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Résumé  

La méthode de nanoprécipitation a été utilisée afin d'encapsuler des composés bioactifs et 

améliorer leurs caractéristiques. L’objectif de ce travail est d’encapsuler des extraits de la peau 

jaune de grenade. Les constituants bioactifs sont extraits, puis analysés qualitativement et 

quantitativement par LC-MS. Les résultats ont montré que les trois extraits de la peau de 

grenade (aqueux, méthanoïque et hydro-éthanolique) sont riches en composés phénoliques. Les 

tests des activités antioxydantes, anti-inflammatoires et antibactériennes in vitro des différents 

extraits ont révélé une activité antioxydante remarquable, avec des valeurs IC50 notables en 

ABTS (7,05±0,12µg/ml), CUPRAC (7,40±0,79 µg/ml) et GOR (6.03±1.12 µg/ml) pour 

l’extrait aqueux. En outre, l'extrait hydro-méthanoïque a montré une efficacité antibactérienne 

supérieure contre des souches bactériennes sélectionnées. Concernant, l’activité 

antinflammatoire, les trois extraits ont présenté un effet anti-inflammatoire puissant. Ces 

résultats sont confirmés par des analyses in silico explorant l'interaction entre des composés 

spécifiques et les extraits de la peau de grenade dans différents solvants. Les résultats de la 

partie encapsulation montrent que la gélatine est capable d'encapsuler avec succès les trois 

extraits de peau jaune de grenade entrainant la formation des nanocapsules d’extrait de peau de 

grenade. Les différentes caractérisations et mesures DRX, FTIR, AFM,MEB, potentiel Zeta et 

granulométrie ont confirmé la formation de nanoparticules issus des différents extraits de 

grenade. Cette étude souligne le potentiel très prometteur des nanoparticules d'extrait de peau 

de grenade, mettant en évidence leur capacité à améliorer la stabilité et la solubilité. 

Mots-clés : peau jaune de grenade, composés phénoliques, activité antioxydante, anti-

inflammatoire, activité antibactérienne, nanoencapsulation, gélatine. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

The nanoprecipitation method was used to encapsulate bioactive compounds and enhance their 

characteristics. This work aims to encapsulate extracts from the yellow peel of pomegranate. 

The bioactive constituents were extracted and analyzed qualitatively and quantitatively by LC-

MS, showing that the three extracts are rich in phenolic compounds. In vitro tests for 

antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial activities of the different extracts revealed 

remarkable antioxidant activity, with notable IC50 values for ABTS (7.05±0.12µg/ml), 

CUPRAC (7.40±0.79 µg/ml) and GOR (6.03±1.12 µg/mL) for the aqueous extract.  In addition, 

the hydro-methanolic extract showed superior antibacterial efficacy against selected bacterial 

strains, while for anti-inflammatory activity, all three extracts possessed a potent anti-

inflammatory effect. These results are confirmed by in silico analyses exploring the interaction 

between specific compounds and various solvents. The encapsulation results show that gelatin 

can successfully encapsulate the three pomegranate yellow peel extracts, leading to the 

formation of nanocapsules. Various characterizations and measurements, including XRD, 

FTIR, AFM,MEB, Zeta potential, and particle size analysis, confirmed the formation of 

nanoparticles from the different pomegranate extracts. This study underlines the promising 

potential of pomegranate skin extract nanoparticles, highlighting their ability to improve 

stability and solubility. 

Keywords: pomegranate yellow peel, phenolic compounds, antioxidant activity, anti-

inflammatory activity, antibacterial activity, nanoencapsulation, gelatin.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ملخص

المركبات النشطة بيولوجيًا لتحسين خصائصها. والهدف من تم إجراء ابتكارات في أنظمة التغليف النانوية من أجل تغليف  

هذا العمل هو تغليف مستخلصات من القشرة الصفراء للرمان. وقد تم استخلاص المكونات النشطة بيولوجيًا وتحليلها نوعيًا 

تبارات المخبرية ، والتي أظهرت أن المستخلصات الثلاثة غنية بالمركبات الفينولية. وأظهرت الاخ LC-MS وكميًا بواسطة

ملحوظة  IC50 لأنشطتها المضادة للأكسدة والمضادة للالتهابات والمضادة للبكتيريا نشاطًا ملحوظًا مضاداً للأكسدة، مع قيم

 GOR (6.03  ±1.12 ميكروغرام/مل( و 7.40  ±0.79) CUPRAC ميكروغرام/مل( و 7.05  ±0.12) ABTS لـ

ضافة إلى ذلك، أظهر المستخلص المائي الميثانولي فعالية فائقة مضادة للجراثيم ميكروغرام/مل( للمستخلص المائي.  بالإ

ضد سلالات بكتيرية مختارة، بينما بالنسبة للنشاط المضاد للالتهابات، فإن المستخلصات الثلاثة جميعها تمتلك تأثيراً قوياً.  تم 

ل بين مركبات محددة ومذيبات مختلفة. أظهرت نتائج جزء تأكيد هذه النتائج من خلال تحليلات في السيليكو لاستكشاف التفاع

أكدت التوصيفات  الرمان الأصفر الثلاثة بنجاح في كبسولات نانوية. قشرالتغليف أن الجيلاتين قادر على تغليف مستخلصات 

وإمكانات زيتا، وتحليل حجم الجسيمات، تكوين   AFM،MEB، وFTIR، وXRDوالقياسات المختلفة، بما في ذلك 

تؤكد هذه الدراسة على الإمكانات الواعدة جداً للجسيمات النانوية   الجسيمات النانوية من مستخلصات الرمان المختلفة.

 .الرمان، مما يبرز قدرتها على تحسين ثباتها وقابليتها للذوبانقشرلمستخلصات 

الأصفر، المركبات الفينولية، النشاط المضاد للأكسدة، النشاط المضاد للالتهابات، النشاط قشر الرمان  الكلمات المفتاحية:

 .المضاد للبكتيريا، الكبسولات النانوية، الجيلاتين
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Introduction générale  

1 
 

Introduction générale 

Depuis quelques années, l'utilisation des plantes aromatiques et médicinales suscite un 

intérêt croissant dans divers domaines tels que la médecine, la pharmacie, la cosmétologie et 

l'agriculture connaît un regain d'intérêt. Cet intérêt s’explique par la richesse des plantes 

médicinales en composés bioactifs, qui constituent une source inépuisable de substances aux 

multiples vertus (Malik et al. 2005). Ces derniers se caractérisent par leur disponibilité, leurs 

effets secondaires limités et leur faible toxicité, et surtout leur activité biologique potentielle 

(Zhu, C. P., 2015). 

Diverses études menées sur les pelures de fruits et de légumes ont révélé la présence de 

constituants importants, qui peuvent être utilisés à des fins pharmacologiques ou 

pharmaceutiques. Les chercheurs ont identifié plusieurs composants bioactifs, tels que les 

phénols, les tanins, les flavonoïdes, les alcaloïdes et les saponines qui possèdent des activités 

antimicrobiennes, antioxydantes et anti-inflammatoires (Hanafy, S. M. 2021).  

Depuis des millénaires, le fruit du grenadier (Punica granatum L.) est utilisé pour ses 

vertus médicinales et thérapeutiques dans de nombreuses régions du monde, notamment dans 

le bassin méditerranéen, au Moyen-Orient, en Asie du Sud et en Amérique latine (Malik et al. 

2005). La consommation croissante de la partie comestible de la grenade génère une grande 

quantité de sous-produits tels que l'écorce, les graines et les fleurs qui sont souvent négligés 

malgré leur potentiel d’utilisation (Sood et Gupta, 2015).  

Les pelures de grenade sont considérées comme le sous-produit le plus précieux du 

fruit, représentant environ 50% du poids total du fruit (Çam et Hışıl 2010); (Gullon et al. 

2016).  Elles constituent une source importante de métabolites végétaux secondaires précieux, 

offrant un potentiel considérable en termes de composés bioactifs, au même titre que les parties 

comestibles (Zhu et al. 2015 ; Ali et al. 2019).  Par ailleurs, les jus commerciaux fabriqués par 

pressage complet des fruits contiennent des niveaux abondants de punicalagines A et B, d'acide 

gallique et l'acide ellagique, bien supérieures aux jus pressés à la main qui ne sont préparés 

qu’à partir des arilles et contiennent des quantités minimales de ces composés. (Qu, W., 2012). 

Toutefois, la valorisation des composés bioactifs d‘origine naturelle nécessite, dans un premier 

temps, leur extraction de leur matrice végétale d‘origine. Ce processus implique généralement 

de nombreuses étapes complexes souvent longues et coûteuses (Michel, T. 2011).  
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La première étape est l’extraction visant à libérer les molécules d‘intérêt des sites actifs 

de la matrice végétale, est primordiale puisqu‘elle conditionne la nature et la quantité des 

molécules extraites, et, par conséquent le succès des étapes suivantes. En général, l‘extraction 

de produits naturels suit un procédé de type solide-liquide, où un solide (la matrice végétale) 

est mélangé avec un liquide (le solvant d‘extraction). Parmi les méthodes d'extraction, La 

macération est l'une des plus simples et des moins coûteuses, bien qu’elle nécessite un 

temps d’extraction relativement long. Cette technique est couramment utilisée pour extraire les 

composés bioactifs des végétaux. L’efficacité de la macération dépend de plusieurs facteurs, 

tels que la quantité de matière première, le choix des solvants et la durée d'extraction. Le 

principe de cette méthode repose sur l’immersion de l'échantillon dans le solvant d'extraction, 

permettant ainsi la désorption des molécules actives (Tambun, R., 2021).  

Une relation linéaire entre la quantité de composés phénoliques présents dans l'extrait 

de peau de grenade et ses propriétés biologiques est bien établie et largement reconnue. Ces 

composés phénoliques présentent de nombreux avantages, mais ils sont également sensibles à 

des conditions environnementales telles que la lumière, l'oxygène, le pH et d’autres facteurs. 

L'encapsulation s’avère être une méthode prometteuse pour préserver la stabilité de ces 

composés et améliorer leur activité.  

Parmi les techniques d’encapsulation, La nano-encapsulation est particulièrement 

adaptée à la protection des composés bioactifs sensibles. Elle permet de préserver et 

d’améliorer leurs propriétés physicochimiques tout en favorisant une libération contrôlée et 

efficace de ces composés (Rahnemoon, p 2021). Les polymères jouent un rôle important dans 

l’encapsulation. Parmi ces matériaux, la gélatine une protéine obtenue par l'hydrolyse du 

collagène isolé des os et de la peau des animaux, se distingue par plusieurs polymères par sa 

biocompabilité et biodégrabilité est très utilisé dans les applications pharmaceutiques et 

médicales. Elle est ainsi considérée comme un biomatériau pour la libération contrôlée des 

molécules biologiquement actives. La gélatine peut être administrée sous différentes formes de 

molécules biologiquement actives tels que des hydrogels, des microsphères, des films, ou des 

nanoparticules.  Son utilisation en tant que nanoparticules suscite de l'intérêt en raison de la 

combinaison de l'effet nanométrique et de ses caractéristiques moléculaires avantageuses :  en 

tant que macromolécule naturelle, elle est facilement disponible et présente une faible 

antigénicité (Khan, S. A. 2013). En raison de ces propriétés, plusieurs chercheurs ont exploré 

différentes techniques pour préparer des nanoparticules de gélatine, la nanoprécipitation étant 
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l’une des méthodes prometteuses.  Cette technique est rapide, facile et directe par rapport à 

d’autres procédés plus complexes (Khan, S. A. 2013).  

Ainsi, la présente recherche est menée pour étudier l'efficacité de la gélatine pour la 

nano-encapsulation de l’extrait de la peau jaune de grenade pour conserver les propriétés 

bioactives de l’extrait de la peau de grenade à des fins thérapeutiques. Ce manuscrit s’articule 

autour de trois chapitres. 

Le premier chapitre bibliographique est subdivisé en deux parties.la première partie est 

dédié aux généralités sur la grenade avec des données détaillés sur sa description botanique, sa 

classification, sa composition chimique et ses propriétés biologiques. La deuxième partie met 

en évidence les concepts fondamentaux de l’encapsulation, en particulier la nanoencapsulation 

des extraits des plantes par des polymères en tant que vecteur pour une application 

thérapeutique. Un rappel bibliographique sur la gélatine, les techniques d’encapsulation des 

micro/nano particules est également présenté dans cette section. 

Le deuxième chapitre représente la partie expérimentale et est devisé en deux sections, 

La première section est consacrée à la préparation des extraits de la peau de la grenade, réalisée 

en utilisant différents solvants, à savoir l’eau, le méthanol et l’éthanol/eau. Un Dosage des 

composées phénoliques, des tannins hydrolysables et des flavonoïdes a été réalisé, suivi d’une 

analyse LC-MS pour l’identification des composés chimiques présentes dans les extraits. 

 Une étude de simulation a été menée dans le but d’optimiser la géométrie de quelques 

composés présents dans notre extrait tels que la punicalagine-β, la punicalagine-α, la 

punicaline, l'acide gallique, l'acide tannique. Cette étude a également inclus la modélisation de 

leurs complexes avec l'eau, l'éthanol et le méthanol. En outre, elle permet de prédire l'activité 

biologique et le métabolisme de ces extraits.  A la suites nous présentons dans cette section 

l’activité anti-oxydante mesurée à l’aide de diverses méthodes, l’activité anti inflammatoire et 

l’activité antimicrobienne des extraits. 

La deuxième section de cette partie expérimentale sera consacrée à la 

nanoencapsulation des extraits de la peau de grenade par la méthode de nanoprecipitation, ainsi 

que leur caractérisation.   

Le troisième chapitre est consacré à la présentation et discussion des résultats. Enfin, 

une conclusion générale synthétisera le bilan du travail réalisé et proposera des perspectives 

pour les recherches futures 
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CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

I.1 la grenade (punica granatum L) 

I.1.1 Généralité ; historique du punica granatum L.  

Depuis la découverte de l'agriculture il y a plus de 1 000 ans, la grenade est l'un des plus 

anciens fruits comestibles qui n'a pas beaucoup évolué (Seeram et al. 2006 ; Çam et al. 2009) 

ou son histoire est liée au développement de l'humanité. (Lansky et Newman, 2007). Le fait 

qu'il apparaisse dans de nombreuses légendes relatives à différentes vies humaines. Pour la 

bénédiction, les zoroastriens plantaient cet arbre dans leurs maisons. Alors qu’on mythologie 

grecque, la grenade était considérée comme un symbole du mariage. Les bouddhistes 

considèrent la grenade comme l'un des trois fruits bénis. Dans les céramiques chinoises, la 

grenade reflète le concept de grande fertilité, d'abondance, de bonheur, de santé et d'avenir 

radieux. (Bayramova, A., & Isayeva, N.  2022) ce qui est presque identique à la mythologie 

égyptienne ou La grenade était reconnue comme étant le fruit des dieux. Un signe de fertilité et 

de richesse, ou ils s'inspirent de ses nombreux grains et de sa forme arrondie. (Ruis, 2015). 

Dans les cultures chrétiennes et bédouines, la grenade est un symbole de fertilité. Dans l'islam, 

le Coran décrit un paradis ou la grenades est un cadeau et un fruit céleste de Dieu (Bayramova, 

A., & Isayeva, N.  2022) 

Le fruit est originaire d'Iran, d'Afghanistan, d'Inde, de Chine, et se répand également à 

partir de l'ouest dans tous les pays méditerranéens, tel que l'Espagne. En fait, la vaste répartition 

des formes sauvages de la grenade dans toute l'Eurasie est due à l'adaptation des grenadiers aux 

conditions climatiques changeantes du Maroc, de l'Égypte, de la Tunisie et de la Turquie. Ce 

qui montre que la grenade a la capacité de se conformer à une vaste gamme de climats. 

