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Introduction

Les plantes médicinales sont essentielles dans le traitement et la prévention de divers
types de maladies (Rakotoarivelo et al., 2015).Chaque plante contient plusieurs ingrédients
importants (Rakotoarivelo et al., 2015), pouvant étre utilisés dans le domaine médical et
impliqués dans le développement de différents types de meédicaments (Yuan et al., 2016).
La connaissance de leurs propriétés curatives a été transmise au fil des siecles au sein et entre
les communautés humaines. Les composés actifs produits lors du métabolisme secondaire
sont généralement responsables des propriétés biologiques des plants médicinales.
(Mohammed, 2019).ces ressources botaniques offrent une approche holistique, pour
améliorer la qualité de vie. La diversité des composés bioactifs présents dans ces plantes
renforce leur réle essentiel dans le maintien du bien-étre (Gurib-Fakim, 2006).
L'importance des plantes médicinales (PMs) est grandement due a leur adaptabilité et
compatibilité supérieure avec l'organisme humain, ce qui se traduit par moins d'effets
indésirables et une meilleure acceptation culturelle. Il a été démontré que la plupart des
médicaments utilisés contiennent des extraits de plantes comme ingrédients principaux.
Beaucoup d'entre eux possedent des composants bioactifs extraits des plantes en tant
qu'ingrédients actifs. Dans le systéme de santé, 1’utilisation de diverses plantes en tant que
PMs revét une importance majeure a 1’échelle mondiale, (Rehman et al., 2020 ; Ali et al.,
2021). Grace a diverses recherches, les effets thérapeutiques de nombreuses PMs ont été
découvertes a partir des pratiques médicinales traditionnelles (Rehman et al., 2021).

Dans un contexte ou I’efficacité des médicaments synthétiques diminue et ou leurs
contre-indications se multiplient 1’utilisation des remedes naturels revient aujourd’hui au
premier plan (Petrovska, 2011). Parmi ces plantes, la grenade (Punica granatum L.), ce fruit
délicieux, largement consommé pour ses bienfaits nutritionnels, il posséde des propriétés

thérapeutiques importantes.

La grenade (Punica granatum L.), appartenant au genre Punica L., famille des
Punicacées, est un fruit ancien originaire d'Asie centrale dans des régions s'étendant de I'lran
et du Turkménistan au nord de I'Inde ainsi que dans la région méditerranéenne et au Moyen-
Orient (Holland et al., 2009). L’ancienne dénomination sémitique était "Rimmon" dont sont
dérivés les noms hébreu "Ramon" et arabe "Rumman”. Les Romains ont d'abord nommé
cette espece "malum punicum™ (pomme punique ou pomme de Carthage) qui a évolué en
"punicum granatum”. finalement, Carl von Linné lui a donné son nom scientifique
(Melgarejo et al., 2000).
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Punica granatum L. étant 1’un des plus anciens fruits comestibles, posséde une longue
histoire en tant que fruit médicinal et a été largement utilisé dans la médecine traditionnelle de
nombreuses cultures (Longtin, 2003). En plus de ses usages historiques anciens, ce fruit a été
venéré dans I'Ancien Testament de la Bible, le Coran, la Torah juive et le Talmud babylonien,
ou il était considéré comme un fruit sacré porteur de significations symboliques et spirituelles
profondes. (Miguel et al.,2010).

Le grenadier est un arbre ou un arbuste buissonnant pouvant atteindre 2,5 m de
hauteur, Iégerement épineux, a feuillage caduc et au tronc tortueux (Lairini et al., 2014). La
grenade est une baie sphérique, comparable en taille a une pomme ou une orange, ayant un
diamétre de 2 a 12 cm. Elle se distingue par ses couleurs vives, principalement rouge vif, mais
aussi blanc jaunatre, ou jaune foncé marbré ou violet trés sombre, variant selon I'espece et le
degré de maturité du fruit (Moghaddasi et Haddad Kashani, 2012). Les graines contenues
dans le fruit constituent la partie comestible et sont enveloppées dans des tuniques séparées
par de fines cloisons membraneuses de couleur blanc jaunatre (Qnais et al., 2007).

Punica granatum est une culture commerciale importante cultivée dans différentes
parties du monde. L'adaptabilité et les bienfaits pour la santé sont quelques-unes des
caractéristiques responsables de sa culture & grande échelle (Mphahlele et al., 2016). Il
posséde une grande capacité d'adaptation aux conditions environnementales caractérisées par
une sécheresse climatique prononcée (Melgarejo et Salazar, 2003). Ce fruit est une source
notable de nutriments, notamment de fibres alimentaires, de polysaccharides, de vitamines,
d'acides gras et de polyphénols, tels que les tanins (punicalagine et autres ellagitanins), les
flavonoides (flavonols, proanthocyanidines et anthocyanidines) et les acides phénoliques
(acides gallique, ellagique, caféique, férulique et cinnamique), ainsi que de nombreux
minéraux (Singh et al., 2018; El-Hadary et Ramadan, 2019).

Tous les organes de I’arbre de grenadier ont été utilisés pour guérir un éventail de maladies
courantes (Gracious et al., 2001). Plusieurs infusions ou décoctions des fleurs de cette
plante ont été utilisées en médecine traditionnelle pour traiter la diarrhée simple, les pertes
vaginales, et cet extrait, accompagné a des écorces de grenade, était fréeqguemment utilisé
pour soulager les inflammations du pancréas. (Lansky et al., 1997).

Des recherches ont prouvé que les grenades peuvent servir de thérapie naturelle, en raison de
leur capacité a lutter contre une large gamme de pathogenes. Pratiquement chaque
composant de la grenade, y compris le jus, I'écorce, les arilles, les fleurs et les graines, a été

examiné pour ses propriétés antimicrobiennes (Bassiri-Jahromi, 2018). Des études in vivo et
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in vitro ont montré que la grenade présente des propriétés antihypertensives (Mohan et al.,
2010; Dos Santos et al., 2016; Arun et al., 2017), des recherche a montré que I'extrait de
grenade inhibe I’enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE) et réduit la pression artérielle
systolique chez les patients hypertendus. De plus, les applications topiques de préparations a
base de grenade se sont averées particulierement efficaces pour contréler I'inflammation
buccale, ainsi que pour réduire les charges bactériennes et fongiques dans les maladies
parodontales et les stomatites candidosiques associées aux protheses dentaires (Kumari et al.,
2012), plusieurs études ont examiné le r6le des composés bioactifs de la grenade dans
différentes maladies, notamment celles liées au vieillissement et aux processus inflammatoires
(Mo et al., 2022; Hussain et al., 2016; Vudi¢ et al., 2019) , et son activité antiprolifératives
(Albrecht et al., 2004; Malik et al., 2005; Malik et Mukhtar, 2006).

La grenade a des propriétés antioxydantes et anticancéreuses, grace a différents extraits
dérivés de diverses parties de cette plante (Zhang et al., 2011). L'acide ellagique possede des
propriétés antimutagenes, antivirales, antioxydantes et éclaircissantes pour la peau, et a déja
été intégré aux aliments en tant qu'antioxydant au Japon (Elliott, 1999).

Le potentiel du fruit entier de la grenade a également démontré de maniere significative des
propriétés anti-inflammatoires (Mandal et al., 2017), anti-diabétiques (Rouhi et al., 2017),
hépatoprotectrices (Rahmani et al., 2017), anti-ulcéreuses (Moghaddam et al., 2013),
neuroprotectrices (Amri et al., 2017) et cardioprotectrices (Razani et al., 2017). Il a
également été prouvé qu'il pouvait étre utilisé pour traiter les maladies bucco-dentaires
(Sastravaha et al., 2005) . Les recherches récentes suggerent que les grenades pourraient
jouer un réle important dans le traitement de maladies graves telles que le cancer de la
prostate, le cancer de la peau, l'arthrose et le diabéte (Kumari et al., 2012). D'autres
applications potentielles comprennent l'arthrite, I'obésité, la maladie d'Alzheimer (Afaq et al.,
2009; Rahmani et al., 2017) , et dans la maladie de Parkinson, (Costantini et al., 2018).

La croissance de la consommation de jus de grenade a entrainé une augmentation
significative des résidus d'écorces de grenade, qui peuvent constituer jusqu'a 60 % du poids
total du fruit (Lansky et Newman, 2007). Les écorces de grenade constituent I'enveloppe
externe du fruit de P.granatum. Elles sont généralement jetées comme déchets aprés avoir
consommeé les graines juteuses a l'intérieur (Siddiqui et al., 2024) . Les écorces de P.
granatum ont attiré I'attention ces derniéres années en raison de leurs nombreuses propriétés
bénéfiques et de leurs applications potentielles. Selon une étude menée par Chen et al.
(2020), pres de 49 composés bioactifs ont été isolés a partir des pelures de grenade, avec une
prédominance d'acides phénoliques, de flavonoides et de tanins. Ces composés contribuent a
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la couleur vive des écorces et offrent une large gamme de bienfaits pour la sante. Il a été
rapporté que tous les composés des écorces de grenade possedent des propriétes
thérapeutiques, mettant en avant leur potentiel dans le domaine médical et sanitaire (Khan et
al., 2011). La haute concentration des ces composeés bioactives dans I'écorce de grenade et les
avantages pour la santé signalés jusqu'a présent font de ces résidus, des composants
fonctionnels recherchés dans les aliments, les nutraceutiques et les produits pharmaceutiques
(Fawole et al., 2012; Fawole et al., 2015; Espin et al., 2007).

