5 Composés phénoliques et activité antioxydante 

Les composés phénoliques sont de puissants antioxydants, ils empêchent les dommages 

créés aux biomolécules (protéines, acides nucléiques, lipides polyinsaturés et glucides) par le 

stress oxydant (Heleno et al., 2015). Leurs effets bénéfiques comprennent aussi des propriétés 

anti-inflammatoires, antidiabétiques, cardio-protectrices, neuro-protectrices, anti-tumorales et 

contre le vieillissement accéléré (Zhang et al., 2018). Il existe trois mécanismes principaux 

par lesquels les antioxydants exercent ces propriétés : le piégeage des radicaux libres, 

l’inhibition des enzymes génératrices des ROS et la chélation des métaux de transition (Valko 

et al., 2007). Dans le premier mécanisme, le radical libre (R●) peut éliminer un atome 

d’hydrogène de l’antioxydant (Ar-OH), qui devient un radical. Plus l’énergie de dissociation 

des liaisons O-H est faible, plus la réaction d'inactivation du radical libre est facile et donc 

plus l'action antioxydante est importante. 

                                              R● + ArOH→ RH + ARO●  

Ainsi, l’antioxydant peut donner un électron au radical libre, qui devient un radical 

cationique. Dans ce mécanisme, plus l’ionisation potentielle (IP) est faible, plus l’abstraction 

d’électrons est facile, ce qui signifie une plus grande activité antioxydante. 

                                              R● +ArOH→RH− +ARO●+ 

L’action antioxydante des phénols est établie par la relation structure-activité (SAR) 

(Bendary et al. 2013), y compris le nombre et les positions du groupe hydroxyle (-OH), la 

présence d’une double liaison (C2 =C3), la glycosylation et la présence de substituant dans les 

cycles (Wang et al., 2018). 

Les hydrogènes et les électrons sont donnés par les groupes hydroxyles, formant des 

radicaux stables. Ainsi, la position et l’indice d’hydroxylation sont en corrélation avec 

l’activité antioxydante des composés phénoliques. La présence de deux groupes hydroxyles 

dans le cycle suggère une amélioration de l’effet antioxydant, tandis que la présence de 3-OH 
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contribue clairement à une diminution de l’activité antioxydante. L'augmentation du nombre 

d'hydroxyles permet de conserver le noyau aromatique, ce qui peut constituer un lien avec le 

site actif de certaines enzymes (Wang et al., 2018). 

L’existence d’une double liaison C2=C3 en conjugaison avec un groupe 4-carbonyle 

augmente également de manière significative l’activité antioxydante, car elle assure la 

planéité, l’expansion des électrons et le déplacement entre les cycles adjacents. Le groupe 4-

carbonyle peut en outre induire un déplacement d'électrons par des effets de résonance, 

influençant la constante de dissociation des groupes hydroxyles et la stabilité des radicaux 

(Wang et al., 2018). 

Quant à la glycosylation phénolique, les différentes formes ont des capacités différentes. 

La forme C-glycoside a démontré une plus grande capacité antioxydante par rapport à l’O-

glycoside dans des essais chimiques (Wang et al., 2018). La glycosylation interfère également 

avec la planéité, la méthylation et le déplacement des électrons (Heim et al., 2002). On sait 

également que l'activité antioxydante des glycosides est plus faible que celle des aglycones 

correspondants, mais que la biodisponibilité des premiers est plus élevée, ce qui augmente 

l'activité antioxydante (Heim et al., 2002). 

Les composés phénoliques peuvent aussi inhiber la formation des radicaux libres par la 

chélation des métaux de transition (Fu2+ et Cu+). Ces derniers possèdent de nombreuses 

fonctions biologiques, ils sont impliqués dans la synthèse des hémoprotéines et de cofacteurs 

d’enzymes du système de défense antioxydant comme la catalase et la superoxyde dismutase. 

Cependant, ces métaux peuvent être responsables de  la production du radical hydroxyle 

(OH.) en provoquant une réduction du peroxyde d’hydrogène (H2O2)  au cours de la réaction 

de Fenton (Heim et al., 2002; Pietta, 2000). 

                 H2O2 + Fe2+ (Cu+)                                ●O H + -OH + Fe3+ (Cu2+) (10) 

 

D’autre part, l’autoxydation des ions Fe2+ et Cu+ est considérée comme une source de O2
●- 

et du H2O2. Les polyphénols, plus précisément les flavonoïdes, peut complexer ces ions sous 

une forme qui bloque leur activité oxydante en les séquestrant au niveau de différents sites. 

Les polyphénols inhibent l’activité de nombreux systèmes enzymatiques impliqués dans 

la production des radicaux libres. Ils possèdent une forte affinité envers une grande variété 

d’enzymes (Havsteen, 2002), par des interactions de Van Der Waals (cycles aromatiques) et 

via des liaisons hydrogènes (groupements OH phénoliques). Par exemple, les flavones et les 

flavonols (noyaux tricycliques plans et polarisables) possèdent la capacité de se lier avec 

plusieurs protéines globulaires, notamment des enzymes, des transporteurs et des récepteurs 
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(Dangles, 2012). Plusieurs études ont montré que les flavonoïdes sont les plus susceptibles 

d’inhiber les enzymes génératrices des radicaux libres dans les systèmes biologiques par la 

formation d’un complexe inhibiteur-enzyme et aussi par piégeage des espèces réactives de 

l’oxygène. Ils inhibent la xanthine oxydase, une enzyme hépatique qui est considérée comme 

une source biologique importante du radical superoxyde (O2
●-). Certains flavonoïdes 

possèdent la capacité d’inhiber des enzymes clés impliquées dans la respiration 

mitochondriale, comme la NADPH oxydase qui favorise la génération des radicaux libres, 

aussi ils sont considérés comme de puissant inhibiteurs des métalloenzymes lipoxygénases et 

les myéloperoxydases (Dangles, 2012).         

6 Polyphénols et athérosclérose 

Les maladies cardiovasculaires et les pathologies ischémiques sont considérées parmi les 

maladies les plus fréquentes dans le monde. Elles sont causées par un dysfonctionnement 

endothélial qui favorise l’apparition de l’athérosclérose. Le principal facteur de risque est un 

régime alimentaire riche en acides gras sensibles à l’oxydation. Par contre, un régime riche en 

légumes, fruits et céréales est considéré comme une source d’antioxydants naturels comme les 

composés phénoliques. Ces derniers peuvent provoquer une réduction des maladies 

coronariennes et des accidents vasculaires cérébraux.   

Les polyphénols réduisent la production de ROS en inhibant les oxydases, en réduisant la 

production de superoxyde, en inhibant la formation des lipoprotéines oxydées, en supprimant 

la prolifération et la migration des cellules musculaires lisses, en réduisant l'agrégation 

plaquettaire et en améliorant le stress oxydant mitochondrial. La consommation de 

polyphénols inhibe aussi le développement de l’hypertension, du diabète sucré, de 

l’hyperlipidémie et de l'obésité (Cheng et al., 2017). 

6.1 Dysfonctionnement endothélial 

Le dysfonctionnement endothélial est souvent associé à une augmentation du stress 

oxydant (Suganya et al., 2016) et d’une altération de l’activité mitochondriale (Lum & 

Roebuck, 2001). Le stress oxydant peut modifier la transduction du signal endothélial et les 

facteurs de transcription régulés par le système redox provoquant ainsi une augmentation de la 

perméabilité endothéliale et l’adhésion des leucocytes (Davidson & Duchen, 2007), qui peut 

conduire à un processus pathologique d’athérosclérose (Flammer et al., 2012; Hadi et al., 

2005). Certaines études ont montré que l’hydroxytyrosol et l’extrait phénolique de l’huile 

d’olive extra vierge pourraient inverser la diminution de la phosphorylation endothéliale de la 

NO synthase, les niveaux intracellulaires de NO, et l’augmentation de la synthèse d’ET-1 
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induites par la stimulation de la production de ROS avec des niveaux élevés de glucose et 

d’acide linoléique et oléique. En outre, ils pourraient également inverser les niveaux réduits 

de NO et l’augmentation des niveaux d’ET-1 avec des concentrations élevées de glucose et 

des acides gras libres (Storniolo et al., 2014). Ces résultats suggèrent l’effet protecteur des 

extraits phénoliques de l’huile d’olive sur le dysfonctionnement endothélial induit par 

l’hyperglycémie et les acides gras libres. Le chocolat noir à haute teneur en flavonoïdes peut 

améliorer la dilatation de l’artère brachiale et favorise l’augmentation des concentrations 

plasmatiques d’épicatéchine chez les adultes en bonne santé (Engler et al., 2004). Les vins 

rouges et les raisins peuvent augmentés le niveau de GMP cyclique qui est le médiateur de 

NO qui est responsable de la relaxation des cellules musculaires lisses par la relaxation des 

vaisseaux sanguins et l’augmentation de l’activité biologique de NO. 

6.2 Oxydation des LDL 

L’oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL) est un processus complexe dans 

lequel la protéine et les lipides subissent tous deux des changements oxydatifs et forment des 

produits complexes. Le stress oxydatif et l’oxydation des LDL pourraient jouer un rôle 

essentiel dans l’apparition de l’athérosclérose (Steinberg, 2009; Steinberg et al., 1989; 

Steinberg & Witztum, 2010). Les études in vitro sur les composés phénoliques du vin rouge et 

les LDL ont montré que le vin rouge inhibe l’oxydation des LDL catalysée par le cuivre 

(Frankel et al., 1993). L’étude réalisée par Chen et ses collaborateurs a montré que les 

composés phénoliques des feuilles d’Hibiscus sabdariffa enrichis en (-)-épicatéchine gallate 

régulent la voie autophagique, ce qui entraîne une réduction de l’oxydation des LDL induite 

par les lésions des cellules endothéliales de veine ombilicale humaine et l’apoptose (Chen et 

al., 2017). Suzuki-Sugihara et al. ont découvert que les catéchines du thé vert sont incorporées 

dans les particules de LDL sous des formes non conjuguées après l’incubation de l’extrait de 

thé vert et réduisent l’oxydation des LDL (Suzuki-Sugihara et al., 2016). 

6.3 Prolifération des cellules musculaires lisses  

Les CML contribuent à la formation des lésions athérosclérotiques, leur prolifération et 

leur migration sont des événements critiques qui favorisent l’épaississement progressif de 

l'intima et le développement de la sclérose de la paroi artérielle. Le facteur de croissance 

dérivé des plaquettes (PDGF) est l’agent chimiotactique et mitogène le plus puissant pour les 

CML au niveau des lésions athérosclérotiques. L’inhibition des signaux conduisant à la 

prolifération des CML et leur migration pourrait également être une conséquence de 

l'inhibition des récepteurs du PDGF-β par les polyphénols du vin rouge (Rosenkranz et al., 
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2002). Les composés phénoliques de poids moléculaires différents, par exemple, les 

composants monomériques (anthocyanosides, catéchines et flavonoïdes) et les composants 

oligomériques proanthocyanidines, ont  montrés des effets antiprolifératifs similaires 

(Dell’Agli et al., 2004). La migration des CML et l’activation de la métalloprotéinase-2 

matricielle (MMP-2) sont liées à la formation de l'athérosclérose. Le ptérostilbène, un 

composé phénolique présent dans les myrtilles, empêche la migration des CML, et 

l’activation de la MMP-2 par la phosphorylation de la Erk1/2 (Extracellular signal-regulated 

kinase) (H. C. Lin et al., 2015). La production des facteurs de l’inflammation induite par 

l’AngII et la prolifération des CML jouent un rôle essentiel dans la progression des plaques 

athérosclérotiques. L’activation de PPARγ atténue efficacement l’inflammation induite par 

l’AngII et la production de ROS intercellulaires. La curcumine régule la baisse de 

l’expression de p47phox (une sous-unité clé de la NADPH oxydase), inhibe l’expression de 

l’IL-6 et du TNF-α, diminue la production de NO et inhibe la prolifération des CML en 

augmentant l’activité de PPARγ et en diminuant le stress oxydatif (Li et al., 2017). 

6.4 Processus inflammatoire  

Les macrophages jouent un rôle clé dans l’athérogenèse par leur action pro-

inflammatoire, qui implique la production d’IL-1 et de facteur de nécrose tumorale, et suite à 

des réponses adaptatives plus spécifiques médiées par les lymphocytes T (Moore & Tabas, 

2011; Shimada, 2009). Les macrophages prétraitées par les flavonoïdes du thé pourraient 

réduire l’oxydation des LDL à médiation cellulaire en diminuant la libération de superoxyde 

par les macrophages (Yoshida et al., 1999). L’acroléine est un aldéhyde insaturé extrêmement 

actif et est considéré comme un facteur proathérogène. L’exposition à l’acroléine augmente le 

stress oxydatif intracellulaire et stimule l’accumulation de cholestérol et de triglycérides par 

l’augmentation de leur biosynthèse et par la surexpression des principaux régulateurs de la 

biosynthèse des lipides cellulaires. L’acroléine montre aussi un changement significatif dans 

la composition du microbiote intestinal, dans lequel une augmentation significative de 

Ruminococcaceae et Lachnospiraceae, dont le genre Coprococcus était significativement et 

positivement corrélé avec les concentrations en lipides dans l’aorte, et les macrophages, et 

aussi la peroxydation lipidique a été noté. Ces effets proathérogènes de l'acroléine sur le 

sérum, l’aorte, les macrophages et le microbiote intestinal étaient substantiellement inhibés 

par le jus de grenade (Rom et al., 2017). Le jus de grenade riche en composés phénoliques 

inhibe la formation des cellules spumeuses. De plus, Sarkar et al. ont rapporté que l'acide 

ellagique l'activité du facteur inhibiteur de la migration des macrophages (MIF) par 
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l’inhibition de la translocation nucléaire NF-κB induite par le MIF (Sarkar et al., 2015). 

L’hydroxytyrosol, un composés phénolique antioxydant majeur de l'huile d’olive peut inhiber 

l’activité et l’expression de la MMP-9 (Matrix metallopeptidase 9) et de la cyclo-oxygénase 2 

(COX-2) dans les monocytes activées via l’inhibition de la protéine kinase C alpha (PKCα) et 

la protéine kinase C béta 1 (PKCβ1) (Scoditti et al., 2014). 

6.5 Agrégation plaquettaire 

Les plaquettes pourraient maintenir l’hémostase du système circulatoire (Faggio et al., 

2017). Les principales voies d'activation plaquettaire impliquent la voie de l’acide 

arachidonique, la voie de l’adénosine diphosphate (ADP), la voie de la sérotonine et la voie de 

NO. L’action des radicaux libres sur les cellules est impliquée dans l’agrégation plaquettaire. 

Mattiello et ses collaborateurs ont comparé l’effet du jus de grenade (la variété de Wonderful) 

et celui de l’extrait riche en composés phénoliques de fruit de la grenade sur l’agrégation 

plaquettaire, la mobilisation du calcium, la production de thromboxane A2 et la formation du 

peroxyde d’hydrogène induite par le collagène et l’acide arachidonique. Les résultats 

suggèrent que le jus et l’extrait phénolique de grenade ont provoqués une réduction de 

l’agrégation plaquettaire (Mattiello et al., 2009). Ces résultats ont démontré que les effets 

bénéfiques de la grenade sur la santé cardiovasculaire peuvent en partie être liés à la capacité 

des polyphénols à inhiber la fonction plaquettaire. Il a été démontré aussi que le cacao et le 

chocolat noir préviennent l’agrégation plaquettaire en réduisant l’activation membranaire des 

glycoprotéines IIb/IIIa (GPIIb/IIIa) induite par l’ADP, l’adrénaline et l’épinéphrine, 

l’expression membranaire de la P-sélectine induite par l’ADP et l’activité de la phospholipase 

A2 (PLA2) et de la cyclooxygénase (Pearson et al., 2002; Rein et al., 2000; Rull et al., 2015). 

En outre, le chocolat noir peut inhiber la fonction plaquettaire en réduisant le stress oxydatif 

chez les fumeurs. L’activation des plaquettes par ROS, 8-iso-PGF2α (8-iso-prostaglandin 

F2α), et NADPH oxydase 2 (NOX2) a été significativement réduite après la consommation de 

chocolat noir (Carnevale et al., 2012). 

7 Punica granatum L. (espèce étudiée) 

La culture et la consommation de la grenade (Punica granatum. L) remontent à au moins 

3000 avant J-C. La grenade (Punica granatum L.) est un ancien arbuste fruitier à feuilles 

caduques, l’une des deux espèces de la famille des Punicaceae. Punica granatum est 

originaire de l’Himalaya, dans le nord de l’Inde, jusqu’aux Iran, mais il a été introduit et 

cultivé depuis l’Antiquité dans toute la région méditerranéenne. Historiquement, la grenade a 

été un symbole de vie et de fertilité. En outre, les différentes parties de la grenade ont été 
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utilisées dans la médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies. Les fruits de la 

grenade possèdent une activité antibactérienne et antivirale qui permet d’éliminer certains 

parasites intestinaux (Dell’Agli et al., 2009), les graines et l’écorce des fruits à traiter la 

diarrhée (Das et al., 1999; Qnais et al., 2007), les fleurs à diminuer le risque de développer un 

diabète (Banihani et al., 2013), l’écorce et les racines à arrêter les saignements et les ulcères 

buccaux (Bhowmik et al., 2013), et les feuilles pour contrôler l'inflammation et traiter les 

troubles du système digestif (Bhowmik et al., 2013). En raison de ses bienfaits pour la santé 

humaine, la grenade a suscité un grand intérêt scientifique et un engouement auprès des 

consommateurs ces dernières années. Aujourd’hui, la grenade est utilisée comme ingrédient 

d'aliments fonctionnels et comme complément alimentaire sous diverses formes, comme les 

fruits et jus frais, les capsules et comprimés contenant des extraits de différentes parties de la 

grenade, le thé infusé à partir de feuilles de grenade, la confiture, la gelée, le jus et le vin 

produits à partir de fruits de grenade, ainsi que les épices préparées à partir de graines 

séchées.  

       Cultivé depuis plusieurs millénaires au Maroc et considéré, jusqu’à il y a quelques 

années, comme une espèce fruitière d’intérêt secondaire, le grenadier prend de plus en plus 

d’ampleur ces dernières années. Cet engouement se reflète par une intensification des 

plantations dans différentes régions du pays, par l’intérêt qu’il suscite auprès des chercheurs, 

des techniciens et agriculteurs, et par une demande soutenue de la part des consommateurs. 

Fruit du grenadier (Punica Granatum L.), espèce vivante entre les tropiques et en zone 

méditerranéenne, la grenade est très appréciée dans les pays du Maghreb tant pour ses qualités 

gustatives, que ses bienfaits pour les multiples vertus thérapeutiques, aussi bien en médecine 

traditionnelle que dans la recherche médicale. Deux groupes de variété sont cultivées au 

Maroc : les grenades à pépins doux, consommées en frais (Sefri, Zhéri, Kharazi, Laroussi…) 

et les grenades acides à pépins durs, destinés à la transformation (Wonderful, Negro, 

Monstruoso,…). La grenade « Sefri » d’Ouled Abdellah (Figure 16), région de Béni Mellal-

Khénifra, qui doit son nom à la couleur jaune de ses écorces, jouit d’une notoriété nationale 

en raison des caractéristiques organoleptiques de ses fruits, typique à la région. Malgré ses 

bénéfiques, ce fruit reste peu étudié au Maroc. 
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8  Caractérisation phytochimique du grenadier 

8.1 Les ellagitanins, les gallotanins et leurs dérivés 

Les tanins hydrolysables sont parmi les substances phytochimiques les plus abondants 

dans la grenade. On peut les regrouper en ellagitanins et en gallotanins en fonction des 

différents acides phénoliques qui sont estérifiés en une molécule de polyol cyclique (il s’agit 

souvent d'une molécule de glucose). L’écorce de grenade est riche en tanins hydrolysables, en 

particulier en ellagitanins. Les isomères de la punicalagine constituent jusqu’à 85% des tanins 

totaux dans les extraits de l’écorce de grenade (Seeram et al., 2005). Des ellagitanins et leurs 

dérivés glycosidiques ont également été trouvés dans les pelures de fruits et d'autres parties de 

grenade. Bien que les isomères de la punicalagine représentent les principales ellagitanins 

dans les racines de la grenade, ils s’accumulent à des concentrations bien plus faibles dans les 

racines que dans l’écorce (Ono et al., 2012). 

8.2 Flavonoïdes 

L’écorce, les arilles et le jus de grenade sont riches en flavonoïdes de structures diverses, 

notamment les aglycones et les glycosides de chalcones, les flavanones, les flavones, les 

flavonols, les anthocyanines, les flavan-3-ols et les procyanidines. Deux flavones, la lutéoline 

et la triacétine, ont été trouvées dans un extrait méthanolique de fleurs de grenade (Xie et al., 

2008). Les deux flavanones, le punicaflavanol et le xyloside ont été identifiés dans le fruit par 

RMN (Bagri et al., 2010), tandis que l’hovetrichoside C (un glucoside de l’auronol) et la 

phloridzine (un glycoside attaché à une dihydrochalone : la phlorétine) ont été identifiés par 

Spectroscopie Infrarouge (IR) dans les fleurs de grenade (Yuan et al., 2013). Comme d'autres 

plantes, les feuilles de grenade accumulent également des concentrations élevées de 

glycosides de flavone (par exemple, l’apigénine et la lutéoline) (Nawwar et al., 1994). Les 

analyses par Chromatographie Liquide Haute Performance couplée à un détecteur à barrette 

de photodiodes (HPLC)-DAD ont révélé que deux isoflavones, la génistéine et la daidzéine, 

Figure 16: Fruits, fleurs et arbre du grenadier « Sefri » de la région d’Ouled Abdellah. 
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ainsi qu’un flavonol (la quercétine), sont présents dans les graines de grenade (Garima & 

Akoh, 2009; Moneam et al., 1988). 

8.3 Les lignanes 

Les lignanes végétales sont un groupe de phytoestrogènes qui peuvent être métabolisés en 

lignanes par le microbiote intestinal. Des lignanes de type furofurane, dibenzylbutane et 

dibenzylbutyrolactone ont été identifiées dans les différentes parties de la grenade par 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC)-ms, tandis que 

l'isolariciresinol est la lignane la plus abondante dans l'écorce de grenade (Ulrike Anna 

Fischer et al., 2012). En plus des lignanes mentionnés ci-dessus, le pomegralignan, un 

glycoside de neo-lignan de type dihydrobenzofurane, a été découvert dans les arilles et 

l'écorce de grenade (Ito et al., 2014). Un autre neo-lignan, le punnicatannin C, a été isolé à 

partir de fleurs de grenade et sa structure a été identifiée par analyse RMN (Yuan et al., 2013). 

8.4 Acides gras et lipides 

Les acides gras (AG) à moyenne (C6, C8, C10 et C12), longue (C14, C16, C18 et C20) et 

très longue chaînes (C22 et C24) ont été identifiés dans les graines, le jus et les fruits de 

grenade par analyse CG-DIF (Chromatographie en Phase Gazeuse avec Détecteur à Ionisation 

de Flamme), MS (Spectrométrie de Masse) ou RMN (Spectrométrie de Résonance 

Ragnétique Nucléaire). L’acide punicique polyinsaturé (acide octadécatriénoïque 9Z, 11E, 

13Z) représente l’acide folique le plus abondant dans les graines de grenade, représentant plus 

de 60 % de l’huile de graines. Les triacylglycérols contenant l’acide (9E, 11Z, 13E)-

octadécatriénoïque, l’acide 3-O-octadéc-2-énoïque, l’acide (9Z, 11E, 13Z)-octadécatriénoïque 

et l’acide (8Z, 11Z, 13E)-octadécatriénoïque sont présents dans les graines de grenade et leurs 

structures ont été déterminées par RMN (Fatope et al., 2002). De plus, un glycosphingolipide 

N-palmitoyl cérébroside a été identifié dans l’huile de graines par analyse CCM 

(Chromatographie sur Couche Mince) et GC-FID (Verardo et al., 2014). 

8.5 Acides organiques et acides phénoliques 

Les principaux acides organiques du jus de grenade sont l’acide citrique et l’acide 

malique (Mena et al., 2012). Le jus de grenade contient également de l’acide ascorbique, de 

l’acide fumarique, oxalique, quinique, succinique et de l’acide tartrique, dont certains ont 

également été identifiés dans les feuilles, l’écorce et les graines du fruit (Garima & Akoh, 

2009; Melgarejo et al., 2000; Mena et al., 2012). Les acides phénoliques, principalement les 

dérivés de l’acide benzoïque et de l’acide cinnamique, sont généralement présents dans 

l’écorce, les jus et les fleurs de grenade. En outre, l’acide 7,8-dihydroxy-3-carboxyméthyl 
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coumarine-5-carboxylique, a été identifié dans les fleurs de grenade par RMN (Yuan et al., 

2013). 

9  Rôle de la grenade dans la nutrition et la santé humaine 

Les fruits, en général, jouent un rôle majeur dans le maintien d’une alimentation 

équilibrée. Ils fournissent de nombreux macro- et micronutriments, ainsi que des composés 

bioactifs qui sont bénéfiques pour la santé. Au cours des dernières décennies, de nombreuses 

études ont montré l’importance de la consommation de fruits dans la prévention des risques 

liés à la santé, ainsi que des campagnes en faveur de l'intégration des fruits dans 

l’alimentation des enfants. Les effets bénéfiques de la grenade sur la santé ont été attribués à 

la large gamme de substances phytochimiques qu’elle contient. Comme nous l’avons déjà 

décrit, le principal produit phytochimique de la grenade est constitué de polyphénols, 

principalement des ellagitanins et des anthocyanes hydrolysables (Viuda-Martos et al., 2010). 

Cependant, il a été démontré qu’il existe un effet synergique entre les composés qui augmente 

encore leur bioactivité. Par exemple, la quercétine et l’acide ellagique présentent de 

meilleures propriétés inhibitrices dans la croissance de cellules cancéreuses par rapport à leurs 

effets seules (Shukla et al., 2008). De nombreuses études ont été menées sur les effets 

bénéfiques pour la santé, en plus de la valeur nutritionnelle, de la grenade et de ses 

constituants. Des résultats ont renforcé l’intérêt porté à ce fruit spécifique au cours des 

dernières années. La grenade, étant riche en composés bioactifs comme les polyphénols, a 

montré de nombreuses propriétés bénéfiques liées à la santé, telles que les activités 

antioxydantes, anti-inflammatoires et antihypertensives, grâce à des études in vivo et in vitro. 

On considère que les propriétés du fruit sont principalement dues à la présence de 

punicalagine et, dans une moindre mesure, à d’autres métabolites, tels que les flavonols et les 

anthocyanes (Syed et al., 2007). Plusieurs études ont mis en évidence la contribution de la 

grenade dans le traitement du cancer, du diabète et des maladies cardiovasculaires. 

9.1 Études in vitro 

Plusieurs études in vitro ont été menées en utilisant principalement du jus et des extraits 

de grenade afin d’étudier leurs effets bénéfiques pour la santé.      

L’une des propriétés les plus importantes de la grenade et de ses dérivés est leur effet sur 

le microbiote intestinal et leur utilisation comme agents antimicrobiens. Il est bien connu que 

les ellagitanins, le groupe de polyphénols le plus abondant dans la grenade, sont hydrolysés en 

acide ellagique dans l’intestin avant d’être métabolisés par le microbiote du côlon pour former 

l’urolithine A et B (Finegold et al., 2014). Ce phénomène a été associé au pouvoir prébiotique 
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de la grenade et de ses produits. Des cultures des souches de Bifidobacterium et de 

Lactobacillus se sont avérées capables d’utiliser l’acide ellagique et l’acide glycosyl 

ellagique. Dans une étude similaire, le jus et les extraits de grenade ont été utilisés dans des 

cultures des selles in vitro et ont prouvé qu’ils augmentaient la croissance des Bifidobactéries 

et des Lactobacilles tout en inhibant simultanément la croissance du groupe Bacteroides 

fragilis, Clostridia et Enterobacteriaceae (Li et al., 2015). 

Les extraits de grenade ont également été évalués pour leur activité anticancérigène 

contre de nombreux types de cancer (Adaramoye et al., 2017; Aqil et al., 2012; Li et al., 

2016). Plus précisément, il a été démontré que les extraits de grenade bloquent l’activité du 

facteur nucléaire kappa B (NF-κB) dans un modèle de cancer de la prostate (Deng et al., 

2017) et de carcinome des cellules rénales (An et al., 2015) in vitro. Par conséquent, les 

extraits de grenade peuvent être utilisés comme complément alimentaire pour traiter les 

patients atteints de petites tumeurs rénales localisées et accidentellement identifiées, ce qui 

peut permettre d'éviter la néphrectomie (An et al., 2015). Les extraits d’écorce de grenade et 

la punicalagine, ont montré une inhibition de la croissance des cellules cancéreuses de la 

prostate et une activité antiproliférative par l'induction de l’apoptose (Adaramoye et al., 2017; 

Deng et al., 2017). En outre, des études in vitro ont révélé que la punicalagine induit la mort 

cellulaire des cellules de carcinome papillaire de la thyroïde (Yao et al., 2017), inhibe la 

prolifération cellulaire dans une lignée cellulaire de carcinome du poumon (Li et al., 2016) et 

exerce une forte activité anti-proliférative contre les lignées cellulaires de cancer du poumon, 

du sein et du col de l’utérus (Aqil et al., 2012). 

Les composés phénoliques de la grenade peuvent être utilisés comme antioxydants 

naturels pour des applications cosmétiques pour la santé de la peau. Une étude in vitro a 

montré leurs effets protecteurs contre le stress oxydant induit par H2O2 et la cytotoxicité dans 

les cellules HaCaT des kératinocytes humains (Liu et al., 2019). En outre, les produits à base 

de grenade (jus, extrait et huile) qui sont dérivés du reste de la matière après le pressage des 

fruits de grenade pour la production de jus ont présenté des effets photochimiques préventifs 

(Afaq et al., 2009). Plus spécifiquement, il a été démontré que les produits de grenade 

inhibent les dommages causés à l’ADN et aux protéines par les UVB, l’augmentation des 

niveaux d’antigène nucléaire et de tropoélastine des cellules proliférantes ainsi que la 

dégradation des protéines de la matrice extracellulaire dans la peau. 

Ces dernières années, l’obésité est devenue un problème de santé majeuret plusieurs 

études ont été consacrées à ce sujet. Le jus de grenade et certains composants spécifiques, 
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comme l’acide ellagique et la punicalagine, ont présenté la capacité d’inhiber les amines 

oxydases, l’α-glucosidase, la dipeptidyl peptidase-4, la lipase, l’accumulation de triglycérides 

ainsi que de diminuer la lipogenèse et stimuler la lipolyse dans les cellules adipeuses. Ces 

résultats ont montré le grand pouvoir du jus de grenade et de ses composants pour être utilisé 

comme aliment fonctionnel (alicament) pour la prévention des maladies qui sont associées à 

l’obésité, au diabète et aux dyslipidémies (Les et al., 2017, Les et al., 2018). En outre, il a été 

démontré que l’extrait de jus de grenade et les ellagitanins inhibent l’activité de la glucosidase 

α in vitro et réduisent la digestibilité de l’amidon dans des conditions gastro-intestinales 

simulées, confirmant ainsi le grand potentiel du jus de grenade pour améliorer 

l’hyperglycémie postprandiale, qui est liée au diabète de type II (Bellesia et al., 2015). 

Plusieurs études ont proposé l’utilisation de la grenade, et en particulier de son dérivé la 

punicalagine et des urolithines, comme stratégie nutritionnelle potentielle pour ralentir la 

progression de troubles neurodégénératifs tels que la maladie d’Alzheimer (DaSilva et al., 

2019). Les urolithines inhibent la neuro-inflammation (DaSilva et al., 2019), tandis que la 

punicalagine inhibe les troubles de la mémoire induits par les lipopolysaccharides par des 

mécanismes anti-inflammatoires (Kim et al., 2017). 

Les extraits de grenade stimulent la différenciation ostéoblastique (Kim & Choi, 2009), 

tandis que la punicalagine atténue la différenciation des ostéoclastes in vitro (Iwatake et al., 

2015); le jus ou les extraits de grenade pourraient donc être utiles comme agents pour le 

traitement de l’ostéoporose. En outre, la consommation régulière de grenade peut être 

bénéfique pour les tissus osseux (Kim & Choi, 2009). 

9.2 Études in vivo 

La grenade et surtout ses extraits ont attiré l’attention en raison de leurs nombreux 

bienfaits pour la santé, dont certains sont associés à l’obésité. Plusieurs études sur le modèle 

animal ont démontré que les extraits de grenade peuvent inhiber l’inflammation et 

l’accumulation du cholestérol LDL (lipoprotéines de basse densité) chez des souris rendues 

obèses par un régime hypercalorique (Neyrinck et al., 2013; Rodriguez et al., 2015) et 

peuvent réduire la peroxydation des lipides hépatiques et la concentration sérique en glucose 

chez les rats témoin, en plus d’améliorer le contrôle de la glycémie et d’augmenter le nombre 

relatif de cellules bêta chez les rats diabétiques dont l’alimentation est riche en alloxan 

(Parmar & Kar, 2007; Parmar & Kar, 2008). Dans une étude récente, la combinaison 

d’extraits de grenade avec de l'inuline a conduit à une amélioration des effets 

hypocholestérolémiants (Yang et al., 2018). De plus, cette diminution du taux de cholestérol 



                                                                                                            Contexte bibliographique                      

45 | P a g e  

 

semble être liée à une stimulation de la synthèse des acides biliaires. En outre, la punicalagine 

réduit l’accumulation de triglycérides et de cholestérol induite par l’alimentation riche en 

graisses chez des rats obèses grâce à l’activation de la protéine kinase activée par l’adénosine 

mono-phosphate (AMPK) (Cao et al., 2015). Enfin, les extraits de feuilles de grenade peuvent 

inhiber l’absorption des lipides et réduire les triglycérides sanguins et le cholestérol total chez 

des souris hyperlipidémiques en inhibant l’activité de la lipase (George et al., 2019).  

La supplémentation en grenades peut ralentir la progression des troubles cognitifs et 

comportementaux dans la maladie d’Alzheimer (Subash et al., 2015), tandis que les extraits 

de grenade ont des effets anti-inflammatoires et antioxydants dans le cas des lésions 

hépatiques aiguës provoquées par une ponction (Makled et al., 2016) ; il a également été 

démontré qu’ils protègent contre l'inflammation et l’apoptose provoquées par l’arsenic dans 

les cellules hépatiques chez la souris (Choudhury et al., 2016). Un autre produit important de 

la grenade, qui présente plusieurs avantages pour la santé, est constitué par les 

polysaccharides de la pelure de grenade (rhamnose, acide glucuronique, acide galacturonique, 

glucose et xylose), qui peuvent être utilisés dans une immuno-thérapie efficace ou comme 

moyen alternatif pour réduire l’immunosuppression induite par la chimiothérapie ; ils peuvent 

également être utilisés comme immunostimulants pour les industries alimentaire et 

pharmaceutique (Wu et al., 2019). Plusieurs études ont montré que les polysaccharides de la 

pelure de grenade peuvent renforcer l’effet immunomodulateur, induit par la 

cyclophosphamide, chez des souris immunodéprimées (Wu et al., 2019), présenter un fort 

effet protecteur contre les lésions hépatiques induites par la CCl4 chez la souris (Zhai et al., 

2018) et, à faible dose, atténuer les symptômes de l’hypersensibilité, ce qui suggère qu’ils 

peuvent avoir des effets bénéfiques contre la dermatite allergique chez l’homme (Nagano & 

Ito, 2018). 

9.3 Études chez l’Homme 

L’importance des effets bénéfiques de la grenade pour la santé a été évaluée par plusieurs 

études chez l’Homme. La consommation de jus de grenade pendant une période de huit 

semaines a montré des effets bénéfiques sur la pression sanguine, les triglycérides sériques, le 

c-LDL, le stress oxydant et l’inflammation chez les patients hémodialysés (Barati et al., 

2020). Chez les patients atteints de diabète de type 2, une consommation de 1,5 ml/kg de 

poids corporel a réduit le niveau d’érythropoïétine sérique après trois heures (Banihani et al., 

2019), tandis qu’une consommation de 200 ml/jour pendant six semaines a réduit la pression 

artérielle systolique et diastolique sans aucun effet sur le profil lipidique (Sohrab et al., 2019). 
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De plus, la consommation quotidienne de jus de grenade (230 ml) a été associée à la 

stabilisation de la capacité à apprendre des informations visuelles sur une période de 12 mois 

(Siddarth et al., 2019). La consommation de jus de grenade a également été proposée aux 

athlètes, et une étude sur une période de 21 jours a montré une régulation à la baisse des 

niveaux de malondialdéhyde et de carbonyles, et donc une diminution des dommages 

oxydatifs causés par l’exercice physique (Fuster et al., 2016). Enfin, le jus de grenade a été 

associé à une réduction de l’inflammation, des lésions musculaires et à une augmentation du 

taux de plaquettes sanguines chez les personnes en bonne santé (Achraf et al., 2018). Une 

supplémentation de 30 jours avec des extraits de grenade chez des personnes en surpoids et 

obèses a eu des effets bénéfiques sur le poids corporel, le glucose sérique, l’insuline, les 

triglycérides, le cholestérol total, le C-LDL, le C-HDL, tout en agissant comme un agent anti-

inflammatoire, en réduisant les biomarqueurs inflammatoires et de peroxydation lipidique 

(Hosseini et al., 2016). Une supplémentation de huit semaines avec des extraits de pelure de 

grenade a diminuée la pression sanguine systolique et diastolique chez les patients atteints de 

diabète de type 2 et a également présentée un pouvoir hypolipémiant, hypoglycémiant et 

antioxydant (Grabež et al., 2019). Enfin, des études cliniques menées chez des patients 

diabétiques de type 2 avec de l'huile de pépins de grenade ont permis de réduire les taux de 

glycémie à jeun, d’interleukine-6 et de TNF-α; cependant, aucun changement significatif n’a 

été observé dans les profils insulinique et lipidique (Khajebishak et al., 2019; Khajebishak et 

al., 2019). 

      11. Conclusion 

      Du fait de l’importance du dysfonctionnement endothélial, du stress oxydatif, de 

l’hypercholestérolémie et du rôle des espèces réactives de l’oxygène pro-oxydantes dans 

l’apparition de la maladie d’athérosclérose, les composés phénoliques, qui possèdent de fortes 

capacités antioxydantes, représentent un choix thérapeutique important (Cullen et al., 2020; 

Wei et al., 2021). En plus de leurs capacités antioxydantes, il est probable que certains 

composés phénoliques sont impliqués dans l’activation de certains mécanismes 

intracellulaires encore mal compris, ce qui aboutit à l’activation de différentes voies de 

signalisation cellulaire (Di Pietro et al., 2020; Leri et al., 2020; Luo et al., 2021; Restani, 

2020). Avec plusieurs centaines de milliers d’espèces différentes, les ressources 

thérapeutiques végétales constituent un immense gisement de molécules actives qui ne cesse 

de donner de nouveaux médicaments au fur et à mesure que la compréhension des 

mécanismes pathologiques et du fonctionnement de l’organisme humain évolue. Les plantes 
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représentent donc un réservoir unique de molécules aux vertus thérapeutiques que les 

chercheurs n’ont pas cessé de l’explorer. 

       Les régimes alimentaires à base de polyphénols ou riches en composés phénoliques 

présentent des effets antioxydants et anti-inflammatoires (Cullen et al., 2020; Wei et al., 2021; 

Zhou et al., 2021). Les polyphénols réduisent la production des espèces réactives de 

l’oxygène en inhibant les oxydases, en réduisant la production de superoxyde, en inhibant la 

formation des LDL oxydées, en inhibant la prolifération et la migration des cellules 

musculaires lisses, en réduisant l’agrégation plaquettaire et en améliorant le stress oxydatif 

mitochondrial (Cullen et al., 2020; Wei et al., 2021). La consommation de polyphénols inhibe 

également l’apparition de l’hypertension, du diabète sucré, de l’hyperlipidémie et de l’obésité 

(Da Porto et al., 2021; Di Lorenzo et al., 2021; Feldman et al., 2021; Godos et al., 2019; 

Koch, 2019; Mthembu et al., 2021). Cependant, conformément aux preuves in vitro et et in 

vivo, des études cliniques bien conçues sont nécessaires pour confirmer l’efficacité des 

polyphénols dans le traitement des maladies cardiovasculaires et des accidents vasculaires 

cérébraux liés à l’athérosclérose. 

      C’est dans ce contexte que se sont situés mes travaux de recherche, portant sur le 

grenadier Punica granatum L., la variété « Sefri » d’Ouled Abdellah, région de Béni Mellal-

Khénifra. Le but de cette thèse était d’étudier l’impact de matrices riches en composés 

phénoliques extraits de cette plante, dans un modèle simplifié de dysfonction endothéliale. 

Des études in vitro visant à étudier leur capacité à empêcher l’oxydation des LDL, ou à 

contrer les effets cytotoxiques et inflammatoires des LDL oxydées ont tout d’abord été 

réalisés, puis nous avons testé les capacités antiathérogènes chez des rats Wistar soumis à un 

régime hypercalorique et hypocholestérolémiant capable d’augmenter le statut inflammatoire 

des plaques d’athérosclérose. 
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Contexte 

Il est bien démontré aujourd’hui qu’une augmentation du taux des c-LDL, VLDL, du 

cholestérol total ainsi qu’une diminution du taux de HDL, sont étroitement liées à un risque 

accru de maladies cardiovasculaires. Cependant, le développement de stratégies 

thérapeutiques permettant de renverser cette situation, représente l’objectif principal des 

approches thérapeutiques de prévention et de traitement de l’athérosclérose et des maladies 

cardiovasculaires (Catapano et al., 2019). 

Il y a des milliers d’années, les plantes médicinales ont joué un rôle essentiel dans le 

traitement et la prévention des maladies humaines, elles sont considérées comme la base des 

systèmes de médecine traditionnelle (Chaachouay et al., 2021). En dépit du développement 

énorme dans le domaine pharmaceutique, les centres de recherche et les sociétés 

pharmaceutiques ont élargi leurs programmes de recherche par la synthèse et le criblage de 

nouvelles molécules naturelles dans le but de découvrir et de développer de nouveaux 

médicaments à base de plantes. L’ethnobotanique et l’éthnopharmacognosie ont réussis 

depuis une vingtaine d’années à mettre au point une méthodologie scientifique utilisée comme 

guide pour la recherche et la découverte des différentes ressources et classes 

médicamenteuses.  