(Bayramova, A., & Isayeva, N.  2022) 

I.1.2 description botanique (profile botanique) 

A. Profil botanique du grenadier   

La grenade (Punica granatum L.) est le fruit du grenadier qui est un arbre de 2 à 5 m de 

hauteur, avec un tronc tortueux surmonté d'une fine écorce grise ses branches sont légèrement 

épineuses et hérissées, au feuillage caduc et lancéolé en spires. (Shaygannia et al. 2016). Ses 

feuilles sont brillantes, lancéolées, rigide et coriaces, ses fleurs sont généralement écarlates 

rouges-orangées, simples ou doubles, solitaires à l’aisselle des feuilles selon la variété. 
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Le fruit en forme de pomme, globuleux à peau épaisse, Son diamètre peut atteindre 15 

à 20 cm, d’une couleur jaune à un rouge grenat, avec un calice persistant. La partie comestique 

du fruit prend la forme d’une baie divisée par de nombreuses parois, renfermant de nombreuses 

graines de forme triangulaire dont les dimensions peuvent aller jusqu'à 15 millimètres, ces 

grains sont recouverts de pulpe rouge acidulée et sucrée, de couleur rouge foncé à rose clair 

(Iserin, 2001). 

 

 

 

 

 

 

Figure I.1 : le fruit de grenade et ses composants. 

B. Classification botanique  

On distingue plusieurs systèmes de classification En botanique, la classification 

traditionnelle se différencie de la classification APG (Angiosperm Phylo-genygroup). (Moreno, 

P. M., 1992 ; Rana et al. 2010).  

✓ Classification de Linné  

En 1753, la grenade a été classifiée par Carl Von Linné comme suit ((Melgarejo et Martínez 

,1992 ; Rana et al. 2010) : 

Règne : Plantae Embranchement : Spermatophyta        

Sous embranchement : Magnoliophyta  

Classe : Magnoliopsida                        

Ordre : Myrtales                

Famille : Punicaceae                              

 Genre : Punica                       

Espèce : Punica granatum  



Chapitre I synthèse bibliographique 

6 
 

✓ Classification APG III (2009)  

APG III (2009) est la troisième version mise à jour, après APG 1998 et APG II 2003, de la 

classification moléculaire et cladistique des Angiospermes, c'est-à-dire des plantes à graines, 

établie par l'Angiosperms Phylogeny Group, qui réorganise le règne végétal selon des critères 

moléculaires. APG III (2009) classe les grenades comme suit : 

Clade : Angiospermes      

Clade : Dicotylédones vraies        

Clade : Rosidées      

Ordre : Myrtales            

Famille : Lythraceae      

Genre : Punica     

Espèce : Punica granatum 

I.1.2 Variétés du grenadier  

Plus de 1000 variétés de Punica granatum sont reconnues (Lansky et Newman, 2007). 

Les critères utilisés pour les différencier sont la taille des fruits, la couleur de l'écorce, la couleur 

des graines, la dureté des graines, la teneur en jus, l'acidité et l'astringence, et la période de 

maturation (Stover et Mercure, 2007).    

Tableau I.1 quelques variétés de grenade (Wald, E 2009). 

Zone 

géographique 

Variétés Maturation des 

fruits 

Aspects des 

fruits 

Graines ou 

arilles 

Qualités 

gustatives  

Espagne Blanca Septembre/octobre Peau lisse Roses Pulpe juteuse 

et sucré 

Tunisie Zéri Aout/septembre Peau ferme, 

rouge 

Très petites et 

rouges 

Bonne et très 

juteuse 

Grèce Douce de 

patras 

Aout/septembre Peau colorée Petites, rouges 

et très acides 

Excellente 

Turquie Ak anar Septembre  Peau épaisse 

jaune, blanc 

Assez grosses 

et pâles  

Très 

rustiques 

Usa  Wonderfull Aout/septembre Rouge, rosâtre Rouges Très bonne et 

rustique 
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I.1.3 Le grenadier en Algérie   

La culture de la grenade en Algérie, a connu une progression importante, notamment 

grâce au Programme de soutien à la relance agricole 2010-2014 et au Programme national de 

développement agricole (PNDA). La production est passée de 717 063 tonnes en 2010 à 790 

374 tonnes en 2014, avec un rendement passant de 7,83 t/ha à 8,42 t/ha. Cependant, la collection 

de grenades de l'ITAFV (Institut Technique de l'Arboriculture Fruitière et de la Vigne) 

comprend des variétés dont les caractéristiques physiques et chimiques n'ont pas encore été 

déterminées. Il est connu que les variétés de grenades varient en goût, de très sucré à très acide, 

et en texture de la graine, de molle à dure. Malgré la courte saison de production de grenade de 

deux mois (septembre-octobre), Ces dernières années la consommation de grenade fraîche a 

augmenté, passant de 1,82 kg/hab. de grenade fraîche en 2009 à 2,07 kg/hab. de grenade fraîche 

en 2014 (Meziane, Z. K et al 2016). 

Le deuxième rapport national sur l’état des ressources phylogénétiques représente une 

liste de 14 variétés du grenadier autorisées à la production et à la commercialisation. Ces 

variétés sont résumées dans le tableau suivant :  

Tableau I.2 liste des variétés du grenadier en Algérie (INRAA 2006). 

Variétés du grenadier en Algérie 

Espagne rouge Selection station 

Corda travita Papers shell 

Moller huesso Gajin 

Mellisse Doux de koléa 

Zemdautomne Chelfi 

Sulfani Sefri 

Spanish duoy Messad 
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I.1.4 Valeur nutritionnelle 

Les chercheurs se concentre sur le grenadier on mettre en évidences certains principes 

actifs, La chromatographie, la spectrométrie de masse et la résonance magnétique sont des 

techniques d'analyse chimique récentes qui peuvent être appliquées pour identifier la 

composition des différentes parties de la grenade, comme indiqué dans le tableau ci-dessous 

(Wald, 2009). 

Tableau I.3 : Valeurs nutritionnelles de la grenade, pour 100g de portion comestible (Reguieg 

Yssad, A. 2019) 

Composition 

nutritionnelle 

Eau : 81 g 

 

Fibres : 1 g V. énergétique 

74,2 kcal 

V.énergétique 315 

kJ 

Protéines 0,95 g Lipides 0,3 g Glucides 16,2 g Sucres simples 

16,2 g 

 

Sels minéraux et 

oligo-éléments 

Potassium 259 

mg 

Phosphore 8 

mg 

Calcium 3 mg Magnésium 3 mg 

Sodium 3 mg Fer 300 µg Zinc 120 µg Cuivre : 70 µg 

 

 

Vitamines 

Vitamine C 11,4 

mg 

Vitamine B1 

30 µg 

Vitamine B2 30 

µg 

Vitamine B3 300 

µg 

Vitamine B5 590 

µg 

Vitamine B6 

200 µg 

Vitamine B9 

(folate) :6 µg 

Vitamine B12 0 

µg 

Bêta-carotène 

20µg 

Rétinol 0 µg 

 

Vitamine E 0,55 

mg 

Vitamine D 0 µg 

 

 

I.1.5 Composition Phytochimique du grenadier  

La grenade et ses différentes parties écorces, membranes blanches, arilles et graines sont 

riche ou nombreux composés phénoliques, y compris les ellagitannins et ses dérivées 

(punicalagine, punicaline, pédonculagine, acide gallagique, acide ellagique, ellagitannins et 

gallotannins), anthocyanes (cyanidine, delphinidine et pélargonidine glycosides), flavonoïdes 

(quercétine, kaempferol et luteoline glycosides) (Carballo et al., 2009), et des acides 

phénoliques tels que l'acide caféique, l'acide chlorogénique, l'acide o-coumarique, l'acide p-

coumarique, l'acide ferulique, syringique, vanillique, phlorodizine et la rutine ( Gundogdu et 

Yilmaz, 2012).  

La partie comestible de grenade représente 50% du fruit, il se compose de 40% d'arilles 

et de 10% de graines ou Les arilles se compose de 85% d'eau, 10% de sucres totaux, (le fructose 

et le glucose) et 1,5% de pectine, l'acide organique (l'acide ascorbique, l'acide citrique et l'acide 

malique), et les composés bioactifs comme les phénoliques, les flavonoïdes et les anthocyanes 
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(Viuda-Martos et al., 2010). Les arilles aussi contiennent la delphinidine-3-glucoside, cyanidin-

3-glucoside, delphinidine-3,5-diglucoside, cyanidine-3,5-diglucoside, pélargonidine-3,5-Le 

diglucoside et le pélargonidine-3-glucoside, le delphinidine-3,5-diglucoside étant 

l'anthocyanine principale du jus de grenade (Syed et al. 2006).  

Les jus de grenade sont les plus riches en composés phénoliques, il contient 

principalement l’acide gallique, l'acide protocatéchique, l'acide chlorogénique, l'acide caféique, 

l'acide férulique, les acides o- et p -coumariques, la catéchine, la phloridzine et la quercétine 

(Poyrazoglu et al.  2002).  

L’écorce de grenade et les membranes blanches représente Environ 50% du poids total 

de la grenade, ces deux partie sont une source très importante de composés bioactifs, tels que 

les polyphénols, les flavonoïdes, les ellagitanins, les procyanidines et les minéraux, 

essentiellement du potassium, de l’azote, du calcium, du phosphore, du magnésium et du 

sodium. L’écorce de la grenade est riche en tanins hydrolysables, principalement en punicaline, 

pédunculagine et punicalagine. (Calin Sánchez and Carbonell Barrachina, 2012).  

Les fleurs aussi contiennent également différents composés dont les polyphénols (l'acide 

gallique et l'acide éllagique) des triterpènes (acide oléanolique, l'acide ursolique, maslinique et 

asiatique), aussi un seul stérol (daucostérol) et un seul flavonoïde (punicaflavone) sont les plus 

abondants, ou ils ont montré une importante valeur médicinale et biologique (Eren et al. 2014).  

Tableau I.4 Principaux composés phénoliques du grenadier avec leurs structures et leurs 

dispositions au niveau de différents organes (Lansky and Newman, 2007). 

Classe chimique Nom du 

composé  

Structure chimique  Organe 

Acides 

Hydroxybenzoique   

Acide 

gallique 

  

 

Jus 

Fleurs 

Feuilles 

Acide 

Ellagique   

 

Jus 

Feuilles 

Pépines 
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Acides 

Hydroxycinnamique  

(phenylpropanoids)  

 

Acide 

Cafféique  

 

Jus 

Feuilles 

 

Acide 

Chlorogéniq

ue   

Jus 

Feuilles 

Acide P-

coumarique  

 

Jus  

Feuilles 

Flavan-3-ols  

 

Catéchine 

 

Jus 

Feuilles 

Epicatéchine  

 

Jus 

Feuilles 

Flavonols  

 

Quercétine  

 

Jus  

Feuilles 

Kaempferol  

 

Feuilles 

Flavonol glycosides  Rutine 

 

Jus  

 Feuilles 

Flavones  Luteoline  

 

Feuilles 

Apigenine 

 

Feuilles 
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Anthocyanidines  

 

Cyanidine 

 

Feuilles 

Cyanidin 3-O 

glucoside 

 

Jus 

Anthocyanines  

  

Cyanidin 3.5- 

di-O-

glucoside 

 

Jus 

Delphinidin 

3- 

O-glucoside 

 

Jus 

Pelargonidin 

3- 

O—glucoside 

 
 

Jus 

Ellagitannins  Punicalin  

 

Ecorce de 

l’arbre  

Écorce de racine 

Feuilles  

Écorce de fruits  

Punicalagin  

 

 

I.1.6 Propriétés thérapeutiques de grenade 

Depuis très longtemps, la grenade est populaire en tant qu'aliment fonctionnel et source 

de neutraceutiques. Il est considéré comme « une pharmacie en soi », En médecine 

Ayurvedique, il est utilisé pour soigner les maladies gastro-intestinales et les affections 

parasitaires. L’écorce et les racines sont utilisées traditionnellement pour le traitement de la 

dysenterie, les diarrhées, les ulcères et les aphtes buccaux avec leurs propriétés astringentes, 

vermifuges et anthelminthiques (Lansky et Newman, 2007 ; Ben Abdennebi, 2012 ; Bhowmik 
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et al. 2013). Elle est enrichie en propriétés médicinales antioxydants, anti-cancérigènes, anti-

obésité, anti-tumorales et anti-inflammatoires. Ses graines, ses fruits, son jus et son écorce 

possèdent de divers composés bioactifs tels que l'acide ellagique, les ellagitannins, les 

punicalagins, l'acide punicique, les flavonoïdes, les anthocyanidines, anthocyanines, flavonols 

œstrogéniques, autres acides gras et flavones (Saeed, M., 2018) 

A. Activité Antioxydante  

Les agents antioxydants sont des substances capables de piéger les radicaux libres. 

Parmi ces substances, on mentionne les composés phénoliques qui sont des antioxydants 

extrêmement puissants.  La grenade est l'une des plantes les plus riches en polyphénols et par 

conséquent, elle est fréquemment testée pour évaluer son potentiel antioxydant in vitro et même 

in vivo. En effet plusieurs études ont rapporté que les composés phénoliques de grenade peuvent 

exercer une activité antioxydant, (Heena J 2018, Wan, H. C 2018, Hadjadj, S 2018.). 

L’activité antioxydant de la grenade a été testée par Akpinar-Bayizit. Ces derniers ont 

mesuré la teneur totale en polyphénols et l'activité antioxydant par dosage DPPH de grenade. 

Le résultat indique que le contenu phénolique total variait de 118,28 à 828,15 mg d'équivalent 

acide gallique par gramme de grenade, et l’antioxydant variait de 560,23 à 1885,23 μmol Trolox 

équivalent par gramme d'échantillon, ce qui signifie une bonne activité antioxydant pour la 

grenade (Akpinar-Bayizit, A 2016). 

Une étude comparative par Derakhshan, Z 2018 a été réalisée pour tester l'activité 

antioxydante, le contenu phénolique total, les flavonoïdes et les flavonols des extraits d'écorces, 

de graines et de jus de grenade. L'extrait d'écorce de grenade a montré un niveau élevé d'activité 

antioxydante, de teneur en phénols totaux, en flavonoïdes et en flavonols par rapport aux graines 

et aux jus. Les auteurs ont démontré une corrélation positive significative entre l'activité 

antioxydante et les composés phénoliques totaux, ou ils suggèrent que l'écorce de grenade 

pourrait être utilisée comme conservateur alimentaire naturel et comme additif sain riche en 

antioxydants naturels . 

Une étude in vivo a montré que la consommation de l’extrait de l'écorce de grenade par des 

rats albinos Wistar induit à une préservation de la catalase, de la peroxydase et du superoxyde 

dismutase à des valeurs comparables aux valeurs de contrôle. Bien que les examens 

histopathologiques du foie aient révélé que la peroxydation lipidique était réduite de 54 % par 

rapport aux témoins (Chidambara Murthy, K. à 2002). 
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B. Activité antiinflammatoire 

L’inflammation est La première réponse biologique du système immunitaire à une 

infection, une blessure ou une irritation. L’impact anti-inflammatoire est obtenu par le contrôle 

des cytokines inflammatoires. Donc La prévention ou la réduction des diverses maladies 

inflammatoires se fait par l’inhibition de la surproduction de médiateurs inflammatoires.  (Shao, 

J., 2013). C’est le cas avec la grenade, ou il a été démontré que la grenade exerce des effets 

anti-inflammatoires par différents mécanismes notamment, l’inhibition de la surproduction de 

médiateurs inflammatoires. (Rahimi et al. 2012),  

La propriété anti-inflammatoire de la grenade et de ses produits dérivés a été démontré 

clairement par de nombreuses études (Rashid, M 2018, Douaouri, N.2018, Mastrogiovanni, 

F2020 Waghulde, S.2018). 