Les études ont montré que les écorces de P. granatum L. possédent des propriétés anti-
inflammatoires, antimicrobiennes, anticancéreuses et cardioprotectrices (Feng et al., 2022;
Karray et al., 2021). Elles ont également été utilisées pour leurs propriétés astringentes afin
d’apaiser les affections cutanées telles que ’acné et ’eczéma (Dhumal et al., 2014). La
teneur élevée en antioxydants des écorces les rend efficaces pour éliminer les radicaux libres
et protéger les cellules du stress oxydatif. Cette activité antioxydante pourrait contribuer a
réduire le risque de maladies chroniques et a ralentir le processus de vieillissement (Al-
Gubory et al., 2021; Mastrogiovanni et al., 2021).

La capacité antioxydante des écorces de P. granatum se manifeste par sa capacité a
piéger les radicaux libres, ces radicaux sont définis comme des molécules ayant un électron
non apparié dans 1’orbite externe (Gilbert, 2000). sont généralement des especes réactives de
I'oxygéne (ROS) ainsi que des espéces réactives de I'azote (RNS) résultant du processus redox
cellulaire (Pham-Huy et al., 2008).

La majorité des radicaux libres responsables de dommages aux systémes biologiques sont des
radicaux libres de I’oxygeéne (ROS). Ce sont les principaux sous-produits formés dans les
cellules des organismes aérobies, et ils peuvent initier des réactions autocatalytiques, de sorte
que les molécules avec lesquelles ils réagissent deviennent elles-mémes des radicaux libres,
propageant ainsi la chaine de dommages. (Rahman, 2007).

Les effets toxiques des ROS dépendent de leur capacité a endommager des substrats
biologiques sensibles et essentiels, tels que I'ADN, I'ARN, les protéines et les lipides
membranaires (Ismail et al., 2012). Quand les systemes de défense sont submergés par la
surproduction des ROS, il est nécessaire d'apporter a I'organisme des molécules
antioxydantes, Comme mentionné précédemment, I'extrait de I'écorce de grenade, riche en
substances antioxydantes, pourrait contribuer a lutter contre le stress oxydatif et prévenir
I'aggravation de ce processus. (Wald, 2009). L’écorce de grenade a été identifiée comme
I’'une des parties les plus riches en tanins de cet arbuste (Seeram et al., 2006), les tanins
présentent la plus forte activité antioxydante (Wald, 2009). Il a été observé que la plupart des

4
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ROS attaquent les membranes des érythrocytes, entrainant 1’oxydation des lipides et des
protéines. Elles sont également impliquées dans certaines modifications de la structure de
I’hémoglobine, ce qui entraine I’hémolyse des globules rouges (Chiu et al., 1982). Puisque
I'hnémolyse est, par definition, un échec de la membrane érythrocytaire (Shohet, 1972), est une
destruction excessive des érythrocytes, qui provoque une anémie si elle n’est pas compensée
par une érythropoiése adéquate. Selon sa dynamique et les comorbidités associées, son
évolution peut étre fatale (Waldvogel Abramowski, 2021). Les causes de la lyse cellulaire in
Vivo peuvent étre regroupées en quatre catégories : immunologiques, mécanique, toxique ou
infectieuse. Chacun de ces facteurs est l'objet de traitements spécifiques, actuels ou futurs.
Cliniquement, deux voies physiopathologiques sont observées : intravasculaire ou
extravasculaire (Waldvogel Abramowski, 2021). Des études ont révelé que les extraits de
grenade constituent une source prometteuse de composés a potentiel anti-hémolytique. Parmi
elles, I’étude de Sumathy et al. (2013) a mis en évidence que 1’extrait flavonoique de 1’écorce
de grenade exerce une activité anti-hémolytiqgue marquée, faisant de celui-ci un candidat

naturel potentiellement efficace pour prévenir ou limiter I’hémolyse.

Un grand nombre de maladies impliquent un processus inflammatoire, mécanisme
instauré par le corps pour se protéger contre un agresseur (Wald, 2009). L’inflammation est
généralement déclenchée par des lésions des tissus vivants, causées par des infections
bactériennes, virales ou fongiques, des agents physiques ou une réponse immunitaire
défectueuse. Son objectif principal est de localiser et d'éliminer les agents pathogénes, tout en
éliminant les tissus endommagés afin de favoriser la guérison des zones affectées (Barnes,
2009 ; Ahmed, 2011). La réponse inflammatoire implique des macrophages et des
neutrophiles, connus pour sécréter divers médiateurs responsables du déclenchement, de la
progression, de la persistance, de la régulation et de la résolution finale de I'état inflammatoire
aigu. La résolution de l'inflammation est influencée par plusieurs médiateurs anti-
inflammatoires ainsi que par le recrutement de monocytes pour éliminer les débris cellulaires
ou tissulaires. Il est possible que cette résolution ne se produise pas lors de la phase aigué,
entrainant ainsi une transition vers une phase chronique (Oguntibeju, 2018).

Fait intéressant, P. granatum a démontré une capacité a inhiber lI'inflammation par différents
mécanismes (Rahimi et al., 2012). Des essais in vitro et in vivo ont indiqué que I'extrait de
I’écorce de grenade constitue une approche thérapeutique trés efficace contre les troubles

inflammatoires (Ismail et al., 2012).
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L’écorce de grenade est un sous-produit nutritif précieux, doté d'une activité biologique
remarquable. En raison de ses nombreux bienfaits, il nous a paru nécessaire de valoriser cet
arbre et d’inscrire ce travail dans 1’évaluation des activités biologiques des écorces de P.

granatum L., a savoir I’activité antioxydante, anti-inflammatoire et anti-hémolytique.

Notre étude a pour objectif d'examiner en profondeur ses propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires et antihémolytiques. Pour cela, elle se divise en deux parties principales,
chacune visant a mettre en lumiere les bienfaits potentiels de cet extrait naturel.

e La premiére partie propose une introduction, mettant en lumiére les propriétés de la

grenade et de son écorce ainsi que leurs usages traditionnels et pharmacologiques.

e Ladeuxieme partie expérimentale de ce mémoire est structurée en deux chapitres
distincts :

» Le premier chapitre présente le matériel utilisé ainsi que les méthodes adoptées tout
au long du travail expérimental :
- Préparation d’un extrait méthanolique des écorces de grenade (Punica granatum)
- Dosage des polyphénols et des flavonoides dans I'extrait méthanolique des
écorces.
-Evaluation de 1’activité antioxydante, anti-inflammatoire et anti-hémolytique in
vitro de l'extrait étudie.
» Le deuxiéme chapitre expose les résultats obtenus et discussion
Ce chapitre est suivi d’une conclusion générale portant sur les principaux points pour mieux
approfondir le ce travail, et met en perspective les axes de recherche futurs, fondés sur les

résultats obtenus.
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1.1 Matériel

1.1.1 Matériel végétal

L’écorce du fruit du grenadier, également appelée malicorium, constitue la partie dure
du fruit (Wald, 2009). Le matériel végétal utilisé dans cette étude expérimentale correspond a
cette partie rigide du fruit de Punica granatum, a savoir I’écorce. Aprés la consommation des
fruits, les écorces ont été récupérées, puis séchées a I’ombre afin de préserver les molécules

bioactives et d’éviter les effets néfastes du rayonnement solaire.

Figure 01 : Fruit de P.granatum Figure 02 : Eorce de la grenade

1.1.2. Taxonomie

Le grenadier, P. granatum, a été décrit par Linné et intégré dans son systeme de

classification en 1753. Selon cette classification :

0 Embranchement : Spermaphytes

0 Sous-embranchement : Angiospermes

o0 Classe : Magnoliopsida

0 Ordre : Myrtales

o Famille : Punicaceae

o Genre : Punica

0 Espece : Punica granatum
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1.1.3. Description de I’écorce de grenade

L’écorce de grenade posséde une saveur amere et astringente (Planchon et Collin,
1875). Elle est généralement utilisée aprés séchage, sous forme de petits fragments. La face
externe est de couleur brun verdatre a rougeétre, avec une surface légérement rugueuse ou
verruqueuse, et brillante. La face interne, quant a elle, est concave, de couleur jaunatre, et
porte souvent I’empreinte des graines qu’elle contenait (Wald, 2009). Ces écorces présentent
une consistance coriace (Planchon et Collin, 1875).

1.2. Méthodes
1.2.1. Préparation de la poudre d’écorce de grenade

1.2.1.1. Broyage

Apres le séchage, les écorces ont été broyées a I’aide d’un broyeur électrique afin

d’obtenir une poudre fine (Figure 03).

Figure03: Transformation des écorces de grenade en poudre.

1.2.1.2. Tamisage

Le broyat obtenu a été tamisé a I’aide d’un tamis de diamétre fines afin d’obtenir une

poudre d’écorce de grenade a granulométrie trés fine Figure 04.
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Figure 04 : Poudre fine d’écorce de Punica granatum

1.2.2. Préparation de I’extrait

Une macération méthanolique a été réalisée en utilisant 10 g de poudre d’écorce de
grenade, mélangée avec 250 ml de méthanol pur, pendant 24 heures sous agitation
magnétique douce a une vitesse de 300 rpm.

L'extrait méthanolique obtenu a ensuite été filtré successivement a travers une
compresse médicale repliée plusieurs fois, puis a travers du papier filtre Whatman N°1.