Dans le cadre de la recherche de produits naturels, il y a eu un intérêt croissant ces 

dernières décennies pour l’étude de composés phénoliques et leurs utilisations dans le 

traitement de plusieurs pathologies à cause de leurs effets thérapeutiques potentiel (Feldman 

et al., 2021). Des études à la fois in vitro et in vivo ont permis de montrer que certains 

composés phénoliques naturels et leurs dérivés peuvent protéger le corps humain contre les 

pathologies liées au stress oxydatif comme l’athérosclérose (Cullen et al., 2020; Feldman et 

al., 2021; Wei et al., 2021). Cet effet protecteur est principalement lié au pouvoir antioxydant 

des aliments, qui se caractérise par la présence de substances bioactives (anti-oxydantes, anti-

inflammatoires, anti-cancérigènes..) notamment des polyphénols dans leur composition 

(Cullen et al., 2020; Feldman et al., 2021; Saso et al., 2020; Wei et al., 2021). En outre, 

l’extraction d’un grand nombre de substances naturelles à potentiel thérapeutique reste un 

défi, et le développement de nouvelles approches biotechnologiques et de la synthèse 

organique complète reste nécessaire. Malgré ces lacunes, les recherches actuelles suggèrent 

que les substances naturelles sont considérées comme source majeure de nouveaux 

médicaments dans l’avenir (Atanasov et al., 2021). Compte tenu de la variété et de la 
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complexité des processus d’oxydation, la régulation pharmacologique du stress oxydatif 

regroupe de nombreuses stratégies thérapeutiques (Saso et al., 2020). 

Le stress oxydatif est défini comme étant un déséquilibre entre la production des espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) et la réponse du système antioxydant, et il est impliqué dans la 

pathogenèse d’un grand nombre de maladies, y compris les maladies cardiovasculaires, les 

maladies neuro-dégénératives et le cancer (Saso et al., 2020). Les maladies cardiovasculaires 

(MCV) sont considérées comme l’une des principales causes de décès dans les pays 

occidentaux (OMS, 2018). Au total, 17,5 millions de personnes meurent chaque année de 

MCV, ce qui correspond à un taux estimé de 31 % de tous les décès dans le monde, et cela 

pourrait rester le cas au moins pour les 15 à 20 prochaines années (OMS, 2018). La principale 

cause du développement des MCV, l’athérosclérose, a une étiologie multifactorielle, 

progressive et chronique causée par une homéostasie déséquilibrée des lipides sanguins et du 

statut oxydatif (Pahwa & Jialal, 2021). Ces déséquilibres sont responsables d’un processus de 

longue durée qui aboutit à l’accumulation, dans l’intima de la paroi artérielle, de cellules 

spumeuses, ce qui correspond à la première étape de la formation de la plaque d’athérome 

(Fledderus et al., 2021; Poznyak et al., 2020; Woo et al., 2021; Zhao et al., 2021). Divers 

facteurs, tels que l’inflammation chronique, peuvent conduire à la rupture de la plaque jusqu’à 

l’obstruction des vaisseaux provoquant ainsi une ischémie cardiaque ou cérébrale (Bentzon et 

al., 2014). 

L’accumulation de c-LDL dans l’intima artérielle étant une étape cruciale dans 

l’accumulation des cellules spumeuses et la progression des lésions athérosclérotiques 

(Fledderus et al., 2021; Poznyak et al., 2020; Woo et al., 2021; Zhao et al., 2021), ils semblent 

être une cible intéressante à étudier pour la prévention. La principale voie dont l’organisme 

est capable d’éliminer l’excès de cholestérol est le transport inverse du cholestérol médié par 

les lipoprotéines de haute densité (HDL-C) (Kontush, 2020; Trajkovska & Topuzovska, 

2017). Ce mécanisme, basé sur la capacité d’efflux du cholestérol, stimule l’élimination du 

cholestérol des tissus périphériques, y compris la paroi artérielle, et il a été récemment établi 

qu’il s’agit d’un facteur prédictif du risque cardiovasculaire (Qiu et al., 2017). En 

conséquence, la stimulation de l’efflux du cholestérol pourrait ralentir la formation et le 

développement de la plaque athéromateuse (Hutchins & Heinecke, 2016). 

En tant que stratégie de première ligne dans la prévention primaire des MCV, les 

modifications du mode de vie, et notamment un régime alimentaire sain, serait d’un grand 

intérêt. D’un point de vue nutritionnel, il a été supposé qu’une consommation élevée de 
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composés phénoliques, les micronutriments bioactifs les plus abondants dans tous les fruits et 

légumes, est fiable en termes des divers effets sur la santé qui leur sont attribués (Tresserra-

rimbau et al., 2014).  

Ces dernières années, de nombreuses études in vivo, ainsi que des essais cliniques, ont 

montré les effets bénéfiques des composés phénoliques dans la prévention primaire des 

maladies cardiovasculaires, soit en association avec des médicaments, tels que les statines, 

soit avec un régime alimentaire contrôlé (Zanotti et al., 2015). Au-delà de leurs effets 

antioxydants et anti-inflammatoires très étudiés, des recherches récentes ont mis en évidence 

la capacité modulatrice des polyphénols sur plusieurs voies de signalisation cellulaire, et, en 

particulier, sur la modulation du métabolisme lipidique cellulaire (Cullen et al., 2020; 

Feldman et al., 2021; Millar et al., 2017; Wei et al., 2021; Zanotti et al., 2015). Certains 

flavonoïdes ont montré des effets préventifs sur le développement de l’athérosclérose grâce à 

leur capacité à réguler le transport inverse du cholestérol (Millar et al., 2017). Les essais 

précliniques utilisant des modèles de culture cellulaire et animale, ont montré que les 

flavonoïdes alimentaires influencent plusieurs fonctions des HDL, comme l’efflux de 

cholestérol et les capacités antioxydantes. Les études in vitro ont montré que les 

anthocyanidines peuvent favoriser l’efflux de cholestérol et la formation de HDL via 

l’activation du récepteur LXR (liver X receptor) et la régulation des transporteurs ABCA1 et 

ABCG1 (Jia et al., 2013; Wang et al., 2012; Wang et al., 2012). La cyanidine peut agir 

comme un agoniste de LXR-α sans avoir d’effets sur l’accumulation de triglycérides dans les 

hépatocytes (Jia, Hoang, et al., 2013), ce qui peut être dû à une activité supplémentaire en tant 

que ligand de PPARα (peroxisome proliferator-activated receptor alpha) (Jia et al., 2013b). Le 

Cyanidin-3-G (C3G) à des concentrations élevées (50 μM) a augmenté l’efflux de cholestérol 

des cellules rénales HK-2 (human kidney 2) (Du et al., 2015) et endothéliales (Wang et al., 

2012). Dans les deux modèles, ces effets étaient associés à une augmentation de l’expression 

et de l’activation de LXRα. Les études sur les macrophages ont montré des résultats 

similaires. Des macrophages péritonéaux de souris traités avec du C3G et du peonidin-3-

glucoside (1-100 μM) ont montré une augmentation dose-dépendante de l’efflux de 

cholestérol vers l’apoA-I, qui a été attribuée à une induction de la voie PPARγ-LXRα-

ABCA1 (Xia et al., 2005). À des concentrations beaucoup plus faibles (jusqu’à 1 μM), il a 

également été démontré que le métabolite de l’anthocyanine, le PCA (acide 

protocatéchuique), augmente l’efflux de cholestérol des macrophages vers l’apoA-I (Wang et 

al., 2012). Wang et al (Wang et al., 2012) ont montré que l’administration de C3G (50 
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mg/kg/poids corporel/j) à des souris apoE-/- pendant 4 semaines provoque une augmentation 

des concentrations sériques de cholestérol HDL et d’apoA-I, réduisant ainsi le developpement 

de l’athérosclérose. Les anthocyanines semblent également influencer d’autres aspects de la 

fonction des HDL, comme l’activité de la paraxonase (PON1). Il a été démontré que la 

supplémentation d’un extrait de sureau noir riche en anthocyanines (200 mg 

d’anthocyanines/kg de poids corporel) pendant 6 semaines augmentait l’expression de 

l’ARNm de la LCAT hépatique et de la PON1 et l’activité sérique de la PON1 chez les souris 

apoE-/- (Farrell et al., 2015). De plus, une supplémentation en extrait d’airelle noire pendant 4 

semaines a augmenté l’activité de la PON1 plasmatique chez des souris apoE-/- soumis à un 

régime riche en graisses saturées et en cholestérol (15 % de graisses totales, 9 % de graisses 

saturées et 0,2 % de cholestérol en poids) (Kim et al., 2013). L’airelle noire contient des 

quantités importantes d’acides phénoliques et de proanthocyanidines, qui peuvent également 

avoir contribué à cet effet (Kim et al., 2013). 

En effet, les différentes cibles moléculaires associées aux voies de signalisation 

intracellulaires associées à la modulation du statut redox fournissent une alternative ou un 

complément à la régulation du stress oxydatif et la prévention de l’athérosclérose et des 

maladies cardiovasculaires (Descamps et al., 2006).Un intérêt tout particulier est mis sur le 

potentiel antioxydant, anti-inflammatoire et antiathérogène du grenadier (Punica granatum 

L.), une plante médicinale appartenant à la famille des punicaceae. L’efficacité des propriétés 

antioxydantes du grenadier dans le cadre de la thérapeutique préventive de l’athérosclérose et 

des maladies cardiovasculaires est développée tout au long de ce travail de thèse. 

Objectifs de la thèse 

L’objectif principal de mon sujet de thèse consiste en la valorisation des produits de la 

grenade, et plus particulièrement la variété « Sefri » d’Ouled Abdellah, région de Béni Mellal-

Khénifra. Au cours de ce travail de thèse nous avons dans un premier temps évalué in vivo 

l’effet hypolipémiant et hypoglycémiant des extraits phénoliques du grenadier (Écorce et 

Arilles). Au terme de cette étude, les paramètres biochimiques (cholestérol total, triglycérides, 

cholestérol HDL, cholestérol LDL et glycémie) ont été dosés ainsi que des coupes 

histologiques sur le foie et l’aorte thoracique des différents groupes de rats ont été réalisées. 

Au terme des résultats obtenus nous nous sommes intéressés aux mécanismes d’actions 

impliqués principalement dans les effets hypolipémiants et antiathérogènes des composés 

phénoliques. Ainsi une deuxième partie de ce travail a été consacrée à l’étude de l’effet de 

composés phénoliques dans la prévention des lipoprotéines contre le phénomène de 
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peroxydation, l’activité paraoxonase 1 ainsi que la régulation de l’homéostasie du cholestérol 

aussi bien in vitro qu’in vivo. Un intérêt très particulier a été porté sur l’effet de ces composés 

sur le processus du transport inverse du cholestérol en utilisant une technique de radio-

marquage ainsi que sur la régulation des voies moléculaires impliquées dans ce processus, à 

savoir l’ABCA1, ABCG1, SR-B1 et LXR. Ces transporteurs constituent une cible 

thérapeutique prometteuse par rapport aux composés phénoliques du grenadier (Sefri). Afin 

d’établir une relation cause-effet, une étude de caractérisation chimique de ces composés 

phénoliques a été réalisée moyennant un système HPLC-DAD et qui a révélé que cette 

fraction phénolique du grenadier (Sefri) était particulièrement riche en Punicalagine. Ainsi 

l’effet de la punicalagine a été étudié sur les différents aspects liés au développement du 

processus athérogène. Ainsi, l’effet de la Punicalagine a été étudié sur le processus du 

transport inverse du cholestérol au niveau d’une lignée de macrophages (J774), sur les 

différentes voies moléculaires impliquées dans ce processus notamment (voies des : ABCA1, 

ABCG1, SR-B1 et LXR). Une activité enzymatique portant sur les transaminases (ALAT et 

ASAT) a également été réalisée dans le but d’évaluer l’effet protecteur du grenadier sur la 

fonction hépatique.  

Dans une optique de faire le lien entre le potentiel antioxydant et antiathérogène du 

grenadier et la prévention contre le processus tumoral, un autre objectif a également été mis 

en évidence. Il s’agit de l’évaluation de l’effet antioxydant des extraits phénoliques de la 

grenade et de la Punicalagine sur des cellules humaines du cancer de la prostate (J82) en 

mesurant le taux des TBARS et des ROS.  
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1 Réactifs et produits chimiques 

Tous les produits chimiques et biochimiques utilisés ont été obtenus auprès de Sigma-

Aldrich chemical Co (Saint Louis, MO, USA), sauf l’acide 3,4-dihydro-6-hydroxy-2,5,7,8-

tétraméthyl-2H-1-benzopyran-2-carboxylique (Trolox), le FeCl2-4H2O, l’acide 

éthylènediaminetétraacétique (EDTA), l’hydroxytoluène butylé (BHT), l’ascorbate de 

ferrozine, l’H2O2, le ferricyanure de potassium, le tampon de phosphate, le chlorure ferrique, 

l’acide gallique, la catéchine, le réactif Folin-Ciocalteu, le nitrite de sodium, le chlorure 

d’aluminium, l’acide acétique glacial, l’acétonitrile et l’acide formique ont été obtenus de 

Sigma-Aldrich Chemical Co, (Pool, UK). L’éthanol, le méthanol, l’acide trichloroacétique 

(TCA), le carbonate de sodium et l’hydroxyde de sodium ont été achetés auprès de Fisher 

Scientific (Loughborough, UK). La colonne Phenomenex Synergi 4 μm Hydro-RP 80A (250 

mm × 4,6 mm × 5 μm) et la colonne Phenomenex C18 5 μm (250 mm × 3,0 mm) ont été 

obtenues auprès de Torrance, CA, USA. 

2 Matériel végétal étudié 

Le matériel végétal évalué dans notre étude est le fruit du grenadier (Punica granatum L.) 

de la variété « Sefri » d’Ouled Abdellah de la région de Béni Mellal-Khénifra (Figure 17). 

Les fruits ont été récoltés au hasard tout en évitant les fruits les plus exposés au soleil et aussi 

ceux moins ensoleillés. L’identification botanique a été confirmée par le botaniste Pr. Abbas 

Younes et un spécimen de référence a été déposé à notre herbier de laboratoire (Béni Mellal, 

Maroc). Les fruits ont été lavés et séchés à l’air libre, ensuite épluchés manuellement. Les 

arilles ont été pressés mécaniquement pour obtenir du jus de mélasse. Les écorces de grenade 

ont été séchées dans un endroit sec à l’ombre et à température ambiante. Après séchage, les 

écorces ont été broyées, la poudre obtenue a été conservée à -20°C dans des récipients 

hermétiquement fermés jusqu’à leur extraction. 

 
              

Figure 17: Arbre, fleurs et fruits du grenadier « Sefri » d’Ouled Abdellah. 
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3 Critères pomologiques des fruits de grenadier 

Le poids moyen (PM) de chaque fruit et de ses parties ont été déterminés, et les 

rendements en écorce (RE), en arilles (RA), en pépins (RP) et en jus (RJ) ont également été 

calculés en se basant sur les formules suivantes (Radunić et al., 2015): 

                               RA% = Poids des arilles (g)       x 100 

                                             Poids du fruit entier (g) 

 

                               RE% =  Poids des écorces (g)     x 100 

                                             Poids du fruit entier (g) 

 

                               RP% =  Poids des pépins (g)      x 100 

                                             Poids du fruit entier (g) 

 

                                RJ % = Volume du jus (ml)      x 100 

                                              50 g des graines 

4 Préparation des échantillons pour analyse 

La poudre de la pelure et le jus de la grenade ont été soumis à une macération dans une 

solution de (70% méthanol/0.1% acide acétique) pendant 48 h à l’obscurité. L’extrait hydro-

alcoolique a été centrifugé pendant 10 min et filtré sous vide à travers un papier filtre 

Whatman grade GF 10. Le surnageant est ensuite concentré sous vide à l’aide d’un 

évaporateur rotatif (T<40°C) suivi d’une lyophilisation. Les lyophilisats sont conservés à -

20°C jusqu’à utilisation (Barbero et al., 2008; Ma et al., 2009) (Figure 18).  

 
                        

 

 

 

 

 

Figure 18: Les étapes de la préparation des échantillons du grenadier. 
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5 Caractérisation chimique des extraits 

5.1 Criblage phytochimique 

La caractérisation des principaux éléments actifs des extraits de grenadier a été réalisée 

en se basant sur des réactions d’identification des différents groupes chimiques de métabolites 

secondaires (tanins condensés et hydolysables, alcaloïdes, flavonoïdes, phytostérols, stéroïdes 

et tritérpénoides, carbohydrates, glycosides, acides aminés, protéines, coumarines, saponines, 

et finalement les lipides et les huiles fixes) selon des techniques décrites par plusieurs auteurs 

(Harborne, 1998; Roopalatha &Nair, 2013). 

L’interprétation des résultats des tests phytochimiques effectués sur les différents extraits 

du grenadier s’est faite selon les qualificatifs suivant en se basant sur l’intensité de la 

coloration du milieu réactionnel :           

                 Présence notable +++, Présence modérée ++, Traces +, Absence -   

Après préparation des extraits du Punica granatum suite à un mélange de 3 g de poudre 

et de jus de l’échantillon avec 50 ml d’eau distillée bouillante pendant 60 minutes, les 

suspensions sont filtrées et les filtrats ont été utilisées pour des fins de caractérisation 

phytochimique. 

5.1.1 Réaction de caractérisation des tanins 

a. Test du chlorure ferrique 

Afin de détecter la présence ou non des tanins dans les extraits du grenadier, on a ajouté 

quelques gouttes d’une solution aqueuse de trichlorure de fer (FeCl3 à 2%) à chaque 

échantillon. La réaction donne une coloration brun-noir en présence de tanins galliques (tanins 

hydrolysables) par contre si la couleur vire au bleu- verdâtre il y a présence des tanins 

catéchiques (tanins condensés). L’apparition d’une coloration bleu-noirâtre dans le milieu 

réactionnel indique la présence d’un mélange de tanins condensés et hydrolysables (Qnais et 

al., 2007).   

b. Test de gélatine salée 

Cinq gouttes de gélatine à 1% contenant 10% de chlorure de sodium ont été ajouté à 1 ml 

de l’échantillon afin de déterminer la présence des tanins condensés dans le milieu 

réactionnel. La formation d’un précipité blanc confirme le test ce qui indique la présence de 

tanins condensés de type pyrogallique (Roopalatha & Nair, 2013). 
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5.1.2 Réaction de caractérisation des alcaloïdes  

a. Test de Dragendorff 

La présence des alcaloïdes dans les extraits des fruits de grenadier a été déterminée par le 

réactif de Dragendorff. Dans un tube à essai, 5 ml d’une solution de 1% d’acide chlorhydrique 

est ajouté à 1 ml d’extrait et à quatre à cinq gouttes de réactif de Dragendorff. L’apparition 

d’un précipité rouge-brique ou d’une floculation dans l’extrait après addition du réactif 

indique la présence des alcaloïdes dans le mélange réactionnel (Qnais et al., 2007; Roopalatha 

&Nair, 2013). 

5.1.3 Réaction de caractérisation des flavonoïdes 

a. Test du chlorure de fer 

L’identification des flavonoïdes dans les extraits des fruits de grenadier a été selon la 

méthode de chlorure ferrique (Bhandary et al., 2012). Le test consiste à rajouter quelques 

gouttes d’une solution de chlorure de fer (10%) à 1 ml de l’échantillon. Après 5 minutes 

d’incubation, l’apparition d’une coloration rouge-noirâtre indique la présence des flavonoïdes 

dans les extraits. 

5.1.4 Réaction de caractérisation des phytostérols 

a. Test de Libermann-Burchard 

La méthode Libermann-Burchard a été utilisée pour déterminer la présence des 

phytostérols dans l’échantillon comme décrit par Roopalatha et Nair (Roopalatha &Nair, 

2013) avec quelques modifications. Dans un tube à essai, 1 ml de la solution de chaque extrait 

du grenadier est ajouté à un 1 ml de solution d’anhydride acétique. Après agitation, le 

mélange est chauffé jusqu’à ébullition. Après refroidissement, 1 ml d’acide sulfurique 

concentré a été ajouté le long de la paroi du tube à essai incliné. Après une heure 

d’incubation, la formation d’un anneau brun- rouge à la jonction, et la transformation de la 

couche supérieur (phase aqueuse) en vert foncé confirment la présence des phytostéroles dans 

l’échantillon à tester. 

5.1.5 Caractérisation des tritérpénoïdes et des stéroïdes 

a. Test de Salkowski 

La mise en évidence de ces noyaux terpéniques met à profil la réaction de Salkowski. 2 

ml d’extrait, 1 ml de chloroforme et quelques gouttes d'acide sulfurique concentré ont été 

ajoutés le long du côté du tube à essai. L’apparition d’une coloration brune-rougeâtre formée 

à l'interface indique la présence des tritérpénoïdesdans le milieu réactionnel (Roopalatha 

&Nair, 2013). 
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b. Test de Libermann 

L’identification des stéroïdes et des térpénoides dans les extraits du grenadier a été 

réalisée selon la réaction de Libermann. À 5 ml de chacun d’extraits sont ajoutés 2 ml de 

chloroforme, 1 ml d’anhydride acétique et 1 ml d’acide sulfurique concentré. L’apparition 

d’un anneau rose à rouge indique la présence des tritérpénoides, alors qu’une coloration bleu 

verdâtre confirme la présence des stéroïdes (Koffi et al., 2009; Victor & Obi, 2009). 

5.1.6 Caractérisation des carbohydrates 

a. Test de Fehling 

Dans un tube à essai, 2 ml d’extrait est ajouté à 1 ml d’eau distillée et 1 ml du réactif de 

Fehlin. Après agitation, le mélange réactionnel est chauffé à 60°C pendant 10 min dans un 

bain-marie. L’apparition d’un précipité rouge-brique confirme le test et indique la présence 

d’aldéhydes (Roopalatha &Nair, 2013). 

b. Test de Molish 

À 1 ml d’échantillon sont ajouté quelques gouttes d’alpha-naphtol (1%) et 3 ml d’acide 

sulfurique concentré le long du côté du tube à essai. L’anneau violet rougeâtre ou pourpre 

formé à la jonction des deux liquides confirme le test (Roopalatha &Nair, 2013). 

5.1.7 Caractérisation des glycosides cardiotoniques 

a. Test de Keller –Killiani 

La présence des glycosides cardiotoniques est révélée suite à l’addition de 0,4 ml d’acide 

acétique glacial et quelques gouttes de solution de chlorure ferrique (5%) à 10 µl d’extrait de 

grenadier. Ensuite 0,5 ml d’acide sulfurique concentré sont ajoutés au mélange réactionnel, 

tout au long du tube à essai avec soin. L’apparition d’un anneau brun à l’interphase indique la 

présence des désoxy-sucres. Alors que, l’apparition d’une couleur bleu dans la couche d’acide 

acétique confirme le test (Bhandary et al., 2012; Roopalatha &Nair, 2013). 

5.1.8 Caractérisation des glycosides d’anthraquinones 

a. Test d’hydroxyanthraquinone 

L’addition de quelques gouttes de solution d’hydroxyde de potassium (10%) à 1 ml de 

chaque extrait, permet de détecter la présence ou non des glycosides d’anthraquinones. La 

formation d’une coloration rouge dans le milieu réactionnel confirme le test(Roopalatha 

&Nair, 2013). 
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5.1.9 Réaction de caractérisation des acides aminés 

a. Test à la ninhydrine 

Dans un tube à essai, 1 ml d’une solution de ninhydrine (0.2%) est additionnée à 1 ml de 

solution d’extrait, le mélange réactionnel est ensuite mis à ébullition. L’apparition d’une 

coloration violette confirme le test et indique la présence des acides aminés dans l’échantillon 

(Bhandary et al., 2012). 

5.1.10 Réaction de caractérisation des protéines 

a. Test de Biuret 

La mise en évidence des protéines dans la solution d’essai met à profil la réaction de 

Biuret. A 2 ml de la solution d’extrait, cinq gouttes d’une solution de sulfate de cuivre (1%) et 

2 ml de NaOH à 10% sont ajoutés. Après agitation, l’apparition d’une coloration pourpre 

indique la présence des protéines (Roopalatha et Nair, 2013). 

5.1.11 Réaction de caractérisation des coumarines 

Pour révéler la présence ou non des coumarines dans l’échantillon, 1 ml de la solution 

d’extrait a été placé dans un tube à essai et recouvert d’un papier filtre humidifié avec du 

NaOH (1 N). Le tube a été placé dans un bain-marie pendant 10 min avant qu’il soit retiré et 

examiné sous la lumière UV. L’observation d’une fluorescence jaune sous UV confirme le 

test ce qui indique la présence des coumarines dans le milieu réactionnel (Kumar et al., 2013; 

Rajesh et al., 2014). 

5.1.12 Réaction de caractérisation des quinones 

Pour déterminer la présence ou non des quinones dans les extraits, 1 ml de la solution 

d’échantillon a été ajouté à 1 ml d’acide sulfurique concentré. La formation d’une coloration 

rouge dans le mélange réactionnel indique la présence des quinones (Rajesh et al., 2014). 

5.1.13 Réaction de caractérisation des saponines 

L’apparition d’une mousse stable et persistante dans le milieu réactionnel 15 min après 

agitation de 5 ml de la solution d’extrait indique la présence des saponines dans les extraits 

testés (Bhandary et al., 2012). 

5.1.14 Réaction de caractérisation des lipides et huiles fixes 

Pour révéler la présence des lipides et des huiles fixes dans l’échantillon, quelques 

gouttes d’une solution d’hydroxyde de sodium (10%) ont été mélangées avec 1 ml de la 

solution d’extrait et 1 ml d’une solution de sulfate de cuivre à 1%. La formation d’une 

coloration bleu clair dans le mélange réactionnel confirme le test (Roopalatha &Nair, 2013). 
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5.2 Analyse quantitative des extraits phénoliques 

5.2.1 Détermination de la teneur totale en protéines 

La teneur en protéines totaux est déterminée selon la méthode de Bradford (Bradford, 

1976). Cette méthode a pour principe la formation de complexes entre le bleu de Coomassie 

G-250 et les radicaux basiques et aromatiques des acides aminés constitutifs des protéines en 

milieu acide. Pratiquement, 5 µl d’extrait protéique sont ajoutés à 200 µl de réactif de 

Bradford dilué au 1/5e (Bio-Rad). Après 5 min d’incubation à température ambiante et à 

l’obscurité, l’absorbance est mesurée à 595 nm. La composition en protéines totaux a été 

calculée à partir d’une gamme étalon d’albumine sérique bovine (BSA). 

5.2.2 Dosage des polyphénols totaux 

La teneur phénolique totale des extraits est déterminée en se basant sur la méthode 

utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu décrite par Singleton et al (Singleton et al., 1999) en y 

apportant quelques modifications. Cette méthode a pour principe la quantification de la 

concentration totale de groupements hydroxyles présents dans l’échantillon. Brièvement, 100 

µl de chaque extrait est mélangé avec 500 µl du réactif de Folin-Ciocalteu dilué à 1/10 et 400 

µl du carbonate de sodium (Na2CO3 : 20%). Après 2 h d’incubation à température ambiante et 

à l’obscurité, l’absorbance est mesurée à 760 nm à l’aide d’un spectrophotomètre (UV-6300 

PC Double Beam Spectrophotometer, Germany). La concentration en composés phénoliques 

est déterminée à partir d’une gamme étalon de l’acide gallique et les résultats sont exprimés 

en mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g D’extrait sec). La 

teneur des polyphénols totaux est déterminée selon la formule suivante : 

                                                    T= C x V/M 

T : c’est le total des composés polyphénoliques (mg Equivalent Acide Gallique/g 

d’extrait sec)  

C : la concentration des polyphénols totaux, obtenue à partir de la courbe d'étalonnage 

(mg/ml)  

V : le volume de l’extrait (ml)  

M : poids de l’extrait sec (g). 

5.2.3 Détermination des flavonoïdes totaux  

La quantification des flavonoïdes totaux a été effectuée par spectrophotométrie selon la 

méthode de Woisky et al (Woisky & Salatino, 1998) avec quelques modifications. Cette 

méthode est basée sur la formation d’un complexe entre le chlorure d’aluminium et les atomes 

d’oxygène présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoïdes. La quercétine est utilisée pour 
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élaborer la courbe d’étalonnage. Ainsi, 50 µl d’extrait ont été ajoutés à 1500 µl du méthanol à 

95% et 100 µl de chlorure d’aluminium à 2%. Après incubation à température ambiante 

pendant 1 h, l’absorbance du mélange réactionnel est mesurée à 425 nm et est exprimée en mg 

d’équivalents de quercétine par gramme d’extrait sec. 

5.2.4 Dosage des flavonols totaux 

La quantification des flavonols totaux a été réalisée par la méthode au trichlorure 

d’aluminium (AlCl3) additionné d’une solution d’acétate de sodium décrite par Oyedemi et al. 

(Oyedemi et al., 2010). Le mélange réactionnel était composé de 2000 µl d’une solution 

d’AlCl3 à 2%, et 3000 µl d’une solution d’acétate de sodium à une concentration de 50 

mg/ml, et 2000 µl d’extrait phénolique de l’écorce et des arilles du grenadier. Les tubes à 

essais ont été incubés à une température de 20°C et à l’obscurité pendant 2h. L’absorbance a 

été mesurée à une longueur d’onde de 440 nm par un spectrophotomètre UV-Vis (UV-6300 

PC Double Beam Spectrophotometer). Une gamme étalon de quercétine (0-100 µg/ml) a été 

préparée dans les mêmes conditions afin de déterminer la teneur en flavonols totaux (Annexe 

I). 

5.2.5 Composition en anthocyanes totaux  

La concentration en anthocyanes totaux des différents échantillons est estimée en se 

basant sur la méthode spectrophotométrique des pH différentiels (Mónica Giusti & Wrolstad, 

2001). Cette méthode permet une mesure rapide et précise des anthocyanes totaux. Elle est 

basée sur la détermination de l’absorbance des extraits dilués avec des solutions tampon : 

(chlorure de potassium 25 mM à pH 1,0 et acétate de sodium 400 mM à pH 4,5). Un volume 

de 50 µl de chaque extrait est ajouté séparément à 3.6 ml de chacun des deux tampons. 

L’absorbance (Abs) est calculée selon la formule suivante : 

                         Abs = (Abs510- Abs700) pH 1,0-(Abs510- Abs700) pH 4,5 

La teneur en anthocyanes totaux, exprimée en mg de cyanidine-3-glucoside, est 

déterminée comme suit : 

               Teneur en anthocyanes totaux = (Abs * PM * FD * 1000/) 

Avec,  

Abs : Absorbance,  

PM : Poids moléculaire de cyanidine-3-glucoside (449.2 g/mol),  

FD: Facteur de dilution,  

: Coefficient d’extinction molaire de cyanidine-3-glucoside (26 900 L.cm-1.mol-1).  
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5.2.6 Dosage des tannins condensés 

Le contenu en tannins condensés a été estimé par la méthode de vanilline décrite par 

Price et al (Price et al., 1978) avec quelques modifications. Cette méthode consiste en une 

dépolymérisation des tannins en milieu acide suivit d’une formation d’anthocyanidols de 

couleur rouge en présence de vanilline analysables à 550 nm. Un volume de 50 µl de chaque 

échantillon a été mixé avec 1500 µl d’une solution vanilline/méthanol (4%) et 750 µl de 

l’acide chlorhydrique (HCl). Après incubation à température ambiante pendant 30 min, 

l’absorbance est mesurée à 550 nm contre un blanc. Une gamme étalon de la catéchine a été 

réalisée en parallèle dans les mêmes conditions opératoires. Les résultats sont exprimés en mg 

d’équivalent catéchine par gramme d’extrait sec (mg Eq. Cat/g ES). 

5.2.7 Détermination des tannins hydrolysables  

Les tannins hydrolysables sont dosés par la méthode de Willis et Allen (Willis & Allen, 

1998). Une mixture de 1 ml de l’extrait et de 5 ml d’une solution aqueuse de KIO3 (2.5%) est 

vortexée pendant 20 secondes. Après 5 min d’incubation à température ambiante, 

l’absorbance est mesurée à 550 nm contre un blanc. Les résultats sont exprimés en mg d’acide 

tannique par gramme d’extrait sec (mg Eq. AT/g ES). 

5.2.8 Teneur en pro-anthocyanidines 

La détermination de la teneur en pro-anthocyanidines dans les différents extraits de 

grenadier a été réalisée en se basant sur la procédure rapportée par Li et al. et Wang et al. (Li 

et al., 2006; Wang, 2011). Une quantité de 0.05 g d’extraits lyophilisés sont dissous dans 5 ml 

d’eau distillée. Dans un tube à essai, 1 ml de la solution d’extrait est mélangé avec 3 ml d’une 

solution méthanolique de vanilline à 4% et 1.5 ml d’acide chlorhydrique (HCl). Après 

incubation du milieu réactionnel pendant 15 min à l’obscurité et à température ambiante, 

l’absorbance a été mesurée à 500 nm et une courbe d’étalonnage est établie par la catéchine (0 

– 0.08 mg/ml) pour déterminer la concentration en pro-anthocyanidines dans chaque extrait. 

Les résultats sont exprimés en équivalents catéchine (EC, mg /g de masse sèche). 

5.2.9 Identification et quantification des composés phénoliques de la grenade par 

HPLC-DAD 

La chromatographie en phase liquide à haute performance, qui fait intervenir une phase 

stationnaire solide constituée de particules fines et une phase mobile liquide, reste une 

technique populaire et efficace dû à sa reproductibilité et ses diverses possibilités de couplage 

avec d’autres techniques chromatographiques et / ou des systèmes de détection. 
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La chromatographie liquide à haute performance (HPLC) avec un système de détection 

de barrette diodes (SPD-M10A) (Shimadzu, Japon) menu d’un système d’injection 

automatique (SIL-HTc), d’un système de dégazage (DGU-14A), d’un four pour colonne 

(CTO-10AS) et couplé à un détecteur UV/Visible à diodes, a été utilisé pour l’identification 

des composés phénoliques. La séparation par HPLC en phase inverse a été effectuée à l’aide 

d’une colonne Inertsil®WP300-C18 (250x4.6 mm, 5µm) et une pré-colonne (Canadian Life 

Science, ON, Canada). Le chromatogramme a été contrôlé à 220 nm-400 nm et les spectres 

étant enregistrés en continu tout au long de l’élution. 

La phase mobile est constituée d’un mélange binaire de solvant A (eau bi-distillée et 

l’acide acétique à 0.2 %, pH 3) et B (Acéto-nitrile). L’échantillon est dissout dans le méthanol 

puis filtré à travers un filtre millipore 0,2 mm et 10 µL d’échantillon ont été injectés à une 

température de 30°C. La séparation a été réalisée sous un débit de 1 ml /min avec un gradient 

de solvants programmé selon le Tableau 2. 

Les composés phénoliques ont été identifiés à partir de leurs longueurs d’onde 

d’absorption et de leurs temps de rétention en comparant les pics trouvés à des étalons de 

composés standards (l’acide gallique, l’α et la β punicalagine, et l’acide ellagique). Le pic de 

chaque composé est intégré et la surface est ainsi enregistrée en tenant compte des témoins 

qui nous ont permis d’étalonner l’appareil HPLC. Les 4 composés phénoliques choisis pour la 

calibration sont analysés à leur longueur d’onde d’absorption maximale. Chaque gamme 

étalon comporte cinq concentrations différentes qui seront analysées en HPLC dans les 

mêmes conditions, afin d’obtenir une droite de calibration. L’acide gallique, l’α et la β 

punicalagine et l’acide ellagique ont été dissous dans le méthanol et ont été utilisés à des 

concentrations allant de (0 à 0,3 mg/ml), (0 à 1 mg/ml) et (0 à 0,1 mg/ml), respectivement. 

Tableau 2: Composition de la phase mobile utilisée en HPLC 

 

Temps (min) A % B %     

 0-5 0 5 

5-10 5 13 

10-13 13 18 

13-20 18 18 

20-23 18 25 

23-35 25 25 

35-40 25  30  

40-41 40 85 
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41-50 85 90 

50-54 90 100 

54-60 100 5 

  

5.2.10 Détermination de la composition minérale des extraits par ICP-AES 

La composition en macroéléments (P, K, Ca, Mg, Na) et en micro-éléments (Cr, Mn, Fe, 

Cu, Zn, Se, Co, Cd) des extraits phénoliques de la grenade a été déterminée à l’aide d’une 

spectroscopie d’émission atomique à plasma à couplage inductif (ICP-AES Optima 8300 

DV). Brièvement, 0.5 g des extraits ont été digérés en utilisant 5 ml de l’acide nitrique 

(HNO3) à 65% et 2 ml du peroxyde d’hydrogène (H2O2) à 30% dans un tube à essai. Ensuite 

le mélange a été chauffé initialement à 120°C pendant 10 minutes, et à 180°C. La température 

a été maintenue pendant 20 minutes. La solution a été transférée dans des fioles volumétriques 

et le volume final est ajusté à 25 ml avec de l’eau ultra-pure ( Vali Pasha et al., 2018). 

6 Étude de l’activité antioxydante des extraits phénoliques du grenadier 

6.1 Piégeage du radical libre DPPH● 

Pour étudier l’activité antioxydante des extraits phénoliques de la grenade, nous avons 

opté pour le test au DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), selon le protocole décrit par 

Zhang et al avec quelques modifications (Zhang et al., 2007). Dans ce test les antioxydants 

réduisant le DPPH sous sa forme radicalaire de couleur violette en un composé jaune, le 2,2-

diphényl-1-picrylhydrazine en acceptant un atome d’hydrogène (Figure 19). L’intensité de la 

couleur est inversement proportionnelle au pouvoir anti-radicalaire des extraits testés.  

 

Figure 19: Mécanisme réactionnel entre l’espèce radicalaire DPPH● et un antioxydant (AH) 

(Michel, 2011). 
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Brièvement, 50 µl des solutions d’extraits ont été mélangés avec 2000 µl d’une solution 

de DPPH (0.06 mM) préparée dans le méthanol. En parallèle, un contrôle négatif est préparé 

dans les mêmes conditions en remplaçant l’extrait par du méthanol. L’absorbance du mélange 

réactionnel est mesurée à 517 nm contre un blanc par un spectrophotomètre après incubation à 

température ambiante et à l’obscurité pendant 30 min. L’activité anti-radicalaire est 

déterminée selon l’équation suivante : 

    % d’activité anti-radicalaire = [(Abs contrôle – Abs échantillon) /Abs contrôle] x 100  

6.2 Piégeage du peroxyde d’hydrogène (H2O2)   

Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) est un dérivé non-radicalaire d’oxygène, il est considéré 

comme toxique pour les cellules car il provoque la formation des radicaux hydroxyles à 

l’intérieur des cellules. La capacité des extraits de la grenade à piégé l’H2O2 a été déterminée 

selon la méthode de Ruch et al. (Ruch et al., 1989). Cette méthode est basée sur l’absorption 

du peroxyde d’hydrogène dans le domaine de l’UV. La valeur d’absorbance de ce dernier 

diminue également à 230 nm en présence des composés piégeurs. Brièvement, une solution de 

H2O2 (40 mM) a été préparée dans un tampon phosphate (50 mM, pH 7.4). L’absorption du 

mélange réactionnel contenant 500 µl de différentes concentrations des extraits ou de solution 

standard de l’acide ascorbique (0-200 µg/ml), ainsi que 1 ml de H2O2 a été mesurée après 30 

min d’incubation contre un blanc à 230 nm. Le pourcentage de piégeage de H2O2 par l’extrait 

a été déterminé en utilisant la formule suivante (Gülçin, 2006) : 

                              % de piégeage de H2O2 = [(A0 - A1)/A0] x 100   

Avec A0 : Absorbance de H2O2 

         A1 : Absorbance de H2O2 en présence de l’échantillon 

6.3 Évaluation de l’aptitude des extraits à piéger le radical ABTS+ 

La capacité des composés phénoliques de la grenade à inhiber le radical ABTS+ obtenu à 

partir de l’ABTS (sel d’ammonium de l’acide 2,2-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-

sulfonique)) comparativement à un antioxydant de référence (Trolox) a été évaluée selon la 

méthode de Re et al (Re et al., 1999). Le radical ABTS+ a été généré par l’oxydation de 

l’ABTS avec du persulfate de potassium (K2S2O8) après incubation pendant 12 h à 

température ambiante et à l’obscurité. Avant le test, la solution mère de l’ABTS+ a été diluée 

avec du méthanol jusqu’à ce qu’elle atteigne une absorbance de 0.700 ± 0.020 à 734 nm. 

Ensuite, 1000 µl de la solution ABTS+ diluée ont été mélangés avec 10 µl de l’échantillon. 
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L’absorbance a été mesurée à 734 nm après 10 min d’incubation et la capacité de piéger le 

radical ABTS+ a été calculée en utilisant la formule suivante : 

           % de piégeage du radical ABTS+ = [(AbsABTS- AbsE)/Abs ABTS] x 100 

Abs(ABTS) : Absorbance de la solution ABTS+ et  

Abs(E) : Absorbance de l’échantillon. La concentration de l’extrait assurant une inhibition 

de 50% (IC50) a été calculée à partir de la courbereprésentant le pourcentage d’inhibition du 

radical en fonction de la concentration de l’extrait. 

6.4 Méthode de la réduction du fer (Ferric Reducing Antioxidant Power)  

Le pouvoir réducteur du fer (Fe3+) dans les extraits testés est déterminé en se basant sur la 

méthode décrite par El Jemli et al (El Jemli et al., 2016). Cette méthode est basée sur la 

capacité des extraits à réduire le fer ferrique en sel de fer de couleur bleu (Figure 20). 

 

Figure 20: Mécanisme réactionnel intervenant entre le complexe tripyridyltriazine ferrique Fe(III)-

TPTZ et un antioxydant (AH) (Michel, 2011). 

 

Le protocole expérimental est résumé comme suit : 500 µl des solutions d’extraits 

phénoliques de la grenade ont été mélangé avec 1 ml du tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 

1 ml d’une solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 à 1%. Le mélange est incubé à 

50°C pendant 20 min. Après incubation, 1 ml de l’acide trichloroacétique (TCA) à 10% a été 

ajouté pour stopper la réaction. Les tubes sont centrifugés à 3000 rpm pendant 10 min. Un 

aliquote (1,5 ml) de surnageant a été mélangé avec 1,5 ml d’eau distillée et 0,1 ml d’une 

solution aqueuse de chlorure ferrique (FeCl3) à 0,1%. L’absorbance du milieu réactionnel est 

mesurée à 700 nm contre un blanc préparé dans les mêmes conditions, en remplaçant 

l’échantillon par l’eau distillée. L’acide ascorbique a été utilisé comme contrôle négatif. Une 

augmentation de l’absorbance correspond à une augmentation de la capacité réductrice des 
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échantillons étudiés. Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent acide ascorbique par 

gramme d’extrait sec (mg AAE/ g ES). 