Le potentiel anti-inflammatoire de l'extrait d'écorce de grenade obtenu à partir des 

déchets de production de jus a été testé, à la fois in vitro sur des cellules Caco-2 et in vivo en 

utilisant des explants de tissu colique porcin. En conséquence, l'extrait de peau de grenade 

présente de puissantes propriétés anti-inflammatoires, réduisant la libération de la cytokine pro-

inflammatoire CXCL8 des cellules Caco-2. En outre, IL a réduit la libération de CXCL8 et 

l'expression génétique des cytokines pro-inflammatoires (IL1A, IL6 et CXCL8). Ces résultats 

confirment l'effet anti-inflammatoire potentiel des substances chimiques bioactives contenues 

dans l'écorce de grenade sur les cellules et les tissus du système gastro-intestinal. 

(Mastrogiovanni, F 2019). 

C. Activité anti-COVID-19 de la grenade  

En février 2020, l'Organisation mondiale de la santé (OMS) déclare le nouveau 

coronavirus SARS-CoV-2, désigné comme COVID-19, qui est un des β-coronavirus hautement 

pathogènes qui infectent les humains. Au cours de cette période, les scientifiques ont recherché 

intensivement de nouveaux composés ayant une activité anti-COVID potentielle, en particulier 

des produits naturels, afin d'économiser du temps, de l'argent et du travail.  

La grenade occupe une place importante dans la recherche sur le traitement du covid. 

Des tests in vitro et in slico ont été effectués pour évaluer l'activité de la grenade contre le covid 

19, l'extrait de peau de grenade, la pédunculagine, la tercataine, Les résultats de ces études 

indiquent que les composants de la grenade sont des candidats prometteurs pour d'autres études 
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in vitro sur le SRAS-CoV-2 (Saadh, M. J 2021, Khalifa, I., 2020Suručić, R, 2021 Tito, A 2021 

Suručić, R. 2021 mosa, A. F. 2021) 

D. Activité Anticancéreuse 

La recherche scientifique démontre que la grenade peut être utile dans la prévention et 

le traitement de divers types de cancer tels que le cancer du sein, le cancer de la prostate, le 

cancer du poumon et le cancer de la peau. En raison de sa teneur élevée en antioxydants, 

certaines personnes pensent que la consommation régulière de jus de grenade peut contribuer à 

prévenir le cancer. La grenade ralentit la reproduction des cellules cancéreuses et peut accélérer 

leur mort par la réduction de l'apport de sang aux tumeurs, les affamants et les rendants plus 

petites (Adhami V M., 2009 ; Hajleh, M. A.et al 2016). 

Des essais in vitro utilisant trois lignées cellulaires de cancer de la prostate (DU-145, 

LNCaP et PC-3) ont démontré que divers extraits de grenade (jus, huile de pépins, écorce) 

inhibent puissamment l'invasivité et la prolifération des cellules cancéreuses de la prostate, 

perturbent le cycle cellulaire, induisent l'apoptose et inhibent la croissance tumorale. Ces études 

ont également démontré que les combinaisons d'extraits de grenade provenant de différentes 

parties du fruit étaient plus efficaces qu'un seul extrait. (Paarakh, M. P.et al 2018). 

E. les applications environnementales de la grenade  

L'écorce de grenade, un résidu souvent polluant, est une biomasse renouvelable et peu 

coûteuse. Des recherches récentes ont démontré son efficacité dans le traitement des eaux usées 

en éliminant les contaminants tels que les métaux lourds et les colorants (Abdel-Galil, E. A et 

al 2021 ; Ibrahim, T. H et al 2016). 

Ali H. Jawad et al 2018, El-Azazy, M et al 2019, Hodúr, C, et al 2020 et Hessien, M. 

2022 étudient la possibilité d'utiliser l'écorce de grenade brute ou traitée par carbonisation, 

activation chimique ou physique comme adsorbant abordable pour traiter l'eau en testant sa 

capacité à adsorber le Ni(II), l'azote ammoniacal ( NH4–N), les ions Cr (VI) et le bleu de 

méthylène respectivement.Les résultats de ces études démontrent que la poudre d'écorce de 

grenade possède des propriétés prometteuses en tant que bio-adsorbant potentiel pour métaux 

lourds et les colorants . Selon des études, l'utilisation de l'écorce de grenade comme adsorbant 

a un double impact sur l'environnement : d'une part, elle nettoie les eaux usées et, d'autre part, 

elle élimine l'écorce de grenade en tant que déchet qui constitue un fardeau pour 

l'environnement. 



Chapitre I synthèse bibliographique 

15 
 

 

I.2 l'encapsulation  

I.2.1 Introduction 

L'encapsulation peut être décrite comme un processus consistant à enfermer une 

substance à l'état solide, liquide ou gazeux dans une autre substance, produisant ainsi des 

particules dont le diamètre varie de quelques nm à quelques mm. La substance qui est 

encapsulée est le matériau central, l'agent actif, les charges, la phase interne ou la phase de 

charge utile. La substance enveloppante est le revêtement, la membrane, l'enveloppe, le 

matériau porteur, le matériau de paroi, la phase externe ou la matrice (Bratovcic, A.et al 2019).  

Cette technologie a de nombreuses applications dans l'industrie pharmaceutique, mais 

elle est également utilisée dans l'industrie alimentaire. (Jafari, S. M. 2017). Ou il constitue un 

excellent choix pour protéger les composés bioactifs et les additifs dans les differantes 

applications. (Subramani, T. et al 2020). L’encapsulation est considérée comme une alternative 

possible pour préserver la stabilité des composés bioactifs pendant le traitement et le stockage, 

empêcher les interactions indésirables avec la matrice alimentaire, et ralentir les processus de 

dégradation (par ex. l’oxydation ou l’hydrolyse) jusqu'à ce que le produit soit libéré aux sites 

désirés (Lesmes, U., et al 2009). Ces ingrédients alimentaires étant très sensibles à 

l'environnement, au traitement et / ou les conditions gastro-intestinales.  On industrie 

alimentaire, le processus d'encapsulation présente plusieurs avantages, dont voici la liste (Jafari, 

S. M. 2017 ; Bratovcic, A.et al 2019) : 

• Empêcher les interactions inutiles avec d'autres structures chimiques, par exemple, la 

microencapsulation d'acides organiques, tels que l'acide citrique et l'acide ascorbique 

pour maintenir les propriétés physicochimiques et la teneur en nutriments des aliments.  

• Proteger les ingrédients alimentaires sensibles contre les conditions ambiantes et de 

traitement dans le but de prolonger leur durée de conservation. 

• Libération contrôlée d'ingrédients encapsulés. 

• Augmenter la biodisponibilité des ingrédients alimentaires. 

• Modifier les propriétés physicochimiques en convertissant les solutions en poudres 

fines et en réduisant les coûts de production, ainsi qu'en facilitant la manipulation du 

composant bioactif par l'amélioration de la fluidité, la prévention de l'agglomération et 

la modification de la densité des particules.  
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•  Masquer les arômes et les goûts désagréables. 

La microencapsulation et la nano-encapsulation sont deux méthodes majeures dans la 

technologie de l'encapsulation, toutes deux ayant une spécialité particulière dans l'amélioration 

de la fonctionnalité des produits. Récemment, la nano-encapsulation ou le développement de 

systèmes d'administration à l'échelle nanométrique pour les composés bioactifs a rencontré un 

intérêt remarquable en raison de ses fonctionnalités exclusives. (Shishir, M. R. I, et al 2018). 

 

Figure I.2 Functionalité de la micro et nano-encapsulation. (Shishir, M. R. I, et al 2018). 

I.2.2 Microencapsulation  

Les microcapsules mesurent généralement entre 0,2 et 5 000 µm de diamètre. Elles sont 

constituées d'une paroi qui renferme un noyau contenant l'ingrédient actif. La taille finale de 

ces particules est influencée par divers facteurs, notamment la technique de traitement choisie 

et les propriétés du matériau d’encapsulation (Calderón-Oliver, M et al 2022). 

La paroi utilisée dans la microencapsulation peut être un revêtement polymère naturel, 

synthétique ou semi-synthétique. Cette technologie produit des microparticules qui peuvent être 

classées en fonction de leur taille et de leur morphologie, ces dernières étant déterminées par le 

matériau d'encapsulation et la méthode de microencapsulation employée. 

Les microparticules peuvent prendre différentes formes : elles sont appelées « 

microcapsules » lorsque le matériau central est concentré au milieu, entouré d'une paroi 

continue. En revanche, les « microsphères » sont caractérisées par une dispersion uniforme de 
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l'agent actif dans une matrice. Une distinction essentielle est que dans les microsphères, une 

partie de la matière encapsulée est exposée à la surface de la particule. 

 

Figure I.3 Illustration schématique comparant une microcapsule et une microsphère. (Sousa, 

V. I et al 2022) 

La microencapsulation comporte généralement quatre étapes clés : la formation du 

noyau et des encapsulants, l'incorporation et la solidification. Dans un premier temps, la taille 

du noyau est réduite et sa solubilité est améliorée par des méthodes telles que le broyage ou la 

fusion. Pour les noyaux solubles, un émulsifiant ou un surfactant est ajouté pour améliorer la 

stabilité, tandis que les noyaux gazeux sont encapsulés à l'aide de matières solides poreuses ou 

de matrices. Cependant, les températures élevées pendant la solidification peuvent entraîner 

une dégradation ou une fuite des matériaux sensibles. Pour atténuer ces pertes, des techniques 

telles que la lyophilisation, la coacervation, la réfrigération par pulvérisation et la réticulation 

sont employées, souvent en combinant des traitements chimiques et physiques pour obtenir une 

stabilité optimale. 

La méthode d’encapsulation utilisée et les matériaux sélectionnés jouent un rôle crucial 

au succès de la microencapsulation, ou cette dernière dépend de plusieurs facteurs, notamment 

la stabilité des capsules, les propriétés de la matrice et la manière dont les ingrédients actifs sont 

libérés. Les considérations importantes qui influencent l'efficacité et la stabilité de 

l'encapsulation comprennent la structure moléculaire, les interactions entre les ingrédients 

naturels et le matériau d'enrobage, ainsi que des caractéristiques telles que le poids moléculaire, 

la polarité et la solubilité (Mehta, N et al 2022). 

Aussi le choix du matériau d'enrobage détermine les techniques utilisées pour la 

production de microcapsules, ce qui influe sur leurs propriétés. Ces différentes méthodes 

entraînent des variations dans la taille, la morphologie, la porosité, l'hygroscopicité, 
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l'hydrophobicité, la tension superficielle et le comportement thermique des capsules. Il est 

essentiel de comprendre ces propriétés pour prédire comment les capsules se comporteront dans 

les différents systèmes alimentaires (Choudhury, N., et al 2021). 

Diverses techniques sont utilisées pour produire des microcapsules, notamment le 

séchage par pulvérisation (spray drying), l'enrobage sur lit fluidisé (fluidized bed coating), 

l'extrusion, la lyophilisation (freeze drying), la complexation par inclusion, l’emulsification et 

la coacervation (Choudhury, N., et al 2021). En général, une méthode de microencapsulation 

efficace doit être rapide, simple, reproductible et évolutive pour des applications industrielles 

(Sousa, V. I et al 2022). 

I.2.3 La nanoencapsulation  

La nanoencapsulation est définie comme une technologie permettant d'encapsuler des 

substances à l'échelle nanométrique à l'aide de films, de couches et de revêtements (Ezhilarasi, 

P. N et al 2013). Cette couche est clairement d'échelle nanométrique et sert à former une couche 

protectrice sur les molécules/ingrédients alimentaires ou aromatiques (Paredes, A. J, et al 2016 

; Bratovcic, A.et al 2019). 

Les nanoparticules sont des particules de taille colloïdale dont le diamètre varie de 10 à 

1000 nm et sont exprimées à la fois sous forme de nanocapsules et de nanosphères. Les 

nanocapsules sont des systèmes vésiculaires dans lesquels le composé bioactif est confiné dans 

une cavité entourée d'une membrane polymère unique, tandis que les nanosphères sont des 

systèmes matriciels dans lesquels le composé bioactif est uniformément dispersé (voir Fig. 1).  

Ainsi, la nanoencapsulation a le potentiel d'améliorer la biodisponibilité, d'améliorer la 

libération contrôlée et de permettre un ciblage précis des composés bioactifs dans une plus large 

mesure que la microencapsulation. (Ezhilarasi, P. N., et al 2013) 
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Figure I.4 Structure représentative des nanocapsules a et des nanosphères b (Ezhilarasi, P. N., 

et al 2013) 

Généralement, les propriétés physicochimiques telles que la taille des particules, la 

distribution des tailles, la surface, la forme, la solubilité, l'efficacité de l'encapsulation et les 

mécanismes de libération sont altérées par la technique d'encapsulation et le système 

d'administration. En outre, les techniques utilisées pour réaliser la nanoencapsulation sont plus 

complexes que la microencapsulation. Cela est dû à la difficulté d'obtenir une morphologie 

complexe de la capsule et du matériau central et aux exigences en matière de taux de libération 

des nanoencapsulés (Ezhilarasi, P. N., et al 2013).  L'émulsification, la coacervation, la 

complexation d'inclusion, l'évaporation de solvant d'émulsification et la nanoprécipitation sont 

considérées comme des techniques de nanoencapsulation car elles permettent de produire des 

capsules de l'ordre du nanomètre (10-1000 nm). 

En général, deux types d'approches sont suivis pour la production de systèmes 

encapsulés, à savoir l'approche descendante et l'approche ascendante (Joye & McClements, 

2014). Une approche descendante nécessite l’application des forces de perturbation mécaniques 

externes qui permettent de réduire la taille et de modeler la structure pour l'application souhaitée 

des nanomatériaux en cours de réalisation. Dans l'approche ascendante, les matériaux sont 

construits par auto-assemblage et auto-organisation des molécules, qui peuvent être affectées 

par de nombreux facteurs, telles que le pH, la température, la concentration et la force ionique. 

Les techniques telles que l'émulsification et l'émulsification-évaporation de solvant sont 

utilisées dans le cadre de l'approche descendante. D'autre part, la technique des fluides 

supercritiques, la complexation des inclusions, la coacervation et la nanoprécipitation sont 

utilisées dans l'approche ascendante (comme le montre la Figure I.5) (Ezhilarasi, P. N., et al 

2013 ; Mishra et al. 2010). 

Ces techniques consomment moins d'énergie et permettent un meilleur contrôle de la 

taille des particules, de leur distribution et de leur morphologie structurelle par rapport aux 

approches descendantes (Joye & McClements, 2014). 
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Figure I.5 Approches descendantes et ascendantes pour la formulation de la nano-

encapsulation. (Ali Tahir, et al 2021) 

Selon Jafari 2017, dans certains cas, une combinaison des deux approches a été utilisée, 

ce qui rend cette classification inapplicable aujourd'hui et il suggère qu'il est préférable de 

classer les techniques de nanoencapsulation en plusieurs groupes sur la base d'autres indices.  Il 

a classé les technologies de nanoencapsulation en cinq groupes sur la base du principal 

mécanisme/ingrédient utilisé pour fabriquer les nanocapsules. Il s'agit des formulations 

lipidiques, des nanocarriers naturels, des équipements spécialisés, des nanoparticules 

biopolymériques fonctionnelles et des techniques disparates. (Seid Mahdi Jafari 2017). 

I.2.4 l’encapsulation de fruit de grenade punica granatum  

En raison des quantités croissantes de déchets agro-industriels, plusieurs études se sont 

concentrées sur la caractérisation des composés bioactifs qui peuvent être utilisés comme 

additifs naturels dans les industries alimentaires, biotechnologiques et pharmaceutiques. Leur 

instabilité dans les conditions normales de traitement et de stockage empêche toutefois leur 

utilisation. Heureusement, la sensibilité aux conditions environnementales de ses composés a 

été réduite en utilisant des techniques d'encapsulation en améliorant la stabilité et la solubilité 

dans l'eau (Marcillo-Parra, V., et al 2021).  