Le résidu récupéré a été soumis a une nouvelle macération pour extraire davantage de
molécules bioactives présentes dans 1’écorce, puis filtré. Les deux extraits méthanoliques
obtenus ont été ensuite combinés. Apres la filtration, le méthanol a été éliminé de I'extrait par
évaporation rotative dans un évaporateur rotatif, puis I'extrait a été séché dans une étuve
pendant 4 jours a une température de 40°C, jusqu'a I'évaporation totale du méthanol.

L'extrait sec, de couleur brune Iégerement brillante, a été conservé dans un réfrigérateur

jusqu'a son utilisation (Figure 05).
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o

10g de la poudre de I’écorce de grenade +250ml de méthanol pendant 24h

sous agitation magnétique douce

L'extrait méthanolique obtenu a été filtré a travers une compresse médicale

repliée plusieurs fois, puis a travers du papier filtre Whatman N°1

le méthanol a été éliminé de I'extrait par évaporation rotative, puis I'extrait a été séché dans une étuve
pendant 4 jours a une température de 40°C, jusqu'a I'évaporation totale du méthanol.
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Figure 05 : Protocole d’extraction de I’extrait méthanolique

1.2.3. Calcul du rendement d’extraction :

Le rendement d’extraction correspond au rapport entre la masse de 1’extrait sec obtenu
aprés évaporation du solvant et la masse de la poudre végétale initialement utilisée, le

rendement est calculé selon la formule suivante :

R(%) = (Me/Mp) x 100

Avec :
R(%0) : le rendement en %.
Mm : la masse de I’extrait Sec apres 1’évaporation du solvant en(g)

Mp : la masse de la poudre végétale utilisée pour 1’extraction en(g)

1.3. Dosage des polyphenols et des flavonoides totaux
1.3.1. Dosage des polyphénols totaux

a-principe

Les polyphénols des écorces de P. granatum ont été déterminés selon la méthode de
Folin-Ciocalteu décrite par (Li et al., 2007). Le réactif de Folin-Ciocalteu est composé d’un
mélange d’acide phosphotungstique (HsPW1,040) et d’acide phosphomolybdique
(H3sPMO01,040). Lors de I’oxydation des composés phénoliques, ce mélange est réduit en
oxydes bleus de tungstene et de molybdene, responsables de la coloration observée
(Ribéreau-Gayon, 1968). L’intensité de la couleur bleue, mesurée par spectrophotométrie a
765 nm, est proportionnelle & la concentration en polyphénols présents dans les extraits

végétaux.

11
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b- Mode opératoire

1 ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est mélangé avec 200 ul d’extrait (0.1mg /ml)
ou standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions appropriées.

Apreés 4min

800 ul d’une solution de carbonate de sodium (75 g/l) sont additionnés au milieu
réactionnel

Aprés 2 h d’incubation a température ambiante

a ’abri de lumiére

Lecture de I’absorbance a 765nm contre un blanc

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec 1’acide gallique et est exprimée en pg

d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait)

1.3.2. Dosage des flavonoides totaux

a- Principe

La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides
dans I’extrait méthanolique des écorces (EME) de P. granatum , cette méthodes repose sur la
capacité des flavonoides a formeés des complexes avec 1’aluminium sous forme d’ions A"
apreés la décomposition du chlorure d’aluminium qui donne a la solution une couleur jaunatre
(Bahorun et al., 1996). Les complexes formés sont responsables de I’absorption de la lumiére

dans le visible.

12
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b- Mode opératoire

Les échantillons ont été préparés a partir d'une solution mere a 0,1 mg/ml,
obtenue en dissolvant 0,6 mg d'extrait dans 6 ml de méthanol.

A 4

1 ml de chaque échantillon ou standard (préparés dans le méthanol) est ajouté 1
ml de la solution d’AICl; (2% dans le méthanol).

Aprés 10 min de réaction

v

L’absorbance est lue a 430 nm.

La concentration des flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine (0-40 pg/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalent de

quercitrine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

1.4. Evaluation de Pactivité biologique
1.4.1.Evaluation de Dactivit¢ antioxydants, in vitro, de DI’extrait des écorces

du fruit de Punica granatum.

Dans la présente étude, nous avons mis en évidence l'activité antioxydante in vitro de
I’extrait méthanolique des écorces de grenade (EMEG) en utilisant différentes techniques
chimiques, notamment, I’effet scavenger du radical DPPH , le pouvoir réducteur du fer
FRAP, la mesure de la capacité antioxydante totale (CAT) et le pouvoir chélateur du fer

ferreux.
1.4.1.1. Effet scavenger du radical DPPH

Pour évaluer l'activité antiradicalaire d’EMEG, nous avons utilisé une méthode
spectrophotométrique basée sur le radical libre DPPH" (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle). Le

radical DPPH est largement utilis¢ comme modele pour évaluer I’activité antioxydante, en

13
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raison de la rapidité et de la simplicité de cette méthode comparée a d’autres méthodes (Wang
et al., 2009).

a- Principe

Le modeéle de piégeage du radical DPPH permet de quantifier le pouvoir réducteur des
composés antioxydants présents dans 1’extrait, en déterminant la concentration inhibitrice a
50% (ICso). En présence d’un antioxydant, le radical DPPH’", initialement de couleur violette,
capte un électron ou un proton, se transformant ainsi en une molécule stable et diamagnétique,
le diphényl picryl-hydrazine (Giil¢in et al., 2003) , de couleur jaune. L’atténuation de la
coloration violette est donc proportionnelle a la capacité des antioxydants a céder des protons

(H*), ce qui permet d’évaluer leur efficacité (Figure 06).

Q 0

N
| + Antioxydant -OH > | + Antioxydant-O,
N. NH
NO, NO, NO, NO,
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 06: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre le radical DPPHe et un
antioxydant(AH) (Talbi et al., 2015).

b- Mode opératoire

Cette activité a été évaluée en suivant la méthode décrite par Cuendet et al. (1997), avec

quelques modifications apportées au protocole :

50 pl de chacune des différentes concentrations de I’ extrait ou de standard ( quercetine)

ont été mélangés avec 1250 ul de solution méthanolique de DPPH 0.004”.

Apres 30 minutes d’incubation a I’obscurité

A 4

Les absorbances des mélanges et du contréle négatif,
(contenant uniquement la solution de DPPH avec 50 pl de
méthanol) ont été mesurées a 517nm.
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Tous les tests ont été réalisés en triplicata.
L’activité anti-radicalaire est estimée selon I’équation suivante :

Ac—Ae
Ac

% d’activité anti-radicalaire = 100

Ou:

Ac: absorbance en absence de I’inhibiteur (contrdle négatif)

Ae: absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon)
Le pourcentage d’inhibition est exprimé par valeur d’IC 50, correspondant a la concentration
d’extrait nécessaire pour neutraliser 50 % du radical libre DPPH et le convertir en sa forme
stable.
Une courbe représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration a été
tracée, et la concentration de I’échantillon nécessaire pour inhiber 50 % de I’activité a été

déterminée et exprimée sous forme de valeur ICso.
1.4.1.2. Test de la réduction du fer (FRAP)

Le test FRAP (Ferri reducing antioxydant power) est une méthode colorimétrique de transfert
d'électrons.

a-principe

L’activité antioxydante de EMEG de a été évaluée a 1’aide de la méthode FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power). Il s’agit d’un test simple, rapide et reproductible
(Benzie et Strain, 1996), applicable de maniere universelle, aussi bien aux extraits de plantes
qu’aux plasmas, qu’ils soient organiques ou aqueux (Li et al., 2008). Ce test repose sur la
capacité des composés réducteurs présents dans les extraits a réduire le complexe ferrique
Fe3*/ferricyanure en sa forme ferreuse Fe2*. Cette réduction se traduit par une augmentation
de I’intensité de la coloration bleue du milieu réactionnel, mesurable par spectrophotométrie a
700 nm (Chung et al., 2002).

(Fe(CN)s) s- + antioxydant » (Fe(CN)e)4-+ antioxydant oxydé

Fes+ —» Fex+

Le Fe2 + peut donc étre contr6lé en mesurant la formation d’un complexe fortement

coloré en bleu vert (bleu de Prusse) a 700 nm (Chung et al., 2002).
15
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3(Fe (CN)6)4 - + 4Fe3+ > Fe4[Fe(CN)6]3
Ferrocyanide de potassium Ferrocyanide ferrique (bleu)

b- Mode opératoire

Le pouvoir réducteur de ’EMEG est déterminé selon le protocole d’Oyaizu (1986) avec

quelque modification :

Un volume de 200 pl de solution de I’extrait ou standard a différentes
concentrations (1mg/ml, 0.5 mg/ml,0.25 mg/ml,0.125
mg/ml,0.0625mg/ml).

Est mélangé avec

'

500ul de solution tampon phosphate (0,2M ; ph=6,6) et 2.5ml de

solution de Ferricyanate de potassium a 1% (K3Fe(CN) 6 ) préparé

dans ’eau distillée.

Incubation a 50°C pendant 20 min

Le mélange est incubés a 50°C pendant 20 min dans un
bain marri, puis les tubes a essais sont retirés et lissés
jusque leur refroidissement

2.5ml d’acide trichloracétique a10% (TCA) sont ajouté

Centrifugation a 650 rpm pendant 10 min

A 500pl de surnageant sont ajoutés 2.5ml De I’eau distillée et 0.5ml de
FeCl; a 0.1%.

v
Les absorbances ont été mesurées a 700 nm contre un
blanc préparé en remplacant I’extrait par le solvant
d’extraction.
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L’acide ascorbique est utilisé comme standard de référence .
Tous les tests ont été réalisés en triplicat.