6.5 Détermination de l’activité antioxydante totale (AAT) 

La capacité antioxydante totale des échantillons de grenade a été évaluée par la méthode 

du phosphomolybdate telle que décrite par Prieto et al. avec des modifications minimes 

(Prieto et al., 1999). En bref, 200 µl d’échantillons d’écorces et d’arilles de grenade ont été 

mélangés avec 2 ml d’une solution contenant de l’acide sulfurique (0.6 M), du phosphate de 

sodium (28 mM) et du molybdate d’ammonium (4 mM). Les tubes à essai ont été incubés 

dans un bain d’eau bouillante à 95°C pendant 90 minutes. L’absorbance du mélange 

réactionnel a été mesurée à 695 nm contre un blanc à l’aide d’un spectrophotomètre UV-

visible et les résultats sont exprimés en mg d’équivalent d’acide ascorbique par gramme 

d'extrait sec. Les tests ont été effectués en triplicata et les résultats sont exprimés sous forme 

de moyenne ± sem.   

6.6 Test de blanchissement de bêta-carotène (BCB) 

L’activité antioxydante des extraits riches en composés phénoliques des écorces et des 

arilles de grenade a été évaluée à l’aide du test de β-carotène-Acide linoléique selon la 

méthode de Jayaprakasha et al (Jayaprakasha & Jaganmohan, 2000). Dans un tube à essai, 0,2 

mg de β-carotène, 0,5 ml de chloroforme, 20 mg d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 

ont été mélangés. Après élimination du chloroforme sous vide, l’émulsion a été à nouveau 

diluée avec 40 ml d’eau distillée. Des aliquotes de 4 ml de cette solution ont été transférées 

dans une série de tubes contenant 0,2 ml de l’extrait. Dès que l’émulsion a été ajoutée dans 

chaque tube, l’absorbance au temps zéro (t=0 min) a été mesurée à 490 nm. La mesure de 

l’absorbance a été poursuivie jusqu’à la disparition de la couleur du bêta-carotène dans les 

tubes témoins (t=180 min) à un intervalle de temps de 15 min. Un mélange préparé comme ci-

dessus sans l’ajout du bêta-carotène a servi de blanc. L’hydroxytoluènebutylé (BHT) a été 

considéré comme un contrôle négatif. L’activité antioxydante (AA) des extraits a été calculée 

en utilisant la formule suivante : 

                                   AA= [1- (A0- A180) / (A°0- A°180)] * 100         

A0 et A°0 sont les valeurs d’absorbance mesurées au temps zéro pour l’échantillon testé et 

le contrôle, respectivement, et A180 et A°180 sont les valeurs d'absorbance mesurées dans 

l’échantillon et le contrôle, respectivement, après incubation pendant 180 min. Toutes les 

mesures ont été effectuées en triplicata. 
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6.7 Inhibition de la peroxydation lipidique par la méthode au thiocyanate ferrique 

(FTC) 

L’activité antioxydante des extraits de grenade a été déterminée par l’inhibition de la 

peroxydation de l’acide linoléique en se basant sur la méthode au thiocyanate ferrique selon la 

procédure décrite par Zou et al (Zou et al., 2004). Tout d’abord, une émulsion d'acide 

linoléique a été préparée en mélangeant 0,5608 g d’acide linoléique, 0,5608 g d’émulsifiant 

Tween 20 et 100 ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 7,0). Chaque solution d’extrait a été 

mélangée avec 5 ml d'émulsion d’acide linoléique et 5 ml du tampon de phosphate (0,2 M, pH 

7,0). La réaction de peroxydation a été initiée par l’incubation du mélange réactionnel dans 

l’obscurité à une température de 40°C pendant 60 min. Le niveau de peroxydation a été 

mesuré en lisant l’absorbance à 500 nm selon la méthode au thiocyanate en mélangeant 10 ml 

d’éthanol (75%), 0,2 ml de thiocyanate d’ammonium (30%), et 0,2 ml de FeCl2 (2 mM dans 

3,5% HCl). D’autre part, un essai blanc a été préparé en mélangeant 5 ml d’emulsion d’acide 

linoléique et 5 ml de tampon de phosphate. L’augmentation de l’absorbance du mélange 

réactionnel indique une peroxydation plus élevée de l’acide linoléique. L’absorbance de la 

coloration rouge résultant de la solution, est lue pendant 10 jours à 500 nm au 

spectrophotomètre toutes les 24 heures jusqu’à ce que l’absorbance du contrôle négatif 

atteigne son maximum. Le pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique est alors 

calculé selon l’équation suivante : 

                             Inhibition (%) = (1- (DO essai/ DO blanc)) x 100 

6.8 Méthode de l’acide thiobarbiturique (TBA) 

Les extraits (2 ml) et la solution standard (2 ml) du dernier jour (jour 8) du test FTC ont 

été ajoutés à 1 ml d’une solution aqueuse d'acide trichloracétique à 20% et à 2 ml d'acide 

thiobarbiturique à 0,67%. Après une ébullition de 10 minutes, les échantillons ont été 

refroidis. Les tubes ont été centrifugés à 3.000 rpm pendant 30 minutes. L’absorbance du 

surnageant a été évaluée à 532 nm dans un spectrophotomètre (Saha et al., 2004). L'activité 

antioxydante a été calculée par le pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique dans 

cette méthode comme suit : 

                                  % d’inhibition = 1 - [(A1 - A0) ×100]  

Avec A0 est l’absorbance du contrôle et A1 est l’absorbance des extraits de l’échantillon 

(Elmastaş et al., 2006). 
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6.9 Détermination de l’oxydation du plasma riche en lipoprotéines  

Les extraits phénoliques du grenadier ont été évalués pour leur activité inhibitrice de la 

peroxydation lipidique selon la méthode de substances réactives avec l’acide thiobarbuturique 

(Thiobarbituric Acid Reactive Substances ou TBARS). Les acides gras sont très sensibles au 

stress oxydatif et notamment à la peroxydation lipidique. C’est en présence des substances 

oxydantes, que les lipides présents dans un substrat (plasma, jaune d’œuf, etc.) vont se 

transformer en malonaldéhyde (MDA), un des produits terminaux qui se forme lors de la 

peroxydation des acides gras polyinsaturés. Le principe de la méthode est basé sur la réaction 

de deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) avec une seule molécule de malonaldéhyde 

(MDA) pour donner un composé d’une coloration rouge qui absorbe à une longueur d’onde 

de 532 à 535 nm (Figure 21). La détermination de l’absorbance de ce composé (TBRAS ou 

substances réagissant avec l’acide thiobarbiturique) permet donc de donner une idée sur 

l’importance de la dégradation des lipides sous l’action des radicaux libres (Nadal., 2010).

 

Figure 21: Principe de formation des produits de la peroxydation lipidique (TBARS) (Barrera et al., 

2018; Gianazza et al., 2019). 

 

La capacité des échantillons à inhiber la formation de malondialdéhyde (MDA) et, par 

conséquent, la peroxydation lipidique, a été mesurée en utilisant le test des TBARS 

(Thiobarbituric Acid Reactive Substances) selon la procédure décrite par Park et al. avec 

quelques modifications (Park et al., 2002). Le plasma lipidique obtenu à partir des rats 

injectés avec du Triton WR-1339 à une dose de 600 mg/kg de poids corporel, a été utilisé 

comme substrat pour le processus oxydatif. 40 µl de plasma ont été ajoutés à un mélange 

réactionnel contenant 10 µl de sulfate de cuivre (CuSO4, 5 H2O. 0,33 mg/ml) et d’extraits 

(composés phénoliques) de grenade à différentes concentrations afin d'évaluer leur activité 

antioxydante à 30°C pendant 24 h. Pour chaque essai, nous avons ajouté 100µl de 

dodécylsulfate de sodium (SDS) à 8.1%, le mélange a été agité et incubé pendant 60 min à 

température ambiante ; suivi de 60 min de chauffage à 95°C après l’addition de 250 µl de 

TCA (20%) et de TBA (0.8%). Après refroidissement, 1 ml de n-butanol a été ajouté et le 
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mélange a été vortexé. La solution a été centrifugée à 4500 r/min pendant 15 min et 

l’absorbance a été mesurée à 532 nm. Les TBARS ont été exprimés en nmole de 

malondialdéhyde (MDA)/mg en utilisant le 1, 1, 3,3- tétraéthoxy propane comme standard. Le 

3,5-di-tert-4 butylhydroxytoluène (BHT) a été utilisé comme contrôle positif. Tous les tests 

ont été effectués en triplicata.  

7 Effet des extraits phénoliques sur l’oxydation des LDL 

7.1 Isolation des lipoprotéines de faible densité (LDL) 

Les LDL (lipoprotéines de basse densité) ont été isolées à partir de plasma humain à jeun 

selon la méthode décrite par Sattler et al. (Sattler et al., 1994). Brièvement, les LDL ont été 

isolées par ultracentrifugation (543200g) à 15°C en utilisant une ultracentrifugeuse Beckman 

Optima TLX équipée d’un rotor TLA-100.4. Les lipoprotéines isolées ont été dialysées 

pendant la nuit à 4°C dans un tampon de phosphate de sodium (10-2 M ; pH 7,0). Les 

concentrations en protéines ont été mesurées à l'aide de kits commerciaux (Bio-Rad, Canada) 

selon le protocole du fabricant et ont été exprimées en concentrations de protéines totales. 

7.2 Oxydation des LDL par le cuivre 

Les LDL ont été oxydées en utilisant des ions de métaux de transition comme agents 

oxydants (Berrougui et al., 2009). 100 μg/ml de LDL ont été mis en suspension dans 10 mM 

de tampon phosphate de sodium (pH 7) et incubés en présence ou non des composés 

phénoliques du grenadier (écorces et arilles) à 200 µg/ml pendant 4 h et à une température de 

37 °C en présence de 10 µM de sulfate du cuivre. Les réactions d’oxydation ont été arrêtées 

par refroidissement dans un bain de glace après addition d’EDTA (300 µM) et les peroxydes 

lipidiques formant ont été mesurés immédiatement. 

8 Marqueurs biochimiques de la peroxydation lipidique 

8.1 Formation des diènes conjugués 

L‘oxydation des LDL en présence ou non d’extraits phénoliques de grenade a été 

surveillée en continu à 234 nm pour détecter la formation des diènes conjugués (DC) selon la 

procédure décrite par Berrougui et al. (Berrougui et al., 2006). 

8.2 Mesure de l’α-tocophérol endogène au niveau des LDL 

La teneur en vitamine E (α-tocophérol ) endogène dans les LDL a été dosée après 2 

heures d’oxydation des LDL en présence ou non des composés phénoliques des écorces et des 

arilles du grenadier (200 µg/ml) par HPLC en phase inverse avec détection électrochimique 

(cellule électrochimique ESA Coulochem II 50-10A) et UV (contrôlée à 292 nm) comme 

décrit par Berrougui et al. (Berrougui et al., 2006). Une colonne Sephasil-peptide (C18 5 μm 
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ST 4.6/250) (Pharmacia Biotech, Piscataway, N.J.) a été utilisée. L’acétate de tocophérol a été 

utilisé comme standard interne. La phase mobile a été constituée de méthanol-éthanol-

isopropanol (88:24:10 ; v/v/v) contenant du perchlorate de lithium (20 μM) à un débit de 1 

ml/min. 

9 Mesure de l’activité et l’expression de la paraoxonase 1 

Les cellules hépatiques Fu5AH ont été fixées, perméabilisées à l’aide du kit (abcam) et 

marquées avec l’anticorps anti-PON1 (ab24261, 1μg/1 × 106 cellules) pendant 30 min à RT. 

L’anticorps secondaire utilisé était l’anticorps de chèvre anti-IgG de souris DyLight® 488 

(ab96879) à une dilution de 1/500 et l’incubation était pendant 30 min à RT. Les données ont 

été recueillies à l’aide d’un cytométre en flux CytoFLEX (Beckman Coulter, Brea, Californie, 

États-Unis). L’analyse a été effectuée à l’aide du logiciel FlowJo 10.2 (Tree Star Inc., 

Ashland, OR, États-Unis). 

L’activité de la paraoxonase PON 1 a été mesurée dans les échantillons de plasma traités 

ou non par les extraits riches en composés phénoliques du grenadier (0 à 80 µg/ml) pendant 2 

h, en utilisant le paraoxon comme substrat selon la procédure décrite par Jaouad et al. (Jaouad 

et al., 2006). En bref, l’activité a été mesurée en mélangeant 50 μl d’échantillon avec 1 ml du 

tampon Tris/HCl (pH 8.0) à 100 mM, CaCl2 à 2 mM et le paraxon à 5,5 mM. Le taux de 

libération de 4-nitrophénol a été mesuré à 412 nm et l’activité enzymatique a été calculée en 

utilisant un coefficient d’extinction molaire de l’ordre de (17 100. M-1. cm-1). Une unité 

d’activité paraoxonase a été définie comme étant le 1 nM de 4-nitrophénol formé par minute. 

10 Culture cellulaire et conditions de traitement pour l’activité antioxydante 

10.1 Lignée cellulaire 

Durant ce travail, la lignée cellulaire utilisée est la lignée J82 humaine, c’est une lignée 

cellulaire prélevée dans un carcinome de la vessie, elle provient de «American Type Culture 

Collection (Manassas, VA) ». Ce sont des cellules adhérentes qui, une fois en culture dans des 

conditions adéquates, se développent et forment un tapis sur le fond des fioles. La lignée 

cellulaire est cultivée dans un milieu de culture composé de Dulbecco Eagle additionné de 10 

% de SVF (Sérum de Veau Fœtal). Les cultures ont été incubées dans un incubateur sous une 

atmosphère humide (95%) à 37°C et à 5% de CO2. Les cellules ont été trypsinisées avec un 

milieu contenant 0,05% d’EDTA et 0.02 % de trypsine. 

10.2 Détermination des espèces réactives de l’oxygène (ROS) dans les cellules J82 

Les cellules du cancer de la vessie J82 ont été mises en culture à raison de (2,5 × 104 

cellules/puits) dans des plaques de 24 puits. Après 24 h d’incubation, le milieu a été remplacé 
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par un nouveau milieu contenant les extraits riches en composés phénoliques du grenadier 

(0,1 et 0,2 mg/ml), puis les cellules ont été incubées pendant 2 heures. Après lavage des 

cellules avec du PBS, 10 μmol/L de la dichlorofluorescin-diacétate (DCFH-DA) ont été 

ajoutés à chaque puits et ensuite incubées pendant 45 min à une température de 37°C. Les 

cellules sont lavées à nouveau avec du PBS pour éliminer l’excès du DCFH-DA. Les cellules 

cont ensuite incubées pendant 2h en présence de 100 µM de TBHP (hydroperoxyde de tert-

butyle). La fluorescence a été immédiatement enregistrée à l'aide d'un lecteur de plaques 

(Victor multilabel plate reader ; PerkinElmer, Canada) et l’intensité de la fluorescence a été 

quantifiée avec des longueurs d’onde d'excitation et d’émission de 492 et 517 nm, 

respectivement (Yang et al., 2020). 

10.3 Détermination des substances réactives de l’acide thiobarbiturique (TBARS) dans 

les cellules J82 

Pour la détermination des substances réactives de l’acide thiobarbiturique (TBARS), les 

cellules J82 ont été incubées en présence ou non des extraits riches en composés phénoliques 

de l’écorce et des arilles du grenadier (100 ou 200 µg/ml) pendant 24h, puis avec 100 µM de 

TBHP (hydroperoxyde de tert-butyle) pendant 3h. Les surnageant des cellules ont été 

recueillis et centrifugés (13000g pendant 1min à 4°C) puis la suspension a été mélangée avec 

200 µl de TCA (30 %) et 200 µl de Tris-HCl (200 mM, pH 7,4) et incubées pendant 10 min à 

température ambiante(Botsoglou et al., 1994; Venkatesan et al., 2019). Ensuite, les surnageant 

ont été incubés à (95°C pendant 1 h) en présence d’une solution de Na2SO4 (2M) et de TBA à 

(55 mM) et ensuite refroidis pendant 5 min à 4°C. Après l’ajout du TCA (70%), les 

surnageant sont centrifugés (13000g pendant 1 min à 4°C), et l'absorbance a été mesurée à 

532 nm. Les protéines cellulaires totales ont été évaluées à l’aide du test BCA (acide 

bicinchonique). La concentration des TBARS dans les échantillons est alors calculée par 

extrapolation à partir la courbe de calibration MDA (Malondialdéhyde). Chaque expérience a 

été réalisée au moins en triplicata. 

11 Effet des extraits phénoliques de grenade sur l’efflux de cholestérol 

11.1 Mesure de l’efflux de cholestérol in vitro 

L’effet des extraits riches en composés phénoliques de grenade sur l’efflux de cholestérol 

médié par le transporteur ABCA1 a été évalué en utilisant des macrophages J774. Des 

macrophages J774 chargés en cholestérol radio-marqué (3H) ont été incubés pendant 12 h 

avec l’extrait des arilles (0 à 4 mg/ml) ou avec les extraits phénoliques de l’écorce et des 

ariles (0 à 200𝜇g/ml) pour générer des cellules enrichies en ABCA1 ou avec 300 𝜇M de 8-
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bromo-AMPc (contrôle positif) pour stimuler la transcription du gène ABCA1 et l’expression 

de la protéine de surface. Les macrophages J774 ont ensuite été incubés avec 25 𝜇g/ml d’apo-

A1 pendant 4 h. Pour mieux comprendre le mécanisme de l’efflux de cholestérol médié par 

les extraits riches en polyphénols de grenade, nous avons étudié l’effet du principal composé 

phénolique de la grenade, la punicalagin sur l’efflux de cholestérol médié par le transporteur 

ABCA1. Des macrophages J774 chargés en cholestérol 3H ont été incubés pendant 12 h avec 

0 à 20𝜇M de punicalagin pour générer des cellules enrichies en ABCA1, et ont été ensuite 

incubés avec 25 𝜇g/ml d’apo-AI pendant 4 h.  

L’efflux de cholestérol a été déterminé par comptage à l’aide d’un compteur à 

scintillation liquide, et le pourcentage de cholestérol radio-marqué libéré (pourcentage 

d’efflux de cholestérol) a été calculé à l’aide de la formule suivante : [radioactivité du milieu / 

(radioactivité du milieu + radioactivité du lysat cellulaire)] x 100. La quantité de radioactivité 

est exprimée en coup par minute (cpm). 

11.2 Analyse par le western blot 

L’expression des protéines ABCA1, ABCG1 et SR-B1 dans les macrophages J774 a été 

évaluée en les incubant avec une concentration de 0 à 4 mg/ml de l’extrait des arilles ou avec 

une concentration de 0 à 0.2 mg/ml des extraits phénoliques de l’écorce et des arilles, ou 20 

𝜇M de punicalagine pendant 12 h. Les protéines ont été séparées par électrophorèse sur un gel 

d’acrylamide à 10% et ont été transférées sur des membranes en difluorure de polyvinylidène 

(PVDF). Les membranes ont été bloquées à l’aide d’un tampon de blocage (5% de lait écrémé 

dans du PBS/Tween 20) et ont été incubées avec des anticorps primaires (anti-ABCA1) puis 

avec des anticorps secondaires spécifiques conjugués IgG couplés Horse Radish Peroxidase 

HRP. La Bêta-Actine a été utilisée comme témoin. Les bandes de protéines ont été détectées à 

l’aide d’un réactif de détection de type électro-chimiluminescence (ECL). 

12 Étude in vivo 

12.1 Animaux étudiés et conditions d’élevage 

Les animaux utilisés dans notre étude étaient des rats albinos de souche Wistar de sexe 

mâle âgés de 4 mois avec un poids moyen entre 150 et  200 g pour l’étude de la toxicité aiguë 

et de l’effet antiathérogène et hyolipémiant. Les animaux ont obtenus auprès de l’animalerie 

de la Faculté des Sciences, Université Ibn Tofail, Maroc et sont hébergés dans des cages en 

acier inoxydable. Ils sont acclimatés dans une pièce (ventilée avec une humidité relative de 

50%, une température ambiante (20 - 25°C) et un cycle lumière/obscurité (12h/12h). 
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La nourriture et l’eau sont données ad libitum. Les rats sont nourris avec un régime 

alimentaire standard des rongeurs (ALF SAHEL-Casablanca, Maroc). Pour la composition 

voire annexe II. 

12.2 Étude de la toxicité aigue  

12.2.1 Test de la dose limite 

Des essais de toxicité ont été réalisé afin d’éviter tout éventuel risque lors des analyses 

biologiques. Le test de toxicité aigüe des extraits a été réalisé selon la méthode décrite par 

l’Organisation de la Coopération Économique et Développement OECD, Essai n°423 

(OECD/OCDE, 2001). Ce test est réalisé sur un effectif de 15 rats mâles pesant environ 150 ± 

5g, répartis en trois lots de 5 rats et maintenus à jeun avant le début de chaque 

expérimentation. Les groupes ont été répartir comme suit : 

 Lot 1 : Reçoit par voie orale une solution de NaCl (0.9%). 

 Lot 2 : L’extrait phénolique de l’écorce à la dose de 2000 mg/kg de poids corporel 

dissous dans du NaCl 0.9%. 

 Lot 3 : L’extrait phénolique des arilles à la dose de 2000 mg/kg de poids corporel 

dissous dans du NaCl 0.9%. 

Un volume de 1 ml de chaque extrait a été administré aux rats par voie orale à l’aide 

d’une sonde gastrique. Les rats sont privés de nourriture mais pas d’eau, pendant 2 heures 

après l’administration. Elles sont observées individuellement durant les 15 premières minutes 

suivant l’administration et régulièrement durant les 24 heures qui suivent, puis 

quotidiennement par la suite. La période d’observation totalisant 14 jours, pour toute 

manifestation anormale, hyperactivité, convulsion et mortalité (Dutok et al., 2015). 

12.2.2 Test de toxicité aiguë des extraits à différentes concentrations/doses 

(Détermination de la DL50) 

La toxicité aiguë correspond aux effets secondaires d’une substance qui se manifeste 

rapidement, voir immédiatement après administration par voie orale ou cutanée d’une dose 

unique ou à court terme après plusieurs doses rapprochées. La dose létale 50 médiane (DL50) 

est un indicateur quantitatif de la toxicité d’une substance. C’est la dose d’une substance 

chimique qui, une fois administrée aux rats, provoque la mort de 50 % d’entre eux, plus la 

DL50 est faible, plus la substance est toxique. L’analyse par la méthode de probits (méthode 

des moindres carrés, Méthode de Finney), en utilisant le logiciel SPSS21 (IBM SPSS 

Statistics 21. USA) (Abu Sitta et al., 2009), a été utilisée pour déterminer la DL50 des deux 

extraits brutes de l’écorce et des arilles du grenadier in vivo. Les rats préalablement mis à jeun 
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pendant une période de 24 h, sont répartis en 6 groupes de 5 rats. Les doses utilisées des deux 

extraits du grenadier sont : (0, 300, 500, 1000, 1500, 2000 mg/Kg). Les extraits ont été 

dissous dans du NaCl à 0.9 % et administrés aux rats par voie orale à raison de 1 ml de 

solution à l’aide d’une sonde gastrique. Le lot témoin ne recevait que du NaCl 0, 9 %. Par la 

suite, les symptômes possibles sont observés ainsi que le nombre de morts au bout du temps 

imparti (les premières 15 min, ensuite les 1ère h, 2ème h, 24ème h, 72ème h jusqu’au 14ème jour). 

12.3 Étude préliminaire de l’effet du grenadier sur l’hypercholestérolémie et la 

dyslipidémie  

12.3.1 Induction de l’hypercholestérolémie 

L’hypercholestérolémie a été induite chez des rats Wistar mâle par une injection intra-

péritonéale (IP) de Triton WR 1339 (300 mg/Kg du poids corporel). Après 24 heures, les rats 

ont présenté des niveaux élevés de cholestérol et de triglycérides dans le plasma (Vijayaraj et 

al., 2013). 

12.3.1.1 Plan expérimental 

Cinq groupes, comprenant chacun 6 rats. Après induction de l’hyperlipidémie (24 h), les 

extraits phénoliques du grenadier (écorce et arilles) ou la simvastatine ont été administrés aux 

rats hyperlipidémiques par voie orale à l’aide d’une sonde gastrique (Tableau 3). Les lots 

traités avec les extraits phénoliques de Punica granatum ont était réparties comme suit : 

 Lot témoin (n=6) : reçoit par voie orale une solution de NaCl (0.9%). 

 Lot hypercholestérolémique (n=6) : reçoit par voie IP du Triton WR 1339 (300 

mg/Kg de poids corporel dissous dans du NaCl à 0.9%). 

 Lot standard (n=6) : reçoit par voie orale un médicament hypolipémiant 

(simvastatine à raison de 10 mg/Kg de poids corporel dissous dans du NaCl à 

0.9%). 

 Lot EPE : reçoit de l’extrait phénolique de l’écorce de P. granatum à une dose de 

250 mg/kg de poids corporel dissous dans du NaCl 0.9% 

 Lot EPA : reçoit de l’extrait phénolique des arilles de P. granatum à une dose de 

500 mg/kg de poids corporel dissous dans du NaCl 0.9% 
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Tableau 3: Répartition et doses injectées pour chaque groupe 

 

Groupe                                   Solution injectée                          Dose (mg/Kg de poids corporel) 

Témoins - NaCl (0.9%)                                                     / 

Témoin +                                   Triton 1339                                                   300 

Simvastatine                              Simvastatine                                                  10 

EPE   EPE                                                            250 

EPA   EPA                                                           500 

 

Le prélèvement sanguin a été réalisé chez des rats anesthésiés par l’éther diéthylique et 

les échantillons de sang ont été prélevés dans des tubes héparinés, centrifugée à (1500 g / 5 

min / 4°C). Le plasma obtenu est aliquoté et conservé à (-20°C) jusqu’à son utilisation pour le 

dosage du profil lipidique (Cholestérol total, Triglycérides, HDL-c et LDL-c) et la 

détermination du statut oxydatif. 

12.3.2 Effet antiathérogène des extraits phénoliques du grenadier 

12.3.2.1 Plan expérimental 

48 rats Wistar mâles adultes pesant environ 150-190 g ont été répartis en 6 groupes de 8 

animaux et ont accès ad libitum à l’eau fraiche et à un régime alimentaire spécifique selon la 

nature du groupe. Le groupe contrôle reçoit un régime standard (composé de maïs, de soja, de 

vitamines), alors que les autres groupes (G2-G6) reçoivent un régime hypercalorique et 

hypocholestérolémiant RHCC composé de (57% de régime standard, 20% de graisse animale, 

3% de cholestérol, 15% de fructose et 5% d’huile de maïs) pendant 3 mois. 

Les groupes expérimentaux ont été répartis comme suit : 

 Groupe témoin (GT) : les rats ont reçu une alimentation standard et de l’eau 

distillée par gavage. 

 Groupe RHCC : reçoit une alimentation riche en graisses et de l’eau distillée par 

voie orale. 

 Groupe RHCC+Simvastatine (RHCC+S) : reçoit une alimentation riche en 

matières grasses et un traitement à la simvastatine (10 mg/kg de poids 

corporel/jour) par voie orale. 

 Groupe RHCC+EPE: reçoit une alimentation riche en matières grasses et l’extrait 

phénolique de l’écorce de grenade (250 mg/Kg de poids corporel/jour) par 

gavage. 
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 Groupe RHCC+EPA: reçoit une alimentation riche en matières grasses et l’extrait 

phénolique des arilles de grenade (250 mg/Kg de poids corporel/jour) par gavage. 

 Groupe RHCC+RHCC+FE : reçoit une alimentation riche en matières grasses et 

l’extrait phénolique du fruit entier de grenade (250 mg/Kg de poids corporel/ jour) 

par voie orale. 

À la fin de la période de traitement (3 mois), les rats sont sacrifiés et le sang a été prélevé 

et le plasma a été utilisé pour établir le profil lipidique et évaluer le stress oxydatif. 

12.4 Suivi des animaux 

12.4.1 Observation générale de l’état des animaux 

Après 3 mois du traitement avec les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles du 

grenadier et avec un régime hypercalorique et riche en cholestérol, l’état sanitaire général des 

animaux a été observé.  

12.4.2 Mesures physiologiques 

Le poids corporel est parmi les paramètres les plus importants dans toute étude 

expérimentale car c’est un indicateur de la santé physique. Le poids de chaque rat est mesuré 

chaque semaine à l’aide d’une balance électronique, et ce durant toute l’étude.  

12.5 Procédure histologique 

Après 3 mois du traitement, les rats ont été euthanasiés et les organes (foie et aorte) ont 

été récupérés, pesés et conservés dans du formaldéhyde à 10 % pour l’étude histologique. Les 

foies sont pesés et divisés en deux sections, une section pour l’examen histologique et une 

autre qui servira pour la détermination de l’acide thiobarbiturique (TBARS) et des lipides 

(cholestérol total et triglycérides).  

12.6 Estimation des paramètres lipidiques dans le plasma  

À partir du sérum collecté, nous avons dosé différents paramètres lipidiques comme : les 

triglycérides, le cholestérol total, le LDL/VLDL-c et le HDL-c. Le cholestérol total (CT), les 

triglycérides (TG), les lipoprotéines de basse densité (LDL) et les lipoprotéines de haute 

densité (HDL) dans le plasma ont été déterminés à l’aide de kits enzymatiques (Biosystems, 

Barcelone, Espagne). 

Les triglycérides présents dans l’échantillon donnent un complexe coloré quantifiable par 

spectrophotométrie à 500 nm selon les réactions suivantes : 

        Lipase  

Triglycérides + H2O                                            Glycérol + Acide gras  

                                        Glycérol kinase           

Glycérol + ATP                                                   Glycérol-3-Phosphate + ADP  
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                                        G-3-P-oxydase 

Glycérol-3-P + O2                                                Dihydroxyacétone-P + H2O2  

                                               G-3-P-oxydase  

       Glycérol-3-P + O2                                                                             Dihydroxyacétone-P + H2O2  

                                                                                           

                                                                                   Péroxydase 

2 H2O2 + 4-Aminoantipyrine + 4-Chlorophénol                                     Quinoneimine + 4 H2O 

       

Le cholestérol libre ainsi que le cholestérol estérifié présents dans l’échantillon, donnent un 

complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie selon les réactions couplées décrites ci-

dessous :                                               

                                   Cholestérol estérase  

        Cholestérol ester + H2O                                         Cholestérol + Acide gras  

                                                   Cholestérol oxydase 

        Cholestérol + ½ O2 + H2O                                      Cholesténone + H2O2   

                                                                    Peroxydase 

2 H2O2 + 4-Aminoantipyrine + Phénol                                      Quinonéimine + 4 H2O  

 

Pour le dosage des LDL et HDL, une première étape de précipitation des LDL en 

présence de phosphotungstate et d’ions magnésium permet d’obtenir la fraction du sérum 

contenant les HDL. Le liquide surnageant de la centrifugation contient les HDL, dont le 

cholestérol est quantifié par spectrophotométrie selon les réactions suivantes : 

                                                Cholestérol estérase  
  Cholestérol estérifié + H2O                                      Cholestérol + Acide gras 

                                                Cholestérol oxydase  

  Cholestérol + ½ O2 + H2O                                       Cholesténone + H2O2  

                                                                Peroxydase 

2 H2O2 + 4- Aminoantipyrine + DCFS                                            Quinonéimine + 4 H2O  

Les LDL présentes dans l’échantillon, précipitent en présence de sulfate de polyvinyl. La 

concentration en cholestérol LDL est calculée en faisant la différence entre les valeurs en 

cholestérol dans le plasma et dans le surnageant obtenues après centrifugation. Le cholestérol 

est quantifiable par photométrie grâce aux réactions couplées suivantes : 

                                                          Cholestérol estérase                
 Cholestérol esters + H2O                                             Cholestérol + Acide gras  

                                              Cholestérol oxydase  

Cholestérol + ½ O2 + H2O                                             Cholesténone + H2O2  

                                                                                   Péroxydase 

2 H2O2 + 4-Aminoantipyrine + Phénol                                          Quinoneimine + 4 H2O 

 

Le couple enzymatique cholestérol/estérase et cholestérol/oxydase permet alors de libérer 

le cholestérol contenu dans la fraction et d’oxyder le cholestérol libre produisant un 
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chromogène identifiable à 500 nm. Ceci est réalisable sur la fraction contenant le HDL et la 

fraction contenant le LDL/VLDL. 

12.7 Détermination de la glycémie à jeun  

La mesure de la glycémie à jeun chez les groupes des rats normaux témoins et traités a 

été réalisée par intervalle régulier de 7 jours à l’aide d’un glucomètre à bandelettes.   

12.8 Dosage des espèces réactives de l’acide thiobarbiturique (TBARS)  

La peroxydation lipidique a été indirectement estimée en déterminant l’accumulation de 

substances réactives de l’acide thiobarbiturique (TBARS) dans le foie (Ohkawa et al., 1979). 

Les TBARS ont été exprimés en nmole de malondialdéhyde (MDA)/mg de protéine en 

utilisant le 1, 1, 3,3- tétraéthoxy propane comme standard. Les niveaux de protéines tissulaires 

ont été déterminés par la méthode de Bradford (Bradford, 1976).  

12.9 Évaluation de la fonction hépatique  

La fonction hépatique a été évaluée en mesurant les taux sériques d’alanine 

aminotransférase (ALAT) et d’aspartate aminotransférase (ASAT). 

12.10 Paramètres morphologiques pour mesurer l’obésité 

L’augmentation du poids corporel a été calculée comme la différence entre le poids 

corporel final et le poids corporel initial mesurés respectivement au jour 90 et au jour 0. 

L’indice de masse corporelle (IMC) a été calculé selon la formule suivante (Novelli et al., 

2007): 

                                 IMC = Poids corporel (g)/ taille 2 (cm2) 

 

12.11 Paramètres et indices d’atherogenicité 

Après avoir déterminé la concentration en mg/dL du cholestérol total (CT), des 

triglycérides totaux (TG), des lipoprotéines HDL-c et LDL-c, les indices athérogènes (AIP, 

CRR, AC et CPI) ont été calculés en utilisant les valeurs des paramètres du profil lipidique de 

la manière suivante (Muruganandan et al., 2005; Suanarunsawat et al., 2009): 

                    Indice athérogène du plasma (AIP) : AIP = log (TG/HDL-c)  

                      Coefficient athérogène (CA) : CA = (CT - HDL-c/HDL-c)  

                      Rapport de risque cardiaque (CRR) : CRR = (TC/HDL-c)  

                    Indice de protection cardiaque (IPC) : IPC = (HDL-c/LDL-c)  

% de protection = CA du groupe RHCC - CA du groupe traité/ CA du groupe RHCC × 100  

12.12 Examen histologique 

Les rats sont anesthésiés en utilisant le chloral (7%), et les organes sont prélevés puis 

fixés dans une solution de formol à 10% pour l’étude histologique. 
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12.12.1 Évaluation de la morphologie du foie et de l’aorte 

12.12.1.1 Étude histologique 

Cette étude est réalisée à la fin des expérimentations sur les tissus des organes des rats 

(foie et aorte). Le foie et l’aorte ont ensuite été isolés, nettoyés et séchés, puis fixés dans une 

solution tampon de formol neutre à 10 %. Pour les observations histo-pathologiques, des 

sections longitudinales du tissu myocardique ont été coupées au niveau des lésions 

macroscopiques. Quant au foie, les sections ont été coupées au niveau des lésions 

macroscopiques, y compris les capsules. Les sections ont été coupées à 4 µm d’épaisseur et 

colorées à l’hématoxyline et à l’éosine (H&E). L’étude histologique a été réalisée selon le 

protocole suivant : 

a. Fixation 

Les organes prélevés sont fixés avec du formol dilué à 10%. 

b. Macroscopie 

La réalisation de fragments pour chaque organe. Introduction de ces organes dans des 

cassettes d’inclusion, les cassettes ont été marquées sur leur bord au crayon. 

c. Circulation 

Introduction des cassettes dans un appareil de circulation ou de déshydratation durant 24 

heures en passant par 12 bacs comme suit :  

 Bac 1 : formol à 10 % durant une heure et demi-heure,  

 Bac 2 : éthanol à 50% durant une heure,  

 Bac 3 : éthanol à 60° durant une heure, 

 Bac 4 : éthanol à 70° durant une heure, 

 Bac 5 : éthanol à 80° durant une heure, 

 Bac 6 : éthanol à 90° durant une heure, 

 Bac 7 : éthanol à 96° durant une heure, 

 Bac 8 : Xylène ou toluène durant une heure et demi-heure, 

 Bac 9 : Xylène ou toluène durant une heure et demi-heure, 

 Bac 10 : Xylène ou toluène durant une heure et demi-heure, 

 Bac 11 : paraffine liquide durant deux heures, 

 Bac 12 : paraffine liquide durant deux heures. 

d. Inclusion et enrobage 

Le raffinage a lieu grâce à un appareil muni d’un compartiment chauffé pour couler la 

paraffine (56°C – 58°C), et d’une plaque de refroidissante sur laquelle est mis un métallique 
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contenant les cassettes où les pièces sont mises. Une fois les pièces de paraffine liquide, elles 

sont laissées refroidir sur une plaque à froid. Ainsi, on obtient les blocs qui seront utilisés 

pour donner de fines coupes. Les blocs sont conservés au froid jusqu’à leurs utilisation. 

e. Coupe 

Des coupes de 4 μm sont réalisées à l’aide d’un microtome (Leica RM2245), le ruban 

fractionné est porté sur une lame en verre, la lame est mise sur une plaque chauffante pour 

permettre un bon étalement et éviter la formation des plis. Les lames sont marquées sur leur 

bord par un stylo à diamant. Ensuite elles sont mises dans un plateau et l’incubation est 

effectuée sous une température de (50°C- 56°C) pendant toute la nuit. 

f. Coloration 

La coloration est réalisée dans un appareil spécifique avec de l’Hématoxyline-Éosine 

pour les échantillons des rats. Après la coupe des blocs les lames sont séchées dans l’étuve à 

65°C pendant 20 min. Les échantillons sont traités par plusieurs produits et dans plusieurs 

bacs comme suit : 

 Déparaffinage : 2 bains de toluène 3 minutes chacun 

 Hydratation : 5 bains d’alcool 3 minutes chacun 

 2 bains d’alcool absolu 

 1 bain d’alcool 95% 

 1 bain d’alcool 80% 

 1 bain d’alcool 70% 

 1 Bac de solution de lavage pendant 3 minutes pour faire laver les lames 

 Coloration des noyaux : 1 bain d’hématéine pendant 15 minutes 

 1 Bac de solution de lavage 5 minutes 

 1 Bac d’alcool ammoniacal durant 15 secondes 

 1 Bac de solution de lavage durant 15 secondes 

 1 bain d’alcool-acide pendant 15 secondes 

 1 Bac de lavage avec de l’eau distillée 

 Coloration du cytoplasme : 1 bain d’Éosine 3 minutes 

 2 bains d’alcool 96% durant 3 minutes 

 2 bains d’alcool absolu pendant 3 minutes 

 Déshydratation dans l’étuve pendant 3 minutes 

 Éclaircissement : 2 bains de toluène 2 minutes chacun 
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g. Montage 

Une goutte d’une solution (EUKITT) est déposée permettant ainsi l’adhésion sur la lame 

en présence d’une lamelle propre et sèche en inclinant progressivement cette dernière de 

façon que la solution s’étende peu à peu et recouvre la coupe sans emprisonner les bulles 

d’air.  

h. Lecture microscopique 

La lecture est réalisée par un photo-microscopique (Leica DMD108) et chaque coupe est 

photographiée. 

13 Données et analyses statistiques 

Les données sont exprimées en moyenne ± sem. Toutes les expériences ont été répétées 

au moins trois fois indépendamment. Les valeurs moyennes ont été comparées à l’aide du test 

t de Student de comparaison de moyenne non apparié ou de l’ANOVA unidirectionnelle (test 

de comparaisons multiples des moyennes de Dunnett). Les analyses statistiques ont été 

effectuées en utilisant le logiciel GraphPad Prism 8 (GraphPad Software®, Inc., La Jolla, CA, 

USA). Les résultats ont été considérés comme significatifs lorsque p ˂ 0.05. 

 

 

 

 

 



                                                                                                               Résultats et discussion                      

84 | P a g e  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

QUATRIÈME PARTIE : 

RÉSULTATS ET DISCUSSION 

 

 

 



                                                                                                               Résultats et discussion                      

85 | P a g e  

 

Chapitre I : Caractérisation pomologique, phytochimique et biochimique de la 

grenade « Sefri »  

 

1 Introduction 

Dans le but de valoriser les variétés marocaines du grenadier qui possèdent des 

caractéristiques biochimiques importantes, notamment en termes de composition phénolique, 

minérale et aussi activité antioxydante, de nombreuses études ont été menées pour une 

meilleure sélection des variétés ayant des propriétés thérapeutiques intéressantes. Toutefois, 

pour une variété donnée et dans des conditions bien définies, la composition phénolique varie 

également au cours du développement et de la maturation du fruit, elle dépend de nombreux 

facteurs comme les conditions climatiques, les conditions de culture et l’état de maturité, et 

aussi de la fertilisation qui influencent de manière importante les caractéristiques du fruit  

(Hmid, 2013). Ces variations sont plus ou moins significatives, mais très rarement minimes 

d’une variété à une autre. Il existe un grand nombre de variétés de grenades qui ne se 

différencient pas seulement par leur morphologie, mais aussi par leur composition 

biochimique, en particulier par leur teneur en acide, sucre, vitamines, minéraux et en 

composés phénoliques. Les différentes variétés de grenadier sont souvent regroupées en 

grenades aigres, aigres-douces et douces selon leur composition en sucre et en acide (Hmid, 

2013). Deux grands groupes de variété de grenadier sont cultivées au Maroc : les grenades à 

pépins doux, consommées en frais comme le Sefri, Zhéri, Kharazi, et Laroussi et les grenades 

acides à pépins durs, destinés à la transformation comme le Wonderful, le Negro, et le 

Monstruoso.  

La production annuelle de grenades du Maroc dépasse 58.000 tonnes sur une superficie 

totale de 5.000 hectares (Hmid et al., 2013; Martínez et al., 2012) et la moitié de cette 

production est cultivée dans le centre du Maroc sur les plans du Moyen Atlas (zone de Béni 

Mellal-Khénifra) et est principalement représentée par la variété Sefri. Il existe de nombreuses 

variétés de grenadiers au Maroc. P. granatum présente également une importante synonymie 

dans laquelle le même génotype est connu sous différents noms dans différentes régions. 