Aussi l’encapsulation de substances bioactives (huiles essentielles, extraits de plantes, 

métabolites fongiques, etc.) permet de préserver l'intégrité biologique des produits et 

garantissant ainsi la viabilité des ingrédients actifs pendant de longues périodes (Zabot, G. L., 

et al 2022). Cependant, de nombreuses études ont exploré l'encapsulation des substances 

bioactives de la grenade en encapsulant son extrait et ses différents composants. Certaines de 

ces études sont présentées dans les paragraphes suivants, 
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L’étude de Šavikin, K., et al en 2021 visait à créer une méthode de produire des extraits 

d'écorce de grenade stables en conservent leurs composés bioactifs. La technologie de séchage 

par atomisation a été appliquée pour l'encapsulation en utilisant des supports à base d'hydrates 

de carbone (maltodextrine, MD) et à base de protéines (protéines de lactosérum, WP) à 

différentes concentrations, et l'impact du type et de la concentration du support sur la stabilité 

et la qualité de la poudre encapsulée finale a été analysé. Les résultats de l'étude montrent que 

les meilleurs résultats ont été obtenus lorsque l'extrait de PP a été microencapsulé avec le 

support à base d'hydrates de carbone (MD) et qu'il a donné une teneur plus élevée en punicaline, 

punicalagine, acide gallique et acide ellagique que ceux obtenus avec le support à base de 

protéines WP. Les résultats globaux ont démontré que la microencapsulation à base d'hydrates 

de carbone peut être utilisée efficacement pour protéger la stabilité de la poudre et les 

caractéristiques phytochimiques. 

Goula, A. M et al en 2012 ont mis au point une nouvelle méthode d'application des 

graines de grenade dans l'industrie alimentaire, qui consiste à extraire l'huile des graines et à 

l'encapsuler par séchage par atomisation. Le lait écrémé en poudre a été utilisé comme agent 

d'encapsulation. Le rapport entre le matériau du noyau et celui de la paroi, la concentration des 

solides d'alimentation, la température de l'air d'entrée et le débit de l'air de séchage ont été les 

facteurs étudiés en respectant l'efficience d'encapsulation. Les résultats de cette étude indiquent 

la formulation de microcapsules évaluées en termes de teneur en humidité, de taille des 

particules, de densité apparente et d'hygroscopicité.  

Les polyphénols de grenade sont de puissants antioxydants et agents chimiopréventifs, 

mais leur biodisponibilité est faible et leur demi-vie courte. Sur la base de ces informations, 

Shirode, A. B et al. en 2015 ont émis l'hypothèse que l'encapsulation des polyphénols de 

grenade dans des nanoparticules biodégradables à libération prolongée pourrait contourner ces 

limitations. Ils ont donc développé, caractérisé et évalué la bioactivité de nouvelles formulations 

de nanoparticules de poly(d,l-lactique-co-glycolique)-poly(éthylène glycol) (PLGA-PEG) 

chargées d'extrait de grenade ou de polyphénols individuels tels que le punicalagin ou l’acide 

ellagique à l'aide de la méthode d'évaporation de solvant en émulsion double. Les résultats 

indiquent la formulation de nanoparticules monodispersées et sphériques d'un diamètre moyen 

de 150-200 nm. Les nanoparticules obtenues ont été testées pour leur capacité de 

chimioprévention du cancer du sein. Les données démontrent que l'administration de 

polyphénols de grenade par la nanotechnologie renforce leurs effets anticancéreux sur les 

cellules cancéreuses du sein.  
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En 2022 Sanhueza, L.et al. ont étudié la faisabilité de l'encapsulation de l'extrait de peau 

de grenade dans des émulsions doubles utilisant différents types d'huiles (ricin, soja, tournesol, 

miglyol et orange) par émulsification directe sur membrane et agitation mécanique. Les 

résultats de cette étude révèlent que l'émulsification directe sur membrane a conduit à des 

émulsions plus stables pendant le stockage, et que la taille des gouttelettes, les valeurs de portée, 

la morphologie et l'efficience de l'encapsulation étaient meilleures pour les émulsions doubles 

que pour l'agitation mécanique. Les auteurs ont conclu que la technique des émulsions doubles 

utilisant le Miglyol ou l'huile de tournesol comme phase huileuse peut être considérée comme 

un système alimentaire approprié pour encapsuler la punicalagine. 

I.2.5 Les technique de la micro/nano encapsulations 

Dans les paragraphes suivants, nous aborderons brièvement les techniques les plus 

utilisées pour la micro/nano encapsulation des constituants alimentaires. Il convient de 

mentionner que certains critères peuvent être pris en compte avant de choisir la technique 

d'encapsulation, cette dernière doit être capable de développer un système d'encapsulation 

permettant une capacité de charge élevée, une grande efficacité d'encapsulation, une stabilité du 

système d'encapsulation avec une durée de conservation élevée, une biocompatibilité et les 

caractéristiques de libération requises ainsi que la biodisponibilité du composé actif (Aguiar et 

al., 2016 ; de Souza Simões et al., 2017).  

A. Le séchage par pulvérisation (spray drying) 

Le séchage par atomisation est la technologie la plus utilisée pour la microencapsulation et 

comprend quatre étapes principales. Tout d'abord, une dispersion est préparée en dissolvant les 

matériaux de paroi dans l'eau tout en maintenant l'agitation et en contrôlant la température. 

Ensuite, le matériau a encapsulé est ajouté, ainsi qu'un émulsifiant si nécessaire. Le mélange 

est ensuite homogénéisé et injecté à travers une buse d'atomisation, formant de petites 

gouttelettes. Au cours de la troisième étape, ces gouttelettes entrent dans une chambre de 

séchage où l'air chaud facilite l'atomisation. Enfin, le solvant s'évapore, déshydratant les 

microparticules, qui sont ensuite recueillies sous forme de poudre sèche (Sousa, V. I et al 2022). 

Cette méthode présente plusieurs avantages : elle s'adapte à une variété d'agents 

d'encapsulation, est économique et fait preuve de souplesse dans la manipulation de différents 

types de matériaux. En outre, elle peut être facilement mise à l'échelle pour répondre à des 

besoins de production plus importants (Choudhury, N., et al 2021). 
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D'autre part, les principales limitations de cette technique proviennent du matériau de la 

paroi, qui doit posséder une bonne solubilité dans l'eau. En outre, certains matériaux peuvent 

être sensibles aux températures élevées utilisées pendant le processus d'atomisation. En outre, 

la production de microcapsules sous forme de poudre fine peut entraîner une agglomération, ce 

qui peut nécessiter une étape de traitement supplémentaire. (Sousa, V. I et al 2022). 

B. La lyophilization (freeze drying) 

La lyophilisation est un procédé simple utilisé pour déshydrater les matériaux sensibles à la 

chaleur et les substances aromatiques. Le concept essentiel de cette méthode de séchage est la 

sublimation, qui permet à l'eau de passer directement de l'état solide à l'état de vapeur, sans 

passer par la phase liquide. Dans un premier temps, le matériau a encapsulé est dissoute dans 

l'eau puis congelée. Ensuite, la pression est abaissée tout en appliquant de la chaleur, ce qui 

permet à l'eau gelée de se sublimer directement de l'état solide à l'état gazeux. 

Cette méthode est facile à mettre en œuvre et permet d'obtenir des échantillons lyophilisés 

plus résistants à l'oxydation, mais qui peuvent être moins efficaces pour la microencapsulation. 

Toutefois, le procédé présente certains inconvénients, notamment une consommation d'énergie 

élevée, des temps de traitement longs et des coûts de production élevés (Sousa, V. I et al 2022). 

C.  L’enrobage sur lit fluidisé (fluidized bed coating) : 

L'enrobage en lit fluidisé est reconnu comme l'une des techniques d'enrobage les plus 

efficaces, car il permet de mélanger, de granuler et de sécher les ingrédients dans un seul 

récipient, ce qui minimise le temps de traitement. 

Dans cette méthode, les particules solides du matériau de base sont suspendues dans un flux 

d'air tout en maintenant une température et une humidité contrôlées. Une fine couche de 

matériau d'enrobage est ensuite pulvérisée sur ces particules en suspension, s'accumulant 

progressivement au fil du temps. Pour obtenir des résultats optimaux, le matériau de revêtement 

doit avoir une viscosité suffisante pour être pulvérisé, et le système de pompage doit être 

capable de former un film cohérent et thermiquement stable. (Sousa, V. I et al 2022). 

D. L’extrusion  

La technologie de l'extrusion est une méthode efficace pour produire des microcapsules très 

denses. Dans ce processus, les matériaux du noyau et de la paroi sont combinés de manière à 

ce que le matériau de la paroi entoure le noyau lorsqu'ils sont extrudés à travers des buses 

concentriques, ce qui donne des gouttelettes. Divers outils de déversement peuvent être utilisés, 
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notamment des pipettes, des seringues, des buses vibrantes, des buses de pulvérisation, des 

découpeurs à jet ou des disques vibrants. 

La solidification se produit soit par refroidissement, soit par l'utilisation d'un bain gélifiant 

approprié, dans lequel les gouttelettes se solidifient en formant un complexe. Cette méthode est 

particulièrement avantageuse pour l'encapsulation de substances volatiles et instables, et elle 

tend à produire des encapsulés de plus grande taille que d'autres techniques. Cependant, elle est 

plus efficace avec une sélection limitée de matériaux de paroi (Choudhury, N., et al 2021, 

Mehta, N et al 2022) 

E. Emulsification 

La technique des émulsions est habituellement appliquée à l'encapsulation de composés 

bioactifs dans des solutions aqueuses par la production de nanoémulsions.  Les nanoémulsions 

sont des dispersions colloïdales composées de deux liquides non miscibles, dont l'un est 

dispersé dans l'autre, et dont la taille des gouttelettes varie de 50 à 1 000 nm (Sanguansri et 

Augustin 2006). 

En général, les émulsions sont composées d'huile, d'eau et d'un stabilisateur. Dans le cas 

d'une émulsion huile dans eau, l'huile est appelée phase dispersée et l'eau phase continue, c’est 

ce qu’on appelle émulsion huile dans eau (O/W), en revanche, lorsque l'eau est dispersée dans 

l'huile, on parle d'émulsion eau dans huile (W/O). Tandis que le stabilisateur agit comme une 

interface entre la phase aqueuse et la phase huileuse, créant une couche protectrice autour des 

gouttelettes d'huile. (Bakry et al. 2016 ; Saifullah et al. 2016). Elles offrent un grand potentiel 

pour encapsuler une forte concentration de nutraceutiques solubles dans l'huile ou de 

compléments alimentaires bioactifs dans une large gamme de denrées alimentaires. (P. N. 

Ezhilarasi 2013).  

F. l'émulsification-évaporation de solvant 

La technique d'émulsification-évaporation du solvant implique l'émulsification de la 

solution de polymère dans une phase aqueuse et l'évaporation du solvant du polymère induisant 

la précipitation du polymère sous forme de nanosphères (Reis et al. 2006). 

Le produit à encapsuler est dispersé dans une solution organique non miscible à l’eau, 

constituée de polymère et de solvant organique. L’emulsification de ce mélange se faite par une 

phase aqueuse contenant un stabilisant. Pour produire des particules de petite taille, on utilise 

souvent l'homogénéisation à grande vitesse ou l’ultrasonisation. La taille des capsules peut être 
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contrôlée en ajustant le taux d'agitation, le type et la quantité d'agent dispersant, la viscosité des 

phases organiques et aqueuses et la température (Ezhilarasi, P. N., et al 2013). 

G. La complexation par inclusion 

La complexation par inclusion est définie comme l'encapsulation de l'association 

supramoléculaire d'un ligand (ingrédient encapsulé) dans un substrat contenant une cavité 

(matériau d'enveloppe) par liaison hydrogène, force de van der Waals ou effet hydrophobe 

induit par l'entropie (Ezhilarasi et al. 2013). Les entités moléculaires présentant des cavités 

appropriées au niveau moléculaire sont rarement disponibles Dans le domaine l'industrie 

alimentaire, (Ezhilarasi et al. 2013). En général, les complexes d'inclusion moléculaire sont des 

systèmes d'encapsulation à base de cyclodextrines (Duchêne & Bochot, 2016). En raison de 

leur faible coût et de leurs meilleures fonctionnalités, les dérivés de la βcyclodextrine (β-CDs) 

constituent un meilleur choix pour le développement de complexes d'inclusion. (Kfoury et al., 

2014). 

H. La coacervation (Gélation ionique) 

Afin d'éviter l'utilisation de solvants organiques toxiques ou des énergies élevées, Calvo et 

al.1997 ont proposé une nouvelle approche appelée gélation ionique ou coacervation (Calvo et 

al.1997). La coacervation est une technique simple, distinctive, prometteuse et l'une des plus 

appliquées dans la nano-encapsulation en raison des charges utiles très élevées réalisables 

(jusqu'à 99 %) et des possibilités de libération contrôlée en fonction du stress mécanique, de la 

température ou de la libération prolongée. Gouin (2004)  

Elle est constituée de trois étapes principales, (i) le développement de phases non miscibles 

pendant le mélange du matériau de base, du matériau d'enrobage et de la phase liquide continue 

(ii) la formation d'une couche encapsulante autour du composé actif en maintenant plusieurs 

paramètres, notamment le pH, la force ionique, la concentration des matériaux d'enrobage, le 

poids moléculaire et la température de la solution, et (iii) enfin la solidification des capsules par 

des techniques de chauffage, de désolvatation ou de réticulation (Bakry et al., 2016). La 

technique de coacervation est classée comme simple ou complexe selon le nombre de 

biopolymères appliqués dans le processus. Le processus peut être qualifié de coacervation 

simple (un seul type de polymère) ou de coacervation complexe (deux types de polymères ou 

plus) selon Tolstoguzov et al. (2003) et De Kruif et al. (2004).  Ce dernier type a de meilleures 

fonctionnalités que la coacervation simple et constitue le meilleur choix dans les industries 

alimentaires et pharmaceutiques (Yuan et al. 2017 ; de Souza Simões et al. 2017). 
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I. La nanoprécipitation  

Nanoprécipitation ou La précipitation anti-solvant est une technique intéressante dans le 

processus d'encapsulation, en particulier pour la production de nanoparticules à base de 

polysaccharides et/ou de protéines. Il s'agit d'un procédé simple et peu coûteux, (Joye & 

McClements, 2014). La technique de nanoprécipitation est effectuée par la création d'une phase 

organique et d'une phase aqueuse dont la phase organique contient un solvant qui doit être 

miscible ou partiellement miscible dans la phase aqueuse ; le polymère (synthétique ou naturel), 

qui sera utilisé pour créer la matrice polymère des nanoparticules, doit être soluble dans le 

solvant et donc insoluble dans la phase aqueuse. L'ingrédient actif utilisé doit être soluble dans 

le solvant, et il doit avoir une interaction avec la matrice polymérique à former, et la phase 

aqueuse sera constituée uniquement d'eau et d'un surfactant (stabilisateur, tensioactif). Au cours 

du processus, une phase organique est ajoutée goutte à goutte à la phase aqueuse sous agitation 

magnétique modérée. Une autre option consiste à ajouter rapidement la phase aqueuse à la 

phase organique, induisant une précipitation instantanée, principalement à l'échelle 

nanométrique (Chambon, S. ;2014).  