L’activité antioxydant liée au pouvoir réducteur de I’extrait est exprimée comme suit :

Pouvoir Réducteur = [(Ae —Ab) /Ae] x100.
Ou:
Ae : Absorbance de I’extrait.
Ab : Absorbance du blanc.

1.4.1.3. Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale de I’EM des écorces de P. granatum est évaluée par le test

du phosphomolybdéne selon la méthode décrite par Prieto et al. (1999).
a-principe

La méthode consiste a convertir le molybdéne Mo (VI), présent sous forme d'ions
molybdate (M0O,27), en oxyde de molybdéne Mo(V) sous forme de (M00O,*), cette réduction
se manifeste par la formation d'un complexe verdatre (phosphate/Mo(V)) a pH acide en

présence de I'extrait (Prieto et al., 1999).

b- Mode opératoire

0,3 ml d’extrait (Img/ml) ou d*acide ascorbique

Meélanger Avec

3 ml du mélange suivant (0,6 M d’acide sulfurique, 28 mM
phosphate de sodium et 4 mM de molybdate d’ammonium)

Incubation

Le tout est incubé dans un bain-marie a 95°C pendant 90 minutes.

l Apres refroidissement des échantillons a
température ambiante

L’absorbance est mesurée avec un spectrophotométre UV-VIS a 695 nm contre
un blanc

17
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Les résultats sont la moyenne de trois mesures + écart type, exprimés en mg équivalent

d’acide ascorbique par mg d’extrait sec (ug EAA/mg d’ES).
1.4.1.4. Pouvoir chélateur du fer ferreux

La capacité de chélation du fer constitue I'une des approches couramment employées

pour évaluer le potentiel chélateur d'un extrait vegétal (Mekhoukh, 2024).
a-principe

La ferrozine, composé stable, forme avec les ions Fe** libres un complexe ferrozine-Fe2+ de
couleur violette intense. Une diminution de I’absorbance du complexe Fe?*-ferrosine indique

la présence d’antioxydants & pouvoir chélateur.
b- Mode opératoire

le pouvoir chélateur de I’extrait de notre plante a été évalué selon la méthodes décrit

par (li et al., 2007) avec de certaine modification :

Un volume de 500 pl d’extrait (1mg/ml) ou du standard de I’acide éthyléne diamine
tétra-acétique (EDTA) a différentes concentrations

Est additionné

A 100 pl de FeCl2 (0,6 mM) et 900 pl de méthanol pure

Apres 5 min d’incubation

100 ul de ferrosine(5mM) sont ajoutés.

Le mélange est agite et incubé pendant

10min

L’absorbance du complexe (Fe*’-ferrosine) est mesurée a 562nm
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L’activité chélatrice est exprimée en pourcentage et calculée selon la formule

suivante :

Pouvoir chélateur (%) = [(At - Ae)/ At] x 100

At : absorbance du témoin.

At : Absorbance du I’extrait

Les résultats sont exprimés en concentrations effectives a 50 % (EC50), définies
comme la concentration de ’extrait ou du standard nécessaire pour chélater 50 % du fer
ferreux présent dans le milieu réactionnel. Les valeurs d’EC50 ont été determinées par
régression linéaire, en établissant la relation entre le pourcentage de chélation du fer et les

différentes concentrations des extraits testés (Mekhoukh, 2024).

1.4.2. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire PEMEG in vitro

1.4.2.1. Test de dénaturation de I'albumine sérique bovine (BSA)

L'activité anti-inflammatoire de ’EMEG a été évaluée par la méthode de dénaturation
de la sérum albumine bovine (BSA) (Abbas et al., 2021).

a-principe

La dénaturation des protéines a été identifiee comme I'une des causes de
I'inflammation. On considére que lorsqu’un tissu vivant est 1€s¢, une réaction inflammatoire
s’ensuit. Celle-ci se manifeste par des signes caractéristiques tels que la rougeur, la douleur, la
chaleur, le gonflement et la perte de fonction de la zone affectée (Bailey-Shaw et al., 2017) .
Cette inflammation est accompagnée d’une perturbation des liaisons électrostatiques,
hydrogéne, hydrophobes et disulfure au sein de la structure protéique. Ces altérations
conduisent & la perte de la conformation moléculaire et des fonctions des protéines, autrement
dit a leur dénaturation. (Kandikattu et al., 2013; Sridevi et al., 2015).

Le test d’inhibition de la dénaturation des protéines, basé sur la stabilisation thermique
de la sérum-albumine bovine (BSA) et de I’albumine d’ceuf (Fetni & Bertella, 2020).
Lorsque la BSA est soumise a une dénaturation thermique, elle expose des antigenes pouvant
induire une réponse d’hypersensibilité de type III, impliquée dans plusieurs pathologies
inflammatoires telles que la maladie sérique, la glomérulonéphrite, la polyarthrite
rhumatoide...etc. (Williams et al., 2002; Singh et al., 2001).

19



Matériel et méthodes

b- Mode opératoire

L'effet anti-inflammatoire in vitro de I’extrait est déterminé a l'aide du test d'inhibition de la

dénaturation de I'albumine du sérum bovin (BSA) selon la méthodes décrit par (Williams et

al., 2008).

500 pl de la solution aqueuse de BSA a 0.2 %
préparée dans une solution de tampon phosphate
(20mM, pH 6.8)

Sont ajoutés a

500 ul des différentes concentrations de chaque extrait ou de
Diclofénac (I'anti-inflammatoire de référence)

Le contrdle est composé de 500 pl de la solution agueuse de BSA
et 500 ul de solvant d’extraction

Incubation a 37°C pendant 20 min,

puis a 65°C pendant 10 min

v

Aprés refroidissement, I'absorbance est mesurée a 660 nm

L’activité anti-inflammatoire est exprimée en pourcentage d'inhibition et calculée a lI'aide de

I'équation suivante :

Pourcentage d’inhibition (%) = [(Abs contrdle — Abs test) / Abs contréle] x 100
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1.4.2. Evaluation de ’activité anti-hémolytique

L’effet anti-hémolytique de I’extrait méthanolique (EM) des écorces de P. granatum a

été évalué in vitro sur une suspension d’érythrocytes humains incubée dans un tampon

phosphate salin (PBS) a pH 7,4.
a-principe

Afin d’évaluer I’effet protecteur de ’EMEG sur I’intégrité des globules rouges, des
érythrocytes humains ont été soumis a une hémolyse induite par le peroxyde d’hydrogéne
(H,0,). La décomposition de ce compose génere un stress oxydatif au niveau des membranes
des érythrocytes, entrainant 1’oxydation des lipides membranaires et donc leur hémolyse
(libération de 1’hémoglobine dans le milieu extracellulaire).Un composé ou un extrait
possédant des propriétés antioxydantes peut inhiber ou réduire cette hémolyse en

neutralisant les radicaux libres générés par le H,O, et stabilisant la membrane cellulaire.

b- Mode opératoire

b-1- Préparation de la suspension érythrocytaire

Du sang fraichement prélevé d’un donneur unique & 1’aide d’une seringue a été mis
dans un tube EDTA, ensuite centrifugé a 3000 tours/minutes pendant 10 minutes pour séparer
les globules rouges des autres €léments constitutifs du sang. Apres élimination du surnageant,
le culot est lavé 3fois avec une solution d’eau physiologique (NaCl) a 0,9% a température
ambiante. Chaque lavage consiste en une centrifugation a 3000 trs /min pendant 10 min et une
suspension du culot dans I’eau physiologique a 0,9%. Aprés la derniére centrifugation, le
culot obtenu est resolubilisé a nouveau par le méme volume du plasma éliminé, la suspension
érythrocytaire ainsi obtenue est diluée 40 fois par PBS a 0,2M, pH=7,4.

b-2- Préparation de PEMEG

Différentes concentrations de I’extrait de 1’écorce (1 - 0.125mg/ml) ont été diluées dans le
PBS.
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Les echantillons de sang humain environ 6ml ont été centrifugés a 3000 rpm, pendant 10 min,

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

de I’eau physiologique (NaCl) a 0,9%0 jusqu’a I’obtention d’un surnageant clair

En centrifugeant a chaque fois a la vitesse de 3000 rpm, pendant 5 min. La suspension

érythrocytaire ainsi obtenue été diluée 40 fois par PBS

Figure 07 : Protocole de Préparation de la suspension des globules rouges
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b-3- Evaluation de I’activité anti-hémolytique de PTEMEG

L’¢évaluation de I’activité anti-hémolytique de TEMEG a été réalisée selon la méthode

décrite par Nabavi et al. (2012).

Dans des tubes a essai, ajouter 1 ml de I’extrait ou de la quercétine
(utilisée comme composeé de référence) a différentes concentrations
(de 1 a 0,125 mg/ml de solution saline tamponnée) avec 2ml de
suspension érythrocytaire

\ 4

Puis ajouter 2ml de tampon phosphate.

Incubation pendant 5min a température

ambiante.

\ 4

Ajouter 500ul de H,0,.

Centrifuger les tubes a 3000 trs /min
pendant 10 min.