Le fruit de la grenade a récemment fait l’objet d’un grand intérêt dans le monde de 

recherche. Bien qu’il soit consommé généralement en tant que fruit frais, il est également 

destiné pour la transformation : jus frais, boissons en conserve, boissons alcoolisées et gelées, 

boissons aromatisées et colorées. Les parties comestibles du fruit de la grenade sont appelées 

arilles, elles contiennent de grandes quantités d’acides organiques, de sucres, de minéraux, de 
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vitamines et de polyphénols, présentant une forte activité antioxydante et plusieurs effets 

bénéfiques pour la santé (Caruso et al., 2020). Des études épidémiologiques récentes ont 

montrées que certains composés chimiques contenus dans le jus de grenade possèdent une 

activité antioxydante élevée (Derakhshan et al., 2018; Kalaycıoğlu & Erim, 2017; 

Kojadinovic et al., 2017; Kostka et al., 2020), et sont capables de réduire la pression artérielle 

et l’oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL) et par la suite prévenir l’apparition de 

l’athérosclérose et des maladies cardiovasculaires (Caruso et al., 2020; Razani et al., 2017). 

L’écorce de grenade est généralement la partie non comestible du fruit, mais elle est riche en 

composés phénoliques qui présentent diverses activités biologiques, comme l’inhibition de la 

formation des radicaux libres, l’inhibition de l’oxydation et la croissance microbienne et la 

diminution du risque de maladies cardio et cérébro-vasculaires et de certains types de cancers 

(Caruso et al., 2020; Song et al., 2016). Aussi, de nombreux chercheurs ont montré que les 

extraits d’écorce de grenade peuvent être utilisés pour prévenir et/ou guérir l’athérosclérose, 

la diarrhée, et l’ulcère gastrique (Caruso et al., 2020). 

Les différentes études ont rapporté les propriétés physicochimiques, la qualité 

nutritionnelle et l’activité antioxydante des variétés de grenade cultivées dans différentes 

parties du monde comme Oman (Saad et al., 2021; Subash et al., 2014), l’Iran (Derakhshan et 

al., 2018), la Turquie (Oguzhan Caliskan & Bayazit, 2012; Orak et al., 2012), l’Espagne 

(Fernandes et al., 2017; Melgarejo-Sánchez et al., 2015), l’Italie (Di Stefano et al., 2019; 

Elshafie et al., 2021; Morittu et al., 2020; Passafiume et al., 2019), l’Allemand (Kostka et al., 

2020), le Portugal (Yu et al., 2021), la Grèce (Karapetsi et al., 2021), l’Algérie (Zeghad et al., 

2019), la Tunisie (Abid et al., 2017; Boussaa et al., 2019), l’Egypte (Farag et al., 2020) et 

l’Inde (Sharma & Es, 2018). Bien que la littérature contienne un grand nombre de recherche 

sur les caractéristiques biochimiques, phytochimiques de la grenade et leur effet bénéfique 

pour la santé, il semble y avoir un manque de données scientifiques sur la grenade cultivée 

dans les conditions climatiques du Maroc. Par conséquent, la présente étude s’est concentrée 

sur la caractérisation d’une variété locale du grenadier « Sefri » afin de déterminer les 

propriétés biochimiques, phytochimiques et antioxydantes du fruit. Le grenadier « Sefri » 

d’Ouled Abdellah, région de Béni Mellal, qui doit son nom à la couleur jaune de ses écorces, 

jouit d’une notoriété nationale en raison des caractéristiques organoleptiques de ses fruits, 

spécifique à la région. Malgré ses bénéfiques, la variété « Sefri » reste peu étudiée au Maroc. 

Toutefois, le but de ce présent travail s’intéresse a l’analyse des caractéristiques 

phytochimiques et biochimiques ainsi qu’évaluer l’activité antioxydante des extraits du 
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grenadier « Sefri » d’Ouled Abdellah; et par la suite ces aspects contribuent à la valorisation 

alimentaire de cette variété.  

2 Résultats 

2.1 Caractéristiques pomologiques 

Les caractéristiques pomologiques du cultivar de grenadier étudié (Sefri), sont présentées 

dans le Tableau 4: 

Tableau 4: Caractéristiques pomologiques du grenadier Sefri 

 
Cultivar       Poids des fruits (g)       Poids des arilles (g)        Poids de l’écorce (g)     Poids des pépins (g)    

 

 

 Sefri              473.82 ± 37.50                250.02 ± 30.60                  168.78 ± 20.40                59.08 ± 13.04 

 

Nous constatons d’après le Tableau 4 que le poids moyen des grenades du cultivar «Sefri 

» était de 473.82 g, ceci les classent comme de moyenne taille selon les critères utilisés par 

Martinez et al. (Martínez et al., 2006), pour les cultivars espagnols. Notons également que le 

poids moyen en arilles, en pépins et en écorces est de l’ordre de 250.02 g, 59.08 g et 168.78 g, 

respectivement. 
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Figure 22: Rendement en écorces, en arilles, en jus et en pépins. 
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Par ailleurs, la partie comestible du fruit de Punica granatum représente 52.82 % du 

poids total, avec 33.24 % de jus et 12.53 % des pépins. Alors que la partie non comestible 

représente 35.67 % du poids des fruits (Figure 22). 

2.2 Rendement des extractions 

Les écorces et les arilles de grenade de la variété Sefri ont été soumis à une extraction en 

utilisant le méthanol. Les résultats des rendements d’extraction sont présentés dans la Figure 

23. 
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       Figure 23: Rendements des extractions (en %). 

 

Comme l’indique la Figure 23, et à travers les valeurs du rendement d’extraction, on peut 

remarquer que l’extrait phénolique de l’écorce a donné le meilleur rendement (35.25 %), par 

rapport à l’extrait des arilles (14.20%). 

2.3 Analyse qualitative (Criblage phytochimique) 

 Les substances phytochimiques sont des produits chimiques dérivés des plantes et le 

terme est souvent utilisé pour décrire un grand nombre de composés métaboliques secondaires 

présents dans les plantes. Le test de criblage phytochimique est une procédure simple et 

rapide qui donne une idée sur les différents types de composés phytochimiques présents dans 

un mélange et est considéré comme un outil important dans les analyses de composés 

bioactifs.  

Les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles du grenadier ont été testés pour les 

constituants phytochimiques les plus courants. Il s’agit notamment des alcaloïdes, des 
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flavonoïdes, des tanins, des stéroïdes, des saponines, des glycosides, des carbohydrates, des 

protéines, des acides aminés, des lipides et des phytostéroles. Les résultats expérimentaux des 

tests phytochimiques effectués sur les différents extraits du grenadier sont indiqués dans le 

Tableau 5. 

Tableau 5: Résultats du criblage phytochimique des extraits du grenadier 

 

 

Composés 

 

Tests phytochimiques 

 

Écorce 

 

Arilles 

Alcaloïdes Test de Dragendorff + + + + + + 

Flavonoïdes Test d’acétate de 

plomb 

+ + + + + + 

Tanins Test de gélatine  

Test de chlorure de fer                            

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

Stéroïdes et 

tritérpénoides 

Test de Salkowski + + + + + + 

Saponines Indice de mousse + + + 

Glycosides 

anthraquinones 

 + + 

Carbohydrates Test de Fehling   

Test de Molish                                                      

+ 

++ 

+ + 

+ + + 

Protéines Test de Biuret                              - - 

Acides aminés          Test de ninhydrine                       - + + + 

Lipides et huiles fixes  - - 

Glycosides 

cardiotoniques 

Test de Keller-Killiani                           + + + 

Phytostéroles Test de Libermann- 

Burchard                       

- - 

Elevé (+++), Modéré (++), bas (+), nul (-). 

 

Les résultats sont classés comme suit ; élevé (+++), modéré (++), bas (+) et nul (-) en se 

basant sur l’intensité du produit de la réaction coloré. Les résultats du criblage phytochimique 

ont montré que les substances phytochimiques les plus abondantes étaient les flavonoïdes, les 

tanins, les alcaloïdes, et les stéroïdes. Le test de Dragendorff, d’acétate de plomb, de gélatine 

et de chlorure de fer, et le test de Salkowski ont révélés la présence de ces substances 

phytochimiques avec une quantité élevée dans les deux extraits. Pour ce qui est des deux tests 

à savoir le test de l’indice de mousse pour la caractérisation des saponines, et le test de Keller-
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Killiani pour les glycosides cardiotoniques; ces derniers se sont révélés positifs dans tous les 

extraits avec une quantité modérée pour l’extrait de l’écorce et faible pour ce qui est des 

arilles. 

Le test de Libermann-Burchard pour les phytostérols, le test de Biuret pour la révélation 

des protéines, et le test des lipides et des huiles fixes était négatif pour les deux extraits 

(écorce et arilles). Le test des glycosides anthroquinones était positif avec une quantité faible 

pour les deux extraits. Les tests de Molisch et de Fehling ont indiqué la présence de 

carbohydrates dans tous les extraits avec une quantité plus élevée pour les arilles en 

comparaison avec l’extrait de l’écorce. Quant au test de ninhydrine, il a été positif uniquement 

dans les extraits des arilles avce la présence d’une quantité élevée des acides aminés. En 

conclusion, l’étude phytochimique à montré que les différents extraits du grenadier (Punica 

granatum L.) à savoir l’écorce ou les arilles sont riches en métabolites secondaires, 

notamment les alcaloïdes, les flavonoïdes, les tanins, et les stéroïdes. La présence de ces 

différents phytoconstituants peut être responsable des propriétés thérapeutiques de la grenade. 

2.4 Examen du profil chromatographique des extraits phénoliques du grenadier par 

HPLC-DAD-UV 

Une identification préliminaire du profil de chacun des extraits phénoliques du grenadier 

a été réalisée à l’aide de la Chromatographie en Phase Liquide à Haute Performance (CLHP) 

avec une double détection UV (200, 400 nm) en présence d’une série de témoins (4 acides 

phénoliques). L’analyse par CLHP-DAD-UV des extraits phénoliques de l’écorce (Figure 24. 

A) et des arilles (Figure 24. B) du grenadier Punica granatum, montre la présence de certains 

des acides phénoliques et flavonoïdes utilisés comme témoins. C’est le cas de l’acide gallique, 

l’α-punicalagine, β-punicalagine, et l’acide ellagique. 
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Figure 24: Tracé chromatographique de principales molécules bioactives détectées dans l’extrait 

phénolique de l’écorce (A) et des arilles (B) du grenadier « Sefri ». 

 

Légende : 1 acide gallique, 2 α-punicalagine, 3 β- punicalagine, et 4 acide ellagique. 

 

Les ellagitannins sont considérés comme les polyphénols les plus abondants dans l’écorce 

de la grenade, leur teneur peuvent atteindre 66% des polyphénols totaux de l’écorce (Sun et 

al., 2017). La caractérisation des composés phénoliques présents dans les extraits phénoliques 

de la grenade a été réalisée par CLHP-DAD-UV. Nous avons quantifié les isomères de 

punicalagine (α et β), l’acide ellagique et l’acide gallique et on a comparé les résultats avec 

des standards de référence. L’analyse qualitative-quantitative des isomères de la punicalagine, 

de l’acide gallique et de l’acide ellagique a montré que les concentrations de ces composés 

polyphénoliques étaient plus faibles dans les arilles que dans l’écorce (Tableau 6). De plus, 

les schémas chromatographiques de la fraction phénolique montrent une dominance de la 

punicalagine-β et de la punicalagine-α par rapport aux autres composés phénoliques, aussi 

bien dans l’extrait de l’écorce que dans celui des arilles (Figure 24). Les temps de rétention 

de l’acide gallique, de la punicalagine α, de la punicalagine β et de l’acide ellagique étaient de 

5,32, 14,42, 16,84 et 23,45 minutes respectivement. 
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Tableau 6: Compositions et concentrations phénoliques des extraits du grenadier 

 

Composés phénoliques 

(mg/g d’extrait sec) 

 

Écorce 

 

Arilles 

Acide gallique                5.87 ± 0.08   3.88 ± 0.04 

α-Punicalagine 148.95 ± 2.43*** 40.40 ± 2.67 

β-Punicalagine 302.38 ± 7.26***   3.03 ± 0.44 

Acide ellagique              18.85 ± 0.41 14.43 ± 0.21 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p < 0,001 indique une différence significative par rapport au contrôle. 

 

2.5 Détermination de la composition minérale des extraits phénoliques du grenadier 

par ICP-AES 

Les régimes alimentaires de la population mondiale manquent d’un ou plusieurs éléments 

minéraux essentiels. Afin de maintenir une bonne santé, les gens ont besoin des aliments 

riches en minéraux qui doivent être inclus dans leur régime alimentaire. Les minéraux, à 

savoir le fer (Fe), le zinc (Zn), le calcium (Ca), le potassium (K) et le magnésium (Mg), sont 

classés comme des composants de haute priorité pour la supplémentation nutritionnelle. Ils 

sont considérés comme des éléments essentiels au maintien des activités métaboliques dans 

l’organisme, ainsi qu’aux fonctions de régulation, notamment le transport de l’oxygène, la 

pression osmotique, l’activité enzymatique, la transmission neuromusculaire et la contraction 

du muscle cardiaque. La composition minérale des extraits riches en composés phénoliques 

des écorces et des arilles de la grenade « Sefri » est présentée dans le Tableau 7. 

Tableau 7: Composition minérale des extraits de Punica granatum (mg/Kg d’extrait sec) 

 

Éléments Concentration (mg/Kg ) 

 Écorce Arilles 

Éléments majeurs  

P             39.535 ± 0.077    47.71 ± 2.70 

K           164.915 ± 2.411 155.015 ± 2.552 

Ca 1325.95 ± 286.392 1106.75 ± 61.94 

Mg   97.69 ± 18.922  89.015 ± 5.989 

Na        2515.485 ± 104.658  2390.04 ± 281.23 

Éléments en trace  

Cr 5.09 ± 0.509   5.075 ± 0.190 

Mn 2.38 ± 0.593   2.79 ± 0.28 

Fe           99.135 ± 17.189  99.635 ± 12.848 
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Cu 76.33 ± 71.050  78.445 ± 82.441 

Zn         106.715 ± 9.722      130.67 ± 29.67 

Se           13.015 ± 2.397  7.73 ± 3.43 

Co             3.655 ± 0.021  3.805 ± 0.176 

Cd ND ND 

     ND : non détecté. Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem, Chaque valeur représente 
la moyenne de 3 répétitions de chaque échantillon. 

 

Les résultats du Tableau 7et la Figure 25 montrent que les extraits de l’écorce et des 

arilles de grenade Sefri sont particulièrement riches en sodium (Na) et en calcium (Ca), suivis 

par le potassium (K), tandis que les teneurs en phosphore (P) et en magnésium (Mg) sont très 

faibles. Comparé aux arilles, l’extrait phénolique des écorces est significativement plus riche 

en éléments minéraux majeurs. Nos résultats ont montré que le Zinc (Zn), le Fer (Fe) et le 

cuivre (Cu) étaient les micro-éléments prédominants dans les extraits de l’écorce et d’arilles 

de grenade, avec un niveau élevé dans les arilles. Aucune différence n’a été observée pour le 

reste des oligo-éléments. Il est intéressant de noter que le cadmium (Cd) n’a pas été détecté 

dans notre échantillon. 
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Figure 25: Présentation de la composition en minéraux détectés dans les extraits phénoliques de 

l’écorce et des arilles. 
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2.6 Analyse quantitative 

La grenade est l’un des fruits les plus riches en composés phénoliques, à savoir la 

punicalagine, les anthocyanines et les acides gallique et ellagique. Pourtant, il existe un 

manque d’informations sur le contenu phénolique de l’écorce et des arilles de la grenade 

Marocaine « Sefri ». Les études ont montré que le méthanol était le solvant permettant 

d’obtenir un rendement maximal de l’extrait et un contenu phénolique maximal à partir de 

différentes parties du fruit. L’analyse quantitative des extraits phénoliques de l’écorce et des 

arilles du grenadier a permet de déterminer la teneur en protéines et polyphénols totaux, 

flavonoïdes, flavonols, tanins condensés et hydrolysables, anthocyanes et en pro-

anthocyanidines. Les courbes d’étalonnages des dosages des composés phénoliques sont 

présentées dans l’Annexe I. 

2.6.1 Détermination de la composition en protéines totales 

Les résultats de la détermination des protéines totales par le test de Bradford donnent des 

estimations des différentes concentrations de protéines dans les échantillons du grenadier en 

mg/ml, en utilisant l’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée du 

Sérum Albumine Bovine BSA (y = 1.793 x + 0.05405, r² = 0.9949) (Annexe I). Les résultats 

sont présentés dans le Tableau 8. 

Tableau 8: Teneur en protéines totales des extraits phénoliques du grenadier 

 

Extraits                                Protéines totales (mg/g) 

Extrait phénoliques de l’écorce                                                            0.3474 ± 0.016*** 

Extrait phénoliques des arilles                                                              0.1892 ± 0.011 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p < 0,001 indique une différence significative entre les deux groupes (écorce 

et arilles). 

 

En termes de teneur en protéines totales dans les échantillons de Punica granatum, les 

extraits des arilles présentent des concentrations de l’ordre de 0.1892 mg/ml, tandis que la 

plus forte concentration de protéines totales était présente dans les pelures du grenadier 

(0.3474 mg/ml) (Figure 26).  
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Figure 26: Teneurs en protéines totales des extraits phénoliques du grenadier. 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p < 0,001 indique une différence significative entre les deux groupes (écorce 

et arilles). 

 

2.6.2 Teneur en polyphénols totaux  

Les résultats sont rassemblés dans le Tableau 9 afin de faire une comparaison entre la 

composition polyphénolique de l’écorce et des arilles. Le tableau représente les teneurs en 

polyphénols totaux exprimées en mg équivalent acide gallique par gramme de la matière 

végétale sèche (mg GAE/g), en utilisant l’équation de la régression linéaire de la courbe 

d’étalonnage tracée de l’acide gallique (y = 0.02662 x - 0.043, r² = 0.9820) (Annexe I). 

Tableau 9: Teneur en polyphénols totaux des extraits phénoliques du grenadier 

 

Extraits                                     Polyphénols totaux (mg EAG/g) 

Extrait phénolique de l’écorce                                                       283.86 ± 17.89** 

Extrait phénolique des arilles                                                        166.90 ± 18.10 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. **p < 0,01 indique une différence significative entre les deux groupes (écorce et 

arilles). 

 

A partir des résultats obtenus, nous avons observé des teneurs variées en polyphénols 

dans les différents extraits de fruit de P. granatum (Figure 27). La teneur en polyphénols la 

plus importante a été enregistré pour l’extrait phénolique de l’écorce avec une valeur de 
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l’ordre de 283.86 ± 17.89 mg EAG/g alors que le contenu était minimum pour l’extrait 

phénolique des arilles (166.90 ± 18.10 mg EAG /g).  
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Figure 27: Teneurs en polyphénols totaux des extraits phénoliques du grenadier. 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. **p < 0,01 indique une différence significative entre les deux groupes (écorce et 

arilles). 

 

2.6.3 Teneur en flavonoïdes totaux  

Le Tableau 10 illustre les teneurs des extraits phénoliques de l’écorce et des arilles en 

flavonoïdes (exprimées en mg d’équivalent quercétine par g de matière végétale sèche). 

Tableau 10: Teneur en flavonoïdes totaux des différents extraits du grenadier 

 

                      Extraits                                               Flavonoïdes totaux (mg EQ/g)  

         Extrait phénoliques de l’écorce                                    185.37 ± 3.05*** 

         Extrait phénoliques des arilles                                       57.43 ± 0.41 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p < 0,001 indique une différence significative entre les deux groupes (écorce 

et arilles). 

 

Comme le montre le Tableau 10, une différence dans la teneur en flavonoïdes a été 

observée entre les extraits étudiés ; elle varie entre 185.37 mg EQ/g pour l’extrait phénolique 

de l’écorce et 57.43 mg EQ/g pour l’extrait des arilles (Figure 28).  
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Figure 28: Teneurs en flavonoïdes totaux des extraits phénoliques du grenadier. 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p < 0,001 indique une différence significative entre les deux groupes (écorce 

et arilles). 

 

2.6.4 Teneur en flavonols totaux 

Les résultats obtenus pour le dosage des flavonols totaux sont présentés dans le Tableau 

11 : 

Tableau 11: Teneur en flavonols totaux des différents extraits du grenadier 

 

                      Extraits                                                 Flavonols totaux (mg EQ/g)  

         Extrait phénolique de l’écorce                                     41.48 ± 1.14*** 

         Extrait phénolique des arilles                                      12.74 ± 0.50 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p < 0,001 indique une différence significative entre les deux groupes (écorce 

et arilles). 

 

Comme indiqué dans le Tableau 11, une différence significative dans la teneur en 

flavonols totaux a été observée entre les extraits étudiés ; elle varie entre 39.59 mg EQ/g pour 

l’extrait phénolique de l’écorce et 7.06 mg EQ/g pour l’extrait des arilles (Figure 29).  
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Figure 29: Teneurs en flavonols totaux des extraits phénoliques du grenadier. 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p < 0,001 indique des différences significatives entre les deux groupes (écorce 

et arilles). 

 

2.6.5 Teneur en tanins hydrolysables et condensés 

Les résultats obtenus pour les tanins hydrolysables et condensés sont présentés dans le 

Tableau 12 : 

Tableau 12: Teneur en tanins hydrolysables et condensés des extraits phénoliques 

 

Extraits                                            Teneur en tanins                              Teneur en tanins  

                                                    hydrolysables (mg EAT/g)                 condensés (mg EC/g) 

Extrait phénolique de l’écorce              391.90 ± 1.79***                             84.85 ± 3.27*** 

Extrait phénolique des arilles              107.75 ± 3.38                                 116.85 ± 0.56 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p < 0,001 indique une différence significative entre les deux groupes (écorce 

et arilles). 

 

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

extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de fruit de Punica granatum étudiée, sont riches 

en tanins hydrolysables. Cette teneur varie de 391.90 ± 1.79 mg EAT/g à 107.75 ± 3.38 mg 

EAT/g pour l’extrait phénolique de l’écorce et des arilles respectivement (Figure 30 B). Nous 

constatons également que les arilles renferment une teneur plus élevée en tanins condensés 
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(116.85 ± 0.56 mg EC/g). Alors que pour l’extrait phénolique de l’écorce, elle est de l’ordre 

de 84.85 ± 3.27 mg EC/g d’extrait (Figure 30 A). 
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Figure 30: Teneur en tanins condensés (A) et hydrolysables (B). 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p < 0,001 indique une différence significative entre les deux groupes (écorce 

et arilles). 

 

2.6.6 Teneur en anthocyanosides 

Les teneurs des extraits phénoliques du grenadier en anthocyanines exprimées en mg 

d’équivalent cyanidine-3-glucoside par 100 g d’extrait sec sont présentées dans le Tableau 

13:       

Tableau 13: Teneur en anthocyanosides des extraits phénoliques du grenadier 

 

                 Extraits                                       Anthocyanosides  

                                                                                       (mg cyanidine-3-glucoside/100 g) 

     Extrait phénolique de l’écorce                                              102.97 ± 0.42 ns 

     Extrait phénolique des arilles                                          81.26 ± 0.34 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 
chaque échantillon. ns : non significatif. 

 

La teneur en anthocyanines la plus élevée a été déterminée dans l’extrait de l’écorce qui 

est de l’ordre de 102.97 mg cyanidin-3-glucoside/100 g. Alors que le contenu en anthocyanes 



                                                                                                               Résultats et discussion                      

100 | P a g e  

 

pour l’extrait phénolique des arilles est plus en moins faible (81.26 mg cyanidin-3-

glucoside/100 g) (Figure 31).  

m
g
 c

y
a
n

id
in

e
-3

-g
lu

c
o
s
id

e
/1

0
0

 g

Ecorce Arilles 
0

50

100

150

ns

 

Figure 31: Teneur en anthocyanosides totaux des extraits phénoliques. 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ns : non significatif. 

 

2.6.7 Teneur en proanthocyanidines 

Les teneurs totales en proanthocyanidines des extraits phénoliques de Punica granatum 

sont représentées dans le Tableau 14 : 

Tableau 14: Teneur en proanthocyanidines des extraits phénoliques du grenadier 

 

                    Extraits                                                      Proanthocyanidines (mg EC/g) 

     Extrait phénolique de l’écorce                                              4.79 ± 0.09*** 

     Extrait phénolique des arilles                                        3.87 ± 0.03 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p < 0,001 indique une différence significative entre les deux groupes (écorce 

et arilles). 

 

L’estimation quantitative de la teneur totale en proanthocyanidines des extraits 

phénoliques du cultivar de grenadier «Sefri » testé (Tableau 14), montre que l’extrait 

phénolique des arilles contient une concentration plus ou moins faible en proanthocyanidines 

(3.87 mg EC/g de matière sèche) comparé à l’extrait de l’écorce (4.79 mg EC/g) (Figure 32).  
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Figure 32: Teneurs en proanthocyanidines des extraits phénoliques du grenadier. 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p < 0,001 indique des différences significatives entre les deux groupes (écorce 

et arilles). 

 

2.7 Activité antioxydante des extraits phénoliques du grenadier 

2.7.1 Piégeage du radical libre DPPH 

La Figure 33 illustre l’efficacité des extraits de Punica granatum à piéger le radical libre 

DPPH, traduite par le taux d’inhibition (I%) en fonction des différentes concentrations. 

D’après les résultats, l’évolution de l’activité anti-radicalaire est dose-dépendante, car elle 

augmente avec l’augmentation de la concentration de l’extrait dans le milieu réactionnel.  
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Figure 33: Pouvoir antioxydant des extraits phénoliques du grenadier et de l’acide ascorbique par la 

méthode du piégeage du radical libre DPPH
•
. 

 

Il ressort de ces résultats que le pouvoir de piégeage du radical DPPH est dépendant de 

la concentration. Le pourcentage d’inhibition augmente progressivement jusqu’à arriver à un 

plateau qui correspond à l’enrayement total du DPPH présent dans le milieu. 

Dans ce présent travail, nous avons comparé l’activité antioxydante des extraits 

phénoliques du grenadier à celle d’un antioxydant de référence synthétique à savoir l’acide 

ascorbique (Vitamine C). D’après la Figure 33, nous remarquons que les différents extraits 

phénoliques de l’écorce et des arilles (EPE et EPA) ont montré une activité antioxydante très 

importante vis-à-vis du piégeage du radical DPPH . Nous constatons également que pour ces 

extraits organiques, des pourcentages d’inhibition importants ont été atteints avec présence 

d’une phase stationnaire (saturation). Les pourcentages d’inhibition trouvés étaient de l’ordre 

de 96.28 % pour l’extrait phénolique de l’écorce, à une concentration de 0.06 mg/ml alors 

qu’il était de l’ordre de 93.90 % pour l’extrait phénolique des arilles à la même concentration. 

De plus, le pourcentage d’inhibition de l’écorce de Punica granatum à des concentrations 

minimes (0.0025 et 0.0050 mg/ml) variait de 69.80 à 72.13% dépassant ainsi les 50% 

d’activité ; même chose pour les extraits phénoliques des arilles dont le pourcentage 

d’inhibition aux mêmes concentrations varient de 54.13 à 77.42 %. Quant au contrôle positif 

utilisé, nous avons remarqué une forte activité antioxydante traduite par des pourcentages 



                                                                                                               Résultats et discussion                      

103 | P a g e  

 

d’inhibition élevés et ce même à de très faibles concentrations. A une concentration de 0.0025 

mg/ml, le pourcentage d’inhibition de l’acide ascorbique (Vitamine C) vis-à-vis du radical 

DPPH est de l’ordre de 36.89%. Toutefois, il est nettement inferieur aux pourcentages 

d’inhibition de l’écorce et des arilles de la grenade « Sefri » qui est de l’ordre de 69.80% et 

54.13% respectivement. Pour faire une étude comparative de l’activité antioxydante de tous 

les composés, nous avons déterminé la valeur de la concentration inhibitrice (IC50) qui donne 

50% de l’activité de piégeage du radical libre DPPH correspondant respectivement à la 

Vitamine C, et les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles (EPE et EPA). Ces derniers 

sont regroupés dans le Tableau 15. 

Tableau 15: Concentration inhibitrice IC50 (µg/ml) du radical DPPH 

 

             EPE                                     EPA                               Vitamine C                         

IC50 (µg/ml)            12.49 ± 0.60 ***                   21.58 ± 4.44***                  16.68 ± 0.43                      

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p < 0,001 indique une différence significative par rapport au contrôle positif 

(acide ascorbique). 

 

La valeur IC50 est inversement proportionnelle à la capacité antioxydante (Activité 

antioxydante I%) d’un composé, car elle reflète la quantité d’antioxydant requise pour 

neutraliser 50% de la concentration initiale du radical libre dans le milieu réactionnel. Plus la 

valeur d’IC50 est faible, plus l’activité anti-radicalaire d’un composé est appréciable. 
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Figure 34: Concentration inhibitrice IC50 du radical DPPH• des différents extraits du grenadier et de 

l’acide ascorbique. 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p˂0.001 indique une différence significative par rapport au contrôle positif 

(acide ascorbique) et ###p < 0,001 indique une différence significative entre EPE et EPA. 

 

L’analyse du Tableau 15 et de la Figure 34, montre que l’extrait phénolique de l’écorce 

du fruit de Punica granatum présente une faible valeur d’IC50 inférieure à celle de l’acide 

ascorbique. Cela signifie que son pouvoir antioxydant est plus puissant que celui de 

l’antioxydant de référence (Vitamine C). Nous citons, l’extrait phénolique des arilles et de 

l’acide ascorbique qui ont exprimé des IC50 de l’ordre de 21.58, et 16.68 µg/ml, 

respectivement. Alors que pour l’extrait de l’écorce, un important pouvoir antioxydant qui se 

traduit par une valeur de la IC50 de l’ordre de 12.49 µg/ml a était enregistré. Nous pouvons 

dire que l’écorce du fruit de Punica granatum est un puissant antioxydant naturel. 

2.7.2 Piégeage du radical ABTS 

Dans notre étude, nous avons choisi la méthode du piégeage du radical ABTS pour 

déterminer l’activité antioxydante des extraits phénoliques de grenade. Les résultats obtenus 

sont présentés dans la Figure 35, qui illustre l’efficacité de l’écorce et des arilles de Punica 

granatum à piéger le radical ABTS en fonction des différentes concentrations. Les résultats 

sont exprimés en pourcentage d’inhibition (I %) du radical ABTS et comparés à la molécule 

de référence (acide ascorbique). D’après les résultats obtenus, on peut remarquer que la 

variation de l’activité antioxydante des extraits phénoliques du grenadier augmente avec 
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l’augmentation des différentes concentrations des échantillons dans le milieu réactionnel, on 

peut dire que l’activité anti-radicalaire de notre plante est dose-dépendante. 
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Figure 35: Pouvoir antioxydant des extraits phénoliques du grenadier et de l’acide ascorbique par la 

méthode du piégeage du radical ABTS●. 

 

D’après les résultats indiqués dans la Figure 35, nous constatons que le pouvoir de 

piégeage du radical ABTS est dépendant de la concentration. Le pourcentage d’inhibition 

augmente progressivement jusqu’à arriver à un plateau qui correspond à l’enrayement presque 

total du radical ABTS présent dans le milieu. 

Dans cette étude, nous avons identifié le pouvoir anti-radicalaire des extraits phénoliques 

de grenade vis-à-vis du radical libre ABTS à une gamme de concentration de 0.001 à 0.6 

mg/ml, en le comparant à ceux d’un antioxydant de référence synthétique à savoir l’acide 

ascorbique (Vitamine C) aux mêmes concentrations. La capacité des composés phénoliques à 

pouvoir antioxydant dans les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de grenade à 

inhiber le radical libre ABTS a montré une activité antioxydante très importante vis-à-vis du 

piégeage du radical ABTS, et que cette activité est dépendante de la concentration. Comme la 

montre la Figure 35, l’acide ascorbique a montré la plus forte activité d’inhibition du radical 

ABTS à des concentrations minimes, tandis que l’activité d’inhibition des extraits 

phénoliques de pelures était proche de celui de l’acide ascorbique, en revanche l’activité anti-

radicalaire des extraits phénoliques des graines de grenade était plus faible. A fortes 

concentrations, nous remarquons également que pour ces extraits phénoliques, des 
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pourcentages d’inhibition plus élevés ont été atteints avec présence d’une phase stationnaire 

(saturation). L’activité d’inhibition du radical libre ABTS des extraits d’écorce étaient de 

l’ordre de 98.71 % à une concentration de 0.6 mg/ml alors qu’il était de l’ordre de 95.75 % 

pour l’extrait phénolique des arilles à la même concentration. Comparé à l’extrait phénolique 

des graines de grenade, l’extrait d’écorce a présenté une activité d’inhibition plus élevée à des 

concentrations minimes d’extrait (0.0012 et 0.0025 mg/ml), le pourcentage d’inhibition variait 

de 59.99 à 73.18 % dépassant ainsi les 50% d’activité ; tandis que le pourcentage d’inhibition 

des arilles varie de 52.28 à 67.47 % aux mêmes concentrations. Quant au standard utilisé, 

nous avons remarqué une forte activité antioxydante traduite par des pourcentages 

d’inhibition élevés à de très faibles concentrations. Le pourcentage d’inhibition de l’acide 

ascorbique (Vitamine C) vis-à-vis du radical libre ABTS est de l’ordre de 94.18 % à une 

concentration minime de 0.005 mg/ml. Toutefois, il est nettement proche au pourcentage 

d’inhibition de l’écorce de la grenade « Sefri » qui est de l’ordre de 94.42 % et supérieur à 

celui des extraits phénoliques des arilles, qui est de l’ordre de 85.75 %. Pour faire une 

comparaison entre l’activité anti-radicalaire des différents extraits phénoliques de grenade 

(EPE et EPA), et l’antioxydant synthétique, nous avons déterminé la valeur de la 

concentration inhibitrice (IC50) qui donne 50% de l’activité de piégeage du radical libre 

ABTS. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 16 et la Figure 36. 

Tableau 16: Concentration inhibitrice IC50 (µg/ml) du radical ABTS
•
 

 

            EPE                                     EPA                               Vitamine C                         

IC50 (µg/ml)           12.38 ± 0.64*                       18.10 ± 0.29***                    11.11 ± 0.38                      

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. *p < 0,05 et ***p ˂ 0.001 indiquent des différences significatives par rapport au 

contrôle positif (acide ascorbique). 

 

La valeur IC50 est inversement liée à l’activité antioxydante d’un composé, car elle 

exprime la quantité d’antioxydant requise pour piéger 50% de la concentration initiale du 

radical libre dans le milieu réactionnel. Plus la valeur d’IC50 est plus faible, plus l’activité 

anti-radicalaire d’un composé est plus forte. 

Les résultats du Tableau 16 et de la Figure 36, montre que la concentration inhibitrice 

(IC50) la plus faible a été présentée par l’acide ascorbique, qui était de l’ordre de 11.11 µg/ml, 

suivis par l’extrait phénolique de l’écorce du fruit de Punica granatum qui a présenté une 

forte capacité antioxydante qui se traduit par une faible valeur d’IC50 (12.38 µg/ml) proche à 

celle de l’acide ascorbique. Cela signifie que son pouvoir antioxydant est comparable à celui 



                                                                                                               Résultats et discussion                      

107 | P a g e  

 

de l’antioxydant de référence (Vitamine C). Cependant, la concentration inhibitrice de 

l’extrait phénolique des arilles était plus élevée en comparaison avec l’écorce et l’acide 

ascorbique et qui était de l’ordre de 18.10 µg/ml. Les résultats suggèrent fortement que les 

extraits d’écorce et de graines de grenade sont de puissants inhibiteurs naturels du radical 

libre ABTS, plus précisément l’écorce qui possède une activité antioxydante proche de celui 

de l’antioxydant synthétique (Acide ascorbique). 
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Figure 36: Concentration inhibitrice IC50 du radical ABTS● des différents extraits du grenadier et de 

l’acide ascorbique. 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. *p˂0.05 et ***p < 0,001 indiquent des différences significatives par rapport au 

contrôle positif. ###p < 0,001 indique une différence significative entre EPE et EPA. 

 

2.7.3 Piégeage du radical du peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

D’après les résultats obtenus dans la Figure 37, qui montre l’efficacité des extraits 

phénoliques de l’écorce et des arilles de la grenade « Sefri » à piéger le radical H2O2, on peut 

remarquer que l’évolution de l’activité antioxydante (traduite par le pourcentage d’inhibition 

I% en fonction des différentes concentrations) augmente avec l’augmentation de la 

concentration des extraits phénoliques du grenadier dans le milieu réactionnel.  

A partir de ces résultats on peut remarquer que le pouvoir de piégeage du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) est dépendant de la concentration. Le pourcentage d’inhibition augmente 
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progressivement jusqu’à arriver à un plateau qui correspond à l’enrayement total du H2O2 

présent dans le milieu réactionnel. 
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Figure 37: Pouvoir antioxydant des extraits phénoliques du grenadier par la méthode du piégeage du 

peroxyde d’hydrogène. 
 

Les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de grenade ont été examinés pour leur 

activité de piégeage in vitro en utilisant le peroxyde d’hydrogène et on la comparant avec 

celle de l’acide ascorbique. Ces extraits organiques testés ont montré une forte activité de 

piégeage vis-à-vis du radical libre H2O2 (Figure 37). 

D’après la Figure 37, nous remarquons que l’extrait phénolique de l’écorce a montré une 

activité antioxydante très importante vis-à-vis du piégeage du radical libre H2O2, pour ce qui 

est de l’extrait des arilles, il a exercé un pouvoir antioxydant plus au moins important à des 

concentrations minimes. À des très faibles concentrations de 0.006 mg/ml à 0.012 mg/ml, 

nous avons observé une diminution de l’activité du peroxyde d’hydrogène H2O2 en fonction 

de la concentration, le pourcentage d’inhibition de l’écorce de Punica granatum variait de 

50.05 à 68.17 % dépassant ainsi les 50 % d’activité anti-radicalaire; contrairement aux extraits 

phénoliques des arilles dont les pourcentages d’inhibition aux mêmes concentrations étaient 

moins faibles (entre 30.28 % et 48.02 %). À des fortes concentrations, nous constatons 

également que pour ces extraits phénoliques, des pourcentages d’inhibition importants ont été 

atteints avec présence d’une phase stationnaire (saturation). Les pourcentages d’inhibitions les 

plus élevé ont été trouvé à une concentration de l’ordre de 0.6 mg/ml pour tous les 
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échantillons (Figure 37). Le meilleur pourcentage d’activité de piégeage a été montré par 

l’acide ascorbique (99,98 ± 0.005), suivi par les extraits phénoliques de l’écorce (99,33 ± 

0.220). En revanche, l’extrait phénolique des arilles ne dépassait pas les 78,63 ± 7,038 % 

d’activité anti-radicalaire à la même concentration. Quant au contrôle positif utilisé, nous 

avons remarqué un fort pouvoir antioxydant traduit par des pourcentages d’inhibition élevés 

et ce même à de très faibles concentrations. A 0.006 mg/ml, le pourcentage d’inhibition de 

l’acide ascorbique vis-à-vis du radical H2O2 est de l’ordre de 68.09% comparativement à celui 

des extraits phénoliques de la grenade.   

L’activité donneuse d’hydrogène, mesurée en utilisant des radicaux de peroxyde 

d’hydrogène comme accepteur d’hydrogène, a démontré qu’une forte association pouvait être 

trouvée entre la concentration des extraits phénoliques de grenade et le taux d’inhibition. En 

utilisant le test du peroxyde d’hydrogène, les extraits de grenade ont démontré leur capacité à 

piéger le radical stable.  

Pour faire une étude comparative de l’activité anti-radicalaire de tous les composés, nous 

avons déterminé la valeur de la concentration inhibitrice qui donne 50% de l’activité de 

piégeage du peroxyde d’hydrogène H2O2 correspondant respectivement à l’extrait 

méthanolique de l’écorce et des arilles et de l’acide ascorbique. Les résultats obtenus sont 

indiqués dans le Tableau 17 et la Figure 38. 

Tableau 17: Concentration inhibitrice IC50 (µg/ml) du radical H2O2 

 

                    EPE                                  EPA                             Vitamine C                         

IC50 (µg/ml)                   19.96 ± 0.02***                37.06 ± 0.05***                  16.26 ± 0.14                

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p < 0,001 indique une différence significative par rapport au contrôle positif 

(acide ascorbique). 

 

Le pouvoir antioxydant d’un composé est le plus souvent évalué par la détermination de 

la concentration inhibitrice IC50, car elle reflète la concentration d’un antioxydant nécessaire 

pour neutraliser 50 % de la concentration initiale du radical libre dans le milieu réactionnel. 

Elle est inversement liée à la capacité anti-radicalaire de l’antioxydant, plus elle est basse, 

plus l’activité antioxydante d’un composé est plus élevée. 

L’analyse du Tableau 17 et de la Figure 38, montre que l’extrait phénolique de l’écorce 

du fruit de Punica granatum présente une plus faible valeur d’IC50. Cela signifie que son 

pouvoir antioxydant est plus important que celui des extraits phénoliques des arilles. Nous 

citons, l’extrait phénolique de l’écorce et des arilles qui ont exprimé des IC50 de l’ordre de 
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19.96 et 37.06 µg/ml, respectivement. Alors que pour le contrôle positif (Vitamine C), un 

important pouvoir antioxydant qui se traduit par une valeur de la IC50 de l’ordre de 16.26 

µg/ml a était enregistré. Nous pouvons dire que l’écorce du fruit de Punica granatum est un 

puissant antioxydant naturel puisqu’il possède une forte activité anti-radicalaire vis-à-vis du 

piégeage du radical peroxyde d’hydrogène. 
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Figure 38: Concentration inhibitrice IC50 du radical H2O2 des différents extraits du grenadier et 

l’antioxydant de référence. 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p˂0.001 indique une différence significative par rapport au contrôle positif 

(acide ascorbique). ###p˂0.001 indique une différence significative entre EPE et EPA. 

 

2.7.4 Activité antioxydante totale (AAT) 

L’activité antioxydante totale des extraits a été mesurée par spectrophotométrie à l’aide 

de la méthode du phosphomolybdène, qui est basée sur la réduction ultérieure de Mo(VI) en 

Mo(V) par les composés antioxydants à un pH acide, avec la formation d’un complexe 

phosphate vert avec une absorption maximale à 695 nm. Plus l’absorbance est élevée, plus 

l’activité antioxydante est forte (Figure 39).  

Les résultats obtenus de l’activité antioxydante totale des extraits phénoliques de l’écorce 

et des arilles de grenade et aussi de l’acide ascorbique (standard interne) sont mentionnés dans 

la Figure 39. L’activité antioxydante totale de l’extrait de l’écorce est beaucoup plus élevée 
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que celle des arilles, mais légèrement inférieure à celle de l’acide ascorbique pour les 

concentrations faibles et plus élevée pour les concentrations les plus élevée (0.4 et 0.6 mg/ml). 
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Figure 39: Évaluation des absorbances des différents extraits phénoliques de grenade et de l’acide 

ascorbique en fonction des concentrations dans le test de l’activité antioxydante totale. 