I.2.6 les Matériaux utilisés pour l’encapsulation  

Le choix du bon matériau d'encapsulation est l'un des facteurs les plus importants pour la 

réussite du processus d'encapsulation des composés bioactifs, car il influence l'efficacité de 

l'encapsulation et la stabilité de la capsule. Le matériau d'enrobage idéal doit présenter les 

caractéristiques suivantes : il doit être inerte par rapport au noyau ; il doit pouvoir sceller et 

maintenir le noyau à l'intérieur de la capsule ; il doit assurer une protection maximale du noyau 

contre les conditions défavorables ; il ne doit pas avoir un goût désagréable dans le cas des 

aliments ; et il doit être applicable et peu coûteux. Bratovcic, A., (2019). Ces matériaux 

d'encapsulation ont été classés en polysaccharides, protéines, lipides et composés synthétiques 

(Fathi, Mozafari 2012 ; Jain et al. 2016). 

A.  Polysaccharides 

Les polysaccharides sont des polymères naturels de carbohydrates constitués de plusieurs 

monosaccharides avec des liaisons glycosidiques, et que l'on trouve en abondance dans diverses 

sources, notamment végétales, animales, algales et microbiennes. Les variations des 

caractéristiques moléculaires des polysaccharides, telles que la solubilité, la capacité 

d'émulsification, la digestibilité et la capacité de rétention d'eau, sont principalement dues aux 

variations de leur structure chimique. (Fathi, Martín, 2014). 
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B. Les lipides  

Les graisses et les huiles sont connues sous le nom de lipides, qui se composent de lipides 

polaires (par exemple, monoglycérides, phospholipides) et de lipides non polaires (par exemple, 

triacylglycérol, cholestérol) (Ðorđević et al. 2016). Ils se caractérisent par une excellente 

fonctionnalité en matière d'émulsification, de formation de film et d'encapsulation de composés 

actifs. Ils sont moins toxiques et possèdent de nombreuses potentialités d'application 

industrielle (Fathi, Mozafari, & Mohebbi, 2012). Les phospholipides sont de bons composés 

tensioactifs et biocompatibles et conviennent à la stabilisation, à la protection et à la libération 

contrôlée de composés actifs (Ðorđević et al ; 2016). La présence des amphiphiles naturels dans 

les phospholipides permettent plusieurs fonctionnalités importantes, à savoir l'auto-assemblage, 

la capacité d'émulsification et la mouillabilité, qui les rendent capables d'encapsuler des 

composés bioactifs hydrophobes et hydrophiles (Marsanasco et al, 2011 ; Zhao et al, 2017).  

C. Polymères synthétiques 

Les polymères artificiels sont obtenus par modification chimique de polymères naturels et 

sont les plus utilisés pour l'encapsulation par rapport aux polymères naturels. Ils se caractérisent 

par leur pureté, leur composition chimique modifiable grâce à la grande variété de monomères 

utilisés, des propriétés mécaniques, viscoélastiques ou tensioactives plus contrôlables, et le 

contrôle de la taille et de la masse molaire grâce à des méthodes de synthèse macromoléculaire 

appropriées (Gültekİn HE et al 2013 ; Badri W et al 2017). 

D.  Protéines 

Les protéines sont généralement considérées comme des matériaux sûrs ayant une grande 

importance nutritionnelle. Les protéines sont généralement obtenues à partir d'animaux et de 

plantes. Les protéines animales les plus couramment utilisées dans l'encapsulation sont les 

protéines de lactosérum, la caséine, la gélatine et le collagène, tandis que les protéines d'origine 

végétale sont les protéines de soja, la zéine et la gliadine (Tarhini et al, 2017). Elles sont 

insolubles dans des conditions acides, et facilement dissoutes à un pH alcalin (Chen et al, 2006). 

Les protéines possèdent d'excellentes fonctionnalités de formation de film, de gélification, 

d'émulsification de mousse et de capacité de rétention d'eau qui en font des supports effectifs 

pour les composés bioactifs tels que les graisses, les huiles, les acides gras et les saveurs (Chen 

et al., 2006 ; Jia et al., 2016).  
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Le tableau suivant représente les quatre classes de matériaux utilisés pour la 

nanoencapsulation avec des exemples de chaque classe. 

Tableau I.5 quelques matériaux biopolymères utilisés pour la nano-encapsulation. (Ali Tahir 

et al, 2021) 

 

 

Parmi les biopolymères, la gélatine constitue une classe polyvalente et a connu 

récemment un grand succès en tant que vecteur de médicaments et de molécules bioactives. 

Différentes formes de vecteurs, telles que les hydrogels, les conjugués médicament/polymère, 

les micro/nanoparticules, les cocktails et les coques, ont été fabriquées et utilisées pour des 

applications médicales (Naidu, B. V et al 2011). 

1.2.7 La Gélatine 

Les gélatines sont des protéines dénaturées obtenues à partir de protéines de collagène 

animal par hydrolyse partielle à l'aide d'un acide ou d'un alcalin, ou par modification structurelle 

par dégradation enzymatique ou thermique. Deux types de gélatine sont disponibles dans le 

commerce : la gélatine A et la gélatine B, selon la méthode utilisée pour la préparer. La gélatine 

A est extraite de la peau de bœuf, de porc ou de poisson par hydrolyse acide, tandis que la 

gélatine B est obtenue à partir d'os de bœuf, de porc ou de poisson par hydrolyse alcaline (Hani 

et al, 2017 ; Ninan et al, 2011).   

En général, les gélatines présentent de bonnes caractéristiques fonctionnelles en termes de 

biocompatibilité, de biodégradabilité, de capacité de rétention d'eau, de capacité de formation 

de film et d'anticancérogénicité ; ce sont donc de bons matériaux pour l'encapsulation (Dang et 

Matériau des parois 

Polysacharides

•gomme arabique

•amidons modifiés

•maltodextrines

•alginates

•pectine

•carraghénane

•dérivés de la 
cellulose

•chitosan

•cyclodextrines

•particules d'amidon

Lipides et cires

•huiles végétales 
hydrogénées

•cire d'abeille

•léithine

•triglycérides à 
chaîne moyenne

•béhénate de 
glycéryle

Protéines

•gélatine

•protéines de 
lactosérum

•caséinate de 
sodium

•protéines de soja

•caséines de gluten

•zéine

•fibroïne de soie

Composés synthétiques 

•paclitaxel

•mPEG5000-b-p

•Polyacrylonetrile

•Polycaprolactone

•acide poly lactique
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al. 2017). Cependant, les gélatines sont rapidement solubles dans l'eau, ce qui entraîne une 

libération rapide des composés actifs en solution aqueuse (Dang et al. 2017).  

A. Composition chimique de la gélatine  

D’après les analyses, la gélatine contient des pourcentages massiques suivants : 26,4 à 

30,5% de glycine ; 14,8 à 18% de proline ; 13,3 à 14,5% d’hydroxyproline ; 11,1à 11,7% d’acide 

glutamique ; et 8,6 à 11,3% d’alanine.  Les autres acides aminés sont en faibles pourcentages 

comme la tyrosine avec un pourcentage de 0,2% seulement (Rosenbloom, J.,et al, 1973). Le 

tableau ci-dessous présente les valeurs des acides aminés pour les deux types de gélatine A et 

B :  

Tableau I.6 Nombre d’acides aminés (×1000 résidus) présents dans les deux types de gélatine 

(Terrien.A, 2015) 

L’acide aminé Gélatine type A Gélatine type B 

Alanine  112  117  

Arginine 49  48  

Aspartine   16 00  

Acide aspartique   29  46   

Cistéine    00 00 

Acide glutamique  48   72 

Glutamine  25  00 

Glycine  330  335  

Hystidine  4,0  4,2  

Hydroxyproline  91  93 

Hydroxylysine  6,4  4,3  

Isoleucine  10 11  

Leucine   24  24.3 

Lysine    27  28  

Méthionine   3,6  3,9   

Phénylalanine  14  14 

Proline 132  124 

Sérine   35  33  

Thréonine   18  18  
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Tryptophane   00  00  

Tyrosine   2,6 1,2  

Valine  26  22 

 

B. Propriétés physicochimiques des gélatines 

Le tableau suivant résume les propriétés physicochimiques essentielles des deux types de 

gélatine A et B. 

Tableau I.7 Propriétés physicochimiques des gélatines de types A et B( Ahmady, A.et al 

2021). 

Propriétés 

physicochimiques 

Type A  Type B  

Acidité/alcalinité (solution 

aqueuse de gélatine à 1 % p/v 

à 25◦ C) 

3.8–5.5 5–7.5 

 

Densité (g/cm3) 1.32 

 

1.23 

Point isoélectrique 7–9 4.7–5.4 

 

Solubilité La gélatine absorbe 5 à 10 fois l’eau de son poids et 

gonfle. Elle est soluble dans l'eau au-dessus de 40°C et forme 

une solution colloïdale qui se transforme en gel lors du 

refroidissement à 35-40°C. La gélatine est soluble dans la 

glycérine, les acides et les alcalins mais pratiquement 

insoluble dans l'acétone, le chloroforme et l'éthanol (95 %). , 

méthanol et éther. 

 

I.2.8 Caractéristiques physicochimiques des micro/nano particules   

La taille des particules, la morphologie, la charge de surface et l’efficacité d’encapsulation 

sont les principaux paramètres à déterminer pour caractériser les micro/nano particues. Les 

analyses utilisées pour ces caractérisations sont mentionnées dans la partie suivante. 
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A. Taille 

➢ La diffusion dynamique de la lumière 

L'outil le plus courant pour analyser la taille des nanoparticules est la diffusion dynamique 

de la lumière (DLS dynamic light scattering). Le principe de base de cette méthode est 

d'observer le mouvement des particules et de mesurer leur mouvement brownien. La vitesse des 

particules est inversement proportionnelle à la taille de la particule et est appelée coefficient de 

diffusion translationnelle. La DLS calcule principalement la fluctuation qui se produit sur le 

trajet de la lumière traversant l'échantillon en raison du mouvement brownien des particules. 

La méthode DLS est très sensible et capable de mesurer la taille des particules jusqu'au niveau 

de 0,001 μm. Ses principaux avantages sont la rentabilité et la rapidité des résultats. De plus, 

les propriétés de la solution ne sont pas détériorées par le faisceau. Cependant, cette technique 

est très rudimentaire, effectue des mesures indirectes et ne peut être utilisée que pour les liquides 

et les gels. (Anandharamakrishnan, C. 2014).   

➢ Granulométrie laser  

D’après la Pharmacopée Européenne 7.0 dans le chapitre « 2.9.31 Analyse de la taille 

des particules par diffraction laser ». La granulométrie laser est une technique créée dans les 

années 1970. C’est une technique de choix pour mesurer des objets dont la taille est comprise 

approximativement entre 100 nm et 1000 μm. Cet appareille permet de déterminer la 

distribution granulométrique d’objets dispersés au sens large. Le principe de cette technique 

repose sur le fait que les particules diffusent la lumière dans toutes les directions, l’intensité de 

la diffusion dépendant de la taille des particules. Les particules plus grosses diffusent la lumière 

sous des angles plus petits et produisent une intensité de diffusion plus forte. L’appareil 

applique ensuite un modèle mathématique afin de rendre des résultats corrects. 

B. Efficacité d’encapsulation 

L’efficacité d’une particule à encapsuler un principe actif est évaluée par deux paramètres 

; l’efficacité d’encapsulation (EE%) et le taux de charge (DL, Drug loading). L’EE% est défini 

comme étant la quantité de la substance active présente dans les NP par rapport à la quantité 

initiale introduite dans la formulation.   

𝐸𝐸% =
𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑙′𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑖𝑡 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙𝑒𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒𝑠

𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é 𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙𝑒 𝑑𝑒 𝑙′𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑖𝑡
 × 100 
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Le DL correspond à la masse de la substance active encapsulée par rapport à la masse de 

nanoparticules (Rigaux G, 2015). 

𝐷𝐿% =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑑𝑒 𝑙′𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑖𝑡 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙𝑒𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒𝑠

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑑𝑒 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑝𝑟é𝑝𝑎𝑟é𝑒𝑠
 × 100 

Ces deux paramètres dépendent du procédé de formulation. Différentes méthodes 

d’analyse sont utilisées pour les déterminer telles que la spectroscopie ultraviolet-visible, la 

chromatographie en phase liquide, la chromatographie en phase gazeuse couplée à la 

spectrométrie de masse (Rigaux G 2015). 

C. Charge de surface 

Le potentiel zêta est la mesure de la charge globale qu'une particule acquiert dans un milieu 

spécifique et donne une indication de la stabilité potentielle d'un système colloïdal (Tiede et al. 

2008). Elle explique également l'interaction électrostatique et la mobilité d'une solution 

colloïdale. L'interaction de répulsion électrostatique est utilisée pour mesurer et contrôler la 

stabilité de la solution. Elle explique les raisons de l'apparition de la dispersion, de l'agrégation 

ou de la flocculation et peut être utilisée pour améliorer les conditions de la solution colloïdale. 

Les forces de Van der Waals sont présentes sur une courte distance et dominent la charge 

électrique et provoquent l'agrégation en solution (Anandharamakrishnan, C. 2014).  

Tableau I.8 Stabilité des dispersions pour différentes valeurs de potentiel zêta 

(Arulprakasajothi et al 2018.). 

Potentiel zêta (mV) i Stabilité du colloïde 

0 à ±5 Coagulation ou floculation rapide 

±10 à ±30 Stabilité faible 

±30 à ±40 Stabilité modérée 

±40 à ±60 Stabilité bonne 
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II. MATERIEL ET METHODES  

II.1 Préparation de la matière végétale  

La grenade (Punica granatum L), a été récoltée dans la région de Sétif en septembre-

octobre 2017. Les fruits sont d’abord lavés puis l’écorce a été récupérée manuellement, La 

peau jaune du fruit est séchée à température ambiante et à l’obscurité durant 60 jours pour 

éviter la photo-oxydation, puis finement broyés à l’aide d’un moulin à café, de telle façon à 

obtenir une poudre avec des particules de taille uniforme. 

 

Figure II.1 La peau jaune sèche et broyer 

 

II.2 Préparation de l’extrait  

Pour l’extraction des polyphénols par macération, nous avons opté pour le protocole 

décrit par (Çam and Hışıl, 2010) en y apportant quelques modifications : 20 g de la poudre 

(Punica granatum) est pesé puis ajouté dans un erlenmeyer de 500 mL a un volume de 200 mL 

de solvant. Cette solution est maintenue à l’abri de la lumière sous agitation pendant 24 h à 

température ambiante. On Laisse le milieu se décanter pendant 10 minutes puis on procède à 

la filtration en utilisant un tulle et morceau de Cotton. Le surnageant de l’eau distillé a été 

lyophilisé pendant 72 H pour éliminer les molécules d’eau. Par ailleurs, le surnageant de 

méthanol et éthanol /eau a été concentrés sous vide à 40 C° à l’aide d’un évaporateur rotatif, 

puis le produit obtenu est conservé à 4 °C jusqu’à utilisation.  
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Figure II.2 les étapes d’extraction : (a) La filtration, (b) La concentration sous vide à l’aide 

d’un évaporateur, (c) l’extrait après évaporation, (d) extrait aqueux après lyophilisation. 

 

II.3 Dosage des polyphénols totaux  

La teneur totale en polyphénols a été déterminée par la méthode du réactif de Folin-

Ciocalteu décrite par (Singleton et Rossi, 1965). Selon une méthode de dosage sur microplaque, 

Brièvement : 

• Dans une microplaque, nous avons placé 20 µl de chaque extrait avec 100 µl de réactif 

de Folin-Ciocalteu dilué (1:10) et 75 µl de solution de carbonate de sodium (75 g/L). 

• Après 2 heures d'incubation dans l'obscurité, l'absorbance a été mesurée à 765 nm dans 

le lecteur de microplaques. 

•  Le teneur des polyphénols est exprimé en mg d'équivalents d'acide gallique (GAE) par 

g d'extrait.  

II.4 Dosage des flavonoïdes  

La teneur en flavonoïdes a été quantifiée selon la méthode décrite par (Topçu et al. 2007). 