Le surnageant est récupéré, puis son absorbance est mesurée a 540 nm a I’aide d’un
spectrophotometre
-Un contréle positif a été préparé en absence de I’extrait dans les mémes conditions.
- L’absorbance du controle positif, correspondant & une hémolyse totale, a été utilisée

comme valeur de référence pour le calcul du pourcentage d’inhibition.
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Le pourcentage d'inhibition de I’hémolyse a été calculé selon la formule suivante :

% d’inhibition de I’hémolyse = (Ac — Ae / Ac) *100

Ou:
Ac : ¢’est I’absorbance obtenue aprés hémolyse totale (contrdle positif)

Ae : c’est I’absorbance obtenue en présence de 1’extrait.

Tous les tests ont été effectués en triple sont présentés sous forme de moyenne + écart-

type. Les graphes sont mis en forme par Excel.
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Résultats et discussion

2.1. Rendement d'extraction

La macération methanolique des écorces de P. granatum L. a permis d’obtenir un
rendement en extrait sec de 40,61 %. C’est un résultat tres intéressant qui refléte une richesse
en composés phytochimiques solubles dans le méthanol. Ce rendement est proche de celui
rapporté par Benguiar (2020), qui a obtenu 41 % a partir d’écorces de grenade. Il est
également comparable a ceux observés par Bachir et al. (2025) et Wang et al. (2011), qui ont
respectivement obtenu des rendements de 41,13 % et 46,51 %. En revanche, notre rendement
est nettement supérieur a celui rapporté par Kennas et Amellal-Chibane (2019), qui ont
obtenu 27,21 % lors de I'extraction des polyphénols a partir des mémes écorces. De méme,
Sehari, et al. (2022) ont obtenu un rendement encore plus faible, de 22,26 %, bien inférieur a
celui obtenu dans notre étude. A I’inverse, Douaouri (2017) a enregistré un rendement
méthanolique nettement plus élevé, comparativement a notre, atteignant 71,32%.

Ces différences de rendement peuvent s'expliquer par plusieurs facteurs, notamment la variété
de grenade utilisée, l'origine géographique, les conditions de séchage et de broyage des
écorces, ainsi que les protocoles d’extraction tels que la durée de macération, la température,
le rapport solvant/matiere et la taille des particules des échantillons. Ces éléments influencent
de maniere significative la qualité et la quantité des composes bioactifs extraits (Gil-Martin
et al., 2022).

Par ailleurs, le méthanol est couramment recommandé et largement utilis€¢ pour 1’extraction
des composés phénoliques en raison de son efficacité (Falleh et al., 2008). Selon Wang et al.
(2011), I’extraction de 1’écorce de grenade a 1’aide du méthanol a permis d’obtenir le
rendement le plus élevé. De plus, les études de Singh et al. (2002) et de Gnanasaraswathi et
al. (2014) ont montré que les extraits méthanoliques de pelures de grenade présentent des
résultats supérieurs par rapport aux extraits obtenus avec d'autres solvants .Cependant,
I’utilisation du méthanol présente certains inconvénients, tels que sa toxicité, son colt
relativement élevé et la nécessité de prendre des précautions strictes lors de sa manipulation
(Kennas et Amellal-Chibane. 2019).

Enfin, La sélection du solvant est cruciale afin d'obtenir des extraits avec des rendements

acceptables ou une activité antioxydante élevée (El-Beltagi et al., 2022).
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2.2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux de ’EMEG a été réalisé en utilisant la méthode de
Folin-Ciocalteu. L’acide gallique a été utilisé comme substance de référence pour établir la
courbe d’étalonnage. L absorbance a ét¢ mesurée a une longueur d’onde de 765 nm.
L’apparition d’une coloration bleue apres I’ajout de carbonate de sodium confirme la présence

de polyphénols, capables de réduire le réactif de Folin-Ciocalteu. (Figure08)

Figure 08 : Résultats de dosage des polyphénols

Les concentrations en polyphénols ont été déterminées a partir de 1’équation de régression
obtenue grace a la courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Les résultats sont exprimés en
microgrammes équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

Selon les résultats obtenus, ’EMEG présente une teneur particulierement élevée en
polyphénols, estimée a 683,5 + 41,8 ug équivalents acide gallique (EAG)/mg d’extrait
(Tableau 1). Cette valeur est considérablement supérieure a celles rapportées dans plusieurs
études antérieures, Bachir et al. (2025) ont mesuré une concentration de 187,13 + 1,92 ug
EAG/mg dans I’extrait méthanolique d’écorces de grenade du nord-ouest algérien. De méme,
selon Abdu et al. (2020), la teneur en polyphénols totaux était de 105,6 + 0,005 mg EAG/g
pour I’extrait méthanolique, 94,14 + 0,02 mg EAG/g pour ’extrait éthanolique et 83,17 *
0,003 mg EAG/g pour I’extrait aqueux. Notre résultat dépasse également celui rapporté par
Shiban et al. (2012), soit 274,1 + 17,2 mg EAG/g pour I’extrait méthanolique, ainsi que celui
de Douaouri et Djebli (2018), avec 227,92 + 0,50 mg EAG/g (méthanol) et 92,61 + 0,38 mg
EAG/g (aqueux). De leur c6té Jaisinghani et Patil (2025), I’extrait éthanolique d’écorces de
grenade présente une teneur plus élevée en polyphénols totaux, avec 390,05 + 2,1 mg EAG/g
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d’extrait, contre 330,25 + 1,4 mg EAG/g pour I’extrait aqueux. .De méme, Tehranifar et al.
(2010), qui ont obtenu une valeur de 423,5 + 1,3 mg EAG/g. Cependant Saleh et al. (2017)
ont rapporté plus forte teneur en polyphénols dans I’extrait aqueux avec une valeur de 810 +
9.45 mgEAG/g.

Par ailleurs, Kaci-Meziane et al. (2017) ont rapporté des teneurs en polyphénols totaux
comprises entre 658,58 et 892,56 mg EAG/g pour les extraits de pelures de trois cultivars de
grenade du nord-est de 1’Algérie. Notre extrait se situe dans cet intervalle de valeurs. Cette
comparaison suggere que notre extrait présente une richesse en composés phénoliques
comparable a celle des cultivars algériens étudiés, confirmant ainsi sa teneur €levée en ces
composés bioactifs.

Cette variation de concentration peut étre attribuée a plusieurs facteurs. Selon des études
antérieures, les différences dans la teneur en composés phénoliques résultent notamment de la
variété, du stade de maturité des fruits, des pratiques agricoles, de la zone de culture, de la
saison de récolte, des conditions climatiques ainsi que des modalités de stockage des fruits de
grenade (Sepulveda et al., 2010 ; El Kar et al., 2011 ; Fawole et Opara, 2013). Par ailleurs,
le type de solvant utilisé et les conditions d’extraction jouent également un réle important. I
est bien établi que la polarité du solvant influence fortement la solubilité des composés
phénoliques, le méthanol étant généralement plus efficace pour extraire un large spectre de
polyphénols (Alothman et al., 2009).

Selon (Singh et al., 2018 ; Alexandre et al., 2019) la concentration en acides phénoliques
varie significativement selon les variétés et dépend fortement de la localisation géographique,
des conditions climatiques et des pratiques culturales. L’un des principaux paramétres
déterminant la concentration en acides phénoliques est la couleur de 1’écorce, les variétés a
écorce rouge foncé présentant une concentration plus élevée en acides phénoliques que celles
a ecorce claire (Gozlekgei et al., 2011).

Enfin, d’aprés Mirdehghan et al. (2007), les écorces de grenade sont plus riches en
polyphénols totaux que les graines. Ces composés phénoliques sont généralement reconnus
comme les principaux responsables de I’activité antioxydante des extraits (Gulcin et al.,
2004). Cette richesse en polyphénols peut expliquer I’activité antioxydante potentiellement

élevée de notre D’extrait trouvé dans cette étude.
2.3. Dosage des Flavonoides totaux

La teneur en flavonoides de ’EMEG est déterminée par la méthode au trichlorure
d'aluminium (AICIs). La concentration est calculée a partir d'une courbe d'étalonnage réalisée
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avec la quercétine (0-40 pg/ml) et exprimée en microgrammes équivalents de quercétine par
milligramme d'extrait (ug EQ/mg d'extrait). En utilisant 1’équation de la régression linéaire de
la courbe d’étalonnage tracée de quercétine (y =0.047+0.024, r2 =0.9832) .

L’apparition d’une coloration jaunatre confirme la présence de flavonoides qui formés un

complexes avec I’aluminium. (Figure 09)

Figure 09 : Résultats de dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides de notre extrait, déterminée a partir de 1’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage de la quercétine, est de 100,73 + 43,8 ug EQ/mg (Tableau
1). Cette valeur traduit une concentration relativement élevée en composeés flavonoidiques, ce
qui suggere un bon potentiel antioxydant. Selon Zhishen et al. (1999), les extraits riches en
flavonoides présentent une capacité antioxydante significative, en raison de leur capacité a
piéger les radicaux libres.