 

Les analyses de l’activité antioxydante totale (AAT) ont montré que tous les extraits de 

grenade testés présentaient une activité antioxydante importante. Les extraits phénoliques des 

arilles et de l’écorce du grenadier ont été capables de réduire le Mo (VI) en Mo (V). La 

Figure 40, présente la capacité antioxydante des différents extraits de l’écorce et des arilles de 

grenade, testée par la méthode quantitative de la capacité antioxydante totale. Cette activité 

est exprimée en nombre d’équivalents d’acide ascorbique (EAA), a été obtenue à partir de la 

courbe d’étalonnage. Le pouvoir réducteur des différents extraits phénoliques de grenade était 

compris entre (9.137 ± 1.527 et 67.450 ± 0.362 mg Équivalent acide ascorbique/g d’extrait 

sec) pour l’extrait phénolique de l’écorce, et entre (1.740 ± 0.973 et 34.810 ± 2.669 mg /g 

d’extrait sec) pour ce qui est des arilles. L’activité antioxydante totale s’est avérée plus élevée 

dans l’extrait phénolique de l’écorce (67,45 ± 0.36 mg EAA/g d’extrait sec) à une 

concentration de 0.6 mg/ml en comparaison avec celle des arilles à la même concentration 

(34.81 ± 2.66 mg EAA/g d’extrait sec) (Figure 40). Les résultats ont indiqué une capacité 

antioxydante totale dose-dépendante.  
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                Figure 40: Activité antioxydante totale des extraits phénoliques de la grenade. 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p˂0.001 indique une différence significative entre les deux groupes (écorce et 

arilles). 

 

2.7.5 Réduction de fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) 

Pour mieux évaluer l’effet antioxydant des extraits phénoliques de l’écorce et des arilles 

du grenadier, et à coté de leur pouvoir antioxydant par le piégeage des radicaux libres, et leur 

capacité de réduire le Mo (VI) en Mo (V); le pouvoir réducteur des extraits de la plante par la 

méthode de FRAP à était évaluer. Cette technique permet de mesurer la réduction du Fe3+ (fer 

ferrique) en Fe2+ (fer ferreux) en présence d’un antioxydant. 

La Figure 41 et la Figure 43, montrent la cinétique de la réduction du (TPTZ-Fe3+) en 

(TPTZ-Fe2+) par les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de grenade. L’absorbance 

continue a augmenté après 5 minutes de réaction et même doublée à 30 minutes pour les 

concentrations les plus élevées. En revanche, la réaction de l’acide ascorbique est presque 

stable en fonction du temps sans changement apparent dans l’absorbance après les premières 

cinq minutes sauf pour la concentration maximale (4.9 µg/ml) (Figure 42). 

L’augmentation de l’activité antioxydante par la méthode FRAP correspond à une grande 

capacité de réduction du (Fe3+). Cela se traduit par l’augmentation de l’absorbance à 700 nm. 

Les Figures 41 et 43 indiquent clairement que le pouvoir réducteur sur le fer ferrique (Fe3+) 
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en fer ferreux (Fe2+) varie linéairement avec la variation de la concentration en extrait. Cela 

est en accord avec les résultats de méthodes précédentes. A partir des résultats obtenus, nous 

avons remarqué une augmentation concentration-dépendante de l’activité de l’extrait 

phénolique d’écorce comparée à celle de l’extrait phénolique des arilles.  
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Figure 41: Cinétique de la réduction du TPTZ-Fe3+ en TPTZ-Fe2+ par les extraits de l’écorce. 

 

Chaque valeur présente la moyenne ± sem d’au minimum trois essais (n=3). 

 

Figure 42: Cinétique de la réduction du TPTZ-Fe3+ en TPTZ-Fe2+ par l’acide ascorbique. 

 

Chaque valeur présente la moyenne ± sem d’au minimum trois essais (n=3). 
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Figure 43: Cinétique de la réduction du TPTZ-Fe3+ en TPTZ-Fe2+ par l’extrait des arilles. 

 

Chaque valeur présente la moyenne ± sem d’au minimum trois essais (n=3). 

       

Les Figure 44 et 45,  montrent le pouvoir réducteur des extraits phénoliques issus 

d’arilles et d’écorce de Punica granatum (Sefri) à différentes concentrations comparées à 

celui de l’acide ascorbique après 5 min et 30 min d’incubation. 
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Figure 44: Pouvoir réducteur des extraits de Punica granatum L. testé par la méthode de FRAP (après 

5 min). 
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Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p˂0,001 indique une différence significative par rapport au contrôle positif 

(acide ascorbique). ###p˂0,001 indique une différence significative entre EPE et EPA. 
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Figure 45: Pouvoir réducteur des extraits de Punica granatum L. testé par la méthode de FRAP (après 

30 min). 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. **p<0,01, et ***p˂0,001 indiquent des différences significatives par rapport au 

contrôle positif (acide ascorbique). ###p˂0,001 indique une différence significative entre EPE et EPA. 

 

Les résultats des Figures (44 et 45),  montrent que l’extrait phénolique d’écorce possède 

un pouvoir réducteur significativement supérieur par rapport à celui des arilles.  

Le paramètre EC1 (concentration de l’antioxydant ayant un pouvoir réducteur du TPTZ 

équivalent à celui de 1 mM du FeSO4), proposé par Pulido et al. (Pulido et al., 2000) a été 

calculé pour les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de grenade et l’acide ascorbique 

à 5 et à 30 minutes (Tableau 18). L’EC1 est inversement proportionnel au pouvoir réducteur. 

Le pouvoir réducteur est également exprimé en micromoles d’équivalents du FeSO4 par 

milligramme d’extrait ou de standard (µmole d’équivalents FeSO4/mg extrait) (Tableau 18). 

Le tableau ci-dessous rapporte les valeurs de la CE1 et le pouvoir réducteur des différents 

extraits étudiés du fruit de Punica granatum L.  
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Tableau 18: Les valeurs de l’EC1 des extraits de grenade et de l’acide ascorbique 

 

Extraits EC1 (µg/ml) 
Pouvoir réducteur (µmole FeSO4/mg 

d’extrait sec) 

 5 min 30 min 5 min 30 min 

Écorce 1.93 ± 0.09*** 1.61 ± 0.07*** 44.263 ±1.046*** 93.082 ± 5.144** 

Arilles 2.873 ± 0.01*** 2.944 ± 0.02*** 22.486 ± 1.772*** 48.922 ± 5.809*** 

Acide ascorbique 1.261 ± 0.008 1.126 ± 0.01 47.495 ± 0.524 110.131 ± 1.093 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon **p˂0.01, et ***p<0,001 indiquent des différences significatives par rapport au 

contrôle positif (acide ascorbique). 

 

Les résultats d’EC1 et du pouvoir réducteur des extraits phénoliques de grenade 

(Tableau 18 et Figure 46), montre que l’acide ascorbique  est le plus active suivi par l’extrait 

de l’écorce. Les extraits des arilles présentent une faible activité en comparant avec les autres 

échantillons. 

 
 

Figure 46: Les valeurs de l’EC1 des extraits de Punica granatum et de l’acide ascorbique testé par la 

méthode de FRAP (après 5 et 30 min). 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon *p˂0.05 et ***p˂0,001 indiquent des différences significatives entre les groupes 

(écorce et arilles). 
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2.7.6 Décoloration du β-carotène 

Le mécanisme de blanchiment de β-carotène est un phénomène à médiation des radicaux 

libres résultant d’hydroperoxydes formés à partir de l’acide linoléique. Ces radicaux libres 

vont par la suite oxyder le β-carotène, en entraînant ainsi la disparition de sa couleur rouge, 

qui est suivie par spectrophotométrie à une longueur d’onde de 490 nm. Cependant, la 

présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de l’acide linoléique 

et/ou inhibé l’oxydation et donc prévenir le blanchissement du β-carotène. La Figure 47, 

représente l’activité antioxydante testée par la méthode de décoloration du β-carotène des 

différents extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de fruit de Punica granatum en 

comparaison avec le BHT (Standard de référence). 
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Figure 47: Pouvoir antioxydant des extraits phénoliques du grenadier testé par la méthode de la 

décoloration du β-carotène à une concentration de 1 mg/ml après 24 h. 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p<0,001 indique une différence significatives par rapport au contrôle positif 

(BHT). 

 

Nous constatons que les extraits phénoliques de la grenade ont présenté des réponses 

différentes vis-à-vis de la décoloration du β-carotène. La plus importante activité antioxydante 

a été exercée par l’extrait phénolique de l’écorce avec un pourcentage d’inhibition de l’ordre 

de (86.83%) comparé à celui des arilles (55.64%).  
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2.7.7 Méthode de thiocyanate ferrique (FTC) 

La peroxydation lipidique dans un système biologique soumis à un stress oxydatif produit 

des hydroperoxydes lipidiques, qui se transforment ensuite en radicaux alkoxyle lipidique 

(LO-) ou peroxyle lipidique (LOO-). Ces radicaux sont impliqués dans de nombreux 

dommages cellulaires, induisant des maladies dégénératives. Les hydroperoxydes lipidiques 

sont stables à température ambiante, mais ils sont décomposés en radicaux par la chaleur, la 

lumière UV ou les métaux de transition. L’activité antioxydante des extraits phénoliques de 

grenade « Sefri » a été déterminée en se basant sur la peroxydation de l’acide linoléique en 

utilisant la méthode du thiocyanate à 37°C après l’addition de 200 µg/ml d’échantillon 

d’extrait. Au cours de la peroxydation des lipides, des peroxydes sont générés qui oxydent le 

fer ferrique (Fe2+) en fer ferreux (Fe3+) lors de l’ajout de FeCl2. L’addition de thiocyanate 

d’ammonium (SCN-) donne un complexe de thiocyanate ferrique avec une absorbance 

maximale à 500 nm. L’effet antioxydant des extraits de grenade dans la prévention de la 

peroxydation de l’acide linoléique mesuré par la méthode du thiocyanate ferrique, est 

représenté dans la Figure 48. 
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Figure 48: Cinétique des absorbances des différents extraits phénoliques du grenadier et de l’acide 

ascorbique évaluée par la méthode de thiocyanate ferrique (FTC) à différents intervalles de temps. 

 

Dans notre étude, la peroxydation lipidique était élevée jusqu’à 8 jours (la densité optique 

du contrôle était maximale à 8 jours). Le contrôle positif et les extraits phénoliques de 

grenade avaient des valeurs d’absorbances croissantes atteignant un maximum à 8 jours et ces 

valeurs diminuent au 9 et 10ème jour. 
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Comme le montre la Figure 48, l’absorbance de l’extrait phénolique de l’écorce à 9 et 10 

jours (1,146 ± 0,029 et 1,098 ± 0,001, respectivement) a diminué de manière importante par 

rapport à l’absorbance de l’extrait phénolique des arilles aux 9ème et 10ème jours (1,633 ± 0,008 

et 1,540 ± 0,00, respectivement). L’absorbance de l’extrait phénolique de l’écorce aux 9ème et 

10ème jours était inférieure à l’absorbance de l’acide ascorbique (1,307 ± 0,013 et 1,190 ± 

0,035, respectivement). En revanche, l’extrait phénolique des arilles avait une absorbance plus 

élevée aux 9ème et 10ème jours par rapport au contrôle (acide ascorbique). Le témoin a présenté 

la valeur la plus élevée tout au long de l’étude. Les valeurs d’absorbance pour tous les 

échantillons étaient maximaux à 8 jours et ont ensuite chuté à 9 et 10 jours en raison des 

composés de malondialdéhyde (MDA) provenant de l’oxydation de l’acide linoléique, dans 

lequel le peroxyde réagit avec le chlorure ferreux pour former un pigment rougeâtre de 

chlorure ferrique. 

Le pourcentage d’inhibition de l’extrait phénolique de l’écorce de grenade « Sefri » à 7 et 

8 jours (35,66 ± 3.744 % et 23.23 ± 4,743 %, respectivement) était plus élevé que celui de 

l’extrait phénolique des arilles (20.65 ± 0.070 et 16.54 ± 1.216 %, respectivement). De même, 

le pourcentage d’inhibition de l’extrait phénolique de l’écorce à 7 et 8 jours était supérieur au 

pourcentage d’inhibition de l’acide ascorbique (33,58 ± 3.716 et 20.87 ± 1.297 %, 

respectivement). L’extrait des arilles avait un pourcentage d’inhibition plus faible à 7 et 8 

jours par rapport à la vitamine C (Figure 49).  
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Figure 49: Activité antioxydante des différents extraits phénoliques du grenadier et de l’acide 

ascorbique évaluée par la méthode de thiocyanate ferrique (FTC) à différents intervalles de temps. 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. *p<0,05 et ***p˂0.001 indiquent des différences significatives par rapport au 

contrôle positif. ##p<0,01 et ###p˂0.001 indiquent des différences significatives entre les deux extraits 

phénoliques (écorce et arilles). 

 

2.7.8 Méthode de l’acide thiobarbiturique (TBA) 

Le Tableau 19 montre le pourcentage d’inhibition de tous les échantillons. Les 

pourcentages d’inhibition de l’extrait phénolique des arilles étaient significativement (P < 

0,001) inférieurs à ceux de l’extrait phénolique d’écorce et ceux de l’acide ascorbique. 

Cependant, les pourcentages d’inhibition étaient significativement (P < 0,001) plus élevés 

dans l’extrait phénolique de l’écorce que dans l’acide ascorbique (Figure 50). Les résultats de 

la méthode de l’acide thiobarbiturique (TBA) étaient en accord avec ceux de la méthode du 

thiocyanate ferrique (FTC).  
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Tableau 19: Activité antioxydante des extraits de grenade par la méthode de l’acide thiobarbiturique 

 

Échantillons Inhibition (%) 

Contrôle 0 

Acide ascorbique 38.10 ± 0.916 

Écorce       56.40 ± 3.428*** 

Arilles         19.89 ± 0.597*** 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p<0,001 indique une différence significatives par rapport au contrôle positif 

(acide ascorbique). 
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Figure 50: Activité antioxydante des différents extraits phénoliques du grenadier et de l’acide 

ascorbique évaluée par la méthode de l’acide thiobarbiturique (TBA). 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon. ***p<0,001 indique une différence significatives par rapport au contrôle positif 

(acide ascorbique). ###p˂0.001 indique une différence significative entre EPE et EPA. 

 

2.7.9 Test de peroxydation lipidique (TBARS) 

       La peroxydation lipidique est un processus au cours duquel les oxydants (les radicaux 

libres) attaquent les lipides contenant des acides gras insaturés et génèrent des radicaux 

peroxyles lipidiques et des hydroperoxydes (Mas-Bargues et al., 2021). La ou les couches 

lipidiques de la membrane cellulaire sont essentielles au maintien de la perméabilité cellulaire 

et de l’homéostasie physiologique, mais elles sont également vulnérables à la peroxydation 

lipidique qui, si elle n’est pas contrôlée, peut entraîner la mort cellulaire et des lésions 

tissulaires (Mas-Bargues et al., 2021; Su et al., 2019). Les TBARS (substances réactives à 
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l’acide thiobarbiturique) sont des coproduits formés au cours de la peroxydation des acides 

gras insaturés (acides gras de la série omega 3 et acides gras polyinsaturés de la série omega 

6) (Hodges et al., 1999). Leur détermination permet de quantifier l’état d’oxydation des 

échantillons. La détermination des TBARS s’effectue à partir de courbes étalon qui sont 

déterminées par mesure de l’absorbance d’une solution de concentration connue de TEP (1, 1, 

3,3 tetramethoxytetraethoxypropane). La valeur de l’absorbance de l’échantillon est reportée 

sur la courbe étalon pour déterminer la concentration en malondialdéhyde (MDA). Les 

résultats sont exprimés en nmol/ml de MDA. 

       Dans cette expérience, nous avons évalué les effets inhibiteurs des extraits phénoliques de 

grenade sur la peroxydation lipidique induite par des produits chimiques (CuSO4) dans un 

plasma riche en lipide (Figure 51). 

 

 Tous les extraits phénoliques de grenade (l’écorce et les arilles), ont réduit de manière 

similaire et dose-dépendante (p<0.01) la peroxydation lipidique (Figure 51). L’effet 

inhibiteur le plus fort a été observé à 0.2 mg/ml pour tous les extraits. Il a été rapporté que les 

composés phénoliques naturels (exemple : les punicalagines) se comportent comme des 

antioxydants naturels à des concentrations élevées (Wu et al., 2019), ce qui peut expliquer 

l’augmentation de l’effet inhibiteur des extraits de grenade sur la peroxydation lipidique à 0.2 

mg/ml dans notre étude (Figure 51). 
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Figure 51: Activité antioxydante des différents extraits phénoliques du grenadier évaluée par la 

méthode de l’acide thiobarbiturique (TBARS) à différentes concentrations (25, 50, 100 et 200 µg/ml). 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± sem d’au moins trois essais indépendants de 

chaque échantillon à différentes concentration. *p˂0.05 et **p˂0.01 indiquent des différences 

significatives entre les deux groupes (EPE et EPA). 

 

3 Discussion 

Les plantes médicinales sont considérées actuellement comme une source inépuisable de 

composés actifs et de substances naturellement bioactives (Castronovo et al., 2021; Dehelean 

et al., 2021; Tanaka & Kashiwada, 2021). L’utilisation de ces molécules en phytothérapie ou 

en médecine traditionnelle, à connaît  de nos jours un atout important. En outre, une telle 

thérapie à base de plantes médicinales, constitue un patrimoine médical précieux pour la santé 

humaine et son utilisation dans le traitement des maladies capable de prévenir l’apparition des 

effets secondaires indésirables observés lors de l’utilisation des médicaments de synthèse 

chimique.  

L’utilisation des plantes médicinales à des fins thérapeutiques est une question de culture 

et de tradition au Maroc. Il faut noter que pour les besoins primaires de santé, une grande 

partie de la population marocaine a recours aux méthodes traditionnelles de médecine pour 

traiter ses maladies (Fatiha et al., 2017). L’incapacité de nombreux pays en cours de 

développement à fournir des médicaments pharmaceutiques contemporains, et le coût élevé 

de nombreux médicaments, ont contraint les communautés locales à rechercher des produits 



                                                                                                               Résultats et discussion                      

124 | P a g e  

 

alternatifs, tels que les plantes médicinales, dont l’efficacité et la sécurité ont été prouvées et 

qui sont culturellement acceptables (Chaachouay et al., 2019; Ullah et al., 2018). 

La région du Béni Mellal-Khénifra est l’une des régions les plus diversifiées 

biologiquement, avec une biodiversité de première importance et de nombreuses plantes 

d’intérêt thérapeutique. Pour cette raison, cette région est la source de nombreuses plantes 

médicinales commercialisées dans tout le Maroc et à l’étranger, et l’utilisation des plantes en 

phytothérapie est encore très présente dans cette région. Parmi ces plantes, le grenadier 

(Punica granatum L.) et plus particulièrement la variété « Sefri » qui doit son nom à la 

couleur jaune de ses écorces. Cette plante jouit d’une notoriété nationale en raison des 

caractéristiques organoleptiques de ses fruits, typique à la région. Malgré ses bénéfiques, les 

données sur la grenade « Sefri » de cette région sont rares et insuffisantes. 

Le fruit du grenadier (Punica granatum L.) est l’un des fruits les plus populaires au 

Maroc. Les parties comestibles des grenades peuvent être consommées fraîches ou sous forme 

transformée (Khadivi & Arab, 2021). Il renferme des substances bioactives dans différentes 

parties possédant ainsi des effets bénéfiques pour la santé, à savoir les effets antioxydants, 

anticancéreux et anti-athérorogènes (Adaramoye et al., 2017; Barati et al., 2020; Deng et al., 

2017; Estrada-Luna et al., 2019; Kujawska et al., 2020; Liu et al., 2019). De nombreux 

chercheurs scientifiques à travers le monde ont étudié les composés phénoliques et l’activité 

antioxydante de l’écorce et des arilles de nombreuses variétés de grenade. Cette présente 

étude a été entreprise dans le but d’étudier les propriétés phytochimique et antioxydantes des 

extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de grenade extrait à partir d’une variété locale 

« Sefri ». Dans un premier temps, l’étude pomologique des fruits de grenade du cultivar 

étudié « Sefri », a révélé que le poids moyen des fruits était de l’ordre de 473 g. Cette valeur 

est supérieure à celle rapportés par Adiba et al (Adiba et al., 2021), qui ont trouvé que le poids 

moyen de la grenade « Sefri » était entre 281.49 et 440.60 g. De plus, nos résultats sont 

supérieurs à ceux rapportés par Ismail et al. pour des cultivars égyptiens (entre 277 et 280 g) 

(Ismail et al., 2014), à ceux trouvés par Escarcega et al. (entre 285.53 et 374.73 g) pour des 

variétés Allemande (Escarcega et al., 2020), à ceux rapporté par Mekni et ses collaborateurs 

(Mekni et al., 2019), dont le poids moyen du fruit du grenadier tunisien était entre 224.63 et 

356.28 g ; et finalement à ceux révélé par Khadivi et al. (entre 103.28 et 407.59 g) pour des 

cultivars iraniens (Khadivi & Arab, 2021). En revanche, nos résultats était inférieur à ceux 

rapporté par Hmid et ses collaborateurs avec un poids moyen de l’ordre de 506.66 g pour la 

variété Sefri (Hmid et al., 2018). De plus, Loukhmas et al. (Loukhmas et al., 2021) ont révélé 



                                                                                                               Résultats et discussion                      

125 | P a g e  

 

un poids moyen élevé (523.18 g) par rapport à nos résultats pour la même variété. La valeur la 

plus élevée pour la variété Sefri était rapporté par Martinez et al. et Legua et al. avec un poids 

moyen de l’ordre de 535 g (Legua et al., 2012; Martínez et al., 2012).  

Nos résultats sont dans la même gamme de variation du poids moyen de la grenade, 

présentés par plusieurs auteurs : entre 101.3 et 549.7 g pour des cultivars tunisiens (Zaouay et 

al., 2012), entre 206.60 et 466.00 g (Hmid et al., 2018), entre 246.90 et 589.57g (Loukhmas et 

al., 2021) et entre 435.4 et 504.1 g (Martínez et al., 2012) pour des cultivars marocains ; entre 

189.4 et 595.9 g pour des cultivars croates (Radunić et al., 2015), entre 128.4 et 472.4 g pour 

des cultivars mexicains (Tapia-Campos et al., 2021), entre 106.60 et 496.91 g pour des 

cultivars iraniens (Khadivi et al., 2018), entre 267 et 497 g pour des variétés espagnoles 

(Alcaraz-Mármol et al., 2017), entre 69.9 et 795.3 g pour des variétés turques (Caliskan & 

Bayazit, 2013), et finalement entre 210.5 et 576.5 g pour des variétés chinoises (Peng et al., 

2020). La grandeur des écarts types observés peuvent être liés à plusieurs facteurs édaphiques, 

géographiques, écologiques, et hydriques (Khadivi & Arab, 2021). Ce fait suggère que le 

poids des fruits pendant la maturité dépend du cultivar et fournit des informations précieuses 

pour les agriculteurs et les transformateurs (Nuncio-Jáuregui et al., 2015). Dans des travaux 

antérieurs menés par Zarei et al. (Zarei et al., 2011), le poids moyen des fruits augmente 

progressivement aux cours des trois différents stades de maturation (76.71, 150.32 et 235.09 

g), pour  20, 80 et 140 jours, respectivement. Ce qui est en accord avec nos résultats, car pour 

la réalisation de cette étude nous avons récolté les fruits au troisième stade de maturation. 

Les arilles sont la partie comestible des fruits de grenade, contenant le jus, la pulpe et les 

pépins. Ainsi, le fait de connaître ses caractéristiques permet aux producteurs et aux 

transformateurs de mieux promouvoir ce fruit. Les arilles ont une valeur économique et sont 

donc les traits les plus importants ciblés par les cultivateurs et l’industrie alimentaire 

(Meziane et al., 2016). Pour le même cultivar, Adiba et al. (Adiba et al., 2021) ont trouvé une 

valeur de 339.50 g. Ces résultats sont supérieurs à ceux rapporté par Loukhmas et al. 

(Loukhmas et al., 2021) avec un poids moyen de l’ordre de 291.60 g. De plus, pour les 

variétés de Turquie, le poids d’arilles par rapport au fruit varie de 118 à 335g (Durgaç et al., 

2008), tandis que celles d’Oman, le poids moyen des arilles était plus élevé variant de 500 à 

651 g (Al-Said et al., 2009). Par ailleurs, ces résultats sont supérieurs à ceux obtenu dans 

notre étude avec un poids moyen de l’ordre de 250.02 g. En revanche, nos résultats étaient 

supérieurs à ceux révélé par Khadivi et al. (Khadivi & Arab, 2021) et à ceux rapporté par 

Ghadge et Jadhav avec un poids moyen des arilles entre 51.55 et 238.97 g pour des variétés 
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iraniens et entre 164.50 et 169.15 g pour des cultivars indiens, respectivement (Ghadge & 

Jadhav, 2015).   

En outre, le rendement en arilles est une propriété souhaitable du point de vue du 

consommateur ainsi que pour le traitement industriel des jus (Valero & Ruiz-altisent, 2000). 

Nos résultats ont montré un rendement en arilles de l’ordre de 52.82 %. Ces résultats restent 

dans le même ordre de grandeur que ceux apportés par la littérature. En effet, l’équipe 

d’Adiba ont rapporté que le rendement en arilles était compris entre 47.27 et 55.64 % pour la 

variété « Sefri ». Par contre, Hmid et al. (Hmid et al., 2018) ont rapporté un taux supérieur par 

rapport à nos résultats (entre 61.52 et 67.57 %) pour la même variété. Il est à noter que 

certaines variations relatives au (%) peuvent être observées quand il s’agit de variétés 

différentes. C’est le cas des cultivars iraniens (57.86 à 75.48%) (Akbarpour et al., 2009) et de 

l’Afrique du Sud (53.4 à 61.2 %) (Fawole & Opara, 2013). En termes de rendement de jus, 

nos résultats ont montré un taux de l’ordre de 33.24 % qui est inférieur à celui rapporté par 

Adiba et al. qui était compris entre 50.02 et 54.96 % (Adiba et al., 2021) ; et celui trouvé par 

Mphahlele et al. pour la variété du « Wonderful » et qui était de l’ordre de 51.86% 

(Mphahlele et al., 2016).  Nos résultats restent  dans la même gamme trouvée pour la variété 

Sefri : entre 32.85 et 45.97% (Hmid et al., 2018), entre 29.32 et 47.29 % pour les variétés 

mexicaines (Tapia-Campos et al., 2021), et entre 26.95 et 46.55 % pour des variétés 

iraniennes (Tehranifar et al., 2010). Pour le pourcentage en pépins, dans notre étude était de 

l’ordre de 12.53 %, alors que dans l’étude menée par Hmid et al. (Hmid et al., 2018) était 

moins faible (11.26 %) pour le même cultivar. Une autre caractéristique telle que le poids 

moyen des écorces a été enregistrée. Le poids moyen des écorces dans notre étude était de 

l’ordre de 168.78 g. Cette valeur est inférieure à celle trouvée par Hmid et al. (Hmid et al., 

2018) qui était de l’ordre de 190.02 g, mais elle est plus élevée par rapport aux valeurs 

trouvées pour les cultivars algériens, 46.19 g pour le Doux de Messaad trouvée par Meziane et 

al. (Meziane et al., 2016), et celles trouvées par Ismail et al. (Ismail et al., 2014) (30.12 - 

51.46 g) pour les cultivars égyptiens. De plus cette valeur reste supérieure à celle trouvée pour 

les cultivars tunisiens (109.54 g) rapportée par Mansour et al. (Mansour et al., 2011). Nos 

résultats restent dans le même intervalle de variation du poids moyen de l’écorce de la 

grenade présentés par Tapia-Campos et al. qui était compris entre 45.53 et 288.52 g pour des 

variétés mexicaines (Tapia-Campos et al., 2021).     

Les rendements des extraits méthanoliques obtenus dans les fruits de la grenade « Sefri » 

étaient de l’ordre de 32.25% et 14.20% dans la peau et les graines, respectivement. Ces 
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données sont comparables aux valeurs trouvées par Sabraoui et ses collaborateurs (Sabraoui et 

al., 2020) dans l’écorce et les arilles de la grenade « Sefri » en utilisant le méthanol comme 

solvant d’extraction (36 % et 16%, respectivement). En revanche, El Moujahed et ses 

collaborateurs (El moujahed et al., 2021) ont révélé un pourcentage plus élevé pour l’extrait 

méthanolique et aqueux de la grenade « Sefri » avec un pourcentage de l’ordre de 36.40% et 

59.85%, respectivement. De plus, Pagliarulo et al. (Pagliarulo et al., 2016) ont rapporté un 

pourcentage plus élevé (49.9%) dans la peau en utilisant 50% d’éthanol/eau (v/v). Nos 

résultats sont supérieurs aux données rapportées par Singh et al. (Singh et al., 2002) en 

utilisant le méthanol comme solvant : 9.38% et 8.62% dans la peau et les graines, 

respectivement ; par Magangana et al. (Magangana et al., 2021) avec un taux compris entre 

26.8 et 29.5% pour l’extrait éthanolique (70%, v/v) de l’écorce de la grenade (variété 

Wonderful) ; et par Singh et al. (Singh et al., 2014) avec un pourcentage de l’ordre de 13.22% 

pour l’extrait aqueux des arilles. Les études ont montré que le méthanol était le solvant 

permettant d’obtenir un rendement maximal de l’extrait et un contenu phénolique maximal 

des différentes parties du fruit de grenade (Lampakis et al., 2021). Les différences de 

rendement pourraient être liées à la taille des particules de l’échantillon (Sabraoui et al., 

2020). Une étude de Wang et al. (Wang et al., 2011) suggère que des particules d’échantillon 

plus petites augmentent le taux d’extraction.  

En 2014, Singh et al. (Singh et al., 2014) ont trouvés que l’extraction sélective 

d’antioxydants provenant de sources naturelles par un solvant approprié est très importante 

dans l’obtention d’extraits à forte activité antioxydante. Ils ont extrait les antioxydants à partir 

de la peau et de la pulpe du fruit de grenadier en utilisant le méthanol, l’acétone et l’eau. Ils 

ont constaté que le méthanol a donné le meilleur rendement. Selon Wang et al. (Wang et al., 

2011), les antioxydants à base de plantes sont extraits des matières premières ou des déchets 

de l’industrie alimentaire par les solvants organiques tels que le méthanol, l’acétone et l’éther 

diéthylique. Ils rajoutent aussi que le méthanol est un extracteur efficace pour une large 

gamme de polyphénols, et fréquemment utilisé à l’échelle de laboratoire et à l’échelle 

industrielle, sachant qu’il est facilement accessible et est bon marché.  

D’autre part, Sultana et al. (Sultana et al., 2008) ont déclaré un rendement de 29.9 % pour 

les écorces de grenade, 24.6% pour la peau de banane, 21.5% pour les écorces d’agrumes et 

16.4% pour la peau de pomme extraits avec 80% de méthanol. Le méthanol est généralement 

recommandé pour être un meilleur solvant pour l’extraction de composés antioxydants en 

raison de la polarité et de la disponibilité. L’efficacité et la capacité du méthanol peuvent 
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augmenter en utilisant de l’eau comme co-solvant, en particulier lorsque l’extraction 

d’antioxydants de différents types est nécessaire (Iqbal et al., 2005). En générale, les 

composés phénoliques dans les plantes sont des composés polaires, qui sont souvent extrait 

avec des solvants polaires tels que l’hydro-acétone et le méthanol. Les profiles phénoliques 

différent également selon la nature des solvants utilisés (Kylli, 2011). Dans ce même 

contexte, Li et al. (Li et al., 2006) considèrent qu’une combinaison de différents solvants peut 

être plus efficace pour extraire les antioxydants car ces derniers peuvent différer par leur 

solubilité dans les différents solvants.  

Le criblage phytochimique basé sur des tests spécifiques a permis de caractériser les 

tanins, les flavonoïdes, les alcaloïdes, les saponines, les stéroïdes et tritérpénoïdes, les 

carbohydrates et les glycosides. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par El 

Moujahed et ses collaborateurs (El moujahed et al., 2021) qui ont révélé la présence des 

tanins, des flavonoïdes, des stéroïdes, des saponines, et des coumarines dans l’extrait 

méthanolique de l’écorce de la grenade « Sefri » ; et avec ceux rapporté par Eddebbagh et al. 

(Eddebbagh et al., 2016) qui ont trouvé que l’écorce, les feuilles et les fleurs de la grenade 

marocaine sont riches en polyphénols, flavonoïdes et alcaloïdes. De plus, Elaleem et ses 

collaborateurs (Elaleem et al., 2016) ont révélé la présence de tritérpénoïdes, de stéroïdes, de 

flavonoïdes, de tanins, d’alcaloïdes , de glycosides et de saponines dans les extraits 

phénoliques de l’écorce de fruit de P. granatum. Farag et al. ont révélé aussi la présence de 

ces composés phytochimiques dans l’écorce et les feuilles de la grenade pour la variété de 

Wonderful (Farag et al., 2020). Des résultats similaires ont été également rapportés par 

Sharma et Es (Sharma & Es, 2018), Hasan et al. (Hasan et al., 2018), Belkacem et al. 

(Belkacem et al., 2014); Chaitra et al. (Chaitra et al., 2012); Moorthy et al. (Moorthy et al., 

2013); Khaleel et al. (Khaleel et al., 2016); Sajjad et al. (Sajjad et al., 2015); Deore et al. 

(Deore et al., 2016); et Kesur et al. (Kesur et al., 2016).  

D’après les analyses phytochimiques effectuées par Redha et ses collaborateurs (Redha et 

al., 2018), l’écorce et l’arille de grenade contient des phénols et des tanins, des flavonoïdes, 

des quionones, des coumarines, des stéroïdes, des triterpénoïdes et des alcaloïdes. Ils ont 

constaté aussi que les anthocyanes n’étaient présents que dans les arilles (Redha et al., 2018). 

Bhandary et al. ont révélé l’absence des saponines et des alcaloïdes dans l’extrait éthanolique 

de l’écorce en comparaison avec l’extrait éthanolique des arilles (Bhandary et al., 2012). De 

plus, Mahmood et ses collaborateurs ont montré que l’extrait éthanolique de l’écorce ne 

contient pas les flavonoïdes et les alcaloïdes (Mahmood et al., 2019). En revanche, Marsoul et 
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al. (2020) ont révélé la présence des polyphénols et des flavonoïdes mais pas des alcaloïdes 

dans l’extrait méthanolique de l’écorce (Marsoul et al., 2020). Mêmes résultats était enregistré 

par Chebaibi et Filali, qui ont montré que l’extrait aqueux de l’écorce de la grenade marocaine 

ne contient pas des alcaloïdes (Chebaibi & Filali, 2013).   

La grenade est connue pour être l’un des fruits les plus riches en composés phénoliques 

(Esposto et al., 2021; Giménez-Bastida et al., 2021), en particulier l’écorce qui contient des 

quantités plus élevées de polyphénols, tels que les acides puniques, les acides galliques, 

ellagiques et les anthocyanes (Magangana et al., 2020). Des études ont également rapporté 

que le contenu phénolique des écorces de grenade était 10 fois plus élevé (249.4 mg/g) que 

celui trouvé dans la pulpe (24.4 mg/g) (Li et al., 2006). Également, Yu et al (2021) indiquent 

que les flavonoïdes et les tanins sont les composés les plus abondants dans l’écorce de cette 

plante (Yu et al., 2021). Par ailleurs, les travaux de recherche effectués par Ali en 2016, dans 

le but d’étudier l’influence du jus de fruit brut du grenadier en tant que produit riche en 

composés phytochimiques par rapport à d’autres jus de fruits (fraise et mangue) sur les 

caractéristiques du yaourt liquide, indiquent que l’analyse phytochimique du jus brut de P. 

granatum a mis en évidence la présence de plusieurs composés tels que les flavonoïdes, les 

tanins, les alcaloïdes, les saponines, les glycosides, les tritérpénoïdes et stéroïdes et la 

vitamine C (Ali, 2016). Alors qu’ils ne sont pas présents dans le jus de fraise brut. Il note 

également l’absence d’alcaloïdes, de flavonoïdes, de glycosides et de saponines dans le jus de 

mangue brut. De plus, l’étude réalisée par Saleh et ses collaborateurs afin de déterminer les 

effets de la transformation (blanchiment, congélation et séchage) sur les composés bioactifs et 

les activités antioxydantes des sous-produits des fruits, a révélé que l’écorce de la grenade 

était le composés le plus riche en flavonoïdes et polyphénols en le comparant avec l’avocat 

(écorce et graines), kiwi, l’écorce de l’orange, et l’écorce de l’ananas (Saleh et al., 2021). 

Toutefois, la variation de la composition chimique de la grenade et de ses produits dépend 

largement du climat, du stade de maturité du fruit, du cultivar, du milieu de culture, des 

pratiques culturales et des systèmes de fabrication (Bar-ya et al., 2019; Coronado-reyes et al., 

2021; Hasib et al., 2017; Tinebra et al., 2021; Topalovi & Mikulic-petkovsek, 2021). 

L’analyse qualitative a été confirmée par une étude quantitative des extraits phénoliques 

de l’écorce et des arilles du fruit de Punica granatum (varéité Sefri), basée sur la 

Chromatographie Liquide à Haute Performance (CLHP), la Spectrométrie de masse à plasma 

à couplage inductif (ICP), le dosage des polyphénols totaux, des flavonoïdes totaux, des 

flavonols, des tanins condensés et hydrolysables, des proanthocyanidines et des anthocyanes. 
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La grenade est l’un des fruits les plus riches en composés phénoliques, à savoir la 

punicalagine, les anthocyanines et les acides gallique et ellagique et de la punicaline. 

Pourtant, il existe un manque d’informations sur le contenu phénolique de la peau et des 

graines de la grenade marocaine. Les analyses polyphénoliques par CLHP ont montré une 

teneur en punicalagine dans l’extrait phénolique de l’écorce supérieure de 100 à 300 fois de 

celle des arilles de la grenade « Sefri ».  

Nous avons quantifié les isomères de punicalagine (α et β), l’acide ellagique et l’acide 

gallique par CLHP-UV et on a comparé les résultats avec des standards purs. Les résultats 

sont exprimés en mg/g d’extrait sec et montrent que la teneur en β-punicalagine était deux 

fois plus élevée que celle en α-punicalagine (302.38 mg/g  contre 148.95 mg/g d’extrait sec, 

respectivement) pour l’extrait phénolique de l’écorce. Pour l’extrait des arilles, la 

concentration en α-punicalagine était plus élevée par rapport à celle de la β-punicalagine 

(entre 40.40 et 3.03 mg/g d’extrait sec, respectivement). Ces résultats sont en accord avec 

ceux obtenus par Sabraoui et al. (Sabraoui et al., 2020), qui ont montré que la teneur en β-

punicalagine était supérieur à celle de l’α-punicalagine pour l’extrait méthanolique de l’écorce 

de la grenade Sefri (200.21 et 130.66 mg/g d’extrait sec, respectivement). En revanche, 

l’extrait méthanolique des arilles contient une teneur plus faible en punicalagine (1.10 et 1.15 

pour la β-punicalagine et l’α-punicalagine, respectivement) (Sabraoui et al., 2020). De plus, 

Aloqbi et ses collaborateurs ont montré que l’extrait méthanolique de l’écorce d’une variété 

espagnole de grenade était plus riche en punicalagine en le comparant avec le jus (Aloqbi et 

al., 2016). Les études sur la grenade ont établi que les composés phénoliques tels que la 

punicalagine, l’acide gallique et l’acide ellagique sont présents en grande quantité dans 

l’écorce de grenade, tandis que la concentration d’anthocyanes comme la delphinidine, la 

cyanidine et la pélargonidine est élevée dans le jus de grenade (Fischer et al., 2011; Gil et al., 

2000; Qu et al., 2012). Cependant, ces concentrations élevées d’acide gallique, de 

punicalagine et d’acide ellagique ont été trouvées à la fois dans l’écorce de grenade et dans le 

jus commercial car la majorité des composés phénoliques ont été extraits pendant le processus 

de pressage (Fischer et al., 2011; Gil et al., 2000). 

Les résultats de la composition minérale ont clairement montré que le sodium (Na) était 

le macroélément le plus abondant dans les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de la 

grenade Sefri, suivi du calcium (Ca) et du potassium (K). Ces résultats ne sont pas en accord 

avec ceux rapporté par Loukhmas et al. (Loukhmas et al., 2020) pour la variété Sefri dont 

l’iodine (I) était le principal macroélément suivi du phosphore (P) et du sulfure (S). En 
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revanche, Eksi et Ozhamamc (Ekşi & Özhamamcı, 2009), Alcaraz-Marmol et al. (Alcaraz-

Mármol et al., 2017), Rowayshed et al. (Rowayshed et al., 2013), et Boussaa et al. (Boussaa et 

al., 2019) ont trouvé que le potassium (K) était le principal macroélément dans les fruits de 

grenade pour les cultivars turcs, espagnols, égyptiennes et tunisiennes (variété de Gebsi), 

respectivement. De plus, Omer et al. (Omer et al., 2019) et Sharma et al. (Sharma & Es, 2018) 

ont révélé que le calcium (Ca) et le phosphore (P) étaient les principaux macroéléments dans 

l’écorce, les graines et le fruit de grenade.  

Le zinc (Zn), le fer (Fe) et le cuivre (Cu) étaient les principaux micro-éléments dans la 

grenade Sefri. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Omer et ses collaborateurs 

(Omer et al., 2019), et Boussaa et al. (Boussaa et al., 2019), dont le zinc (Zn) était le principal 

micro-élément dans l’écorce, le jus, les graines et le fruit de grenade. Cependant, nos résultats 

ne sont pas en accord avec ceux obtenus par Loukhmas et ses collaborateurs (Loukhmas et al., 

2020) pour la même variété, ceux obtenus par Alcaraz-Marmol et al. (Alcaraz-Mármol et al., 

2017) pour les cultivars espagnols, ceux de Rowayshed et al. (Rowayshed et al., 2013) pour 

des variétés égyptiennes, et ceux obtenus par Sharma et al. (Sharma & Es, 2018) pour des 

cultivars indiens dont le fer (Fe) et l’aluminium (Al) étaient les principaux micro-éléments 

dans l’écorce, les graines et le fruit de grenade.  

La variété étudiée (Sefri) présentait des concentrations en minéraux plus élevées que les 

cultivars d’Arabie Saoudite (Al-Maiman & Ahmad, 2002), d’Espagne (Alcaraz-Mármol et al., 

2017), de Turquie (Ekşi & Özhamamcı, 2009) et d’Egypte (Rowayshed et al., 2013), 

principalement en fer, zinc, magnésium, phosphore, soufre, et calcium. La variation de la 

concentration en minéraux de la grenade peut être due à des différences en fonction du 

cultivar, la nutrition de la plante, le climat et les conditions du sol (Alcaraz-Mármol et al., 

2017). 