Brievement: 

• Dans une microplaque, Un volume de 50 µl de l'extrait végétal a été incubé avec 130 

µl de méthanol, 10 µl de CH3COOk, et 10 µl d'Al (NO3)2.9H2O pendant 40 min et 

l'absorbance a été lu à 415 nm.  
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• Les résultats ont été exprimés en mg d'équivalent quercétine par gramme d'extrait (QE/g 

extrait). 

II.5 Dosage des Tanins hydrolysables  

Les tannins hydrolysables ont été déterminés par la méthode décrite par (Çam et Hışıl 2010). 

• 1 mL de chaque extrait dilué 10 fois et 5 mL de KIO3 à 2,5% sont mélangés et vortexés 

pendant 10 secondes.  

• L’absorbance du mélange de couleur rouge est déterminée à 550 nm. 

•  Les résultats sont exprimés en mg d'acide tannique équivalent par g d'extrait sec. 

II.6 Analyses LC-MS/MS (chromatographie liquide-spectrométrie de masse en tandem)  

Les analyses LC-MS/MS (liquid chromatography-tandem mass spectrometry) ont été 

réalisées à l'aide d'un UPLC-ESI-MS-MS Shimadzu 8040 Ultra-Haute sensibilité avec 

technologie UFMS et équipé d'une pompe binaire Nexera XR LC-20AD. 

La chromatographie a été réalisée comme suit : 5 µL d'un échantillon de 500 ppb ont 

été injectés dans la colonne Restek Ultra C18 3µm 150x4.6 mm en utilisant un gradient de 

phase mobile linéaire de 0.3 mL/min de l'éluant A (eau, 0.1% d'acide formique) et de l'éluant 

B (méthanol). La procédure d'élution en gradient était la suivante : 0.1min à 1 min A 80% ,1 

min à 30min A 20%,30 min à 40min A 0%, 40 min à 45min A 0%, 45 min à 60min A 80%. 

Pour l'optimisation des standards de polyphones, nous avons utilisé l'injection directe sans 

colonne.  Les conditions ESI étaient les suivantes : Gaz CID, 230 KPs ; dynode de conversion, 

-6,00 Kv ; température DL, 250 ◦C ; débit de gaz de nébulisation, 3,00 L/min ; bloc thermique, 

400 ◦C ; débit de gaz de séchage, 15,00 L/min. 

Les composés phénoliques ont été identifiés sur la base de leurs valeurs Rt et de leurs 

spectres de masse, ainsi que par comparaison des spectres avec ceux des étalons authentiques 

disponibles. L'attribution de la structure des composés pour lesquels aucun étalon n'était 

disponible a été basée sur une recherche systématique des ions moléculaires à l'aide de 

chromatogrammes de masse d'ions extraits et en comparant ces derniers avec les données de la 

littérature. 

II.7 Études de simulation  

 

L'optimisation de la géométrie de la punicalagine-β, de la punicalagine-α, de la 

punicaline, de l'acide gallique, de l'acide tannique et la modélisation de leurs complexes avec 
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l'eau, l'éthanol et le méthanol ont été réalisées à l'aide de l'algorithme MOPS dans le champ de 

force combiné MM3/MERA avec une prise en compte continue de l'influence du solvant selon 

le modèle MERA (Potemkin, 2009b; Savkov, 2021). La prédiction de l'activité biologique et 

du métabolisme a été réalisée à l'aide de modèles basés sur les algorithmes CiS et CoMin 

(Potemkin and Grishina, 2018). 

 

A. Algorithme MOPS 

L'idée principale de la méthode MOPS repose sur l'hypothèse que les changements de 

conformation dans la structure se produisent en raison de mouvements vibratoires. (Potemkin, 

2009a, 2019,  Savkov, 2021). Par conséquent, les directions des mouvements atomiques peuvent 

être déterminées en résolvant le problème spectral direct, à savoir former l'équation : 

GFL=LΛ, 

Où F-  est la matrice des constantes de force, les dérivées secondes de l'énergie par rapport à la 

coordonnée, G – represente la matrice de masse inverse, Λ et L – sont les valeurs propres et 

vecteurs propres (modes vibratoires) de la matrice A = GF. Les éléments de la matrice 

diagonale Λ sont les carrés des fréquences de vibration, de rotation et de translation. Le vecteur 

L indique la direction du mouvement des atomes.  

MOPS trouve le complexe le plus stable, qui correspond à l'énergie potentielle 

minimale. Les étapes suivantes sont utilisées dans MOPS : 

1. La géométrie du complexe initial est supposée. L'énergie du complexe initial est minimisée. 

2. Le hessien de l'énergie potentielle - matrice F, Λ et L de la matrice A=GF du complexe sont 

calculés. 

3. Le mouvement des atomes du complexe s'effectue selon les modes vibrationnels. Le 

mouvement s'arrête lorsque l'énergie potentielle maximale la plus proche est atteinte. 

4. L'énergie potentielle maximale est dépassée, puis l'énergie du complexe est minimisée en 

coordonnées cartésiennes. 

Le complexe est préservé si l'énergie de la nouvelle structure est inférieure à celle de la 

structure d'origine. Les étapes 2 à 4 sont répétées pour la structure de plus faible énergie. 

L'énergie potentielle et la matrice F des complexes ont été calculées en utilisant la mécanique 

moléculaire combinée (MM3) et le champ de force MERA (Potemkin, 2009b).  
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L'énergie totale des complexes est égale à la somme de l'énergie totale MM3 (EMM3) et de 

l'énergie MERA (EMERA) : Etotal = EMM3 + EMERA. 

B. Modèle MERA 

MERA (Model of Effective Radii of Atoms)  (Potemkin, 2009b, 2019; Savkov, 2021) est 

un modèle non paramétrique. L'idée principale de la méthode : les atomes sont représentés 

comme des sphères en expansion. Les sphères voisines empêchent l'expansion de la sphère 

atomique. L'expansion s'arrête lorsque les pressions externes et internes des sphères atomiques 

sont égalisées. L'énergie d'interaction totale (Eij) est calculée à l'aide de l'équation 1. 
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La probabilité de contact (ρij) est calculée à l'aide de l'équation 2. 
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Où Uij est la profondeur du potentiel ; 𝑅𝑖𝑗
𝑒  est la distance d'équilibre ; qi et qj sont les charges 

des atomes i et j ; Ԑ0 est la permittivité du vide ; nij est le nombre de coordination du ième 

atome par rapport au jth atome ; Si est la zone accessible au solvant du jth atome. 

C. Algorithmes QSAR 3D CiS et CoMin 

L'algorithme 3D QSAR Cinderella's Shoe (CiS) ((Potemkin and Grishina, 2008, 2018) classe 

les structures sur la base de l'extérieur moléculaire (champ moléculaire) représentées comme 

la somme des potentiels de Coulomb et de van der Waals déterminés sur la surface moléculaire. 

Ensuite, les paramètres du pseudo récepteur (l'ensemble des sphères atomiques avec rayons et 

charges) sont déterminés en utilisant le principe de complémentarité. L'utilisation d'un champ 

auto-cohérent permet d'obtenir l'arrangement optimal des composés dans le pseudo récepteur 

(l'énergie est constante, les forces d'interactions intermoléculaires sont égales à zéro). Les 

énergies d'interaction, les forces, les constantes de force des molécules avec le pseudo récepteur 

sont des descripteurs de l'algorithme. 

L'algorithme 3D QSAR CoMin (Continual Molecular Interior analysis) classe les structures 

sur la base de l'intérieur moléculaire (fonctions quantiques, par exemple distribution de la 

densité électronique, "matière atomique", potentiels, etc. (Potemkin et al., 2008, 2018). 
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L'algorithme superpose les structures de l'ensemble de données d'apprentissage. Le processus 

est exécuté jusqu'à ce que la différence minimale des fonctions quantiques aux jonctions du 

réseau généralisé soit atteinte pour toutes les molécules de l'ensemble de données. Les valeurs 

des fonctions quantiques aux jonctions sont les descripteurs de l'algorithme. 

Ensuite, le réseau neuronal à réaction linéaire (LNN), le réseau neuronal à neurones 

sigmoïdes (NNSN) ou le modèle de régression linéaire (LRM) sont utilisés pour trouver les 

relations entre l'activité biologique et les descripteurs CiS ou CoMin. La valeur de l'activité 

biologique (BA) est ensuite convertie en probabilité (p) à l'aide d'une fonction de désirabilité p 

= exp(-exp(a-b×BA) Potemkin et al., 2008. Pour prédire l'activité biologique des molécules à 

partir d'un ensemble de données prédictives, les molécules sont orientées dans un pseudo 

récepteur (CiS) ou superposées au réseau généralisé (CoMIn). Ensuite, les descripteurs sont 

calculés et la bioactivité est prédite à l'aide de modèles précédemment trouvés.  

II.8 Activité antioxydante   

L’activité antioxydante des extraits a était réalisée in vitro en utilisant des réactions 

colorimétriques quantitatives avec un lecteur de microplaques (PerkinElmer Multimode Plate 

Reader EnSpire). 

A. Pouvoir de piégeage des radicaux libres DPPH• 

L'activité antioxydante des extraits évaluée par le radical libre DPPH• (2, 2-diphényl-1- 

picrylhydrazyl) a été mesurée par la méthode décrite par (Blois 1958) à différentes 

concentrations. 

• 40 µl de chaque extrait ont été ajoutés à 160 µl de solution de DPPH• préparée dans du 

méthanol. 

•  Le contrôle négatif a été préparé en remplaçant les extraits par 40 µl de méthanol. Par 

ailleurs, le BHA a été utilisé comme étalon.  

• Après 30 minutes d'incubation dans l'obscurité, l'absorbance a été mesurée à 517 nm. 

• Le pourcentage d'activité de piégeage du radical DPPH• de chaque échantillon a été 

calculé comme suit :  

Inhibition (%) = [(AContrôle - AÉchantillon)/ AContrôle] × 100. 

AControl est l'absorbance du blanc et AÉchantillon est l'absorbance du contrôle positif ou de 

l'échantillon. Les résultats ont été établis en tant que concentration d'inhibition de 50 % (IC50 

= μg/ml), ce qui signifie que la concentration de l'échantillon fournit une activité de 50 %. 
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B. Activité de piégeage de l’ABTS+ 

L'activité de piégeage des extraits contre le radical libre ABTS+ (2, 2′-azino-bis (3-

éthylbenzothiazoline-6- acide sulfonique) a été évaluée selon la méthode de (Re et al. 1999). 

• La solution de cation ABTS a été préparée comme suit : 2,45 mM de persulfate de 

potassium ont été ajoutés à 7 mM de solution d’ABTS+ dans l'eau, puis incubés dans 

l'obscurité à température ambiante pendant 12 h et l'absorbance a été ajustée avec H2O 

à 0,700±0,020 à 734 nm.  

• 160 μl de la solution précédente ont été ajoutés à 40 μl d'échantillon et de standards en 

trois exemplaires.  

• Pour le contrôle négatif, nous remplaçons l'extrait par du méthanol tandis que pour les 

standards nous avons utilisé du BHT et du BHA. 

•  Tous les mélanges ont été incubés à température ambiante pendant 10 min. 

L'absorbance a été lue à 734 nm et le pourcentage d'inhibition a été calculé par la 

formule suivante :  

Inhibition (%) = [(AContrôle - A Échantillon) / AContrôle] × 100 

A Control est l'absorbance du blanc et A Échantillon est l'absorbance du contrôle positif ou de 

l'échantillon. 

Les résultats ont été établis en tant que concentration d'inhibition de 50 % (IC50 = μg/ml), 

ce qui signifie que la concentration de l'échantillon fournit une activité de 50 %. 

C. Essai GOR• (radical libre galvinoxl) 

L'activité de piégeage du radical libre galvinoxl de nos trois extraits a été testée selon la 

méthode décrite par (Shi, Noguchi, et Niki 2001).  

• 40 μL de différentes concentrations des trois extraits ont été ajoutés à 160 μL d'une 

solution méthanolique de Galvinoxyl à 0,1 mM.  

• Le contrôle négatif a été évalué en remplaçant l'extrait par du méthanol et le BHT a été 

utilisé comme étalon.  

• Les mélanges ont été incubés pendant 120 min dans l'obscurité à température ambiante. 

L'absorbance a été lue à 428 nm. L'équation suivante a été utilisée pour calculer le 

piégeage du radical galvinoxyle :  

Inhibition (%) = [(AControl-A Échantillon) ∕AControl] × 100 
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D. Capacité antioxydante réductrice du cuivre (CUPRAC) 

Pour la capacité antioxydante réductrice du cuivre, nous avons suivi la méthode décrite par 

(Apak et al. 2004).  

• 50 μL de solution de CuCl2 (10 mM) ont été mélangés avec 50 μL de la solution de 

néocuprine (7,5 mM), 60 μL de solution tampon d'acétate d'ammonium (NH4Ac, 1 M, 

pH = 7,0) et 40 µl de différentes concentrations des trois extraits.  

• Les extraits ont été remplacés par du méthanol pour le contrôle négatif où le BHT et le 

BHA ont été utilisés comme étalons.  

• Les échantillons ont été incubés pendant 1 heure à l'abri de la lumière. L'absorbance a 

été mesurée à 450 nm et les résultats ont été exprimés en A0,5 (μg/mL). 

 

E. Essai du pouvoir réducteur 

Le pouvoir réducteur a été réalisé selon la méthode décrite par (Oyaizu 1986). Ce test a été 

réalisé en deux parties.  

• Avant l'incubation, nous avons mélangé un volume de 10 μl d'échantillon à différentes 

concentrations avec 40 μl de solution tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6), 50 μl de 

solution de ferricyanure de potassium K3Fe (CN)6 (1%, w/v) puis nous avons incubé le 

tout pendant 20 min à 50 °C.  

• Ensuite, 50 µl d'acide trichloracétique (TCA, 10%), 40 μl d'eau distillée et 10 μl de 

solution de FeCl3 (0,01% w/v) ont été ajoutés. 

•  L'acide ascorbique, l'acide tannique et l'α-Tocophérol ont été utilisés comme contrôle 

positif à différentes concentrations. L'absorbance par rapport au blanc (méthanol) a été 

lue à 700 nm. 

 

F. Test de la phénanthroline 

Le dosage de la phénanthroline a été évalué selon la méthode de (Szydłowska-Czerniak et 

al. 2008). 

• 10 μl des trois extraits à différentes concentrations ont été mélangés avec 50 μl de 

FeCl3 (0,2%), 30 μl de phénanthroline (0,5%) et 110 μl de méthanol. 

•  Pour le contrôle négatif, nous avons utilisé du méthanol tandis que pour le contrôle 

positif, nous avons utilisé du BHT et du BHA.  
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• Les mélanges ont été incubés pendant 20 min à 30 °C et l'absorbance a été mesurée à 

510 nm.  

• Les résultats ont été donnés comme A0,50 qui correspond à la concentration donnant 0,5 

absorbances. 

II.9 Effet anti-inflammatoire des extraits in vitro  

L'effet anti-inflammatoire in vitro des extraits est déterminé à l'aide du test d'inhibition de 

la dénaturation de la BSA selon le protocole de Hamoudi et al. (2021). Brièvement, 

• 500 µl de BSA à 0,2 % (albumine sérique bovine) préalablement préparée dans un 

tampon tris-HCl (20 mM, pH 6,8) sont ajoutés à 500 µl de différentes concentrations 

d'extraits ou d'aspirine (10mg/ml). 

• Le mélange est incubé à 37°C pendant 20 min puis à 65°C pendant 10 min.  

• Après refroidissement, les absorbances sont mesurées à 660 nm et le pourcentage 

d'inhibition est calculé à l'aide de l'équation suivante :  

Inhibition (%) = [(AControl-A Échantillon) ∕AControl] × 100. 

II.10 Activité antibacterienne  

Pour l'activité antibacterienne, nous avons utilisé la méthode de diffusion de Well.  