En comparaison, plusieurs études ont rapporté des teneurs similaires ou inférieures a celle que
nous avons obtenue. Bachir et al. (2025) ont obtenu 79,51 + 0,83 pug EQ/mg, une valeur
proche de la nétre, tandis que Benslimane et al. (2020) ont mesuré 54,67 + 4,62 ug EQ/mg et
Kennas et Amellal-Chibane (2019) ont rapporté une teneur de 32,6 + 1,46 pg EQ/mg, Ces
valeurs, bien que significatives, restent inférieures a celle observée dans notre étude. De
méme, Douaouri (2017) a rapporté une teneur en flavonoides encore plus faible, estimée a

31,34 + 0,26 mg EQ/g, ce qui renforce davantage 1’originalité et la richesse de notre extrait.
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La teneur et la composition en flavonoides varient également de maniere significative selon
les variétés et les conditions de culture ; il a également été observé que le stade de
développement du fruit influence la teneur et la composition en flavonoides (Wafa et al.,
2017 ; Fawole et al., 2012 ; Zhao et al., 2014).

Ainsi, la teneur élevée en flavonoides que nous avons mise en évidence pourrait expliquer les
propriétés biologiques potentielles de notre extrait, notamment son activité antioxydante.
Cette derniere est largement documentée dans la littérature comme étant fortement corrélée a

la richesse en flavonoides (Panche et al., 2016).

Tableau I: Teneur en polyphénols et Flavonoides totaux de ’EMEG.

Extrait Polyphénols totaux Flavonoides totaux

EAG/ mg E
(Hg 9E) (g EQ/ mg E)

Méthanolique 683,5+41,8 100,73 + 43,8

Plusieurs facteurs influencent la variation dans le rendement des composés
phénoliques et flavonoides extraits de produits naturels, notamment le type de plante, la
nature des composés a extraire, ainsi que I’efficacité des solvants d’extraction a dissoudre ces
composés (Shabir et al., 2011 ; Roudsari et al., 2007).

Dans une étude comparative visant a extraire les composés polyphénoliques totaux et les
flavonoides des feuilles, écorces et graines de grenade a l'aide de I'eau et du méthanol. I'extrait
méthanolique des écorces de grenade présentait une teneur plus élevée en polyphénols (86 %)
et en flavonoides (52 %) que I'extrait aqueux (54 % et 21 % respectivement), suivi par I'extrait
méthanolique des feuilles de grenade et celui des graines (EI Falleh et al., 2012).

Par conséquent, nos résultats sont confirmés par des travaux antérieurs montrant que le
méthanol est le solvant le plus approprié pour ’extraction de la majorité des composés

polyphénoliques et flavonoidiques a partir d’échantillons de grenade (El Falleh et al., 2012).

2.4. Activité antioxydante
2.4.1. Test de DPPH

L’activité piégeuse des radicaux libres DPPH* a été calculée comme la concentration
d’extrait (ug/ml) nécessaire pour inhiber 50% du radical libre DPPH initial (IC50).
Dans ce test, lorsque la solution de DPPH* est mélangée a celle d’une substance capable de
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libérer un atome d’hydrogéne, cela conduit a une forme réduite (DPPH-H), entrainant une
perte de la couleur violette pour devenir jaune pale (Kennas et Amellal-Chibane.2019).
Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des

substances anti-radicalaires (Majhenic et al., 2007). (Figure 10)

Figure 10 : Résultats de test de piégeage des radicaux libres (DPPH).

L’évaluation de I’activité antioxydante de I’EM des écorces de P. granatum par ce test
a réveélé une ICso de 0.10+£0.01mg /ml, ce qui indique une bonne capacité de piégeage des
radicaux libres. En comparaison, la quercétine, un flavonoide de référence largement étudié
pour son pouvoir antioxydant, présente une ICso de 0.06 £0.004 mg/ml. Bien que ’extrait soit
Iégerement moins puissant que la quercétine, dont ICs, plus baisse confirme son efficacité en
tant qu’antioxydant puissant. Cette différence reste relativement faible, suggérant une richesse
en composés bioactifs antioxydants de I’extrait étudié.
Notre extrait a été comparé a celle rapportée par El-Beltagi et al. (2022), qui ont étudié
I’activité antioxydante des extraits méthanoliques de pelures de p. granatum et de Citrus
sinensis. Dans leur étude, I’extrait méthanolique de p.granatum a présenté une ICs, de 130,5
+ 2,0 pg/ml notre extrait est plus actif que celui de P. granatum rapporté dans cette étude (100
pg/mL < 130,5 pg/ml).De méme Kennas et Amellal-Chibane (2019) rapporte une ICs,
de 147.83+5.03 pg/ml pour I’extrait méthanolique des pelures de grenade. De méme 1’ICso
enregistrée dans la présente étude est nettement supérieure a celle rapporté par Moualkia et
Gourmati (2014), qui a trouvé une ICso de I’extrait méthanolique de 1’écorce de grenade de
747,02 pg/ml.
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Par contre 1’étude de Bachir et al. (2025) rapporte une ICso faible, de 14,23 pg/ml, pour un
extrait egalement méthanolique de pelures de grenade, ce qui révele une activité
antioxydante plus élevée que celle observée dans notre extrait.

La réduction du DPPH ne résulte généralement pas de 1’action d’un seul composé, mais plutot
d’interactions synergiques entre plusieurs constituants. Ces interactions peuvent étre présentes
dans un extrait et absentes dans un autre, ce qui pourrait expliquer les différences observées
dans les résultats d’activité antioxydante (Bacco et al., 1998 ; Gorinstein et al., 2001).
L’ensemble de ces résultats soutient I’hypothése selon laquelle les composés extraits des

pelures de grenade présentent un fort potentiel antioxydant.
2.4.2. Test de la réduction du fer (FRAP)

Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) est une méthode simple
fréguemment utilisée pour évaluer les composés antioxydants présents dans les fruits, les
légumes et certains échantillons biologiques (Wong et al., 2006). L’augmentation de
I’activité antioxydante mesurée par la méthode FRAP reflete une forte capacité de réduction
des ions Fe3*, ce qui se manifeste par I’augmentation de 1’absorbance a 700 nm (Douaouri et
al .2017). Le pouvoir réducteur d’un composé sert d’indicateur significatif de son activité
antioxydante potentielle. (Zheng et al., 2011).

Nos résultats de I’essai FRAP indiquent une capacité antioxydante importante de 1’extrait de
pelure de grenade (EMEG), avec une valeur d’ICso de 0,49 + 0,02 mg/ml. Cependant, le
pouvoir réducteur du composé de référence (vitamine C) est plus élevé, avec une valeur
d’ICso de 0,34 £ 0,01 mg/ml. (Figure 11)

Une valeur d’IC50 plus faible refléte une activité antioxydante plus élevée, car elle indique

qu'une plus faible concentration est suffisante pour atteindre 50 % de 1’activité maximale.
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Figure 11 : Pouvoir réducteur du fer ferrique de ’EMEG et 1’acide ascorbique.

Ces résultats sont en parfaite concordance avec ceux rapportés par Douaouri (2017),
qui a montré que le pouvoir réducteur de la vitamine C est nettement supérieur a celui de
I’extrait méthanolique de grenade.

La valeur obtenue dans notre étude pour I’extrait méthanolique des écorces de grenade
(EMEG), soit 0,49 £ 0,02 mg/ml, refléte une activité antioxydante importante. Cette activité
témoigne de la capacité des composés phénoliques présents dans 1’extrait a réduire les ions
ferriques (Fe3*) en ions ferreux (Fe2*), selon le principe du test FRAP. Cette valeur est
relativement proche de celle rapportée par Zeghad et al. (2023), qui ont obtenu une ICs, de
350,83 pg/ml pour un extrait hydrométhanolique (30 /70).

Cependant, notre extrait (EMEG) montre un pouvoir réducteur inférieur a celle rapporté par
Bachir et al. (2025) ont obtenu une ICso de 59,5 pg/ml pour un extrait méthanolique
similaire, tandis que Douaouri (2017) a rapporté des ICsp de 0,173 £ 0,010 mg/ml pour
I’extrait méthanolique et de 0,211 + 0,009 mg/ml pour I’extrait aqueux. Etant donné que des
valeurs plus faibles d’ICso traduisent une meilleure activité antioxydante, ces résultats
suggerent que les extraits étudiés dans ces travaux présentent une activité antioxydante élevée
que celle observée dans notre étude.

Les différences observées dans les résultats peuvent s’expliquer par plusieurs facteurs,
notamment la variété de grenade utilisée, la duréee et les conditions de stockage, la période de
récolte, les conditions climatiques, ainsi que les méthodes d’extraction appliquées et la

concentration du solvant utilisé (Moure et al., 2001 ; Robards, 2003 ; Pinelo et al., 2004).
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Nos résultats sont cependant cohérents avec ceux de Li et al. (2006), qui ont également
souligné un pouvoir antioxydant significatif dans les extraits méthanoliques de pelures de
grenade. Ce qui confirme ’intérét des écorces de grenade comme source de composés

bioactifs.

2.4.3. Capacité antioxydant totale (TAC)

La capacité antioxydante totale (TAC) de I’extrait méthanolique des écorces de
grenade (EMEG), déterminée par la méthode du phosphomolybdeéne et a partir de la courbe
d’étalonnage de 1’acide ascorbique (y = 0,0057x + 0,0043) (Figure 11), a été estimée a
439,31 + 42,47 ng EAA/mg d’extrait. Ce résultat est en concordance avec celui rapporté par
Negi et al. (2003), qui ont évalué I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique de pelures
de grenade a 2457 + 56,3 umol EAA/g a une concentration de 100 mg/ml, cette valeur
correspond a environ 432,43 mg EAA/g apres conversion, ce qui est trés proche de celle
obtenue dans notre étude. Cette similitude souligne la richesse des écorces de grenade en
composés antioxydants.