Dans la présente étude, nous nous sommes principalement intéressés aux composés 

bioactifs de la grenade et à leurs propriétés biologiques liées à la phytochimie, en mettant 

l’accent sur les anthocyanes, les polyphénols, les flavonoïdes, et les tanins. Nos résultats ont 

montré que les niveaux de composés phénoliques différents selon la partie de la grenade. 

L’extrait phénolique de l’écorce avait une teneur en composés phénoliques plus élevée que 

l’extrait des arilles (283.86 contre 166.9 mg EAG/g, respectivement). Nous avons également 

constaté que l’écorce était significativement plus riche en flavonoïdes totaux et en flavonols 

que les arilles (185.37 contre 57.43 mg EQ/g et 41.48 contre 12.74 mg EQ/g d’extrait sec, 

respectivement). Cependant, le contenu total en anthocyanes de l’écorce n’était pas 
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significativement plus riche que celui des arilles (102.97 contre 81.26 mg cyanidin-3-glu/100 

g respectivement). Nos résultats ont également montré que les grenades contiennent des 

niveaux plus élevés de composés phénoliques et d’anthocyanidine, en particulier les extraits 

d’écorce et d’arille de la variété Sefri, par rapport aux variétés italienne, iranienne, turque, 

indienne et tunisienne (Singh et al., 2018). Russo et al. (Russo et al., 2018) ont rapporté que 

six anciennes variétés italiennes, ainsi que le cultivar international « Wonderful », tous les 

variétés de Gaeta, sont quantitativement les plus riches en termes de composés phénoliques 

dans l’écorce. Cependant, la variété marocaine Sefri contient encore plus de polyphénols 

(202.22 mg EAG/g contre 283.86 mg EAG/g Sefri). Derakhchan et al. (Derakhshan et al., 

2018) ont également étudié la composition phénolique de l’écorce et ont rapporté que l’écorce 

de la variété Natanz a une teneur en composés phénolique plus faible que l’écorce de la 

variété Sefri (276.36 contre 283.86 mg EAG/g Sefri). De plus, la composition en flavonoïdes 

totaux et flavonols dans la variété Natanz était moins faible en comparaison avec nos résultats 

(36 mg rutine/g contre 185.37 mg EQ/g, et 25 mg rutine/g contre 41.48 mg EQ/g pour 

l’extrait d’écorce de la grenade Sefri) (Derakhshan et al., 2018). De plus, l’étude réalisée par 

Ghimire et al. (Ghimire et al., 2021) sur quatre variétés de grenade venant de l’Himalaya 

(Bedana, Ganesh, Kandhari, and Mridula) à montré que l’extrait aqueux de l’écorce était riche 

en composés phénoliques. La teneur la plus élevée en composés phénoliques a été trouvée 

pour la variété Ganesh (149.75 mg EAG/g) tandis que la plus faible a été trouvée pour la 

variété Kandhari (64.38 mg EAG/g) (Ghimire et al., 2021). 

Tous ces résultats, y compris les nôtres, montrent que l’extrait d’écorce est plus riche en 

polyphénols que l’extrait d’arille. La teneur en anthocyanes totaux de nos échantillons était 

également plus élevée que celle rapportée dans d’autres études menées avec d’autres variétés 

de grenade (Oguzhan Caliskan & Bayazit, 2012; Tehranifar et al., 2010). Cependant, la 

différence dans la composition en polyphénols peut être influencée par des variations dans la 

composition phytochimique, le cultivar étudié, les méthodes d’extraction et les conditions 

expérimentales et environnementales. 

Ainsi le dosage des tanins hydrolysables montre des teneurs relativement différentes pour 

les deux extraits d’écorces et des arilles de grenadier étudié (391.90 mg EAT/g pour l’extrait 

d’écorce; 107.75 mg EAT/g pour l’extrait des arilles). Ces teneurs sont importantes par 

rapport à celles trouvées par El Falleh et al. (Elfalleh et al., 2012), dans l’extrait méthanolique 

et aqueux d’écorce de grenade tunisienne (teneurs variées entre 139.63 et 62.71 mg EAT/g, 

respectivement), et celles trouvées par Çam et Hişil (Çam & Hişil, 2010) dans l’extrait 
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méthanolique et aqueux des écorces de grenade turque (260.2 mg EAT/g pour l’extrait 

méthanolique et 82.6 mg/g pour l’extrait aqueux). Nous constatons que l’extrait méthanolique 

d’écorce se caractérise par la teneur la plus importante (84.85 mg EC/g d’extrait sec) en tanins 

condensés et qui est plus importante que les teneurs rapportées par Saad et al. (Saad et al., 

2012) (3.2 à 7.7 mg EC/g) ; Li et al. (Li et al., 2006) (10.9 mg EC/g d’extrait sec) et Çam et 

Hişil (Çam & Hişil, 2010) (3.7 à 9.5 mg EC/g d’extrait sec). Ces résultats montrent clairement 

que la fraction en tanins hydrolysables dans les écorces du fruit du grenadier est plus 

importante que celle des tanins condensés. Saad et al. (Saad et al., 2012) signalent également 

cette différence entre les teneurs en tanins hydrolysables et tanins condensés dans les écorces 

des fruits de grenade des différents cultivars tunisiens. Ils expliquent cela par les différences 

génétiques et environnementales. D’autre part, ils justifient cette différence par la variation de 

l’épaisseur de l’écorce pour chaque échantillon étudié. 

Les proanthocyanidines sont des produits finis oligomères et polymères de la voie de la 

biosynthèse des flavonoïdes (Díaz-Mula et al., 2019). L’existence des proanthocyanidines 

dans les aliments, y compris les céréales, les fruits, les noix et les épices, affecte leur texture, 

leur couleur et leur goût. Toutefois, Ils sont de plus en plus reconnus comme ayant des effets 

bénéfiques pour la santé humaine en raison de leur puissante capacité antioxydante et de leurs 

effets protecteurs pour la santé humaine ; réduire le risque de maladies chroniques telles que 

les maladies cardiovasculaires et les cancers (Díaz-Mula et al., 2019). 

Dans la présente étude, la teneur en proanthocyanidines des extraits phénoliques de 

l’écorce et des arilles était de l’ordre de 4.79 et 3.87 mg EC/g d’extrait sec, respectivement. 

Ces valeurs sont plus élevées que celles publiées pour cinq cultivars de grenades largement 

répandus en Egypte, elles sont de l’ordre de 0.085 à 0.339 mg EC/g pour les extraits 

méthanoliques de l’écorce et de 0.080 à 0.318 mg EC/g pour les extraits aqueux (Abdel-Hady, 

2013). De plus nos résultats sont supérieurs à ceux rapporté par Diaz-Mula et al. (Díaz-Mula 

et al., 2019) pour la variété espagnole Mollar Elche, dont la teneur en proanthocyanidine dans 

l’écorce était de l’ordre de 1840.5 µg/g et de 316.2 µg/g pour les graines. L’extrait 

méthanolique des écorces de grenades récoltées au nord de l’Ile Maurice possède une teneur 

en proanthocyanidines moins faible 2.48 mg EC/g (Rummun et al., 2013). En revanche, 

Middha et al. (Middha et al., 2013) ont montré également que l’extrait méthanolique d’écorce 

renferme une teneur plus importante en proanthocyanidine de l’ordre de 14.09 par rapport à 

nos résultats, tandis qu’elle est de 9.09 mg EC/g pour l’extrait aqueux.  
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L’activité de piégeage des radicaux libres DPPH et ABTS a été testée en utilisant des 

concentrations croissantes des extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de la grenade 

Sefri (de 0 à 0.6 mg/ml). Nos résultats montrent que ces extraits phénoliques présentent tous 

deux une activité significative de piégeage des radicaux libres de manière dose-dépendante. 

Cependant, l’écorce a présenté une activité plus élevée que les arilles, comme le montrent les 

valeurs de la CI50 (écorce : CI50 = 12.49 μg/ml, arilles : CI50 = 21.58 μg/ml). Les valeurs de 

la CI50 obtenues pour le DPPH dans notre étude étaient beaucoup plus faibles que celles 

rapportées par Ali et al, qui ont obtenu une CI50 de 14.75 µg/ml pour l’extrait de l’écorce et 

de 128.27 µg/ml pour celui des arilles (Ali et al., 2014), ce qui indique que l’effet antioxydant 

était beaucoup plus important dans notre étude. Sabraoui et al (Sabraoui et al., 2020) ont 

récemment rapporté que trois variétés marocaines avaient des activités antioxydantes plus 

faibles (EC50 allant de 42.71 à 65.55 µg/ml) que la variété marocaine Sefri). Ces différences 

pourraient être expliquées par les conditions de culture ou les méthodes d’analyse utilisées. 

L’activité de piégeage du DPPH des fruits de grenade est associée à leur contenu total en 

composés phénoliques, anthocyanes et flavonoïdes comme indiqué dans notre résultat. C’est 

pourquoi l’extrait hydro-alcoolique d’écorce a présenté une activité de piégeage des radicaux 

plus élevée que l’extrait des arilles. Il est intéressant de noter que si l’on prend en compte la 

teneur en composés phénoliques, en particulier la punicalagine, l’acide gallique et l’acide 

ellagique, il existe une corrélation positive entre la teneur en polyphénols et le pouvoir 

antioxydant de l’extrait de l’écorce, qui est supérieur à celui des arilles (Kalaycıoğlu & Erim, 

2017; Zaouay et al., 2012). Ceci est en accord avec nos résultats montrant que l’écorce est 

significativement plus riche en composés phénoliques que les arilles.  

La capacité antioxydante par la méthode ABTS a révélé une activité antioxydante plus 

faible que celle évaluée par le test DPPH. Cependant, l’activité antioxydante de la peau de 

grenade était plus élevée que celle trouvée dans les extraits de graines. Ces résultats sont en 

accord avec ceux rapportés par Elfalleh et al. (Elfalleh et al., 2012), avec des valeurs EC50 de 

la peau entre 0,062 et 0.085 mg/ml et 4.03 et 4.83 mg/ml pour les extraits de graines. Les 

données de l’essai ABTS ont montré une bonne corrélation avec les contenus phénoliques.  

L’activité de piégeage des radicaux ABTS et DPPH de l’écorce et de la graine de grenade 

est attribuée à leur capacité à céder l’hydrogène de leur groupe hydroxyle, neutralisant ainsi 

les radicaux libres en formant des complexes stables. Il est bien établi que les composés 

phénoliques de l’écorce de grenade contribuent à son activité antioxydante ; des études 
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précédentes ont mentionné la forte corrélation entre l’activité antioxydante et le contenu 

phénolique (Amri et al., 2017; Singh et al., 2002). 

Nos résultats ont également montré que l’extrait phénolique de l’écorce a une meilleure 

capacité à piéger les radicaux libres H2O2 (CI50 = 19.96 µg/ml) que celui des arilles (CI50 = 

37.06 μg/ml. En termes d’activité antioxydante à la même concentration, l’écorce a présenté 

le pourcentage le plus élevé, suivi de celui des arilles. À 200 µg/ml, le pourcentage 

d’inhibition était de 87.8% et 64.12%, respectivement, pour l’écorce et les arilles. Ces 

résultats ne sont pas en accord avec ceux rapporté par Guo et al. (Guo et al., 2007), qui ont 

montré que l’extrait de l’écorce de grenade d’une variété chinoise avait une activité de 

piégeage élevée pour le peroxyde d’hydrogène, avec une CI50 de 0.032 µg/ml, ce qui est 

beaucoup plus faible que nos résultats. 

L’activité de piégeage du H2O2 a probablement été affectée par la concentration des 

composés phénoliques. Comme les composés phénoliques sont de puissants antioxydants qui 

brisent les chaînes, ils peuvent accélérer la décomposition de H2O2 en H2O et en oxygène 

(Bendary et al., 2013). Le peroxyde d’hydrogène H2O2 est très réactif et contribue à la 

formation de radicaux OH dépendant des ions de métaux de transition et provoquant des 

dommages oxydatifs à l’ADN, aux protéines et aux lipides (Gülçin et al., 2010). La spécificité 

et la sensibilité des tests DPPH, ABTS et H2O2 n’ont pas confirmé les activités antioxydantes 

des extraits phénoliques de la grenade Sefri. C’est pourquoi les tests FRAP, β-carotène, AAT, 

FTC et TBARS ont été réalisés afin de fournir une évaluation fiable des propriétés 

antioxydantes des composés phénoliques de le grenade. 

Nos résultats pour l’activité antioxydante évaluée par la méthode du FRAP ont montré 

que l’extrait phénolique de l’écorce a une plus grande capacité à réduire le complexe ferrique 

tripyridyl-triazine (Fe(III)-TPTZ) en un complexe ferreux (Fe(II)-TPTZ) en raison des 

capacités de donneur d’électrons de ses composés phénoliques (374.83 mg EAA/g) que celui 

des arilles (189.83 mg EAA/g). Nos résultats étaient en accord avec ceux obtenus par Li et al. 

(Li et al., 2006) et Sabraoui et al. (Sabraoui et al., 2020), qui ont trouvé que le pouvoir 

réducteur de l’extrait d’écorce était plus élevé que celui d'un des arilles. Zeljka et al. ont 

également rapporté que les extraits d’écorce présentent une forte activité antioxydante 

(100.25-176.60 μmol Équivalent Trolox/100 g) dans la réduction du complexe Fe(III)-TPTZ 

(Peršurić et al., 2020). Le pouvoir réducteur des parties de fruits de grenade est probablement 

dû à l’action des groupes hydroxyle des composés phénoliques, qui peuvent agir comme des 

donneurs d’électrons. Les composés antioxydants qui agissent comme agents réducteurs 
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exercent leur effet en donnant un atome d’hydrogène au complexe ferrique, brisant ainsi la 

réaction en chaîne des radicaux (Li et al., 2006). 

Les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de la grenade Sefri ont été utilisés pour 

déterminer leurs capacités antioxydantes par la formation de complexes de 

phosphomolybdène. Cette méthode est basée sur la réduction de Molybdène (VI) en 

Molybdène (V) par les composés antioxydants et la formation d’un complexe vert de 

Molybdène (V) avec une absorption maximale à 695 nm. Les différents extraits de grenade 

ont montré différents degrés de capacité antioxydante. À des concentrations de 200 et 600 

µg/ml, l’extrait phénolique de l’écorce a montré de fortes capacités antioxydantes, tandis que 

l’extrait des arilles a montré de capacités antioxydantes plus faibles à des mêmes 

concentrations. Les données expérimentales exprimées en nombre de milligrammes 

équivalents d’acide ascorbique par gramme d’extrait sec se sont avérées être entre 67.45 et 

34.81 mg EAA/g pour les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles pour une 

concentration de 600 µg/ml, respectivement. L’extrait des arilles a montré une capacité 

antioxydante moindre à toutes les concentrations par rapport à celui de l’écorce. Les 

variations de la capacité antioxydante des extraits de l’écorce et des arilles peuvent être 

attribuées aux différences dans leurs contenus phénoliques. Des résultats similaires ont été 

rapporté dans le cas des extraits de grenade (Azizuddin & Ghafoor, 2018; Hadjadj et al., 

2018; Negi et al., 2003; Zahin et al., 2010). L’étude réalisée par Zahin et ses collaborateurs 

sur l’activité antioxydante totale des écorces de grenade par dosage du phosphomolybdène 

(Zahin et al., 2010) a révélé que l’extrait méthanolique de l’écorce de grenade a présentait 

l’activité antioxydante la plus élevée (5067.7 µmol EAA/g d’extrait sec), suivie par l’extrait 

éthanolique (3323 µmol EAA/ g d’extrait sec), l’extrait acétonique (2481.6 µmol EAA/ g 

d’extrait sec) et l’extrait d’acétate d’éthyle (862.8 µmol EAA/g d’extrait sec), à une 

concentration de 80 µg/ml. Toutes ces valeurs étaient supérieures à celles trouvées pour les 

extraits dans la présente étude. Ces résultats sont en accord avec ceux rapporté par Negi et al 

(Negi et al., 2003) pour la variété Ganesha. La capacité antioxydante la plus élevée était pour 

l’extrait méthanolique de l’écorce (2457 µmol EAA/g d’extrait sec), suivie par l’extrait 

d’acétate d’éthyl (2396 µmol EAA/ g d’extrait sec), l’extrait acétonique (2173 µmol EAA/ g 

d’extrait sec) et l’extrait aqueux (956 µmol EAA/ g d’extrait sec), à une concentration de 100 

µg/ml. En revanche, Azizuddin et Ghafoor ont montré des valeurs inférieures dans le jus de 

deux variétés de grenade (Kandhari et Bedana) par rapport à nos résultats. La capacité 

antioxydante pour la variété Bedana était de l’ordre de 671.60 mg EAA/100 ml alors que celle 
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de la variété Kandhari était moins faible (663.33 mg/100 ml) (Azizuddin & Ghafoor, 2018). 

De plus, nos résultats était supérieurs à ceux rapporté par Hadjadj et ses collaborateurs pour 

une variété algérienne dont la capacité antioxydante totale était de l’ordre de 23.53 mg EAA/g 

pour l’extrait hydroéthanolique de l’écorce (Hadjadj et al., 2018). L’activité antioxydante 

démontrée par les extraits de grenade peut être due à la présence de polyphénols, tels que les 

tannins ellagiques, l’acide ellagique et l’acide gallique (Gil et al., 2000). 

Nous avons évalué le potentiel antioxydant des extraits phénoliques de l’écorce et des 

arilles pour la peroxydation lipidique en utilisant le test de blanchiment β-carotène/acide 

linoléique, qui est basé sur une diminution de la couleur du β-carotène suite à sa réaction avec 

les radicaux générés lors de l’oxydation de l’acide linoléique. Nos résultats montrent que les 

extraits phénoliques testés provoquent une diminution de l’oxydation de l’acide linoléique. 

L’ajout de l’extrait phénolique de l’écorce ou celui des arilles a empêché la génération de 

radicaux libres par l’oxydation couplée de l’acide linoléique et du β-carotène. À 2 mg/ml, 

l’écorce a présenté une activité antioxydante significativement plus élevée (86.83%) que les 

arilles (55.64%). Ces résultats sont en accord avec ceux présenté dans une étude menée par 

Singh et al. (Singh et al., 2002), qui ont également signalé que l’extrait d’écorce présentait 

une activité antioxydante plus élevée (83%) que l’extrait d’arille (22.6%). D’autre part, 

Derakhshan et al. (Derakhshan et al., 2018) ont rapporté que l’extrait de pelure présentait une 

activité antioxydante de 58 % par rapport à 54 % pour l’extrait d’arille, tandis qu’Orak et al. 

(Orak et al., 2012) ont rapporté qu’il n’y avait pas de différence significative dans l’activité 

antioxydante entre le jus de grenade (47.87%) et l’extrait de pelure (46.24%). Dans le système 

β-carotène-acide linoléique, l’oxydation de l’acide linoléique génère des espèces radicalaires 

en raison de l’abstraction d’hydrogène, qui se produit dans les groupes méthylène de l’acide 

linoléique. Les radicaux libres oxydent le β-carotène par des hydroperoxydes. La présence 

d’antioxydants dans l’extrait neutralise les radicaux libres linoléiques ainsi que tout autre 

radical libre formé dans le système. L’oxydation du β-carotène dépend donc de l’activité 

antioxydante des extraits (Mariod et al., 2009). Nos résultats montrent clairement que les 

extraits phénoliques de la grenade Sefri réduisent l’oxydation du β-carotène. 

L’inhibition de la peroxydation de l’acide linoléique a également été déterminée comme 

un indice de l’activité antioxydante à long terme. La peroxydation des lipides se produit par 

l’intermédiaire de radicaux qui retirent des atomes d’hydrogène des carbones méthylènes dans 

les acides gras polyinsaturés. L’inhibition de la peroxydation causée par les extraits 

phénoliques de la grenade Sefri à la fin des 10 jours d’incubation était significativement plus 
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élevée. L’activité inhibitrice la plus élevée a été observée pour l’écorce suivie par l’acide 

ascorbique. La valeur inférieure a été observée pour l’extrait des arilles.  

Les résultats de la méthode du thiocyanate ferrique (FTC) ont montré que l’extrait 

méthanolique de l’écorce avait une plus grande activité antioxydante par rapport à l’extrait 

des arilles. Les études ont affirmé que l’extrait aqueux de plantes médicinales avait une forte 

activité antioxydante contre la peroxydation lipidique. La réaction dans la méthode FTC est 

due aux composés de l’oxydation de l’acide linoléique dans lequel, le peroxyde réagit avec le 

chlorure ferreux pour former un pigment rougeâtre de chlorure ferrique (Al-Naqeeb et al., 

2009). Les peroxydes sont lentement décomposés en composés moléculaires inférieurs au 

cours de l’oxydation (Behbahani et al., 2007).  

Dans cette étude, les résultats du test du thiocyanate ferrique (FTC) ont été confirmés par 

les données de la méthode à l’acide thiobarbiturique (TBA). D’après ces résultats, l’extrait 

méthanolique de l’écorce avait une activité antioxydante supérieure à celle de l’extrait des 

arilles. Cependant, les jus fermentés de grenade étaient également capables d’inhiber la 

peroxydation de l’acide linoléique pendant une longue période d’incubation (8 jours) 

(Pontonio et al., 2019). L’activité antioxydante par la méthode du thiocyanate ferrique est plus 

élevée que l’activité antioxydante du test TBA dans les extraits phénoliques de la grenade 

(Behbahani et al., 2007). Après un certain temps, le malonaldéhyde, un produit secondaire de 

la peroxydation des lipides, se transforme en alcool et en acide. L’alcool et l’acide ne peuvent 

pas être détectés avec un spectrophotomètre (Rahmat et al., 2004). La méthode FTC indique 

la quantité de peroxyde dans les étapes initiales de la peroxydation lipidique (Rahmat et al., 

2004; Saha et al., 2004). Alors que la méthode de l’acide thiobarbiturique indique la quantité 

de peroxyde au stade secondaire de la peroxydation lipidique (Rahmat et al., 2004). Par 

conséquent, l’activité antioxydante élevée trouvée par la méthode du thiocyanate ferrique 

indique que la quantité de peroxyde au stade initial de la peroxydation des lipides était plus 

grande que la quantité de peroxyde au stade secondaire. Ainsi, ces données suggèrent que 

l’extrait phénolique de l’écorce de la grenade Sefri avait un meilleur effet bénéfique contre la 

peroxydation lipidique par rapport à l’extrait des arilles. 

Les TBARS sont un important bio-marqueur du stress oxydatif, mesurant les produits de 

l’oxydation des lipides présents dans le sang (Aleksandrova et al., 2021; Cammisotto et al., 

2021). Des niveaux plus faibles de TBARS sont observés chez les personnes jeunes et en 

bonne santé. Avec l’âge, et dans le cas de certaines maladies comme les maladies 

coronariennes, la quantité de TBARS circulant dans le sang augmente, ce qui indique des 



                                                                                                               Résultats et discussion                      

139 | P a g e  

 

niveaux élevés de stress oxydatif (Cammisotto et al., 2021). Les taux sériques de TBARS sont 

fortement prédictifs d’événements cardiovasculaires chez les personnes atteintes de maladie 

coronarienne stable, indépendamment des facteurs de risque traditionnels et des marqueurs 

inflammatoires (Cammisotto et al., 2021). 

Dans cette présente étude, les concentrations de TBARS représentant les produits de 

peroxydation lipidique ont été mesurés dans le plasma humain. Les résultats de cette étude ont 

révélé que le cuivre a augmenté de manière significative les niveaux de TBARS plasmatiques 

par rapport aux traitements avec les extraits phénoliques de la grenade, qui ont diminué les 

niveaux de TBARS plasmatiques. Le BHT et les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles 

de la grenade Sefri ont diminué de manière significative les valeurs des TBARS tout au long 

de la période du test par rapport au contrôle positif. Les échantillons contenant l’extrait de 

l’écorce de grenade ont montré des valeurs de TBARS plus faibles que celles du BHT, et de 

l’extrait phénolique des arilles. La meilleure capacité antioxydante de l’extrait d’écorce de 

grenade par rapport aux celui des arilles peut être due aux concentrations des composés 

phénoliques plus élevés dans l’extrait d’écorce de grenade. De même, Shahamirian et ses 

collaborateurs ont rapporté que l’extrait d’écorce de grenade était plus efficace que le jus de 

grenade et le BHT pour réduire l’oxydation lipidique (Shahamirian et al., 2019). De plus, 

Aviram et al. (Aviram et al., 2000) ont montré la capacité impressionnante de la grenade 

(variété du Wonderful) à inhiber la peroxydation lipidique in vitro et ex vivo, ainsi que dans 

les LDL et HDL isolées, dans plusieurs systèmes d’oxydation différents, notamment les ions 

de métaux de transition, les générateurs de radicaux libres et les cellules. Par plus d’un test 

(TBARS, peroxyde lipidique et formation de diène conjugué), ils ont démontré la capacité 

antioxydante de la grenade à piéger les radicaux libres, un mécanisme d’action majeur de 

certains antioxydants naturels puissants, y compris la vitamine E et les flavonoïdes (Mucha et 

al., 2021; Parcheta et al., 2021). 

4 Conclusion et perspectives 

A la lumière de ces résultats, on constate que l’extrait phénolique de l’écorce de la 

grenade Sefri est une source riche en composés phénoliques et qui possède une activité 

antioxydante puissante, ce qui suggère que ce produit est une source naturel d’antioxydants 

très puissants. Cependant, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour isoler et 

caractériser les composés phénoliques individuels responsables de cette activité et aussi pour 

comprendre leur mode d’action, ce qui pourrait fournir des avantages pour la santé humaine et 

exploité ces composés à des fins pharmaceutiques et thérapeutiques. 
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Chapitre II : Évaluation de l’effet hypocholestérolémiant des extraits phénoliques de 

la grenade « Sefri » chez des rats Wistar soumis à un régime hypercalorique 

 

1 Introduction 

Les maladies cardiovasculaires (MCV) représentent aujourd’hui la principale cause de 

décès dans le monde, avec des taux d’incidence et de mortalité très élevés (Ashoor et al., 

2019; Ibrahim & Mohamed, 2021). Le stress oxydant est connu pour être un acteur clé dans le 

développement des maladies coronariennes et a été bien décrit comme le mécanisme à 

l’origine d’une série de problèmes de santé, tels que l’hypertension, la dyslipidémie, le 

syndrome métabolique, le diabète sucré et l’obésité (Pignatelli et al., 2018). Dans ce contexte, 

il est bien établi que les altérations de plusieurs enzymes ou médiateurs pro-oxydants et 

antioxydants, notamment la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase, 

la myéloperoxydase, la glutathion réductase (GSH), la superoxyde dismutase (SOD), la 

catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx), sont les principaux mécanismes à l’origine 

de l’initiation de la réponse au stress oxydatif dans les MCV (Pignatelli et al., 2018). 

Parmi les divers facteurs de risque, de nombreuses études et rapports ont mis en évidence 

la contribution significative de l’hyperlipidémie au développement et à la progression des 

MCV induites par les dommages oxydatifs (Daiber et al., 2021; Guevara-Cruz et al., 2021). 

L’hyperlipidémie est un trouble du métabolisme lipidique caractérisé par une augmentation 

significative du cholestérol total circulatoire et du cholestérol LDL (Guevara-Cruz et al., 

2021). Il a été démontré que l’hyperlipidémie est la principale cause d’athérosclérose chez 

l’Homme et les animaux en augmentant les espèces réactives de l’oxygène (ERO) et 

l’oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL), donnant lieu à des LDL oxydées (ox-

LDL) (Olea et al., 2014). À cet égard, des taux sériques plus élevés de ROS, de peroxydes 

lipidiques et de malondialdéhyde (MDA) ont été identifiés chez les patients 

hyperlipidémiques et les modèles animaux soumis à un régime riche en graisses (High Fat 

Diet) (Pignatelli et al., 2018).  

Le cholestérol est un composant cellulaire important qui se trouve principalement dans 

les membranes cellulaires, et il joue un rôle capital dans la structure des cellules et la 

régulation de la signalisation cellulaire (Aguilar-Ballester et al., 2020; Boer et al., 2018; Luo 

et al., 2020; Nakano et al., 2019). Chez les patients et les modèles animaux, 

l’hypercholestérolémie peut se développer comme une maladie héréditaire 

(l’hypercholestérolémie familiale) ou comme une conséquence d’un régime hypercalorique 
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déséquilibré ou d’autres troubles métaboliques (par exemple l’obésité) (Csonka et al., 2016). 

Les études ont identifié l’hypercholestérolémie comme un facteur de risque indépendant pour 

le développement de l’athérosclérose, de l’ischémie myocardique et d’autres formes de MCV 

(Csonka et al., 2016). Des analyses approfondies ont été réalisées dans ce domaine et ont 

montré que l’effet de l’hypercholestérolémie est principalement médié par la génération des 

ROS (Chtourou et al., 2015; Csonka et al., 2016). En effet, il a été constaté que 

l’hypercholestérolémie induit des ROS et des espèces réactives d’azote, alors que les 

médicaments hypocholestérolémiants atténuent significativement le stress oxydant induit par 

l’hypercholestérolémie chez les patients (Chtourou et al., 2015; Csonka et al., 2016).  

La consommation d’un régime hypercalorique est communément associée au stress 

oxydant cellulaire. Une étude récente de Yu et al. a montré que le stress oxydant induit par le 

régime hypercalorique altère l’homéostasie lipidique chez les souris en bloquant l’activité du 

facteur nucléaire hépatocytaire 4α (HNF-4α), et en réduisant la sécrétion de lipoprotéines de 

très basse densité (VLDL) (Yu et al., 2018). D’autre part, les rats soumis à un régime 

hypercalorique et/ou un régime riche en fructose peuvent développer un ensemble 

d’anomalies physiologiques, notamment une hyperglycémie, une hyperinsulinémie, une 

intolérance au glucose, une hypercholestérolémie, une hypertriglycéridémie et une 

hypertension artérielle (Carreres et al., 2021; Rodríguez-Correa et al., 2020; Taylor et al., 

2018; Xue et al., 2021; Zimmerman et al., 2021). 

Les antioxydants naturels tels que la vitamine C, la vitamine A, la vitamine E, les 

caroténoïdes, certains minéraux (par exemple Zn, Mn, Cu et Se) et les polyphénols 

(flavonoïdes, acides phénoliques, stilbènes, lignanes) sont considérés comme des puissants 

antioxydants pour la prévention des dommages oxydatifs, et peuvent également retarder le 

processus de vieillissement et réduire les complications liés à l’athérosclérose et la 

dyslipidémie comme les maladies cardiovasculaires (Kiokias et al., 2018; Zhou et al., 2021).  

La grenade (Punica granatum) est un fruit comestible dont les propriétés nutraceutiques 

et pharmacologiques ont été rapportées (Wu & Tian, 2017). Des études sur des cultures 

cellulaires, des souris et des humains montrent l’effet des flavonoïdes présents dans le jus, qui 

sont associés à la prévention des maladies cardiovasculaires, de l’obésité, du diabète et du 

cancer (Hou et al., 2019). 

Cependant, l’effet hypocholestérolémique du jus, des graines ou l’écorce de grenade par 

rapport à son activité antioxydante est peu décrit au niveau clinique ou expérimental. Dans 

une étude, l’extrait aqueux de l’écorce de grenade « Sefri » a amélioré de manière 
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significative les paramètres lipidiques chez les souris hypercholestérolémiques (Harnafi et al., 

2018). Cependant, il existe peu de données concernant l’extrait méthanolique de cette variété. 

Par conséquent, notre travail actuel vise à étudier l’activité hypolipémiante des extraits 

méthanoliques riches en composés phénoliques de l’écorce et des arilles de la grenade 

« Sefri », chez des rats Wistar soumis à un régime hypercalorique et hypercholestérolémique.  

2 Résultats 

2.1 Test de toxicité aiguë (DL50) 

Nous avons réalisé un test de toxicité aiguë des extraits phénoliques de grenade chez des 

rats Wistar pour évaluer la toxicité et sélectionner la dose expérimentale. Les extraits ont été 

administré par voie orale à une dose croissante jusqu’à 2 g/kg de poids corporel. Tous les rats 

ont été suivi individuellement pour vérifier la mortalité et les changements de comportement 

pendant les 30 premières minutes, puis à 2, 4, 8, 24, 48 heures, et jusqu’au 14ème jour. La 

période d’observation de 14 jours pendant l’étude de toxicité aiguë par voie orale et les 

mesures du poids corporel n’ont révélé aucune mortalité ni effet toxique chez les animaux 

pour les arilles. Cependant, avec l’extrait de l’écorce, un seul décès a été relevé pour la dose 

de 1.5 g/Kg et 3 rats pour la dose de 2 g/Kg de poids corporel. Ce résultat indique que la mort 

survient à une dose très élevée et qu’il s’agit pratiquement d’un produit non toxique. De plus, 

aucune anomalie n’a été constatée au niveau du cœur, du foie, de l’estomac, de la rate, des 

poumons, et des reins pour les deux extraits. Ces observations de toxicité aiguë orale 

suggèrent que le fruit de grenade est pratiquement considéré comme un produit non toxique 

(Annexe 3). 

2.2 Effet hypocholestérolémiant des extraits phénoliques de la grenade  

2.2.1 Étude préliminaire (Induction de l’hyperlipidémie par le Triton WR 1339)  

a. Profil lipidique plasmatique 

Les effets des extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de la grenade « Sefri » sur le 

profil lipidique ont été étudiés chez les rats Wistar soumis à un traitement 

hypercholestérolémique aigue par injection du Triton WR 1339. Les résultats illustrés dans la 

Figure 52 montrent une augmentation significative (P<0,001) des niveaux de lipides 

plasmatiques chez les rats soumis au (Triton WR 1339). Cependant, l’administration des 

extraits phénoliques de l’écorce et des arilles, chez ces rats (WR 1339) induit une réduction 

significative (P<0,001) des paramètres lipidiques.  
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Figure 52: Effet des extraits phénoliques sur le profil lipidique chez le rat Wistar rendu 

hypercholestérolémique sous l’effet du Triton WR-1339. (A) cholestérol total (CT), (B) cholestérol 

LDL (C-LDL), (C) triglycéride (TG), (D) cholestérol HDL (C-HDL), (E) cholestérol VLDL (C-

VLDL) du plasma des rats, et (F) l’indice d’athérogénicité (AI). La simvastatine a été utilisée comme 

standard interne. 

 

Les données sont rapportées en tant que moyenne ± sem pour cinq à six animaux par groupe. 

*Comparaison avec le groupe témoin.*p<0.05, **p<0,01, et ***p<0,001 indiquent des différences 

significatives par rapport au témoin. 
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En effet, on remarque une réduction significative des taux de cholestérol total (entre 

13.03 % et 17.07 %) (Figure 52 A), de triglycérides (entre 59.20 % et 64.89 %) (Figure 52 

C), de LDL (entre 38.10 % et 86.80 %) (Figure 52 B) et de VLDL (entre 59.20 % et 64.89 %) 

(Figure 52 E) par les extraits phénoliques des arilles et de l’écorce, respectivement. En 

revanche une augmentation significative (P < 0,001) a été observée dans les concentrations 

du cholestérol HDL (entre 45.24 % et 63.70 %) après 24 heures de traitement par les extraits 

des arilles et de l’écorce de grenade respectivement, en comparaison avec les autres groupes 

(Figure 52 D). De plus l’indice d’athérogénicité (AI) a également diminué de manière 

significative (P < 0,001) (entre 49.48 % et 63.52 %) pour les groupes des arilles et de 

l’écorce, respectivement après 24 h de traitement en le comparant avec les autres groupes 

(Figure 52 F). 

       b. Statut antioxydant (TBARS) 

       Les résultats de la Figure 53 montrent que l’injection du Triton (WR 1339) induit une 

augmentation significative (p<0.001) du taux plasmatique des TBARS (66.19 %). En 

revanche, cette augmentation a été contrée par l’administration des extraits phénoliques qui 

ont induit une réduction significative (p<0.001) (entre 67.61 % et 76.81 % pour les arilles et 

l’écorce, respectivement). Ces taux de réduction restent comparables à celui induit par 

l’administration de la simvastatine (72.74 %). 
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Figure 53: Effet du Triton WR-1339, de la simvastatine et de la grenade sur les marqueurs du stress 

oxydatif du plasma des rats Wistar. 

 

Les données sont rapportées en tant que moyenne ± sem pour cinq à six animaux par groupe. 

**p<0,01 indique des différences significatives par rapport au témoin. 
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2.3 Étude de l’effet antiathérogène de la grenade « Sefri » chez le rat 

Cette étude a été conduite chez des rats Wistar soumis à un régime hypercalorique et 

riche en cholestérol (RHCC) pendant 90 jours. 

2.3.1 Poids corporel, IMC et Indices Athérogènes 

L’administration des extraits de grenade riches en composés phénoliques a réduit de manière 

significative la prise de poids corporel et les indices athérogènes par rapport au groupe témoin 

et aux rats soumis au régime (RHCC) (Tableau 20). Les indices athérogènes à savoir l’indice 

d’athérogénicité (IA), l’indice du risque cardiaque (IRC) ont été calculés et étaient 

significativement plus élevés dans le groupe (RHCC) comparé au groupe témoin (Tableau 

20). Ces indices sont diminués sous l’effet des extraits phénoliques de grenade, ce qui laisse 

supposer une augmentation du risque de survenue des maladies grenade cardiovasculaires 

(MCV) avec le régime (RHCC) et un effet protecteur des extraits de la. Le pourcentage de 

protection était plus élevé (80.61 ± 10.82 %, 72.48 ± 8.12 % et 64.46 ± 12.27 %) pour les 

groupes traités par les extraits de l’écorce, les arilles et le fruit entier de grenade 

respectivement par rapport à la simvastatine (49.24 ± 24.11) (Tableau 20). Le traitement avec 

le fruit de grenade a réduit les indices athérogènes, indiquant une protection contre la 

progression de l’athérosclérose et, par la suite une réduction du risque de MCV.  

À la fin de la période expérimentale (jour 90), le groupe (RHCC) avait une prise de poids 

plus importante que les autres groupes avec un IMC plus important chez le groupe RHCC 

(Figure 54, Figure 55). 

Tableau 20: Effet des extraits de grenade sur la prise de poids les indices athérogènes 

 
Groupe Prise de poids (g) CRR (%) CPI (%) Protection (%) 

Témoin  
78.39 ± 19.06 

 
5.22 ± 1.82 

 
0.27 ± 0.10 

- 

RHCC  

200.95 ± 55.68
***

 

 

8.15 ± 3.02
* 

 

0.15 ± 0.06
* 

- 

RHCC + 

Simvastatine 

 

80.28 ± 35.25
##

 

 

4.23 ± 0.86
## 

 

0.28 ± 0.06
### 

 
49.24 ± 24.11 

RHCC + Écorce  

80.44 ± 18.98
###

 

 

2.18 ± 0.47
### 

 

0.60 ± 0.16
### 

 
80.61 ± 10.82 

RHCC + Arilles  

83.54 ± 14.59
###

 

 

2.84 ± 0.62
### 

 

0.49 ± 0.20
### 

 
72.48 ± 8.12 

RHCC + Fruit 

entier 

 

89.67 ± 29.34
##

 

 

3.30 ± 0.71
### 

 

0.44 ± 0.15
### 

 
64.46 ± 12.27●● 

Les données sont rapportées en tant que moyenne ± sem pour cinq à sept animaux par groupe. 

*Comparaison avec le groupe témoin.*p<0.05, **p<0,01, et ***p<0,001 indiquent des différences 

significatives par rapport au témoin. #Comparaison avec le groupe RHCC. #p<0.05, ##p<0,01, et 
###p<0,001 indiquent des différences significatives par rapport au groupe RHCC. ●

Comparaison avec 
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le groupe traité par l’écorce. ●●p˂0.01 indique une différence significative par rapport au groupe 

traité par l’écorce. 

Jours

P
o

id
s 

c
o

rp
o

re
l 

(g
)

0 20 40 60 80 100
0

100

200

300

400

500

Témoin

RHCC

RHCC + Simvastatine

RHCC + Ecorce

RHCC + Arilles

RHCC + Fruit entier

 

Figure 54: Effet des extraits phénoliques de grenade sur l’évolution du poids corporel chez des rats 

Wistar soumis à un régime (RHCC). 

 

Les données sont rapportées en tant que moyenne ± sem pour 6 ou 8 rats par groupe. 

 

 

Figure 55: Effet des extraits phénoliques de grenade sur l’indice de masse corporel chez des rats 

Wistar soumis à un régime hypercalorique. 

 

Les données sont rapportées en tant que moyenne ± sem pour 6 ou 8 rats par groupe. *p˂0.05, 

**p˂0.01 et ***p˂0.001 indiquent des différences significatives entre J0 et J90 pour chaque groupe. 
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Les changements dans le poids corporel initial et final dans les groupes témoins et 

expérimentaux sont présentés dans la Figure 56. Les résultats ont montré que l’administration 

des extraits de grenade a diminué l’augmentation du poids corporel final par rapport au 

groupe RHCC d’une manière significative (p˂0.001). Les résultats ont montré que le 

traitement par les extraits phénoliques de grenade a diminué le poids des organes par rapport 

au groupe RHCC, d’une manière significative (Figure 57).   

 

Figure 56: Effet des extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de grenade sur le poids corporel 

chez des rats soumis à un régime hypercalorique. 

 

Les données sont rapportées en tant que moyenne ± sem pour 6 ou 8 rats par groupe. ***p˂0.001 

indique des différences significatives entre J0 et J90 pour chaque groupe. 