• Des plaques de milieu gélosé Muller Hinton ont été ensemencées avec des cultures 

d'inoculum microbien âgées de 18 à 24 heures avec une densité optique de 0,08 à 0,1. 

• Les puits (6 mm de diamètre) ont été découpés dans le milieu agar à l'aide de pointes 

de pipette stérilisées, puis des extraits de plantes dans un volume de 50 µl ont été versés 

dans les puits.  

• Les plaques inoculées ont ensuite été incubées à 37ºC pendant 24 heures et les zones 

d'inhibition ont été mesurées en mm.  

• Trois répétitions ont été préparées pour chaque micro-organisme. Les bactéries 

pathogènes/contaminantes alimentaires à Gram positif utilisées dans cette étude étaient 

0Staphylococcus aureus ATCC 6538P, et les bactéries à Gram négatif étaient 

Escherichia coli ATCC 7839, Enterococcus feacalis ATCC 19433, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853. 
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➢ Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) 

La méthode de dilution en bouillon est une procédure simple permettant de tester un 

petit nombre d’isolats, même un seul isolat. La dilution en bouillon est une technique dans 

laquelle une suspension de bactérie de concentration appropriée est testée contre différentes 

concentrations d'un agent antimicrobien. 

La MIC est déterminée selon le protocole décrit par Balagurunathan, 2020, 

-La concentration d’antimicrobiens est ajustée à la concentration correcte d’intérêt, dans 

notre cas, on va tester le Staphylococcus aureus ATCC 6538P en choisissant 1mg/ml 

comme concentration initiale. Puis en mélangeant l’antimicrobien d’origine avec le milieu. 

-Prenez huit puits d’une microplaques d'une capacité de 200µl et marquez de 1 à 8. 

-Ajoutez environ 1 ml de la solution d’extrait a concentration 1mg/ml dans le premier puits 

et 500 µl d’eau distillée dans les puits restants. Transférez ensuite 500 µl de l'échantillon 

du premier puits au deuxième tube et poursuivez la dilution jusqu'au huitième puit. 

-Suspendre les colonies fraîchement cultivées de cultures bactériennes dans 2 ml de 

bouillon nutritif stérile et ajuster la turbidité à 0,5 normes McFarland. 

-Dans une nouvelle ligne de puits, ajouté 80 µl de bouillon nutritif (MHB) dans chacun des 

puits de p1 à p8, 100 µl dans p 11 et 90 µl dans p12. 

-Ajoutez 10µl de la culture bactérienne dans les puits de1 a 8 et p12. 

-10µl de chaque dilution de l’extraits doivent être ajouté au puits 1 à 8 

-Considérer les puits 11 et 12 comme contrôle négative et contrôle positive, respectivement. 

Incuber tous les tubes à 37 °C pendant 18 à 24 h,  

-Ce test a été réaliser pour les trois extraits, et chaque extraits subit 3 répétition. 

La CMI est généralement déterminée par la turbidité, Un milieu trouble signifiera que la 

culture a poussé et donc que la concentration n’est pas assez importante ; à l’inverse, un 

milieu transparent sera la preuve que la culture n’a pas poussée.  



Chapitre II matériel et méthodes 
 

43 
 

 

Figure II.3 la méthode de travail et de stérilisation pour déterminer la CMI.  

II.11 Analyse statistique 

Les données ont été enregistrées sous forme de moyennes ± écart-type de trois mesures. 

L'analyse de la variance a été réalisée par une analyse de la variance à sens unique (ANOVA). 

Les différences significatives entre les moyennes ont été déterminées par le test de Tukey, les 

p-valeurs inférieures à 0,05 étant considérées comme significatives. 

II. 12 Encapsulation des extraits de la peau de grenade 

II.12.1 Procédé de préparation des nanoparticules vides de gélatine 

Les nanoparticules sont préparées au moyen de la technique de la nanoprécipitation, ou 

la diffusion du solvant vers le non-solvant conduit à la formation instantanée d’une suspension 

de nanoparticules. Alors, la phase aqueuse obtenue en dissolvant de la gélatine dans de l’eau à 

60°C jusqu’à la dissolution totale pour obtenir une solution de 1%, après refroidissement, La 

phase organique l’éthanol est ajoutée lentement à température ambiante et sous agitation 

magnétique modérée jusqu’à turbidité de la suspension, Le solvant organique est évaporé 

ultérieurement à l'aide de d’un rotavapor R-124 de Buchi®. La solution obtenue a été diluée 

avec l’eau distillée pour obtenir 100 ml, puis lyophiliser et conserver à 4°C. 

II.12.2 Synthèse des nanoparticules a base des extraits de la peau de grenade  

Les nanoparticules sont préparées en se basant sur les mêmes conditions de la 

préparation des nanoparticules vides optimales. Pour ce faire, une solution de chaque extrait de 

à une concentration de 10 mg/ml a été préparée dans l’eau distillée puis ajoutée à la solution 

de gélatine à 1%. On ajoute 90 ml d’éthanol au mélange extrait/ gélatine puis la préparation 

précédente est maintenue sous agitation magnétique (500 rpm) à température ambiante. Le 
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solvant organique est évaporé ultérieurement à l'aide d’un rotavapor R-124 ® Buchi , le reste 

de la suspension a était dilue et lyophiliser pour obtenir des nanoparticules poudre 

II.12.3 Caractérisation des nanoparticules des extraits de la peau de grenade  

A. Potetiel Zéta  

Le taux de mouvement des particules sous l’influence d’un champs électrique oscillant 

externe a été mesuré avec un ZetametreHoriba nanopartica (SZ-100, USA). 

Le potentiel zêta des particules obtenues est mesuré dans le milieu de préparation l’éthanol et 

dans le l’eau distillé ou ils sont placés dans une cellule de matière plastique. Toutes les mesures 

ont été effectuées à 25°C 

B. Analyse granulométrique par laser  

L'analyse granulométrique au laser a été utilisée pour déterminer la distribution 

granulométrique des nanoparticules. Le granulomètre à diffraction laser de ZetametreHoriba 

nanopartica (SZ-100, USA) a été utilisé pour l'analyse, fournissant des distributions de taille 

de particules rapides et précises. Il est capable de mesurer des gammes de tailles de particules 

allant du nanomètre au millimètre. Les échantillons sont passés sous forme de suspensions de 

nanoparticules préparées dans de l'éthanol, ces échantillons sont placés dans une cellule en 

plastique, puis la lecture est effectuée. 

C. Efficacité d’encapsulation  

Les suspensions contenant les extraits sont soumises à une centrifugation à 15000 tr/min 

pendant 30 min. Le surnageant est éliminé et la quantité d’extrait encapsulée est mesurée après 

ajout de l’eau distillée. La solution résultante a été filtrée et analysée par un spectrophotomètre 

ultraviolet UV-1800 (Shimadzu, Japon) et l’absorbance au longueur d’onde 364 nm a été 

déterminé. Le pourcentage d'efficacité d'encapsulation (EE%) et le pourcentage de chargement 

en principe actif (DL%) sont calculés en utilisant les équations mentionnées dans le chapitre I, 

Les spectre UV et les droites d’étalonnages sont présentés dans l’Annexe E. 

D. Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourrier  

La gélatine, les extraits et les particules vides et chargées des extraits sont analysées à 

l'aide d'un spectromètre FTIR (spectromètre Thermo Scientific FTIR avec logiciel IR MONIC 

Solution). Une lyophilisation est effectuée avant l’analyse des nanoparticules (NPs) liquides 

ou les spectres sont enregistrés dans une plage de 400 à 4000 cm-1. 
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E. Microscopie à force atomique (Atomic force microscipy AFM) 

Le microscope à force atomique (AFM atomic force microscope) est un type de 

microscope à sonde locale permettant de visualiser la topographie de la surface d'un 

échantillon. Pour réaliser cette analyse, les échantillons sont séchés à l'air libre sur des boîtes 

de Petri afin d'obtenir des films contenant des particules de chaque extrait encapsulé et analyser 

par un Microscope à force atomique (AFM) Asylum Research an Oxford Instruments company 

de Type MFP-3D Classique en mode contacte. 

F.  L’analyse par diffraction des rayons X 

La diffraction des rayons X des échantillons a été réalisée à l'aide d'un diffractomètre de 

type XPERT-PRO. Les mesures ont été effectuées dans un intervalle angulaire (2θ) de 10 à 

79°, avec un pas de scan de 0,1 s, utilisant un rayonnement Cu K-alpha à 1,54 Å. L'irradiation 

a été effectuée à un voltage de 40 kV et un courant de 30 mA. 

G.   La microscopie électronique à balayage (MEB) 

La microscopie électronique à balayage (MEB) est une technique capable de produire des 

images et des analyses élémentaires en haute résolution de la surface d’un échantillon. Dans 

notre cas les échantillons sont lyophilisés. Le MEB utilisé est un Thermo fisher Apreo 2 C, 

doté d’une source électronique type FEG-Schottky : canon à émission de champ (cathode 

chaude) et équipé de la colonne électronique Ultra Haute Résolution Gemini®, optimisée pour 

l’amélioration des performances à basse tension, permettant l’analyse d’échantillons à l’échelle 

nanométrique.  
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III RESULTATS ET DISCUSSION  

III.1 Rendement de l'extraction 

L'eau, le méthanol et l'éthanol/eau (50 :50) ont été choisis comme solvants dans pour 

l’extraction de l’écorce jaune de grenade. La macération de la poudre d'écorce jaune de grenade 

dans l'eau, le méthanol et l'éthanol/eau (50:50) a permis d’obtenir un extrait de couleur brun 

foncé. Le rendement des différents extraits est présenté dans le tableau III.1. L’extrait 

hydroéthanolique a monté le rendement d'extraction le plus élevé (50,62%) suivi par l'extrait 

méthanolique (36,5%) et l'extrait aqueux (30,4%). Cette variation peut être attribuée aux 

différences de polarité des solvants et à la solubilité de la poudre de la plante dans les différents 

solvants. Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de Malviya, Jha, et Hettiarachchy 

(2014), qui montrent que l’extraction de l'écorce totale de grenade avec un mélange 

l'éthanol/eau (50:50) a donné le rendement le plus élevé (16,28 %) suivi du méthanol (environ 

10 %) puis de l'extrait d'eau (5,74 %), qui a présenté le rendement le plus faible. Nos 

rendements d'extraction sont cependant plus élevés que ceux rapportées par ces auteurs. 

Cette grande différence peut être attribuée au type de la variété de grenade variété 

(Ganesh d'Inde vs la varieté Algerienne), à la méthode de préparation de la poudre d'écorce de 

grenade et les conditions d'extraction. Par ailleurs, nos résultats confirment ceux de Zaki et al. 

(2015), qui ont observé que le rendement de l'extrait de méthanol des deux variétés Manfalouty 

et Wardey, était superieur à celui des extraits aqueux. De même, une étude d’Abid et al. (2017), 

a montré que l’extraction de l'écorce de grenade à l'eau produisait le rendement le plus élevé 

en extrait total suivi de l'éthanol et de l'acétone, ce qui est probablement lié à l'hydrosolubilité 

de la majorité des composés. 

III.2 Teneur en composés phénoliques, en flavonoïdes et en tanins hydrolysables 

Compte tenu de l'importance des composés phénoliques en tant que produits bioactifs, 

la quantification de la teneur en composés phénoliques totaux, en tanins hydrolysables et en 

flavonoïdes a été évaluée et les résultats sont présentés dans le tableau III.1. La teneur totale 

en composés phénoliques de l'écorce de grenade extraite au méthanol est de 259,37 ± 13,66 mg 

GAE/g, représentant la valeur la plus élevée.  En comparaison, l’extraction à l'eau donne 205,58 

± 8,21 mg GAE/g, tandis que l'extrait hydroéthanolique affiche la teneur la plus faible, soit 

166,84 ± 43,60 mg GAE/g. 
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Une étude antérieure (Negi et Jayaprakasha 2003), a rapporté une valeur de TPC de 

l'écorce de grenade méthanolique de 460 mg (+)-catéchine /g qui est beaucoup plus élevée que 

celle obtenue dans cette étude. Toutefois, l'extrait aqueux dans cette même étude présente un 

TPC de 140 mg (+) -catéchine/g, qui est plus faible que celui observé dans notre travail. 

Toutefois, l’extrait aqueux présente un TPC (140 mg (+) -catéchine /g), qui est plus faible que 

celui observé dans ce travail. Cependant, Elfalleh et al. (2012) ont rapporté des valeurs 

inférieures à celle observées pour les extraits méthanolique et aqueux, avec des teneurs en 

composés phénoliques de 85,60 ± 4,87 GAE mg/g, 53,65 ± 4,13 GAE mg/g respectivement. 

Dans une autre étude réalisée par Wissam et al. (2012), les extraits aqueux ont montré le 

rendement en polyphénols totaux le plus élevé, suivi de l'éthanol à 50 %. 

De plus, la quantité de flavonoïdes dans nos extraits reste relativement faible par rapport 

à la teneur en composés phénoliques totaux, où les valeurs obtenus pour les extraits 

hydroéthanolique, méthanolique et aqueux sont respectivement de 64,19±11.38 mg QE/g , 

63,20± 10.02 mg QE/g et 51,35 ± 22.15 mg QE/g. Nos résultats sont supérieurs à ceux 

rapportés par Çam et Hışıl (2010), qui ont trouvé pour les extraits méthanolique et aqueux des 

teneurs en flavonoides de 18,1 ± 0,5 mg CE/g et 6,2 ± 0,2 mg CE/g, respectivement. De même, 

la teneur en flavonoïdes totaux de l'extrait méthanolique testé par Khalil, Khan, et Shabbir 

(2018) est inférieure à celle observée dans notre étude. 

Reconnaissant que les tanins hydrolysables soient les phénoliques dominants dans la 

peau de grenade, sa teneur a été quantifiée dans la peau jaune de grenade pour chaque solvant, 

les tanins hydrolysables de l'extrait méthanolique était la valeur la plus élevée par (221,32 ± 

0,00 mg TAE/g) suivie par l'extrait hydroéthanolique (187,22±0,00 mg TAE/g) que l'extrait 

aqueux par 149,44 ± 0,00 mg TAE/g). Le résultat rapporté dans une étude précédente par 

(Galaz et al. 2017) qui est plus élevé que le nôtre, où ils ont trouvé 305,5 ± 17,4 mg TAE/g. En 

outre (Çam et Hışıl 2010) a trouvé méthanolique et aqueux extrait contient 260,2 ± 12,6 et 82,6 

± 5,6 mg TAE/g) respectivement. 

Les résultats indiquent que le méthanol donne les valeurs les plus élevées pour les 

polyphénols totaux, de flavonoïdes et les tanins hydrolysables qui sont en accord avec les 

travaux de Jalili et al. (2020), Elfalleh et al. (2012) et Çam et Hışıl (2010). Bien que, Jalal et 

al. (2018) n'ont observé aucune différence significative entre les extraits aqueux et les extraits 

méthanoliques dans l'extraction des composés phénoliques de la peau de grenade. 
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 Comme décrit ci-dessous, ces variations pourraient être dues aux conditions 

d'extraction et aux solvants utilisés, et probablement aussi à la variabilité associée à la 

différence de stade de maturité des cultivars et de la zone géographique d'origine (Gullon et al. 

2016) ; (Pagliarulo et al. 2016). En effet, les niveaux de polyphénols totaux augmentent au 

début de la croissance de la peau, mais diminuent ensuite généralement au cours de la 

maturation (Saad et al. 2012) ; (Kharchoufi et al. 2018). En résumé, les résultats présentés 

soulignent que le contenu phénolique total est nettement plus élevé que des flavonoïdes, les 

tanins hydrolysables représentant environ 90 % du contenu phénolique de l'écorce de grenade. 

Ces observations sont confirmées par les analyses LC-MS/MS, qui ont permis d’identifier 19 

composants principaux dans l'écorce de grenade jaune, parmi lesquels les tanins hydrolysables 

et les acides phénoliques prédominent. 