A P’inverse, notre valeur est nettement supérieure a celle rapportée par Hanafy et al. (2021),
qui ont obtenu une valeur de 56,26 + 0,04 mg EAA/g pour un extrait méthanolique
comparable. Ces différences peuvent s’expliquer par des variations dans la méthode
d’extraction ou la variété de grenade.

La richesse élevée en polyphénols de 1’extrait de pelures de grenade est reconnue comme

étant la clé de son puissant capacité antioxydant. (Mandié¢-Kovacevi¢ et al., 2023).

2.4.4. Activité chélatrice du fer ferreux

Au cours de la peroxydation lipidique, le fer joue un réle de catalyseur puissant en
favorisant la réaction de Fenton, un mécanisme impliqué dans de nombreuses pathologies
humaines (Halliwell et Gutteridge, 1990). La capacité de I'extrait a chélater les métaux est
évaluée en mesurant sa compétition avec la ferrozine pour le fer ferreux, ce qui permet
d'inhiber la formation du complexe. Une baisse de I'absorbance traduit une augmentation de
I'activité chélatrice (Mekhoukh, 2024)

D'apres les résultats présentés dans la figure 12 montrent que ’EMEG présente une ECs, de
0,95 mg/ml, tandis que celle de ’EDTA (chélateur de réference) est nettement inférieure, a
0,063 mg/ml. Cette différence indique que ’EMEG posséde une capacité de chélation du fer,
mais elle est moins puissante que I’EDTA. En effet, une ECs, plus élevée indique qu’une
concentration plus importante de 1’extrait est nécessaire pour atteindre 50 % d'inhibition de la

formation du complexe fer-ferrozine.
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Ces résultats suggérent que bien que ’EMEG contienne des molécules bioactives capables de
chélater les ions ferreux, son activité chélatrice reste modérée par rapport a celle du standard
synthétique(EDTA).

Ces observations sont en accord avec les travaux de (Sumathy et al., 2013) qui ont également
démontré que les extraits flavonoiques des ecorce de grenade présentent une capacité
significative a chélater les ions ferreux, en réduisant I’absorbance du complexe Fe**-ferrozine
de maniére dose-dépendante. Nos résultats concordent avec ceux obtenus par (Sumathy et
al.,2013) qui attribuent cette activité a la richesse en composés phénoliques et flavonoides. Il
a également été démontré que ces composés sont capables non seulement de lier les métaux
de transition comme le fer, mais aussi de réduire les complications liées a leur accumulation,

en facilitant leur mobilisation et leur excrétion.

1,2 +

0,8 -

0,6 -
W EC50(mg/ml)

EC50(mg/ml)

EMEG EDTA
standard et I'extrait

Figure 12 : Pouvoir chélateur du fer ferreux de ’EMEG et standard.
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D’aprés la présente étude, ’EMEG présente une activité antioxydante importante
(tableau 1), ce qui pourrait s’expliquer par sa teneur élevée en polyphénols incluant les
flavonoides et les tanins, jouent un rdle essentiel dans la lutte contre le stress oxydatif grace a
leurs multiples mécanismes antioxydants (Bachir et al., 2025) .

Tableau I1: Activité antioxydant de ’EMEG et les standards

Echantillons DPPH FRAP TAC Pouvoire
chélateur de fer
ICso(mg/ml) ICso(mg/ml) ng EAA/mgd’E | (Mg/ml)
EMEG 0.10+0.0lmg/ml | 0,49 + 0,02 | 439,31 +£42,47 | 0.95+ 0.026
mg/mL
quercétine 0.06 +0.004
mg/ml
Vitamine C 034 =+ 0,01
mg/mL
EDTA 0.063+0.0005

Il est donc probable que les bons résultats obtenus pour notre extrait soient liés a une
concentration relativement élevée en polyphénols. Plusieurs études ont également montré que
I’extrait d’écorces de grenade présente une activité antioxydante environ 2,8 fois plus élevée
que celle des extraits de graines et de feuilles de grenade (Guo et al., 2003 ; Okonogi et al.,
2007 ; Negi et al., 2003 ; Tehranifar et al., 2011).

Une étude antérieure a rapporté que les extraits de grenade possedent un potentiel antioxydant
deux a trois fois supérieur a celui du vin rouge ou du thé vert (Gil et al., 2000).

Cette action neutralise efficacement les espéces réactives de 1’oxygéne (ROS), empéchant
ainsi les dommages cellulaires. Le don d’électrons stabilise les radicaux libres, réduisant leur
réactivité et diminuant les dommages oxydatifs aux lipides, aux protéines et a I’ADN. De
plus, les flavonoides ont la capacité de chélater les ions métalliques, tels que le fer et le
cuivre, qui favorisent la formation de radicaux libres, réduisant ainsi les réactions oxydatives.
Des études ont montré que des composés tels que les ellagitanins et les anthocyanines

présents dans la grenade contribuent de maniere significative a sa capacité antioxydante
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(Benchagra et al., 2021). Ces composés peuvent donner des électrons ou des atomes
d’hydrogéne aux radicaux libres, les neutralisant ainsi efficacement (Bachir et al., 2025).

De plus, les Composés antioxydants interagissent avec certains précurseurs de peroxydes,
empéchant leur conversion en peroxydes et contribuant ainsi a la prévention du stress oxydatif
(Negi et Jayaprakasha, 2003 ; Huang et Prior, 2005 ; Zhang et al., 2009).

Ces résultats confirment le potentiel de 1’écorce comme source naturelle d'antioxydants

pouvant contribuer a la prévention du stress oxydatif et de ses effets néfastes sur la santé.
2.5. Activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire de ’EMEG comparée a celle du diclofénac, utilisee
comme anti-inflammatoire de référence a été évaluée par sa capacité a inhiber la dénaturation
thermique de la BSA (bovine serum albumin), un processus utilisé comme modéle de
I’inflammation in vitro.

Les résultats obtenus présentés dans la (Figurel3), révele une inhibition dose-dépendante

pour I’extrait de grenade et le standard (EMEG et diclofinac).
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Figure 13 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation d’BSA a différentes concentrations

de I’extrait de I’écorce de P. granatum et de diclofenac.

A différentes concentrations (0,3 ; 0,25 ; 0,2 mg/ml). On observe que, pour chaque
concentration testée, le diclofénac présente un pourcentage d'inhibition plus élevé que

I’EMEG. A 0,3 mg/ml, l'inhibition par le diclofénac atteint 63,64 +0.05% contre 55.10+0.001
36



Résultats et discussion

% pour I’EMEG. A 0,25 mg/ml, le diclofénac montre une inhibition de 49.57+0.01%, tandis
que celle de PEMEG est d’environ 46.57+0.002 %. Enfin, a 0,2 mg/ml, le diclofénac inhibe a
environ 40.92+0.009%, contre 31.60+0.04 % pour I’extrait.

Les résultats de notre étude démontrent que ’lEMEG posséde une activité anti-inflammatoire,
bien que Iégerement inférieure a celle du diclofénac.

Notre étude est en accord avec celle menée par Dathan et al. (2024), qui a montré que la
propriété anti-inflammatoire de 1’extrait de peau de grenade, évaluée par les tests de
dénaturation de la BSA et de I’albumine d’ceuf, était comparable a celle du traitement
standard a des concentrations plus élevées.

L’¢tude d’Akram et Khurshid (2015) a rapporté des pourcentages d’inhibition plus élevés,
allant jusqu’a 78,08 % dans I’essai de dénaturation de 1’albumine d’ceuf et 80,82 % dans
I’essai de I’albumine sérique bovine, a des concentrations de 40 et 50 pl. Malgré des
pourcentages d’inhibition légérement inférieurs a ceux rapportés dans cette étude, nos
résultats confirment 1’activité anti-inflammatoire notable de ’EMEG.

Des études in vivo menées par Baiju et ses collaborateurs (2015) ont montré que I'extrait
méthanolique inhibait de maniere significative la formation d'cedémes, de facon dépendante
de la dose.

Les propriétés anti-inflammatoires de 1’extrait de peau de grenade, attribuées a sa richesse en
composes phénoliques, ont été identifiées comme des modulateurs clés des voies de
signalisation inflammatoires (Muthusamy et Rajan, 2017).
Selon Lee et al. (2008) et Romier et al. (2008), les constituants bioactifs de 1’écorce de
grenade réduisent de maniere significative la production d’oxyde nitrique (NO) et de
prostaglandine E2 (PGE2), notamment par I’inhibition de I’expression des protéines pro-
inflammatoires.

Des études antérieures sur 1’activité anti-inflammatoire des extraits d’écorce de P. granatum
appliqués localement sur la peau ex vivo ont révélé un effet significatif sur I’expression de la
COX-2. Ces résultats suggerent que I’extrait de peau de grenade, et en particulier la
punicalagine, est capable de péneétrer dans la peau et de moduler 1’expression de la COX-2
dans 1’épiderme viable (Houston et al., 2017).

Par ailleurs, I’extrait de fruit de grenade riche en polyphénols, ainsi que les composés dérivés,
pourraient étre utilisés dans le traitement des maladies inflammatoires, probablement en
inhibant I’activation des basophiles et des mastocytes (Zafar et al., 2009).