 

L’effet des extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de la grenade « Sefri » sur le 

poids des organes a été étudié chez les rats Wistar soumis à un régime 

hypercholestérolémique et hypercalorique chronique. Les résultats illustrés dans la Figure 57 

montrent une augmentation significative (P<0,001) du poids des organes chez les rats 

hypercholesterolémique. Cependant, l’administration des extraits phénoliques de l’écorce, des 

arilles et du fruit entier de grenade chez ces rats induit une augmentation significative 

(P<0,001) du poids des organes par rapport au témoin. En effet, on remarque une 

augmentation significative du poids du foie, de l’aorte,  du cœur, des reins, du cerveau, du 
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tissu adipeux, et du pancréas avec des pourcentages de l’ordre de 33.59% (Figure 57 A), 

4.7% (Figure 57 B), 21.48% (Figure 57 C), 23.38% (Figure 57 D), 11% (Figure 57 E), 

50.57% (Figure 57 F), 55.14% (Figure 57 G), respectivement. Cependant, une réduction 

significative (P < 0,001) a été observée dans le poids de ces organes chez les groupes traités 

par l’extrait d’écorce, des arilles et du fruit entier de grenade. Pour l’extrait phénolique de 

l’écorce une réduction a été observée dans le poids du foie avec un pourcentage de 17.98% 

(Figure 57 A). En revanche, l’extrait des arilles et celui du fruit entier à provoquer une 

diminution significative du poids du foie avec un pourcentage plus élevé que celui de l’écorce 

(28.07% et 18.29%, respectivement). Pour l’aorte, l’écorce à provoquer une réduction 

significative du poids (55.17%) en le comparant avec celui des arilles et du fruit entier 

(37.93%) (Figure 57 B). En revanche, aucune différence significative n’a été observé entre le 

poids du cœur du groupe RHCC et celui traité par l’extrait phénolique d’écorce. Cependant, 

les deux extraits des arilles et du fruit entier ont diminué significativement (p˂0.05) le poids 

du cœur avec des pourcentages de l’ordre de 23.70% (Figure 57 C). L’administration des 

extraits phénoliques de grenade (250 mg/kg de poids corporel) a significativement (p˂0.001) 

diminué le poids des reins par rapport à ceux des rats du groupe RHCC (18.54%, 20.16%, et 

21.77% pour l’écorce, les arilles et le fruit entier, respectivement) (Figure 57 D). La 

réduction du poids du cerveau des rats traités par l’extrait phénolique des arilles était 

statistiquement significatif  (9.56%, p˂0.05) par rapport à celui des rats traités avec l’écorce 

et le fruit entier (9.56% et 13.39%, respectivement) (Figure 57 E). Pour le tissu adipeux, tous 

les extraits de grenade ont provoqué une diminution significative (p˂0.01) du poids en les 

comparant avec celui du groupe RHCC avec des pourcentages de l’ordre de 80.70%, 82.42% 

et 87.32% pour l’extrait d’écorce, des arilles et du fruit entier, respectivement (Figure 57 F). 

Finalement, aucune différence significative n’a été enregistré pour le poids du pancréas entre 

le groupe RHCC et celui traité par l’écorce. Cependant, les extraits des arilles et du fruit entier 

ont diminué d’une manière significative (p˂0.05) le poids du pancréas (56.81% et 46.17%, 

respectivement) (Figure 57 G).  
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Figure 57: Effet des extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de grenade sur le poids des 

différents organes des rats soumis à un régime hypercalorique. (A) foie, (B) aorte, (C) cœur, (D) les 

reins, (E) cerveau, (F) tissu adipeux, (G) pancréas. 

 

Les données sont rapportées en tant que moyenne ± sem pour cinq à sept animaux par groupe. 

*Comparaison avec le groupe témoin.*p<0.05, **p<0,01, et ***p<0,001 indiquent des différences 

significatives par rapport au témoin. #Comparaison avec le groupe RHCC. #p<0.05, ##p<0,01, et 
###p<0,001 indiquent des différences significatives par rapport au groupe RHCC. 
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2.3.1.1 Cholestérol total, triglycérides, LDL, VLDL et HDL 

Les résultats obtenus dans la présente étude, ont montré une augmentation significative 

des concentrations de lipides plasmatiques et hépatiques (CT, TG, C-LDL, C-VLDL) avec 

une réduction du taux de HDL chez le groupe RHCC, confirmant l’induction d’une 

hyperlipidémie chez les rats expérimentaux. Le traitement à la simvastatine (10 mg/Kg) et aux 

extraits de grenade (250 mg/Kg) a permis de rétablir le profil lipidique par rapport au groupe 

RHCC après 12 semaines. Chez le groupe RHCC, la grenade a montré qu’elle prévenait 

l’hyperlipidémie en diminuant l’IMC et la prise de poids. 

Nos résultats illustrés dans la Figure 58, A-E, ont montré que l’administration d’extrait 

phénolique d’écorces (250 mg/kg) réduit significativement (p<0.001) le taux plasmatique des 

TG de 50.19 %, du C-VLDL de 50.20 %, du C-LDL de 58.25 % et du CT de 52.34 %, lorsque 

comparés au groupe RHCC. Fait intéressant, une augmentation significative du taux 

plasmatique du C-HDL de 42.04 % a été notée à la suite du même traitement par l’extrait 

phénolique d’écorces. De plus, l’effet de l’extrait phénolique des arilles de grenade (250 

mg/kg) a également montré un effet antiathérogène en réduisant les taux plasmatiques des TG 

de 26.55 %, du C-VLDL de 26.55 %, du C-LDL de 35.28 % et du CT de 26.19 %, et une 

augmentation du taux plasmatique du C-HDL de 50.73 % comparés au groupe RHCC. 

Cependant, cet effet reste moins prononcé par rapport à celui de l’extrait phénolique 

d’écorces. 

Une augmentation des niveaux de HDL-C a été observée chez les rats traités avec les 

extraits phénoliques de grenade (Figure 58 D). Les résultats ont indiqué que les niveaux du 

C-HDL des rats du groupe RHCC étaient significativement inférieurs par rapport à ceux des 

rats traités avec la grenade et le médicament de référence, simvastatine. De plus, il n’y avait 

pas de différence significative dans les niveaux de HDL-C entre les rats du groupe témoin et 

les rats du groupe RHCC. D’autre part, les niveaux de HDL-C étaient significativement plus 

élevés dans le groupe de rats traités avec 250 mg/kg de poids corporel de l’extrait des arilles 

par rapport au groupe témoin (p˂0,001, Figure 58 D). 

Les résultats ont montré des niveaux significativement élevés du C-LDL dans le groupe 

des rats RHCC par rapport aux groupes de rats traités par l’extrait de grenade et au groupe 

témoin (p˂0,01 ; Figure 58 C). De plus, une diminution dans les niveaux de LDL-C des rats 

traités avec les extraits de grenade était remarquée par rapport de celle des rats traités avec le 

médicament de référence, simvastatine (Figure 58 C). Il est intéressant de noter que les 
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niveaux de LDL-C des rats du groupe témoin normal et ceux des rats traités avec l’extrait de 

l’écorce et celui du fruit entier de la plante étaient comparables (p˂0,001; Figure 58 C). 

Pour les niveaux de VLDL, les résultats obtenus indiquent que les rats obèses non traités 

présentaient des niveaux de VLDL significativement plus élevés que les rats traités par 

l’extrait de grenade et le groupe témoin (p˂0,001; Figure 58 E). Le traitement des rats avec 

l’extrait de l’écorce a montré des niveaux de VLDL plus bas par rapport à ceux des rats traités 

par la simvastatine. Il est intéressant de noter que les niveaux de VLDL chez les rats traités 

par l’extrait de l’écorce étaient comparables à ceux des rats du groupe témoin normal (Figure 

58 E). 

Comme l’indiquent les résultats, les traitements avec l’extrait de grenade et le 

médicament de référence, la simvastatine, ont provoqué une réduction des niveaux de glucose 

sanguin à jeun chez les rats sous un régime hypercalorique RHCC de la 1ère à la 12ème semaine 

de la période d’étude (Figure 59). Cependant, les rats du groupe témoin normal et du groupe 

traité par la plante ont indiqué une stabilité des niveaux de glycémie à jeun tout au long de la 

période expérimentale (Figure 59). Les modèles de rats auxquels on a administré l’extrait de 

grenade à une dose de 250 mg/kg de poids corporel ont présenté une diminution des niveaux 

de glucose sanguin de la 3ème semaine jusqu’à la 12ème semaine par rapport au groupe RHCC 

(Figure 59). Au contraire, les rats du groupe RHCC ont indiqué une augmentation de la 

glycémie à jeun de 61 ± 3.94 mg/dL dans la première semaine à 127.16 ± 26.07 mg/dL dans 

la dernière semaine de la période de l’étude (Figure 59). Au 40ème jour de l’étude, les résultats 

ont montré que les rats du groupe RHCC avaient des niveaux de glucose sanguin plus élevés 

que tous les autres groupes expérimentaux (Figure 58 F et Figure 59). Cependant, les rats 

traités par l’extrait de grenade ont provoqué une diminution significative des niveaux de 

glucose dans le sang pendant la même semaine (Figure 59). En outre, les effets 

hypoglycémiants de l’extrait étaient comparables à ceux observés chez les rats traités par la 

simvastatine au cours de la même période (Figure 58 F, Figure 59 et Figure 60). 
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Figure 58: Effet des extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de grenade sur le profil lipidique et 

la glycémie des rats soumis à un régime hypercalorique. (A) Cholestérol total, (B) Triglycéride, (C) 

LDL, (D) HDL, (E) VLDL, et (F) Glycémie. 

 

Chaque résultat représente la moyenne ± sem pour 5 à 8 rats.*˂0.05, **˂0.01, et ***˂0.001 

(comparé au groupe témoin), #p˂0.05, ##p˂0.01, ###p˂0.001 (comparé au groupe RHCC) représentent 

des différences significatives (test de Student). 
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Figure 59: Effet des extraits phénoliques de grenade sur l’évolution de la glycémie chez des rats 

Wistar soumis à un régime hypercalorique. 

 

Figure 60: Effet des extraits phénoliques de grenade sur la glycémie chez des rats Wistar soumis à un 

régime hypercalorique. 

 

Les données sont rapportées en tant que moyenne ± sem pour 5 ou 8 rats par groupe. *p˂0.05, 

**p˂0.01 et ***p˂0.001 indique des différences significatives entre J0 et J90 pour chaque groupe. 

ns : nos significatif. 

 

2.3.1.2 Profil lipidique, stress oxydant et marqueurs de toxicité au niveau hépatique 

Une augmentation significative des niveaux des transaminases hépatiques ALAT et 

ASAT a été observée chez les animaux du groupe soumis un régime hypercalorique RHCC 

par rapport aux groupes traités par des extraits de grenade et le groupe témoin (p˂0.001, 

Figure 61), confirmant l’induction de dommages au niveau hépatique lors de l’alimentation 
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avec le régime RHCC. Cependant, le traitement avec la simvastatine et les extraits 

phénoliques de la grenade a réduit significativement les niveaux d’ASAT, et d’ALAT par 

rapport au groupe RHCC (p˂0.001, Figure 61). 
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Figure 61: Effet des extraits phénoliques de grenade sur les enzymes hépatiques (ALAT et ASAT) 

chez des rats Wistar soumis à un régime hypercalorique. 

 

Chaque résultat représente la moyenne ± sem pour 6 ou 8 rats. *p˂0.05, **p˂0.01 et ***p˂0.001 

(comparé au groupe témoin), et #p˂0.05, ##p˂0.01, et ###p˂0.001 (comparé au groupe RHCC) 

représentent des différences significatives (tes-t de Student). 

 

Sur le plan des lipides hépatiques, l’administration aux rats des extraits phénoliques de 

grenade a provoqué une réduction significative du taux de cholestérol total par rapport aux 

rats du groupe RHCC (p˂0,001, Figure 62 A). Fait intéressant, cette réduction a permis 

d’atteindre des niveaux similaires à ceux enregistrés chez le groupe témoin, ce qui témoigne 

de l’efficacité des extraits phénoliques de grenade. De plus, le taux de cholestérol total chez 

les rats ayant reçu la simvastatine était significativement inférieur à ceux des rats du groupe 

RHCC. Pour les concentrations des triglycérides, les résultats obtenus ont montré une 

augmentation significative des triglycérides (TG) chez les rats du groupe RHCC par rapport 

aux rats du groupe témoin normal, et des groupes traités par l’extrait phénoliques de grenade 

(p˂0.0001, Figure 62 B). Les résultats ont également indiqué que la réduction des 

triglycérides dans les groupes traités par les extraits phénoliques de grenade était similaire à 

celle du groupe témoin. Le traitement avec l’extrait de grenade a réduit de manière 

significative les niveaux de triglycérides par rapport au groupe RHCC (p˂0.001, Figure 72 

B).  
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Figure 62: Effet des extraits phénoliques de grenade sur les lipides au niveau du foie chez des rats 

Wistar soumis à un régime hypercalorique RHCC. (A) Cholestérol total, (B) Triglycérides. 

 

Chaque résultat représente la moyenne ± sem pour 6 ou 8 rats. **p˂0.01, et ***˂0.001 représentent 

des différences significatives comparé au groupe RHCC (test de t). 

 

Les paramètres du stress oxydant (dosage des TBARS) chez les rats 

hypercholestérolémiques après traitement par les extraits phénoliques de grenade sont 

présentés dans la Figure 63. Une augmentation significative du niveau de MDA a été 

observée au niveau hépatique des rats du groupe RHCC (p˂0.001, Figure 63). Les groupes 

traités avec les extraits phénoliques de grenade ont présenté des niveaux de MDA hépatiques 

relativement plus faibles mais significatives en comparaison avec le groupe RHCC (p˂0.001, 

Figure 63). L’activité antioxydante la plus forte a été enregistrée chez les rats du groupe 

simvastatine (p˂0.001) par rapport au groupe RHCC d’une manière significative. Il est 

intéressant de noter que l’effet antioxydatif des extraits de grenade « Sefri » était 

significativement comparable à celui du groupe témoin normal (p˂0.05, Figure 63). Il est 

important de noter que l’effet antioxydant des extraits phénoliques des arilles et de l’écorce 

était similaire et aucune différence significative n’a été observée (Figure 63). 
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Figure 63: Effet des extraits phénoliques de grenade sur le stress oxydatif hépatique chez des rats 

Wistar soumis à un régime hypercalorique. 

 

Chaque résultat représente la moyenne ± sem pour 6 ou 8 rats. **˂0.01, et ***˂0.001 représentent 

des différences significatives comparés au groupe RHCC (t-test.). 

 

2.3.2 Étude histologique 

2.3.2.1 Histologie du foie 

L’analyse histologique du foie peut révéler la présence d’une dyslipidémie. C’est dans 

cette perspective qu’on a prélevé les foies des rats des différents lots pour effectuer une 

analyse histologique afin de confirmer l’efficacité des extraits phénoliques des arilles et de 

l’écorce de la grenade « Sefri » dans la protection contre l’effet du régime hypergras. 

La coloration par l’hématoxyline/éosine a révélé dans la Figure 64 a, qui représente une 

coupe histologique du foie des rats du groupe témoin non traitée, une architecture normale du 

foie sans modification hépatique, les cellules mononuclées qui forment la classe dominante, 

avec la présence d’un nombre discret de cellules binucléées. La Figure 64 b qui représente la 

coupe histologique de foie des rats du groupe hyperlipidémique, montre un développement 

d’une stéatose hépatique en réponse au RHCC qui induit une diffusion massive des lipides à 

l’intérieur des hépatocytes ce qui permet une disposition intra hépatique de ces lipides sous 

forme de vacuoles. On distingue nettement un grand nombre des micros et macro gouttelettes 

lipidiques (en blanc) avec la disparition de leur noyau. On remarque aussi la présence de 

veines centro-lobulaires dilatées (Figure 64) l’une d’elle est congestive. La dilatation des 

sinusoïdes indiquées est un signe de toxicité. La Figure 64 d qui montre la coupe histologique 
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du foie des rats traitée par une dose de 250 mg/kg de l’extrait phénolique de l’écorce de P. 

Granatum. Cette figure nous permet d’observer un petit nombre de vacuoles lipidiques qui 

sont réparties dans les hépatocytes avec l’absence du noyau et une architecture presque 

normale. Ces observations signifient que cette dose a réduit le volume et le nombre des 

vacuoles lipidiques diminuant l’effet de la stéatose hépatique due au régime hypercalorique 

(RHCC). Dans les Figures 64 e et f, qui montre les coupes histologiques du foie des rats du 

groupe traité par l’extrait phénolique des arilles et du fruit entier, on note la disparition totale 

des gouttelettes lipidiques au niveau du foie des rats des deux lots ce qui indique l’absence 

totale de la stéatose hépatique.  

Figure 64: Coupes histologiques du foie du groupe témoin (a), du groupe sous RHCC (b), du groupe 

traité par l’extrait phénolique de l’écorce (c), du groupe traité par l’extrait phénolique des arilles (d), 

groupe traité par la simvastatine (e), et le groupe traité par l’extrait du fruit entier (f) (Gr x 400). 

 
H : Hépatocytes, V : Veine centrale, Hr : Hémarragie, Ncl : Nécrose centro-lobulaire, Œ : Oedème, 

B : Ballonisation, I : Infiltrat inflammatoire, Pyc : Pycnose, S : Sinusoïde. 

 

 

 
                                           

DS 

H 

H 

DS 
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2.3.2.2 Histologie de l’aorte 

Comme le montre la Figure 65, les coupes de l’aorte de tous les animaux ont montré la 

structure normale de l’aorte et aucun signe de lésions athérosclérotiques n’a été observé. En 

outre, il n’y avait pas de différence dans la zone de la paroi aortique et l’épaisseur médiane de 

l’aorte entre les groupes expérimentaux. 

 

Figure 65: Coupes histologiques de l’aorte du groupe témoin (a), du groupe sous RHCC (b), du 

groupe traité par l’extrait phénolique de l’écorce (c), du groupe traité par l’extrait phénolique des 

arilles (d), du groupe traité par la simvastatine (e), et le groupe traité par l’extrait du fruit entier (f) (Gr 

x 400). 

 

In : Intima, M : Média, A : Adventice, H : Hémorragie, OE : Œdème sous-endothélial, If : 

Inflammation, SL : Stries lipidiques. 
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3 Discussion 

Les produits naturels, y compris les plantes médicinales, ont été utilisés dans la 

prévention et le traitement de base de différentes pathologies (Chaachouay et al., 2021). Les 

médicaments à base de plantes ont reçu une grande attention en tant qu’alternatives aux 

produits pharmaceutiques synthétiques ces derniers temps, ce qui a conduit à l’augmentation 

de leur demande (Mythilypriya et al., 2007). Cependant, il est important de vérifier la sécurité 

et l’efficacité des produits à base de plantes par une méthode de dépistage expérimentale, 

ainsi que d’établir les composants actifs de ces remèdes à base de plantes (Das et al., 2015).       

L’objectif principal de l’évaluation toxicologique de tout médicament à base de plantes est 

d’identifier les effets indésirables et de déterminer les limites du niveau d’exposition auquel 

ces effets se produisent. Deux facteurs importants qui sont pris en considération dans 

l’évaluation de la sécurité de tout médicament à base de plantes sont la nature et l’importance 

de l’effet indésirable. Les tests de toxicité peuvent révéler certains des risques qui peuvent 

être associés à l’utilisation de plantes médicinales, en particulier chez les populations 

sensibles.  

Le premier volet de ce travail a été consacré à l’étude de la toxicité des extraits 

phénoliques de l’écorce et des arilles de grenade « variété Sefri ». Le résultat du test de 

toxicité DL50 des extraits phénoliques a montré qu’un seul rat est mort dans le 14ème jour 

d’exposition à une dose équivalente à 1,5 g/kg de poids corporel administrée par voie orale et 

3 rats pour une dose de 2 g/Kg de poids corporel. Ce résultat indique que la mort survient à 

une dose systémique très élevée et qu’il s’agit d’un produit non toxique. Ceci est en accord 

avec Bhandary et al. (Bhandary et al., 2013) qui ont également déclaré que l’extrait alcoolique 

du fruit entier de la grenade et de ses graines ainsi que l’acide ellagique sont pratiquement non 

toxiques lors de l’administration orale d’une dose unique chez les souris (2 g/Kg). Aucune 

mortalité n’a été observée à la fin de la période de 24 heures et la DL50 était supérieure à 2 

g/Kg. L’ingestion des parties comestibles de la grenade et de ses extraits est considérée 

comme non toxique. Il a aussi été rapporté qu’un extrait de fruit de grenade, administré par 

voie orale, dans une étude de toxicité aiguë, avait une DL50 de plus de 5g/kg chez les rats 

Wistar et les souris Swiss albinos et que dans l’étude sub-chronique tous les animaux ont 

survécu et aucun changement dans les paramètres cliniques (physiques et comportementaux) 

n’a été observé (Patel et al., 2008). Dans une autre étude, le résultat de la toxicité aiguë orale 

(OCDE 2001), n’a révélé aucun signe de toxicité dans un extrait d’écorce à une dose unique 

fixe de 2g/kg pendant 14 jours (El Deeb et al., 2021). De plus, la fraction de l’extrait 
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méthanolique de l’écorce de grenade a été évaluée lors d’un test de toxicité aiguë et s’est 

avérée sans danger à une dose supérieure à 5g/kg (Gautam et al., 2018). Wei et al. (Wei et al., 

2020) ont évalué la toxicité aigue de l’extrait éthanolique de l’écorce chez la souris après 

administration par voie orale de l’extrait à une dose croissante jusqu’à 5g/Kg de poids 

corporel. Toutes les souris ont été observées individuellement pour la mortalité et les 

changements de comportement pendant 14 jours. Aucun signe de mortalité ni d’anomalie de 

conditions générales n’ont été observés chez ces souris. De plus, aucune anomalie n’a été 

observée au niveau du cœur, du foie, de l’estomac, de la rate, des poumons, des reins et 

d’autres organes principaux. Cependant, certains extraits d’autres parties peuvent avoir des 

effets toxiques à des doses élevées en raison de leur forte teneur en alcaloïdes et en tannins 

(Guerrero-Solano et al., 2020).  La partie du grenadier peut également influencer le degré de 

toxicité, par exemple, il a été constaté que la DL50 de l’extrait de l’écorce (administration 

intrapéritonéale de deux variétés marocaine Sefri et Amrouz) est de 320, 5-355, 8 mg/kg chez 

les rats Wistar et de 300-348,2 mg/kg chez les souris albinos, respectivement (Ouachrif et al., 

2012). Vidal et al. (Vidal et al., 2003) ont trouvé que la DL50 d’un extrait hydro-alcoolique 

de fruit entier de grenade administré par voie intra-péritonéale à des souris était de 731,1 

mg/kg et ont trouvé qu’il y avait embryo-toxicité à une dose supérieure à 100 mg/kg. Il a 

également été rapporté que les punicalagines (un tanin abondant dans la grenade), ont un effet 

cytotoxique sur les lignées cellulaires, à des concentrations élevées (Kulkarni et al., 2007). 

Cependant, Cerdá et al. (Cerdá et al., 2003) ont mené un essai dans lequel ils ont conclu que 

l’administration orale de fortes doses (un régime commercial contenant 0, 5, 2, 5, 10 et 20 % 

d’extrait d’écorce) de punicalagine provenant des élagitanins de grenade à des rats Wistar 

pendant 37 jours n’est pas toxique, et ont renforcé cette conclusion par une étude 

histopathologique du foie et des reins. 

L’étude de l’activité hypolipimiante des extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de 

la grenade « Sefri » a montré des résultats significatifs vis-à-vis de l’effet préventif contre 

l’hyperlipidémie induite par le Triton WR-1339- chez les rats Wistar. Une dose orale unique 

(250 mg/kg) des extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de la grenade « Sefri » a été 

capable de prévenir l’augmentation des niveaux de cholestérol total, de cholestérol LDL, 

VLDL et des triglycérides, en plus elle a été capable de prévenir la diminution des niveaux de 

cholestérol HDL induite par l’administration de Triton WR 1339. De plus, nous avons 

observé un effet protecteur de la grenade « Sefri » contre le stress oxydant, en réduisant 

l’altération des niveaux de peroxydation lipidique induite par le Triton WR-1339. 
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Dans la présente étude, nous avons observé une augmentation des taux de cholestérol 

total, de cholestérol LDL et de triglycérides et une diminution des taux de cholestérol HDL,  

24 heures après une injection unique de Triton WR-1339 chez les rats (300 mg/Kg). Nos 

résultats sont en accord avec ceux rapportés par d’autres études (Abdou et al., 2018; Bouhlali 

et al., 2020; Harnafi et al., 2018). Plusieurs études ont montré que l’administration systémique 

de Triton WR-1339 à des rats et des souris à jeun, entraîne une augmentation du taux de 

lipides dans le plasma (Abdou et al., 2018; Bouhlali et al., 2020; Gayathri et al., 2013; Harnafi 

et al., 2018; Vijayaraj et al., 2013). Au début, il y a une forte augmentation du taux de lipides 

qui atteint un pic de deux à trois fois la valeur de contrôle 24 h après l’injection de Triton 

WR-1339, phase I (phase de synthèse), ce qui tombe dans l’hyperlipidémie 24 h ou 48 h après 

l’administration de Triton WR-1339, phase II (phase d’élimination) (Sikarwar & Patil, 2012). 

Le Triton WR-1339, a été largement utilisé pour bloquer l’absorption des lipoprotéines 

riches en triacylglycérols du plasma par les tissus périphériques afin de produire une 

hyperlipidémie aiguë chez des modèles animaux, qui sont souvent utilisés pour un certain 

nombre d’objectifs, en particulier pour le criblage de médicaments hypolipidémiques naturels 

ou chimiques (Harnafi et al., 2008; Touiss et al., 2017). Des études expérimentales 

soutiennent le concept selon lequel le Triton WR-1339 provoque une altération au niveau des 

lipoprotéines de très basse densité (VLDL), les rendant sensibles à l’action des enzymes 

lipolytiques du sang et des tissus (Friedman & Boyers, 1953). Ceci empêche ou retarde leur 

élimination du sang et stimule la biosynthèse hépatique du cholestérol, provoquant une 

hyperlipidémie (Goldfarb, 1978).  

Nos résultats sont aussi en accord avec d’autres études impliquant le profil anti-

hyperlipidémique de la grenade ont été réalisées chez la souris. Harnafi et al. (2018) ont 

démontré que le traitement avec l’extrait aqueux de l’écorce de la grenade « Sefri », à la dose 

de 500 mg/kg chez les souris, était efficace pour diminuer le cholestérol total, les 

triglycérides, le cholestérol LDL et le cholestérol VLDL et augmenter les niveaux de 

cholestérol HDL dans un modèle d’hyperlipidémie induite par le Triton WR 1339 à une dose 

de 200 mg/Kg de poids corporel (Harnafi et al., 2018). De plus, des doses plus élevées de 

l’écorce de grenade (50, 100, 200 et 300 mg/Kg) ont entrainé une diminution significative du 

profil lipidique avec une augmentation de la concentration du cholestérol HDL après 23 jours 

du traitement chez des rats soumis à une régime hypercalorique (Sadeghipour et al., 2014). 

Ces résultats sont d’une grande importance car les composés phénoliques de la grenade 

sont considérés comme des composants importants des « aliments fonctionnels », qui peuvent 
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prévenir l’athérosclérose et par la suite l’apparition des maladies cardiovasculaires 

(Benchagra et al., 2021). En outre, certains patients sous traitement par statines ne tolèrent pas 

bien les statines ou n’atteignent pas l’objectif de taux de cholestérol à lipoprotéines de basse 

densité (C-LDL) recommandé par les directives de l’Institut National de Santé « National 

Institutes of Health guidelines » (Lenfant et al., 2001). Par conséquent, il est souhaitable de 

développer des médicaments naturels qui possèdent un effet hypocholestérolémiant 

comparable à celui des statines, mais qui pourraient être bien tolérés par les patients. 

Un point important dans ce travail est que la grenade a eu un meilleur effet que la 

simvastatine pour réduire les niveaux de lipides plasmatiques, principalement les 

triglycérides. Une explication possible de l’action hypolipidémique de la grenade est liée à 

l’activité de l’HMG-CoA réductase, mécanisme similaire à celui des statines, une autre 

hypothèse est liée à l’activité de la lipoprotéine lipase, responsable de la diminution des 

niveaux de triglycérides plasmatiques. Cependant, d’autres études sont nécessaires pour 

identifier les mécanismes de la grenade dans ce modèle d’hyperlipidémie. Par conséquent, nos 

résultats suggèrent que la supplémentation en grenade peut être utilisée comme un adjuvant 

dans le traitement des dyslipidémies. 

Sachant que la grenade a un effet antioxydant et que sa propriété importante qui peut 

inhiber l’hyperlipidémie est sa capacité antioxydante, nous avons cherché à savoir si 

l’hyperlipidémie aiguë induite par le Triton WR-1339 chez les rats Wistar modifiait certains 

paramètres de stress oxydatifs dans le plasma et si l’effet antioxydant de la grenade était lié à 

ce processus. Dans notre étude, le Triton WR-1339 administré à des rats a été capable 

d’augmenter le marqueur de stress oxydatif TBARS. Stokes et al. (Stokes et al., 2002) ont 

signalé que les niveaux de ROS dans l’hypercholestérolémie étaient plus élevés que dans 

l’état normal. En accord avec cela, Harnafi et al. (2018), ont trouvé que 10 h après 

l’administration de Triton WR-1339 à des souris, le niveau de TBARS plasmatique était 

augmenté par rapport au groupe témoin (Harnafi et al., 2018). Ainsi, dans cette présente 

étude, le marqueur du stress oxydatif dans le plasma a été modifié chez les rats traités au 

Triton WR-1339. Les radicaux libres d’oxygène ou, plus généralement, les espèces réactives 

de l’oxygène (ROS), sont les produits d’événements métaboliques normaux et de transduction 

du signal à l’intérieur d’une cellule, mais l’oxydation des radicaux libres est responsable de la 

dégradation des acides gras et de leurs esters dans les membranes biologiques et les 

lipoprotéines (Morgan et al., 2007), par conséquent, cette oxydation peut également jouer un 

rôle dans les processus pathologiques. 
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Le fruit de grenade a empêché l’altération des marqueurs du stress oxydatif, il a diminué 

de manière significative le niveau de TBARS dans le plasma modifié par le Triton WR-1339. 

Ces résultats démontrent l’action antioxydante de la grenade dans ce modèle et suggèrent cet 

effet comme un mécanisme possible de l’effet hypolipidémique de la grenade.  

Suite à l’étude de l’effet hypolipémiant de la grenade vis-à-vis de l’hyperlipidémie aigue 

induite par le Triton WR 1339, nous avons conduit une étude sur un modèle chronique 

d’hyperlipidémie induite par un régime RHCC dans le but d’étudier l’effet antiathérogène de 

la grenade et d’en déterminer les mécanismes d’action. Les résultats obtenus dans notre étude, 

ont montré que la consommation d’un régime riche en graisses et en cholestérol a entraîné une 

augmentation significative (p˂0.001) du poids corporel chez les rats du groupe (RHCC seule) 

par rapport au groupe témoin normal (régime standard) tout au long de la période 

expérimentale de 12 semaines. Ces résultats ont confirmé la proposition selon laquelle 

l’exposition chronique à un régime riche en graisses entraîne des états d’obésité qui sont liés à 

une altération à la hausse du bilan énergétique (Lennox et al., 2015). Cela pourrait être dû au 

taux élevé d’acylation des acides gras saturés en triglycérides qui sont ensuite stockés dans le 

tissu adipeux et au niveau des viscères, d’où la prise de poids (Storlien et al., 2001). De plus, 

les effets post ingestion des régimes riches en graisses contribuent à la prise de poids par la 

réduction des signaux de satiété (leptine, cholécystokinine et peptide YY) (Little et al., 2007). 

Plusieurs études, menées sur des sujets humains, ont montré qu’une consommation élevée 

de graisses conduit à l’obésité et à d’autres maladies métaboliques associées, qui constituent 

le principal facteur de risque de morbidité et de mortalité (Bais et al., 2014). Dans le présent 

travail, le régime enrichis en graisses et en cholestérol a provoqué une augmentation 

significative du poids corporel, des indices d’athérogénicités et des concentrations sériques et 

hépatiques de cholestérol total et de triglycéride chez les rats. Les extraits phénoliques de 

grenade « Sefri » ont montré un effet protecteur contre l’hyperlipidémie induite par le régime 

hypercalorique. En effet, nos résultats montrent une réduction significative (p<0,001) des 

taux de (TG, CT, C-LDL, et C-VLDL) et une augmentation les niveaux de C-HDL. Ces 

résultats sont en accord avec ceux rapportés par Binmowyna et al. (Binmowyna et al., 2020) 

qui ont constaté que l’administration d’un extrait aqueux de graines et le jus de deux variétés 

de grenade de l’Égypte et de l’Arabie Saoudite pendant 60 jours chez des rats rendus obèses 

par un régime hypercalorique est capable de changer le profil lipidique en augmentant le 

niveau du C-HDL et en diminuant les niveaux de CT, TG, C-VLDL et C-LDL. De plus, 

Sadeghi et al. (Sadeghipour et al., 2014) ont montré que l’administration d’un extrait hydro-
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éthanolique de l’écorce d’une variété iranienne à différentes doses (50, 100, 200 et 300 

mg/Kg de poids corporel) chez des rats sous un régime hypercalorique pendant 23 jours, à 

diminué d’une manière significative le poids corporel et le profil lipidique avec une 

augmentation significative de la concentration du cholestérol HDL. De plus, notre étude 

suggère que la supplémentation en extraits de grenade était capable de prévenir 

l’augmentation du poids corporel. 

Cet effet peut être dû à la capacité des composés bioactifs de grenade à inhiber 

l’absorption intestinale des lipides alimentaires. Cela entraîne une diminution du transport du 

cholestérol intestinal vers le foie, ce qui conduit à une réduction des réserves de cholestérol 

hépatique et à une augmentation de la clairance du cholestérol dans le sang. En général, les 

hypolipidémiants agissent principalement en diminuant les niveaux de cholestérol, soit en 

réduisant son absorption intestinale, soit en stimulant la décomposition du cholestérol en bile 

dans le foie, en régulant plusieurs facteurs de transcription et transporteurs, à savoir LXRα, 

RXRα, PPARα, PPARγ, SR-B1, ABCG1 et le transporteur ABCA1(Liu et al., 2015).Cela 

peut expliquer les réductions du taux du cholestérol total, des TG et du C-LDL dans le sérum 

des rats nourris au régime hypercalorique. D’autre part, nos résultats sont en accord avec 

plusieurs études selon lesquels le jus, l’écorce et les graines de grenade ont des effets 

hypolipidémiques puissants lors d’une alimentation riche en graisses (Binmowyna et al., 

2020; Sadeghipour et al., 2014). De plus, les huiles de graines de grenade ont 

significativement diminué le cholestérol total, les TG et du C-LDL et augmenté le C-HDL 

chez des rats hypercholestérolémiques (Elbandy & Ashoush, 2012). De plus, au niveau des 

étude in vitro sur des macrophages isolés, le jus de grenade a réduit significativement 

l’absorption des LDL oxydées (Park et al., 2011). Chez des sujet sains, la consommation 

régulière de grenades a réduit de manière significative l’accumulation des LDL, qui 

constituent une étape initiale de la formation des cellules spumeuses et l’apparition de 

l’athérosclérose (Kaplan et al., 2001). En outre, chez des patients diabétiques souffrant 

d’hyperlipidémie, la consommation de jus de grenade concentré pendant 8 semaines a réduit 

de manière significative le taux sérique de cholestérol total, C-LDL et le rapport C-LDL/C-

HDL, en revanche aucun effet n’a été observé sur le taux sérique de C-HDL (Esmaillzadeh et 

al., 2006). 

L’indice d’athérogénicité (AI) est connu comme étant un marqueur pour prévenir le 

risque de dyslipidémie athérogène et de maladies coronariennes (Duraipandiyan et al., 2016). 

La capacité des extraits de grenade à augmenter le taux du C-HDL et à diminuer le taux du 
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CT sérique et hépatique et le C-LDL, suggère que ces extraits possèdent un puissant effet 

antiathérogène et pourraient prévenir les maladies cardiovasculaires. En outre, la modification 

oxydative des LDL, facilite leurs absorption par les macrophages conduisant ainsi à la 

formation de cellules spumeuses dans la paroi des vaisseaux, appartenant aux changements 

précoces qui initient la formation de la plaque d’athérome (Alissa & Ferns, 2017). En outre, 

Aviram et al. (Michael Aviram et al., 2000) ont démontré que le jus de grenade a augmentait 

l’activité sérique de la paraoxonase (PON1) dans les groupes hypercholestérolémiques traités. 

Il a été signalé que cette enzyme protège les LDL contre l’oxydation, inverse les effets 

biologiques du LDLs oxydées et préserve la fonction des HDLs en inhibant leurs oxydation 

(Ng et al., 2005). Ces données suggèrent que la grenade pourrait protéger contre 

l’athérosclérose chez le modèle animal. 

Un régime hypercalorique provoque une production anormale de radicaux libres 

d’oxygènés, qui augmente par la suite le processus de peroxydation des lipides, entraînant la 

formation de malondialdéhyde MDA et accélérant le développement et la progression de 

l’athérogenèse (Oh et al., 2006). Par conséquent, l’inhibition de la peroxydation lipidique peut 

être l’un des moyens les plus efficaces pour prévenir l’athérosclérose. Les deux extraits de 

grenade ont montré un puissant effet d’inhibition de la peroxydation lipidique lors de 

l’évaluation de la concentration du MDA chez les soumis à un régime hypercalorique. 

Comme indiqué dans notre étude, ces extraits de grenade ont montré une forte capacité de 

piégeage des radicaux DPPH, H2O2 et ABTS et ont une excellente activité chélatrice contre 

les ions ferreux (Benchagra et al., 2021). 

Bien que la simvastatine ait montré un effet hypolipémiant significatif dans cette étude, 

les personnes souffrant d’hyperglycémie et d’hypertension artérielle ne parviennent pas à 

atteindre les niveaux normaux souhaités de CT, TG, C-LDL et C-HDL avec une 

monothérapie par la statine seule (Cai et al., 2017). De plus, 10 à 20% des personnes ont 

développé une intolérance aux statines surtout à des doses élevées (Banach et al., 2015), et 

plus de 40% des personnes ayant des taux sériques élevés de lipides sont interdites d’utilisaer  

cette thérapie en raison de ses effets secondaires (Cai et al., 2017). Par conséquent, ces 

extraits de grenade pourraient être considérés comme une alternative ou une thérapie 

complémentaire aux statines, sachant qu’ils ont également des propriétés hypolipémiantes 

significatives, notamment anti-inflammatoires et antioxydantes (Benchagra et al., 2021).  

Selon l’analyse histologique du foie des rats traités par les extraits phénoliques des arilles 

et de l’écorce de la grenade « Sefri » pour la dose de 250 mg/Kg, on remarque que ces deux 
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extraits diminuent la stéatose hépatique par la diminution remarquable des vacuoles 

lipidiques, agissant ainsi comme des anti-hyperlipidémiants ce qui confirme notre étude 

biochimique. Les extraits phénoliques ont restitué l’architecture normale du foie mais 

présentent des signes de toxicité (les veines centro-lobulaires dilatées ou la dilatation des 

sinusoïdes), en particulier dans le cas de l’extrait de l’écorce. Cependant, la dilatation des 

veines centro-lobulaires est limitée puisque dans la plupart des cas elles n’étaient pas 

congestives.  

Les foies obtenus à partir du groupe ayant subi un régime hypercalorique (RHHC) dans 

cette étude présentaient des foies jaunâtres, hypertrophiés et largement infiltrés de taches 

jaunes à l’examen macroscopique. Ces taches jaunes peuvent être dues à un dépôt de graisse à 

l’intérieur des cellules hépatiques, ce qui peut être attribué à une dilatation sinusoïdale, une 

stéatose microvésiculaire ou une fibrose résultant d’une augmentation du tissu conjonctif suite 

à une nécrose hépatocellulaire (Altunkaynak & Ozbek, 2009). La perturbation de 

l’architecture hépatique du foie observée dans cette étude a été expliquée comme le résultat de 

dommages oxydatifs dans les protéines hépatocellulaires ou de changements nécrotiques dans 

les hépatocytes qui conduisent à une irrégularité dans l’orientation des hépatocytes et à une 

perturbation de l’architecture hépatique (Abraham et al., 2002). La dilatation des veines 

centrales, des sinusoïdes sanguins et des veines portales a été attribuée à des modifications 

inflammatoires ou à une ischémie et une hypoxie consécutives à un régime riche en graisses 

(Arvanitidis et al., 2009). La dilatation pourrait également être due au développement d’une 

hypertension après une obésité induite par un régime riche en graisses (Elahi et al., 2009). 

Dans le présent travail, il a été observé que l’administration quotidienne des extraits 

phénoliques de grenade, avec un régime riche en graisses (RHCC), améliore les changements 

précédents. Ces résultats sont en accord avec les résultats d’autres chercheurs (Al-shaaibi et 

al., 2016; Hassan et al., 2018). A cet égard, il a été rapporté que le jus de grenade avait un 

effet protecteur contre les dommages hépatiques induits par le tétrachlorure de carbone chez 

les rats (Abdel et al., 2016), cet effet pourrait être attribué aux constituants antioxydants 

piégeant les radicaux libres. Les principaux polyphénols antioxydants présents dans le fruit de 

grenade comprennent les ellagitannins, les anthocyanins, la punicalagine α et β qui se sont 

avérés être les antioxydants responsables de l’élimination des radicaux libres (Benchagra et 

al., 2021). En outre, l’effet antioxydant des flavonoïdes présents dans la grenade a renforcé le 

processus de régénération ; cela pourrait être dû à la destruction des radicaux libres, à la 

fourniture d’un substrat compétitif pour les lipides insaturés dans la membrane et/ou à 
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l’accélération du mécanisme de réparation des membranes cellulaires endommagées 

(Pirinccioglu et al., 2014). 

4 Conclusion et perspectives 

Les résultats de la présente étude ont démontré que les extraits de l’écorce et des arilles 

de la grenade « Sefri », ont un effet hypolipémiant puisqu’ils ont empêché l’augmentation des 

taux de TG, CT, c-VLDL et c-LDL dans le plasma et le foie des rats ayant subi un régime 

hypercalorique RHCC et une hyperlipidémie induite par le Triton WR-1339, en revanche la 

concentration du cholestérol HDL a connu une augmentation significative. En outre, les deux 

extraits de grenade avaient une concentration élevée d’acide gallique, acide ellagique, α et β 

punicalagine et présentaient une activité antioxydante marquée. Par conséquent, nos résultats 

suggèrent que la supplémentation en extraits de grenade « Sefri » pourrait être utilisée comme 

traitement non-thérapeutique des maladies cardiovasculaires. D’autres études sont en cours 

pour déterminer les composés actifs et expliquer le mécanisme d’action possible de cet effet 

hypolipémiant aux niveaux moléculaire et cellulaire. 
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Chapitre III : Activité des extraits phénoliques de la grenade Sefri (Punica granatum 

L.) riches en punicalagine sur le processus oxydatif et le transport inverse du cholestérol 

 

1 Introduction 

Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) et les espèces réactives de l’azote (RNS) 

endommagent le fonctionnement cellulaire des lipides, des protéines et des glucides, et 

provoquent la peroxydation des lipides et l’oxydation des lipoprotéines de basse densité 

(LDL) (Akhigbe & Ajayi, 2021; Juan et al., 2021). Les LDL oxydées (ox-LDL) peuvent rester 

dans l’intima vasculaire, et sont considérées comme la première cause de l’initiation et le 

développement de l’athérosclérose (Poznyak et al., 2021).  

La formation de cellules spumeuses dérivées des macrophages, est l’une des 

caractéristiques pathologiques, typique de l’athérosclérose précoce (Basatemur et al., 2019; 

Williams et al., 2020; Zheng et al., 2021). Par conséquent, il est important de prévenir ou 

d’inverser la formation de ces cellules pour prévenir et traiter l’athérosclérose, ce qui peut être 

réalisé en réduisant l’oxydation des lipoprotéines, en limitant l’excès de cholestérol et en 

favorisant l’efflux de cholestérol intracellulaire des macrophages (Aviram et al., 2005). 

Le transport inverse du cholestérol est le seul moyen pour éliminer l’excès de cholestérol 

(Adorni et al., 2021; Kontush, 2020; Nakaya et al., 2017; Ouimet et al., 2019; Trajkovska & 

Topuzovska, 2017; Uribe et al., 2021). L’efflux de cholestérol est l’étape la plus importante 

du transport inverse du cholestérol des macrophages, par laquelle le cholestérol intracellulaire 

des macrophages est transféré vers des accepteurs extracellulaires tels que les lipoprotéines de 

haute densité (HDL) (Adorni et al., 2021; Ouimet et al., 2019). Le transporteur ABCA1 assure 

l’efflux de cholestérol et de phospholipides vers l’apoliprotéine A-1 pauvre en lipides 

participant ainsi à la formation des HDL (Adorni et al., 2021; Ouimet et al., 2019; Rosenson 

et al., 2012). Les transporteurs ABCG1 assurent la médiation de l’efflux de cholestérol des 

macrophages vers les HDL matures (Adorni et al., 2021; Ouimet et al., 2019). Le récepteur 

hépatique alpha LXRα et le récepteur gamma activé par les proliférateurs de peroxysomes 

(PPARγ) sont des gènes essentiels qui participent à la régulation d’ABCA1 et ABCG1 (Zheng 

et al., 2021). Les études ont montré que la voie de signalisation des récepteurs nucléaires 

PPAR/LXRα/ABCA1/ABCG1 est essentielle pour comprendre la régulation du métabolisme 

lipidique (Gao et al., 2020; Song et al., 2021; Zhao et al., 2016; Zheng et al., 2021). 

Les antioxydants naturels constituent une première ligne de défense contre la 

peroxydation des lipides dans les lipoprotéines et dans les cellules artérielles, y compris les 
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cellules spumeuses des macrophages (Aviram et al., 2005). Une deuxième ligne de défense 

par les antioxydants pourrait être liée à la stimulation des paraoxonases (PON) (Aviram et al., 

2005). La PON1 est associée dans le sérum aux lipoprotéines de haute densité (HDL) (Levy et 

al., 2019; Wysocka & Zwolak, 2021). Il a été démontré que l’activité de la PON1 sérique est 

inversement associée au risque de développement de l’athérosclérose et ce phénomène 

pourrait être lié à la capacité de la PON 1 à protéger les LDL, HDL et les cellules artérielles 

contre l’oxydation, grâce à son action hydrolytique sur des lipides oxydés spécifiques 

(Aviram et al., 2005; Levy et al., 2019). Il a été démontré aussi que la PON1 joue un rôle 

capital dans la protection contre le stress oxydant et le développement des maladies 

cardiovasculaires (Ikhlef et al., 2017).  

L’écorce, les graines, le jus et les arilles de grenade sont considérés comme une source 

riche en composés phénoliques possédant des propriétés nutritionnelles, antioxydantes et 

autres propriétés bénéfiques (Di Stefano et al., 2019; Russo et al., 2018; Sabraoui et al., 

2020). L’écorce de grenade possède une teneur plus élevée en polyphénols que les graines et 

le jus (Faria & Conceição, 2011). Ces polyphénols comprennent la punicalagine, qui présente 

une forte activité antioxydante. L’écorce de grenade est connue pour ses propriétés curatives 

en ce qui concerne les maladies inflammatoires, le diabète, l’athérosclérose, le stress oxydant, 

le cancer et les infections microbiennes (Ismail et al., 2012; Kalaycıoğlu & Erim, 2017; 

Kojadinovic et al., 2017; Razani et al., 2017; Song et al., 2016; Turrini et al., 2015).  

Dans la présente étude, nous avons émis l’hypothèse que les extraits phénoliques de la 

grenade « Sefri » réduisaient l’accumulation du cholestérol en diminuant l’apport en 

cholestérol et en favorisant l’efflux du cholestérol. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons 

évalué leurs propriétés bénéfiques, en particulier leur rôle dans la prévention de la 

peroxydation lipidique des LDL humaines et des cellules cancéreuses de la vessie humaine 

J82 et la production des espèces réactives de l’oxygène (ROS). Nous avons également étudié 

l’effet des extraits sur l’activité de la paraxonase (PON1), qui joue un rôle capital dans la 

prévention de l’athérosclérose. De plus, nous avons étudié leurs effets sur l’accumulation et 

l’efflux du cholestérol cellulaire dans les macrophages J774, et on a révélé les mécanismes 

moléculaires sous-jacents.  

2 Résultats 

2.1 Effet de la grenade sur l’oxydation des LDL et l’activité de la PON1 

Pour mieux comprendre le mécanisme antioxydant des extraits riches en composés 

phénoliques de la grenade « Sefri », nous avons analysé la capacité de l’écorce et des arilles à 
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inhiber l’oxydation des LDL induite par le cuivre, à empêcher la disparition de la vitamine E 

(α-tocophérol) et à favoriser l’activité de la paraxonase PON1. Les résultats de l’oxydation 

des LDL induite par le cuivre (ox-LDL) ont montré que les extraits phénoliques de l’écorce et 

des arilles ont inhibé la formation des diènes conjugués d’une manière significative 

(P<0,0001), l’extrait de l’écorce étant le plus efficace que l’extrait des arilles (0.154 ± 0.0017 

et 0.167 ± 0.002, P = 0,011, respectivement). Cet effet a été confirmé en mesurant la teneur 

en α tocophérol des LDL oxydées en présence ou en absence des extraits phénoliques du 

grenadier. Comme l’indique la Figure 66, l’oxydation des LDL seules a augmenté le taux de 

disparition de l’α-tocophérol après 4 h d’oxydation (3.29 ± 0.04 et 2.21 ± 0.06 µM, p < 0,001, 

pour les LDL non oxydées et les LDL oxydées, respectivement). Cependant, les extraits 

phénoliques de la grenade ont significativement empêché la dégradation de l’α-tocophérol. 

Les résultats de la Figure 76 montrent aussi que l’écorce présente un effet plus puissant que 

l’extrait des arilles (3.28 ± 0.12 µM, p < 0,01, et 2.81 ± 0.17 µM, p < 0,05, respectivement, 

par rapport aux valeurs des LDL oxydées). 

 

Figure 66: Effet des extraits phénoliques de la grenade sur la disparition de l’α tocophérol 

endogèneaprès 4 h d’oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL) induite par le CuSO4. 

 

Chaque résultat représente la moyenne ± sem pour au moins trois essais indépendants. *p < 0,05, **p 
< 0,01 et ***p < 0,001 indiquent des différences significatives par rapport au contrôle. 

 

L’activité de la PON1 a été évaluée en présence ou en absence des extraits phénoliques 

de l’écorce et des arilles de la grenade « Sefri ». La PON1, une estérase associée aux HDL, 

hydrolyse les lipides oxydés, qui sont inactivés en cas de stress oxydatif. L’incubation du 

plasma humain avec 100 μg/ml de l’extrait de l’écorce ou bien des arilles pendant 4 h à une 
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température de 37 °C a montré que les extraits de la grenade « Sefri » augmentent tous deux 

significativement l’activité et l’expression protéique de la PON1 plasmatique, l’écorce 

présentant l’effet le plus puissant (Figures 67 et 68, respectivement). Dans la présente étude, 

nous avons montré que les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles diminuent légèrement 

le stress oxydatif sérique. Cela peut être lié à une augmentation de l’activité de la PON1 

sérique. Cette augmentation a été significativement plus marquée avec l’extrait phénolique 

d’écorces (p˂0,01) (Figure 67) comparée à celle obtenue avec l’extrait d’arilles (p˂0,05) 

ainsi que l’expression de la protéine PON1 (p˂0,001, et p˂0,0001 ; respectivement) (Figure 

68). Ces résultats ont montré que les composés polyphénoliques des extraits de la grenade 

« Sefri », en particulier dans les extraits de l’écorce (punicalagine, acide gallique et acides 

ellagiques), ont un effet puissant sur l’activité et l’expression protéique de la PON1 sérique et 

sont des contributeurs majeurs à ses effets bénéfiques. 

 

Figure 67: Les polyphénols de grenade améliorent l’activité de la paraxonase (PON1). L’activité de la 

paraxonase (PON1) a été mesurée dans du plasma enrichi en extrait phénolique de l’écorce ou des 

arilles pendant 4 h. 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyennes ± sem de trois essais indépendants. *p <0,05 et 

**p<0,01  indiquent des différences significatives par rapport au contrôle. 
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Figure 68: Effet des extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de grenade sur l’expression de la 

PON1 dans les cellules Fu5AH. Les valeurs des intensités de fluorescence moyennes (MFI) des profils 

FACS sont indiquées. 

 

*** p < 0,001 indique une différence statistiquement significative par rapport au contrôle déterminée 

par des tests ANOVA à sens unique.  

 

2.2 Effet des extraits phénoliques de la grenade « Sefri » sur le processus oxydatif 

Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) jouent un rôle clé dans la régulation des 

processus cellulaires normaux, tandis qu’un déséquilibre des ROS conduit au développement 

d’un état pathologique chez l’Homme, notamment de cancers. Plusieurs études ont révélé 

qu’une production élevée de ROS qui active la signalisation pro-tumorigène, améliore la 

survie et la prolifération des cellules et entraîne des dommages à l’ADN et une instabilité 

génétique. Les cellules cancéreuses sont des cellules hypoxiques très actives sur le plan 

métabolique et, en raison d’une croissance massive et d’une irrigation vasculaire insuffisante, 

elles ont tendance à produire davantage de ROS, qui endommagent l’ADN en se diffusant à 

travers la membrane mitochondriale, tout en agissant comme des messagers transmetteurs de 

signaux dans de nombreuses voies moléculaires sensibles à l’oxydoréduction impliquées dans 

la survie cellulaire, la résistance thérapeutique et la progression. Le stress oxydatif joue un 

rôle majeur dans le développement du cancer. C’est pourquoi la réduction du stress oxydatif à 

l’aide de puissants antioxydants a été utilisée comme une stratégie importante pour la 

prévention du cancer.  

Dans la présente étude, nous avons examiné les effets des extraits phénoliques du 

grenadier (écorce et arilles) sur la production des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et la 

peroxydation lipidique dans les cellules cancéreuses de la vessie humaine J82. Nos résultats 

montrent que les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles induisent tous deux une 
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diminution significative de la teneur en ROS dans les cellules J82 de manière dose-

dépendante par rapport au contrôle (Figure 69). L’extrait phénolique de l’écorce (100-200 

µg/ml) a diminué les niveaux de ROS intracellulaires par rapport au contrôle H2O2 de 32,04% 

et 37,95%, respectivement (p ˂ 0,001). D’autre part, 100 µg/ml de l’extrait phénolique des 

arilles n’a provoqué aucune diminution significative des niveaux de ROS intracellulaires alors 

que 200 µg/ml de l’extrait ont réduit la formation de ROS intracellulaires de 27,83% (p < 

0,001). Cependant, en termes d’effet antioxydant in vitro, l’extrait de l’écorce a réduit la 

formation de ROS intracellulaires de 10% de plus que l’extrait des arilles. 

 

Figure 69: Activité de piégeage des radicaux intracellulaires par les extraits phénoliques du 

grenadier. Les cellules J82 ont été traitées avec 100 ou 200 μg/ml de l’extrait de l’écorce et des arilles. 

Les cellules ont été marquées avec 10 μmol/l de DCFH-DA. Les intensités de fluorescence du DCF 

ont été mesurées. 

 

Les résultats sont exprimés en tant que moyennes ± sem de plus de trois essais indépendants. 

***p<0,001 indique une différence significative par rapport au contrôle. ns : pas de signification. 

 
 

La peroxydation lipidique, qui est une autre approche pour évaluer les dommages 

oxydatifs, a été quantifiée en mesurant les TBARS (Figure 70). Les deux extraits phénoliques 

utilisés dans la présente étude ont tous deux provoqué une diminution de la peroxydation 

lipidique par rapport au contrôle. L’extrait phénolique de l’écorce (100 et 200 µg/ml) a 

provoqué une réduction significative des niveaux de MDA de 39,81 % et 52,58 % (p ˂ 0,01), 
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respectivement, par rapport au contrôle. L’extrait phénolique des arilles (100 et 200 µg/ml) a 

provoqué une diminution beaucoup plus faible des TBARS de 17,32 % (p < 0,05) et 23,4 % 

(p < 0,01), respectivement, que l’extrait de l’écorce. 

 

Figure 70: Effets des extraits phénoliques du grenadier sur les niveaux de TBARS dans les cellules 

J82. Les niveaux de TBARS ont été évalués à l’aide d’un spectrophotomètre. 

 

Toutes les valeurs sont exprimées en tant que moyennes ± sem de trois essais indépendants. *p<0,05 

et **p<0,01  indiquent des différences significatives par rapport au contrôle (cellules non traitées). 

 

2.3 Effet de l’extrait total de la grenade « Sefri » sur le transport inverse du 

cholestérol 

Dans le but de déterminer le mécanisme d’action via lequel le grenadier a induit un effet 

athéro-protecteur, nous avons évalué son effet sur le processus de l’efflux du cholestérol 

(première étape dans le transport inverse du cholestérol) au niveau des macrophages J774. 

Nos résultats de la Figure 71, montre que la stimulation des macrophages par des 

concentrations croissantes de l’EAG (0.125 à 4 mg/ml), induit une augmentation significative 

de l’efflux vers l’apoA1 de façon dose-dépendante lorsque comparé au groupe contrôle. 

L’AMPc a été utilisé comme contrôle positif. 
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Figure 71: Effet de l’EAG sur l’efflux de cholestérol médié par l’apoA1.Tous les résultats sont 

exprimés en tant que moyennes ± sem d’au moins trois essais indépendants. 

 

*p<0,05 et ***p<0,001 indiquent des différences significatives par rapport au contrôle (cellules non 

traitées). 

 

2.4 Effet de l’extrait des composés phénoliques de grenade « Sefri » sur le transport 

inverse du cholestérol 

Pour déterminer l’effet des composés phénoliques de la grenade « Sefri » sur le transport 

inverse du cholestérol, l’efflux de cholestérol a été mesuré. L’incubation des macrophages 

J774 préalablement chargés de 3H-cholestérol pendant 24 h en présence de concentrations 

croissante d’extrait phénolique des arilles ou d’écorce (12.5-200 µg/ml), a induit une 

augmentation significative de l’efflux de cholestérol vers l’apoA1 de manière dose-

dépendante (p˂0.0001) (Figure 72, A-C). Cependant, l’effet de l’extrait phénolique d’écorce 

reste plus potentiel comparé à celui des arilles (r2 : 0,8064 contre 0,7890, respectivement. 

P<0.001). Fait intéressent, pour des concentrations dix fois inférieur aux différents extraits 

phénoliques, la pré-incubation des macrophages préalablement chargés en 3H-cholestérol en 

présence de la punicalagine, augmente significativement l’efflux du cholestérol de manière 

dose dépendante (p˂0.001) (Figure 72, D) 
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Figure 72: Effet des extraits phénoliques de la grenade et de la punicalagine sur l’efflux de cholestérol 

médié par l’apoA1. (A) EPE : extrait phénolique d’écorce. (B) EPA : extrait phénolique des arilles. 

(C) régression linéaire comparative entre l’effet de l’EPE et EPA. (D) effet de la Punicalagine. 

 

Tous les résultats sont exprimés en tant que moyennes ± sem d’au moins trois essais indépendants. 

*p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001 indiquent des différences significatives par rapport au contrôle 

(cellules non traitées). 

 

2.5 Évaluation de l’effet des extraits du grenadier (Sefri) sur l’expression des 

transporteurs impliqués dans le processus du transport inverse du cholestérol 

L’augmentation de l’efflux de cholestérol à partir des cellules spumeuses dérivées des 

macrophages est un mécanisme de protection important pour diminuer la charge lipidique 

dans la plaque d’athérome (Islam et al., 2021). Plusieurs voies impliquées dans l’efflux de 

cholestérol ont été décrites, telles que le transport du cholestérol médié par le récepteur SR-B1 

et les transporteurs ABCA1/ABCG1 (Adorni et al., 2021; Ikhlef et al., 2017; Islam et al., 

2021).Cependant, la voie des transporteurs ABCA1 constitue une voie clé dans ce processus 
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puisque son initiation passe principalement par cette voie qui assure exclusivement le 

transport du cholestérol vers les (lipids-poor apoA1). Dans le cadre de notre travail, nous 

avons évalué l’effet du grenadier sur l’expression des transporteurs ABCA1/ABCG1 et LXR 

dans le but d’établir le mécanisme d’action moléculaire via lequel le grenadier améliore 

l’épuration du cholestérol.  

        Nos résultats (Figure 73), ont montré que l’incubation des macrophages en présence 

d’extrait total du grenadier (2 et 4 mg/ml) pendant 12h a induit une augmentation significative 

des transporteurs ABCA1 et ABCG1, et du récepteur LXR, comparé au contrôle. Ceci montre 

que le mécanisme d’action de l’EAG passe par une modulation des récepteurs LXR qui 

entraine une surexpression et une induction des ABCA1 et ABCG1. De plus, et suite aux 

résultats obtenus avec les composés phénoliques, nous avons étudié leurs effets sur 

l’expression des principaux transporteurs du cholestérol. En effet, nos résultats illustrés dans 

la Figure 74, montrent que les extraits phénoliques d’écorce et d’arilles induisent une 

surexpression des ABCA1 et ABCG1, avec un effet plus prononcé sous l’action de l’extrait 

phénolique d’écorce, alors qu’aucun effet n’a été observé sur les récepteurs scavengers B1 

(SR-B1). Cependant, la punicalagine (principal composé phénolique du grenadier) exerce un 

effet potentialisateur sur l’expression de l’ABCA1 et ABCG1 plus prononcé que celui exercé 

par l’EPA et EPE. 

Figure 73: Effet de l’EAG sur l’éxpression des transporteurs du cholestérol. L’expression des 

récepteurs ABCA1 (A), ABCG1 (B) et LXR (C) ont été évalué par western blot au niveau des lysats 

des cellules. La β-actine a été utilisée comme contrôle. 
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Tous les résultats sont exprimés en tant que moyennes ± sem d’au moins trois essais indépendants. 

*p<0,05 et ***p<0,001 indiquent des différences significatives par rapport au contrôle (cellules non 

traitées). 

 

               Contrôle     EPE (µg/ml)          EPA (µg/ml)           PNC (µg/ml) 

 

Figure 74: Effet des extraits phénoliques de la grenade (EPA et EPE) et de la punicalagine (PNC) sur 

l’expression des transporteurs ABCA1, ABCG1 et SR-B1. 

 

L’expression des récepteurs a été évaluée par western blot au niveau des lysats des macrophages 

J774. La β-actine a été utilisée comme contrôle. 

 

3 Discussion 

Les antioxydants naturels ont suscité une grande attention en tant qu’agents préventifs et 

thérapeutiques de l’athérosclérose et des maladies cardiovasculaires (Hrelia & Angeloni, 

2020; Malekmohammad et al., 2019; Song et al., 2021). En effet, la consommation d’aliments 

riches en composés phénoliques a été positivement corrélée à la réduction du risque de 

maladies cardiovasculaires en ralentissant la progression de l’athérosclérose, principalement 

en protégeant les lipoprotéines de la peroxydation lipidique (Islam et al., 2021; Reis et al., 

2021; Zhou et al., 2021).   

L’écorce, les graines, le jus et les arilles de grenade sont considérés comme une source 

riche en composés phénoliques possédant des propriétés nutritionnelles (Di Stefano et al., 

2019; Russo et al., 2018; Sabraoui et al., 2020). L’écorce de grenade possède une teneur plus 

élevée en polyphénols que les graines et le jus (Derakhshan et al., 2018). Ces polyphénols 

comprennent la punicalagine, qui présente une forte activité antioxydante (García et al., 

2021). La grenade contient également d’autres polyphénols, notamment des anthocyanines 
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(delphinidine, cyanidine et pélargonidine 3-glucosides et 3,5- glucosides) ainsi que des 

flavonols (Moga et al., 2021). La grenade est connue pour ses propriétés thérapeutiques dans 

la prévention des maladies inflammatoires, le diabète, l’athérosclérose, le stress oxydant, le 

cancer et les infections microbiennes (Amri et al., 2020; Kalaycıoğlu & Erim, 2017; 

Kojadinovic et al., 2017; Lavoro et al., 2021; Michicotl-Meneses et al., 2021; Moga et al., 

2021; Razani et al., 2017). 

Divers mécanismes ont été proposés pour expliquer les propriétés anti-athérosclérotiques 

de la grenade, notamment l’inhibition de la peroxydation lipidique, la modulation de 

l’agrégation plaquettaire, l’inhibition de la prolifération des cellules musculaires lisses et la 

réduction de l’inflammation induite par les macrophages (Lavoro et al., 2021; Dongdong 

Wang et al., 2018). Malgré ces nombreuses études sur le grenadier en général, peu d’études se 

sont intéressées à l’élucidation des mécanismes d’action liées aux activités antiathérogènes de 

la variété Sefri, notamment sur l’homéostasie du cholestérol. 

Les LDL oxydées jouent un rôle capital dans les stades inflammatoires précoces et plus 

avancés des lésions athérosclérotiques (Allahverdian et al., 2020; Borén et al., 2020; Su et al., 

2021). La progression de l’athérosclérose est ralentie lorsque l’oxydation est inhibée, et il 

existe une corrélation positive entre la capacité des LDL à résister à l’oxydation et la gravité 

de l’athérosclérose coronaire. Cependant, l’oxydation des LDL n’est pas le seul facteur 

impliqué dans l’athérogenèse. Le stress oxydatif altère les propriétés anti-athérogènes des 

HDL, notamment en altérant leur activité antioxydante et leur capacité à promouvoir l’efflux 

de cholestérol et à favoriser son transport inverse (Annema & Eckardstein, 2016; Bonizzi et 

al., 2021; Chiesa & Charakida, 2019). De plus, l’oxydation peut être directement induite dans 

les macrophages, ce qui modifie l’expression des récepteurs impliqués dans le flux de 

cholestérol, qui à leur tour influencent la formation de cellules spumeuses et par la suite le 

développement de l’athérosclérose (Barrett, 2020; Mushenkova et al., 2021). 

Pour mieux comprendre le mécanisme antiathérogène des extraits riches en composés 

phénoliques de la grenade, nous avons analysé la capacité de ces extraits à inhiber l’oxydation 

des LDL induite par le cuivre, à empêcher la disparition de la vitamine E (α-tocophérol) et à 

favoriser l’activité de la paraxonase PON1. Les résultats de l’oxydation des LDL induite par 

le cuivre (ox-LDL) ont montré que l’extrait de l’écorce et celui des arilles inhibent 

significativement la formation de diènes conjugués, l’écorce étant plus efficace que les arilles. 

Cet effet a été confirmé en mesurant la teneur en α tocophérol des LDL oxydées en présence 

ou en absence des extraits phénoliques du grenadier. L’oxydation des LDL seules a augmenté 
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le taux de disparition de l’α-tocophérol après 4 h d’incubation. Cependant, les extraits 

phénoliques de la grenade ont significativement empêché la dégradation de l’α-tocophérol. 

Les résultats montrent que l’extrait phénolique de l’écorce présente un effet plus puissant que 

celui des arilles. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Aviram et al. (Aviram et 

al., 2004) qui ont montré qu’après 12 mois de consommation de jus de grenade, les LDL 

sériques oxydées et la sensibilité des LDL à l’oxydation induite par les ions de cuivre étaient 

significativement réduits de 90 % et 59 %, respectivement. In vitro, les extraits phénoliques 

de l’écorce et des arilles de la grenade exercent leurs activités antioxydantes en piégeant les 

radicaux libres et en inhibant l’oxydation des LDL induite par les ions cuivre (Ambigaipalan 

et al., 2016; Aviram et al., 2008). Les polyphénols sont des antioxydants importants dans les 

extraits de grenade. Cependant, les différences dans leur capacité antioxydante peuvent être 

attribuées à différents types de polyphénols et à leur teneur dans divers extraits. Le fort 

pouvoir antioxydant de l’extrait phénolique de l’écorce peut être dû à son contenu en 

composés phénoliques et flavonoïdes plus élevé à savoir la punicalagine, l’acide gallique et 

l’acide ellagique comme l’indique notre analyse HPLC. Ces résultats suggèrent que les 

polyphénols de l’écorce sont les principaux composants responsables del’activité 

antioxydante de la grenade (Kandylis & Kokkinomagoulos, 2020; Ricci et al., 2006; Zhang et 

al., 2007). 

L’activité de la paraxonase (PON1) a été évaluée en présence des extraits phénoliques de 

la grenade Sefri (écorce et arilles). La paraxonase (PON1), une estérase associée aux HDL, 

hydrolyse les lipides oxydés, qui sont inactivés en cas de stress oxydatif. L’incubation du 

plasma humain avec les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de la grenade a montré 

une augmentation significative de l’activité de la paraxonase (PON1) plasmatique avec un 

effet plus marqué de l’extrait de l’écorce. Ceci peut être lié à un effet probable des composés 

phénolique sur la stimulation de l’activité enzymatique de la PON1. Ces résultats montrent 

que les composés polyphénoliques présents dans les extraits de la grenade, en particulier dans 

l’écorce (punicalagine, acide gallique et acides ellagiques), ont un effet puissant sur l’activité 

de la paraxonase (PON1) sérique et contribuent largement à ses effets bénéfiques. Cette 

protection est probablement le résultat de la capacité de la paraxonase (PON1) à hydrolyser 

des lipides oxydés spécifiques dans les lipoprotéines oxydées (Aviram et al., 2005). Ces effets 

bénéfiques de la consommation de la grenade sur la stabilité et l’activité de la paraxonase 

(PON1) sérique pourraient contribuer à retarder le développement de l’athérosclérose. 

L’administration d’extraits de grenade à des souris déficientes en Apo-E a augmenté l’activité 
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de la paraxonase (PON1) sérique, le jus de fruit entier étant plus efficace que le jus d’arille 

(Aviram et al., 2008). Chez des souris obèses, une supplémentation quotidienne en jus de 

grenade a réduit le stress oxydant et a augmenté l’expression et l’activité de la paraxonase 

(PON1) sérique (Kandylis & Kokkinomagoulos, 2020; Mowyna et al., 2019). Aviram et al. 

(Michael Aviram et al., 2008) ont montré que la consommation de jus et les arilles de la 

grenade à induit une augmentation significative de 43% et 22% de l’activité de la paraxonase 

(PON1) sérique, respectivement, alors que la peau de grenade n’avait aucun effet significatif. 

Ces mêmes travaux ont montré que le jus de grenade peut préserver et augmenter l’activité de 

la paraxonase (PON1) pendant l’oxydation des lipoprotéines. De plus, une étude clinique 

récente réalisée par Estrada-Luna et al. (Estrada-Luna et al., 2019) et une étude réalisée sur 

des lapins par Dorantes-Morales et al. (Dorantes-Morales et al., 2020) ont toutes deux montré 

que la supplémentation avec une préparation à base d’arille de grenade à améliorer de manière 

significative l’activité de la paraxonase (PON1). De plus, Estrada-Luna et al. (Estrada-Luna et 

al., 2017) ont montré que la consommation de jus de grenade frais à provoquer une 

augmentation de l’activité de la paraxonase (PON1) chez des souris soumises à un régime 

hypercalorique. Ces résultats indiquent qu’il existe une corrélation négative entre l’activité de 

la paraxonase 1 (PON1) sérique et la peroxydation lipidique (Aviram et al., 2000). Nos 

résultats suggèrent que la grenade peut présenter une source importante de composés 

phénoliques qui peuvent prévenir l’apparition de l’athérosclérose et par conséquent le 

développement de maladies cardiovasculaires, en inhibant l’oxydation des lipoprotéines, en 

réduisant la teneur en peroxyde et en augmentant l’activité de la paraxonase 1 (PON1). 

Les cellules cancéreuses multiplient plus vite dans des conditions de stress oxydant car 

cela augmente leur potentiel de survie via diverses voies qui induisent l’activation de la 

signalisation redox qui, à son tour, peut entraîner l’inhibition des gènes suppresseurs de 

tumeurs, l’activation de facteurs de transcription nucléaire tels que l’AP1 (activator protein 1) 

et NF-κB (nuclear factor kappa B), ou l’activation de mutations ponctuelles. Une production 

excessive des espèces réactives de l’oxygène (ROS) dans les cellules peut entraîner de 

nombreux effets néfastes, notamment des modifications oxydatives des lipides, des protéines 

et de l’ADN, susceptibles de provoquer diverses maladies. 

Dans la présente étude, nous avons examiné les effets des extraits phénoliques du 

grenadier (écorce et arilles) sur la production des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et la 

peroxydation lipidique dans les cellules cancéreuses de la vessie humaine J82. Nos résultats 

montrent que les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de la grenade Sefri induisent 
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tous deux une diminution significative de la teneur en ROS au niveau des cellules J82 de 

manière dose-dépendante par rapport au contrôle. Cependant, en termes d’effet antioxydant, 

l’extrait de l’écorce a réduit la formation de ROS intracellulaires plus grande que celle de 

l’extrait des arilles. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Rosenblat et al. 

(Rosenblat et al., 2013) qui ont montré que les composés phénoliques de la grenade, en 

particulier la punicalagine et l’acide gallique, réduisent de façon significative la formation des 

ROS dans les cellules J774.  

La peroxydation lipidique, qui est une autre approche pour évaluer les dommages 

oxydatifs, a été quantifiée en mesurant les TBARS. Les deux extraits phénoliques utilisés 

dans la présente étude ont tous deux provoqué une diminution de la peroxydation lipidique 

par rapport au contrôle. L’extrait phénolique de l’écorce a provoqué une réduction 

significative des niveaux de MDA par rapport au contrôle. En revanche, l’extrait phénolique 

des arilles a provoqué une diminution beaucoup plus faible des TBARS en le comparant avec 

l’extrait de l’écorce. Park et al. (Park et al., 2016) ont montré que l’extrait de l’écorce à 

provoquer une diminution des niveaux des ROS dans les monocytes THP-1 exposées à la 

cytotoxicité induite par les particules PM10. (Zaid et al., 2007), ont rapporté que l’extrait de 

fruit de grenade riche en polyphénols a diminué la peroxydation lipidique dans les 

kératinocytes humains immortalisés HaCaT après un stress oxydant induit par les rayons UV-

B et le photo-vieillissement. La grenade a réduit de manière significative l’accumulation de 

peroxydes, ce qui suggère que la grenade peut inhiber la production des ROS et la 

peroxydation lipidique grâce à sa richesse en composés phénoliques antioxydants. Cependant, 

une étude menée par Elango et al. (Elango et al., 2011) ont montré que 20 µg/ml d’acide 

gallique isolé de l’extrait d’écorce de grenade a augmenté les niveaux de ROS et induisait 

ainsi l’apoptose des cellules A549 par une voie intrinsèque. 

L’accumulation excessive de lipides dans les macrophages peut conduire à la formation 

de cellules spumeuses, ces dernières jouent un rôle capital dans l’apparition de 

l’athérosclérose et les maladies cardiovasculaires (Kim et al., 2020; Qian et al., 2021). Le 

transport du cholestérol vers les macrophages, première étape du transport inverse du 

cholestérol, est considéré comme une étape cruciale au stade précoce de l’athérosclérose. Les 

protéines membranaires, ABCA1 et ABCG1, jouent un rôle clé dans l’efflux de cholestérol à 

partir des macrophages (Zhang et al., 2021). L’exposition des macrophages à des LDL 

oxydées a fortement favorisé l’induction d’ABCA1 et d’ABCG1. Lorsque les extraits 

phénoliques de la grenade ont été incubés avec les macrophages exposés aux LDL oxydées, 
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l’expression de ces protéines a encore augmenté. La grenade favorise donc l’efflux de 

cholestérol à partir des cellules spumeuses. Les études d’Aviram et al. ont rapporté que 

l’efflux de cholestérol médié par les HDL à partir des macrophages J774 a augmenté après 

l’incubation des cellules avec du jus, d’écorce ou des arilles de grenade. Les composés 

phénoliques de la grenade ont réduit les lésions athérosclérotiques et augmenté l’activité 

cellulaire de la PON2 dans les macrophages J774 et les macrophages péritonéaux de souris 

déficientes en apoE athérosclérotique (Aviram et al., 2008). Chez les hamsters, l’acide 

ellagique de la grenade a augmenté la concentration plasmatique de cholestérol HDL en 

augmentant les niveaux d’ARNm de LXRα, ABCA1, PPARα et PPARγ (Liu et al., 2015). Le 

jus de grenade a significativement augmenté l’efflux de cholestérol des macrophages chez les 

souris E0 (Kaplan et al., 2001). Rosenblat  et al. ont révélé une augmentation considérable de 

l’efflux de cholestérol médié par les HDL via la stimulation de l’expression de la PON2 des 

macrophages après administration du jus de grenade, dans des macrophages obtenus à partir 

de souris PON1- et PON2-knockout (Rosenblat et al., 2010). 

Pour étudier le mécanisme par lequel les extraits de grenade induit une augmentation de 

l’efflux de cholestérol vers l’apoA-1, nous avons réalisé des analyses western blot pour 

mesurer l’expression protéique des transporteurs ABCA1, ABCG1, LXR et SR-B1 sur les 

macrophages J774 incubés avec les extraits phénoliques de l’écorce et des arilles de la 

grenade. Nous avons observé une augmentation de l’expression protéique des ABCG1, 

ABCG1, LXR et du récepteur scavenger SR-B1 en fonction de la concentration de grenade 

dans les macrophages J774 incubés avec les extraits phénoliques. Ces résultats sont en accord 

avec ceux rapporté par Park et al. qui ont montré que l’acide ellagique présent dans les arilles 

et les graines de grenade a augmenté l’efflux de cholestérol dans les macrophages J774 en 

induisant l’expression d’ABCA1 et en supprimant le récepteur SR-B1 via la voie de 

signalisation PPARγ/LXRα (Park et al., 2011). De plus, Zhao et al. ont également démontré 

que les polyphénols de l’écorce de grenade réduisaient l’afflux de cholestérol en régulant 

l’expression de la protéine et de l’ARNm de CD36 et en augmentant l’efflux de cholestérol 

médié par l’apoA-1 dans les macrophages raw 264.7 par une augmentation de l’expression de 

LXRα et ABCA1 (Zhao et al., 2016). En revanche, le jus de grenade à inhiber la formation de 

cellules spumeuses de macrophages J774 et la formation de lésions athérosclérotiques, qui 

n’ont pas été médiées par la régulation de l’expression de CD36. De plus, le jus de grenade 

n’a pas affecté l’efflux de cholestérol des macrophages J774. A1 (Fuhrman et al., 2005). 
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4 Conclusion et perspectives  

Les fruits sont considérés comme une source riche en vitamines, en minéraux et en 

composés biologiquement actifs. Cependant, ils sont souvent consommés sans leurs écorces 

alors que certaines écorces de fruits sont riches en composés polyphénoliques, flavonoïdes, 

acide ascorbique et autres composés biologiquement actifs qui ont un effet bénéfique pour la 

santé. Nos résultats montrent que les extraits d’écorce et d’arille de grenade augmentent 

l’activité de la PON1 sérique, ce qui peut retarder le développement et la progression de 

l’athérosclérose. Nous également montré que les extraits phénoliques de la grenade Sefri 

atténuent la production de ROS et la peroxydation lipidique dans les cellules cancéreuses 

humaines J82 de la vessie. Ces résultats indiquent que les extraits de grenade provenant 

d’écorce et des arilles protègent contre le stress oxydant et présentent une activité 

anticarcinogène contre les cellules J82. De plus, notre étude a montré que les extraits 

phénoliques de la grenade Sefri augmentaient l’efflux de cholestérol médié par l’apoA-1 dans 

les macrophages J774 en régulant l’expression des protéines ABCA1, ABCG1, LXR et des 

récepteurs SR-B1. Ces résultats suggèrent que les extraits phénoliques de grenade peuvent 

inhiber l’accumulation de cholestérol et augmenter l’efflux de cholestérol dans les 

macrophages pour retarder ou même arrêter la formation de cellules spumeuses. En outre, le 

mécanisme de ces extraits sur l’expression de ces transporteurs, et aussi la vérification de la 

cible spécifique dans l’efflux du cholestérol devraient être exploré. Enfin, la grenade peut être 

considéré comme une source importante de molécules bioactives capables de prévenir 

l’athérosclérose et par la suite prévenir l’apparition des maladies cardiovasculaires. 
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Conclusion générale et perspectives 

L’athérosclérose est une pathologie chronique multifactorielle qui se développe sur 

plusieurs années et dont les symptômes n’apparaissent qu’aux stades avancés de la maladie. 

L’inflammation, le stress oxydant et le dysfonctionnement endothélial sont associés à la 

pathogenèse de l’athérosclérose. Les polyphénols sont des composants naturels des fruits et 

légumes qui font actuellement l’objet d’un grand intérêt nutritionnel et thérapeutique. Les 

résultats des études épidémiologiques suggèrent que l’adoption d’un régime riche en 

polyphénols peut protéger contre les maladies cardiovasculaires, tandis que les études sur le 

modèle animal et chez l’homme indiquent des effets protecteurs cardiovasculaires des 

aliments riches en composés phénoliques. Les mécanismes par lesquels ces composés 

exercent leurs effets protecteurs cardiovasculaires ne sont pas concluants. L’hypothèse selon 

laquelle les polyphénols alimentaires protègent contre l’athérosclérose en prévenant un ou 

plusieurs processus impliqués dans la progression de la maladie, tels que le stress oxydant, 

l’inflammation et le dysfonctionnement endothélial, est largement répandue. 

C’est dans ce contexte que se sont situés nos travaux de recherche, portant sur le 

grenadier Punica granatum L., la variété « Sefri » d’Ouled Abdellah, région de Béni Mellal-

Khénifra. Le but de cette thèse était d’étudier l’impact de matrices riches en composés 

phénoliques extraits de cette plante, dans un modèle simplifié de dysfonction endothéliale. 

Des études in vitro visant à étudier leur capacité à empêcher l’oxydation des LDL, ou à 

contrer les effets cytotoxiques et inflammatoires des LDL oxydées ont tout d’abord été 

réalisés, puis nous avons testé les capacités antiathérogène chez des rats Wistar soumis à un 

régime hypercalorique et hypocholestérolémiant capable d’augmenter le statut inflammatoire 

des plaques d’athérosclérose. 

En conclusion, la présente étude a démontré que les extraits phénoliques de l’écorce et 

des arilles de la grenade « Sefri » possèdent des effets hypolipémiants et hypoglycémiants très 

élevés. Ils ont pu réduire de manière significative les concentrations de CT, TG et de LDL-C 

sériques et augmenter le niveau de HDL-C sérique avec une diminution des dépôts lipidiques 

au niveau des organes et le statut oxydant dans le plasma. L’analyse phytochimique par HPLC 

a montré une richesse de ces extraits en  et  punicalagine. Ces extraits sont montrés une 

capacité antioxydante importante liée à la réduction des espèces réactives de l’oxygène 

(ROS), des TBRAS et le piégeage des radicaux libres intracellulaires au niveau des cellules 

cancéreuses (J82). De plus, ces extraits phenoliques ont augmenté l’efflux du cholestérol vers 
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l’apo A1, l’expression des transporteurs du cholestérol, à savoir l’ABCA1, ABCG1, LXR et 

les récepteurs SR-B1 au niveau des macrophages J774 ainsi que de l’activité de la paraoxonse 

1 (PON1). 

Les présents résultats suggèrent que la grenade « Sefri » exerce une activité antioxydantes 

importante ainsi qu’un puissant effet antiathérogène chez le modèle animal. Cet effet pourrait 

être dû à sa richesse en composés phénoliques, qui pourraient avoir la capacité de réagir pour 

piéger les radicaux libres afin de prévenir la peroxydation des lipides. Par conséquent, la 

grenade « Sefri » pourrait être exploitée comme supplément alimentaire dans la prévention de 

pathologies métaboliques et le développement des maladies cardiovasculaires. 

Pour conclure, ces activités biologiques valident scientifiquement quelques usages 

traditionnels du fruit du grenadier, et ne peuvent être attribuées qu’à une partie des composés 

phénoliques. Comme complément à ce présent travail, les points suivants nous semblent 

pertinents :  

 Établir le profil phénolique par des méthodes analytiques performantes (HPLC) des 

extraits phénoliques d’autres parties du fruit, purifier leurs constituants et étudier leurs 

structures pour mettre le point sur ceux dotés d’activités biologiques.  

 Entreprendre plus de travaux sur les différentes activités biologiques de la grenade 

afin de pouvoir isoler des composés actifs et ouvrir d’autres possibilités d’exploitation 

en biotechnologie et en médecine. 

 Cependant, des études approfondies sont nécessaires afin de comprendre le mécanisme 

d’action du composé actif de la grenade, ainsi que le mécanisme moléculaire impliqué 

dans l’inflammation promue par ce nutraceutique. Néanmoins, la consommation de la 

grenade pourrait  être utilisée comme compliment dans le traitement préventif de 

l’athérosclérose. 
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ANNEXE 2 

Tableau 1. Détermination de la DL50 de l’extrait phénolique de l’écorce (EPE) par l’analyse en 

suivant la méthode de probits méthode de moindres carrés (distribution normale). 

Dose (mg/Kg) Nombre des rats % de mort par EPE 

0 5 0 

300 5 0 

500 5 0 

1000 5 0 

1500 5 20 

2000 5 60 

 
Tableau 2. Détermination de la DL50 de l’extrait phénolique des arilles (EPA) par l’analyse en 

suivant la méthode de probits méthode de moindres carrés (distribution normale). 

Dose (mg/Kg) Nombre des rats % de mort par EPA 

0 5 0 

300 5 0 

500 5 0 

1000 5 0 

1500 5 0 

2000 5 0 
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ANNEXE 3 

 

Composition de l’alimentation des animaux 

Céréales, Mais, Orge 

Issues de blé : Son, Fibres 

Tourteaux d’oléagineux : Soya, Tsol 

Composé minéral vitaminé 

Mélasse 

Garanties pour cent 

Minimum                                                                                   Maximum 

Matières protéiques brutes  15                                                    Matières minérales   9 

Matières grasses 2                                                     Cellulose brute         15 

Phosphore 0.30                                                Calcium                    1 

 

Vitamines UI/100 Kg 

Vitamine A                         1000.000 

Vitamine D3                       150 

Vitamine E                          2 
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