Le poids des preuves scientifiques convaincantes concernant les bienfaits thérapeutiques de la

grenade et de ses fractions a permis d’établir un consensus scientifique selon lequel 1’extrait
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méthanolique de 1’écorce de grenade posséde la capacité d’inhiber 1’inflammation et les
réactions allergiques (Panichayupakaranant et al.,2010b).

2.6. Activité anti-hémolytique

L’activité anti-hémolytique a été évaluée pour EMEG, et comparée & une substance de
référence, la quercétine, afin de déterminer leur capacité a protéger les érythrocytes humains
contre la lyse cellulaire induite par le peroxyde d’hydrogene (H,0,). Les résultats d’inhibition

de I’hémolyse sont présentés dans la (Figure 14)

Figure 14 : Résultats de ’activité anti-hémolytique de "EMEG

Les résultats obtenus révélent que 'EMEG posséde une activité anti-hémolytique
notable, avec une efficacité dépendante de la dose. A la concentration la plus élevée (1
mg/mL), I’extrait étudié présente un pourcentage d’inhibition de I’hémolyse de 65,89+0.52%
comparable a celui de la quercétine (67,92 +0.97%), utilisée comme substance de référence.
Cela suggere une capacité significative a stabiliser la membrane des érythrocytes et a limiter
les effets déléteres du stress oxydatif induit par le H,O,. Cependant, a des concentrations plus
faibles (0,5 et 0,25 mg/ml), une diminution progressive de I’activité est observée (55.50+0.33

%,49.75+0.41% respectivement), bien que I’EMEG conserve une certaine efficacité
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protectrice, legérement inferieure a celle du standard, et proportionnelle a la concentration
(Figure 15).
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Figure 15 : Pourcentage de I’inhibition de I’hémolyse de ’EMEG et le standard

Ces observations sont en cohérence avec 1’étude de Sumathy et al. (2013), qui ont
démontré que D’extrait flavonoique de la peau du fruit de grenade inhibe les dommages
membranaires induits par le peroxyde d’hydrogéne (H,O;) dans les érythrocytes humains.
Eux aussi ont constaté une augmentation de 1’effet anti-hémolytique avec la concentration, ce
qui montre un effet dose-dépendant protecteur des polyphénols contre le stress oxydatif. Par
ailleurs, les résultats de Yassin et al. (2021) confirmer I’innocuité des extraits de peau de
grenade vis-a-vis des érythrocytes humains. Leur étude a montré 1’absence d’effet
hémolytique a des concentrations allant jusqu’a 10 mg/ml, bien que 1’extrait méthanolique ait
présenté une activité hemolytique Iégérement supérieure a celles des extraits aqueux. D'autres
études menees par Elkoraichi et al. (2023) ont également démontré la capacité de I’extrait de
peau de grenade a protéger les globules rouges contre I’hémolyse.

Selon des études antérieures, la capacité protectrice de I’EMEG sur la membrane
érythrocytaire serait attribuee a sa richesse en composés polyphénoliques.
L'extrait de peau de P.granatum a montré un bon potentiel et pourrait étre exploité comme

remede antioxydant et anti-hémolytique naturel (Elkoraichi et al., (2023).
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Conclusion

Les plantes médicinales, dont la grenade (Punica granatum L.), jouent un réle crucial
dans le traitement de nombreuses maladies grace a leurs composés bioactifs. L’écorce de
grenade, en particulier, présente des propriétes thérapeutiques remarquables.

Ce travail de recherche a permis de mettre en évidence la richesse phytothérapeutique

de I’écorce de grenade (Punica granatum L.), en particulier son potentiel antioxydant,
anti-inflammatoire et anti-hémolytique. A travers une approche expérimentale rigoureuse,
I’extrait méthanolique obtenu a montré un rendement d’extraction satisfaisant, reflétant une
forte concentration en composés bioactifs . L’analyse phytochimique a révélé une richesse
significative en composés phénoliques et flavonoidiques, connus pour leurs effets bénéfiques
sur la santé. Les résultats des différents tests biochimiques confirment 1’activité antioxydante
notable de I’extrait, démontrée par sa capacité a piéger les radicaux libres, a réduire le fer
ferrique, a chélater le fer ferreux et a présenter une capacité antioxydante totale élevée.

Par ailleurs, I’évaluation de I’effet anti-inflammatoire de I’extrait a révélé une inhibition
importante de la dénaturation des protéines, bien qu’inférieure au diclofénac, mais suffisante
pour envisager une utilisation alternative ou complémentaire. L’activité anti-hémolytique
observée suggére également une action protectrice sur les membranes cellulaires, renforcant
ainsi son intérét en tant qu’agent thérapeutique naturel.

Ainsi, les résultats obtenus soulignent le fort potentiel thérapeutique des écorces de grenade,
souvent considérées comme des déchets, en tant que ressource médicinale valorisable dans les

domaines pharmaceutique, alimentaire et cosmétique.
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Conclusion

Les résultats encourageants de cette étude ouvrent la voie a plusieurs perspectives de
recherche :

v Etudes in vivo : Il serait pertinent de valider les effets observés in vitro par des essais
in vivo sur des modeles animaux, puis humains, pour évaluer la toxicité et I’efficacité
thérapeutique de I’extrait dans un contexte biologique plus complexe.

v"Identification des composés actifs : Une analyse chromatographique plus poussée
(HPLC) permettrait d’identifier précisément les molécules responsables des activités
biologiques observées.

v Formulation de produits : L’extrait pourrait étre intégré dans des formulations
pharmaceutiques, cosmétiques ou alimentaires, comme additif fonctionnel ou ingrédient actif.

v Valorisation industrielle : A grande échelle, cette valorisation des écorces contribuerait
a une économie circulaire, en transformant un déchet agroalimentaire en un produit a haute

valeur ajoutée.
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Résumé

L’écorce de Punica granatum L., qui constitue la couche externe rigide du fruit de la grenade, est
reconnue pour ses nombreuses propriétés biologiques. Elle est largement utilisée en médecine traditionnelle,
notamment dans le traitement des troubles digestifs tels que les diarrhées et les ulcéres. Riche en composés
phénoliques et flavonoidiques, I’écorce a été choisie comme matériel végétal pour cette étude. L’extrait
méthanolique, obtenu par maceération, a présenté un rendement de 40,61 %. Les teneurs en polyphénols totaux et
en flavonoides ont été respectivement de 683,5 + 41,8 ug EAG/mg et 100,73 + 43,8 ug EQ/mg, ce qui indique
une forte concentration en composés bioactifs. L’activité antioxydante de I’extrait a été évaluée a 1’aide de
plusieurs tests : DPPH (ICso = 0,10 + 0,01 mg/mL), FRAP (ICso = 0,49 + 0,02 mg/mL), TAC (439,31 + 42,47 ug
EAA/mg) et capacité chélatrice du fer (ECso = 0.95+ 0.026mg/mL), confirmant son pouvoir réducteur et sa
capacité a neutraliser les radicaux libres. Par ailleurs, 1’activité anti-inflammatoire a été examinée par le test de
dénaturation de 1’albumine bovine, révélant une inhibition dose-dépendante, avec un pourcentage maximal
d’inhibition de 55,10 % a la concentration de 0,3 mg/ml.

Enfin, I’activité anti-hémolytique a montré une inhibition significative de 1’hémolyse induite par le peroxyde
d’hydrogene (H20:), atteignant un taux maximal de 65,89 % a 1 mg/mL. L’ensemble de ces résultats met en
évidence le potentiel thérapeutique de 1’écorce de "Punica granatum L." en tant que source naturelle d’agents
antioxydants, anti-inflammatoires et anti-hémolytiques.

Mots clés : écorce de grenade, polyphénoles, flavonoides, antioxydant, anti-inflammatoire, anti hémolytique.

Abstract

The peel of Punica granatum L., which is the hard outer layer of the pomegranate fruit, is a well-
known source of multiple biological properties. It is widely used in traditional medicine, especially in the
treatment of digestive disorders such as diarrhoea and ulcers. Thanks to its richness in phenolic and flavonoid
compounds, this bark was chosen as a plant material in this study. The methanolic extract, obtained by soaking,
showed a yield of 40.61%. The total phenolic compounds and flavonoids content reached 41.8+683.5
microgrammes gallic acid equivalent/mg and 43.8+100.73 microgrammes quercetin equivalent/mg, respectively,
indicating a high concentration of bioactive compounds. The antioxidant activity of the extract was evaluated
using several tests: DPPH (ICso = 0.10 £0.01 mg/ml), FRAP (ICso = 0.49 £ 0.02 mg/ml), TAC (439.31 +£42.47
microgrammes ascorbic acid equivalent/mg), and iron chelation capacity (EC50 = 0.95 + 0.026 mg/ml),
confirming its reducing ability and effectiveness in neutralising free radicals. Additionally, the anti-inflammatory
activity was evaluated using the bovine serum albumin denaturation test, which showed a dose-dependent
inhibition, with a maximum inhibition rate of 55.10% at a concentration of 0.3 mg/ml.Finally, the anti-hemolytic
activity showed a significant inhibition of haemolysis caused by hydrogen peroxide (H20.), with a maximum
inhibition of 65.89% at a concentration of 1mg/ml. These results collectively highlight the therapeutic potential
of Punica granatum L. peel. As a natural source of antioxidant, anti-inflammatory, and anti-hemolytic agents.

Keywords: Pomegranate peel, polyphenols, flavonoids, antioxidant, anti-inflammatory, anti-hemolytic.
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