Tableau III.1 Rendement d'extraction, phénols totaux, flavonoïdes totaux et tanins 

totaux hydrolysables de l'extrait aqueux, méthanolique et hydroéthanolique. 

Extrait Rendement 

% 

Polyphénole 

totaux   

(mg GAE/g) 

flavonoides 

(mg QE/g) 

Tannins 

hydrolysables  

(mg TAE/g) 

Aqueux 30,4 205.58± 8.21 a,b 51,35 ± 22.15 a 149,44± 0,00 c 

Methanolique 36,5 259.37 ± 13.66 a 63,20± 10.02 a 221,32± 0,00 a 

hydroéthanolique   50,62 166.84 ± 43 

.60 b 

64,19±11.38 a 187,22±0,00 b 

Les valeurs avec des exposants différents (a, b, c, d ou e) dans les mêmes colonnes sont significativement différentes (p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.1 resultats de dosage des polyphénole totaux (A) et flavonoides(B) sur 

microplaque. 
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III.3 Caractérisation des composés phénoliques par LC-MS 

L'écorce de grenade est riche en polyphénols, et les trois extraits ont été analysés par 

UPLC-ESI-MS-MS pour permettre l'identification des différents composés phénoliques. Dans 

cette étude, 22 polyphénols et flavonoïdes ont été examinés dans les trois extraits en utilisant 

vingt-deux étalons pour la comparaison des temps de rétention. Parmi ces composés, 15 ont pu 

être identifiés. Les résultats sont exprimés en pourcentage de surface, ce qui signifie la 

proportion de chaque composé par rapport au total des composés extraits. Les résultats sont 

présentés dans le tableau III.2. 

 Dans les extraits aqueux et méthanoliques, l'acide maléique (47,534 min) représente la 

surface maximale avec 72,1 % et 59,80 % respectivement, alors que dans l'extrait 

hydroéthanolique, il ne représente que 8,2428 %.  

Dans cet extrait hydroéthanolique, l'acide coumarique (1,349 min) domine, avec 88,69 

%, tandis que dans l'extrait méthanolique, il ne représente que 17,00 % et n'est pas détecté dans 

l'extrait aqueux. La rutine (40,531 min) est présente à 16,4 %, 11,07 % et 0,96 % dans les 

extraits aqueux, méthanolique et hydroéthanolique, respectivement. L'acide folique (38,528 

min) constitue 6,88 %, 2,7 % et 1,01 % des surfaces des extraits méthanolique, aqueux et 

hydroéthanolique. 

 Enfin, l'acide chlorogénique (32,522 min) représente également une proportion 

significative dans les trois extraits, avec des valeurs de 2,6 %, 1,97 % et 0,34 %, 

respectivement. Le Lawson, keampferol, l’acide ascorbique, l’acide salysilc et l’acide férulique 

ne sont pas détectés dans les trois extraits, alors que l'acide caféique (6.057min) et le thymol 

(0.951 min) ne sont présents que dans l'extrait hydroéthanolique avec 0.0002% et 0.2026% 

respectivement. 

 Une observation intéressante est l'absence d'acide gallique dans les trois extraits malgré 

son identification comme composé bioactif majeur dans l'écorce de grenade par El-Hadary et 

al (2020) et Kumar et al (2022).  

Nos résultats concorde avec ceux de Balaban et al (2022), qui n’ont egalement pas 

détecté l’acide gallique dans leurs extraits selon les analyses TLC et HPLC. En outre, l'acide 

maléique a été détecté dans l'écorce de grenade selon l'analyse HPLC.  
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La vanilline (8.403 min), la chrysine (21.85 min), la quercétine (22.97 min), la 

viniférine (23.891 min), le bêta-carotène (32.656 min), l'hespirine (37.771 min), l'hydroxy 

coumarine (47.835 min) et la naringénine (47.723) ont été détectés dans les trois extraits avec 

des surfaces minimales mentioné dans le Tableau III.2.  

La présence de certains composés antérieurs tels que le chlorogène, la vanilline, la 

rutine, la quercétine, la naringénine et l'hespirtine dans l'extrait de peau de grenade est 

confirmée dans l'étude réalisée par El-Hadary et al 2020.De plus, plusieures etudes ont 

confirmé la présence de nombreux autres composés phénoliques dans les fruits de grenade, 

détectées par analyse HPLC.  

Ali et al. (2014) ont démontré la présence de l'acide chlorogénique, de l'acide 

coumarique et de la rutine dans l'extrait méthanolique de la peau de grenade. De plus, Cai et 

al. (2004) et Mansour et al. (2018) ont révélé la présence de quercétine et d'acide vanillique 

dans l'écorce de grenade. Les différences remarquables dans le pourcentage de la surface des 

mêmes composants d'un extrait à l'autre peuvent être dues à la polarité du solvant qui affecte 

leur solubilité. (Balaban, et al 2022). 
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Tableau III.2 Liste des composés phénoliques détectés à partir des trois extraits par 

comparaison avec des standards authentiques par Hplc. 

Au total, 48 composés phénoliques ont été detectés, dont 25 entre eux ont été identifiés 

(tableau 2). Après l'analyse des spectres MS, ces composés phénoliques sont classés en 

différentes catégories :14 tanins hydrolysables, 5 acides phénoliques, 3 flavonoïdes, 2 

anthocyanines et 1 proanthocyanidine. Ces résultats sont résumés dans le tableau III.3, et 

représentés dans les chromatogrammes de la figure III.2. 

  
% de la surface 

Nom T de rét (min) Extrait 

aqueux 

Extrait 

méthanolique 

Extrait hydroethanolique 

Thymol 0.951 0,00 0,00 0.2026 

Acide coumarique 1.349 0,00 17.00 88.6907 

Acide caffeique 6.057 0,00 0,00 0.0002 

Vanillin 8.403 0.7 0.58 0.0100 

Chrysin 21.85 3.5 1.23 0.3208 

Quercitine 22.97 1.4 0.97 0.1444 

Viniferin 23.891 0.0 0.01 0.0011 

Acide chlorogenique 32.522 2.6 1.97 0.3418 

beta carotene 32.656 0.3 0.10 0.0106 

Hespirtin 37.771 0.1 0.10 0.0198 

Acide folique 38.528 2.7 6.88 1.0114 

Rutine 40.531 16.4 11.07 0.9561 

Hydroxy comarin 47.835 0.2 0.09 0.0128 

Acide maleique 47.534 72.1 59.80 8.2428 

Naringenin 47.723 0.1 0.05 0.0070 
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Figure III.2 Chromatogrammes LC-MS/MS des extraits aqueux, méthanolique et 

hydroéthanolique de la peau jaune de grenade. 



Chapitre III résultats et discussion  

53 
 

Tannins hydrolysables 

C1 (1,053min) présente un ion moléculaire à 303 m/z avec des ions fragments à 

165,181, 215 et 247 m/z et est caractérisé comme étant de l'acide ellagique. C4 (22.365min) 

avec un ion moléculaire à 475 m/z et des ions fragments à 181,227 et 321 m/z, a également été 

egalement identifié comme étant l'acide ellagique-désoxyhexoside, comme le rapportent 

plusieurs études Gosset-Erard et al (2021) ; Feng et al (2022) ; Liu et al (2022). Selon plusieurs 

études (Taleghani et al., 2021 ; Russo et al., 2018 ; Ambigaipalan et al., 2016, Aguilar-Zárate 

et al., 2017), qui a produit un ion moléculaire à 331 m/z et des ions fragments à 299 et 181m/z 

a été caractérisé comme galloyl-hexoside, C8 (28,514 min), qui a produit un ion moléculaire à 

331 m/z et des ions fragments à 299 et 181 m/z, a été caractérisé comme un galloyl-hexoside. 

De même, C9 (30.323 min) et C10 (33.596) ont été identifiés comme des dérivés du galloyl-

hexoside. C9 a produit un ion moléculaire à 617 m/z, avec des fragments à 181, 301 et 383 

m/z, résultat rapporté dans une étude précédente (Fischer et al., 2011). Quant à C10, il a généré 

un ion moléculaire à 635 avec des fragments à 181 ,365 ,280 m/z, comme indiqué dans 

plusieurs études (Feng et al., 2022 ; Taleghani et al., 2021 ; Liu et al., 2018. 

C16 (36,495 min) et C23 (41,715 min) ont été identifiés comme des dérivés de la 

punicalagine, produisant un ion moléculaire à 1085 m/z et un fragment commun à 185 m/z. 

C16 a été identifié comme Punicalagin A et C23 punicalagine B. Ces deux composés sont les 

plus importants et les plus abondants dans le fruit de la grenade, ce qui explique la présence 

rapportée dans de nombreuses études. (Liu et al., 2022 ; Taleghani et al 2021; Russo et al 2018; 

Ambigaipalan et al 2016 ; Aguilar-Zárate et al 2017 ; Fischer et al 2011; Abdulla et al 2017; 

Al-Rawahi et al 2013). 

 C18 (38.471 min) a été identifié comme gallotannine, car il a montré un ion moléculaire 

à 804 m/z, un résultat rapporté par Sentandreu et al. (2013). Dans cette étude, les auteurs ont 

également observé qu’un dérivé de punicalagine génère à un ion moléculaire à 1101 m/z qui 

correspond à C22 (40.516 min) dans notre étude. Les composés précédèments mentionnées ont 

été détectés en mode positif, tandis que les composés suivants en mode négatif. C29 (1.067 

min) avec un ion moléculaire à 519 m/z et des ions fragments à 378 331 273 211 m/z a été 

identifié comme un dérivé de l'acide ellagique, ce qui est également rapporté par Al-Rawahi et 

al (2013). C31(19.984 min) a été identifié comme digalloyl -HHDP-hexoside (pedunculagin), 

parce qu'il a produit un ion moléculaire à 758, avec des fragments à 741 723 249 et 205. Cette 
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identification est également mentionnée dans plusieurs études, telles que celles de Liu et al 

2018 et Abdulla et al 2017.  

C35 (36.310) et C36 (36. 975 min) ont présenté le même ion moléculaire à 393 m/z 

avec des fragmentations à 249 et 325 m/z, correspondent au digalloyl-HHDP-hexoside (dérivé 

de l'acide ellagique) comme raporté par le Parisi et al (2022). C43 (48.094 min), avec un ion 

moléculaire à 701m/z, correspond au Di-HHDP-Galloloylglucose-pentose, tel que mentioné 

par Aguilar-Zárate et al (2017). Les composés C4, C18, C22, C23, C29 et C43 sont présents 

dans tous les extraits. C1, C10, C31 et C35 sont présents dans les extraits aqueux et 

hydroéthanoliques, tandis que C8, C9 et C36 n’ont trouvés que dans l'extrait aqueux. Enfin, 

C16 a été identifié uniquement dans l'extrait méthanolique. 

Acides phénoliques 

Cinq acides phénoliques ont été identifiés dans nos extraits, en mode positif. C11 

(33.668 min) a présenté un ion moléculaire à 677 avec des ions de fragmentation à 365,185 et 

280 m/z, correspondent à l'acide Ticaffeoylquinique, comme rapporté par Kramberger et al. 

(2020). C14 (35.292 min) et C17(37.545 min) ont produit le même ion moléculaire à 684 m/z, 

correspondant à un glycoside dimère d'acide caféique, comme mentionné par He et al. (2011). 

Il s'agit d'un glycoside dimmer d'acide caféique. Les résultats de l'analyse HPLC utilisant des 

étalons authentiques ont confirmé la présence de ce composé. En mode négatif, C32 (32.626 

min) a été identifié comme un dérivé de l'acide férulique par He et al. (2011) un ion moléculaire 

à 515 m/z et des fragments à 205,347 et 265 m/z, comme rapporté par He et al. (2011). C34 

(35,276 min) montré un ion moléculaire à 339 m/z, correspondant à l'acide p-coumarique 

glucuronide, tel que rapporté par Al-Rawahi et al. (2013). Tous les acides phénoliques 

identifiés sont présents dans les trois extraits, à l'exception du composé C34, absent dans 

l'extrait méthanolique. 

Flavonoïdes 

C6, C7 et C21 représentent les flavonoïdes identifiés dans nos extraits. C6 (26.147min) 

avec un ion moléculaire à 274 m/z, a été identifié comme la génistéine selon Man et al. (2022). 

C7(26.854 min) présentant un ion moléculaire à 290 m/z et des ions de fragmentation à 246 et 

179 m/z, a été identifié comme l’épicatéchine, un composé mentionné dans de nombreuses 

études, comme celle de Taleghani et al. (2021), et Russo et al. (2018). C21 (39,835 min) a 

produit un ion moléculaire à 595m/z avec des fragmentations à 412, 306, 284 et 181 m/z qui 
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correspond au kaempférol-3-O-rutniside (Feng et al 2022). Les flavonoïdes identifiés sont 

détectés en mode positif et présents dans les trois extraits. 

Anthocyanes 

Seules deux anthocyanes sont identifiés dans nos extraits en mode positif, qui sont 

C3(21.323min) et C13 (34.206 min). C3, avec un ion moléculaire à 815 m/z et des 

fragmentations à 419,455 et 181 m/z a été identifié comme le (epi)gcat-cyd-3,5-dihexoside 

Sentandreu et al. (2013). Ce composé est présent à la fois dans les extraits aqueux et 

hydroéthanoliques. C13 correspond également au (epi)cat-cyd-3,5-dihexoside (Sentandreu et 

al 2013) avec un ion moléculaire à 898 m/z et des fragments à 589, 758, 331 et 181m/z. Ce 

composé est détecté uniquement dans l'extrait méthanolique. 

Proanthocyanidine 

En mode négatif et dans les extraits aqueux et méthanoliques, C40 (38.580 min) a été 

identifié comme le trimère A de la procyanidine, basé sur son ion moléculaire 861m/z et à la 

fragmentation à 225 799 725 m/z comme rapporté dans plusieurs études (Man et al 2022), 

(Ambigaipalan et al 2016). 

 Les analyses chromatographiques et la spectroscopie de masse ont révélé que l'acide 

ellagique der C29 est le composé prédominant dans les trois extraits, constituant 29,024 %, 

41,346 % et 33,545 % de la surface dans les extraits aqueux, méthanolique et hydroéthanolique, 

respectivement. En outre, la punicalagine b s'est révélée être un autre constituant majeur, 

représentant 16,835 %, 3,823 % et 18,956 % dans les extraits aqueux, méthanolique et 

hydroéthanolique, respectivement. 

Notamment, l'acide ellagique (C1), le dérivé de punicaline (C22) et le dérivé d'acide 

ellagique (C35) ont également été identifiés comme des composés significatifs dans tous les 

extraits. Ces résultats sont confirmés par les travaux d’Abid et al. (2017), et Russo et al. (2018), 

dont l'analyse phytochimique a révélé une teneur élevée en ellagitanins, avec les dérivés de 

punicalagine étant les principaux composés. Ces composés, qui appartiennent à la classe des 

tanins hydrolysables, soulignent collectivement la prévalence des tanins hydrolysables en tant 

que polyphénols les plus abondants dans l'écorce jaune de la grenade.  

 

 



Chapitre III résultats et discussion  

56 
 

Tableau III.3 Analyse HPLC-ESI-MSMS des extraits de peau jaune de grenade. 

Pic Temp 

de rét 

[M+H]+ Ms² Identification 

 

Extrai

t 

aqueu

x 

Extrait 

méthanolique 

Extrait 

hydro 

éthanolique 

1 1.053 303 165 181 215 247 Acide Ellagique + - + 

2 19.994 702 340 362 680 Non identifié + - + 

3 21.323 815 419 455 181 (epi)gcat-cyd-3,5-

dihexoside 

+ - + 

4 22.365 475 

 

181 227 321 Acide Ellagique –

deoxyhexoside 

+ + + 

5 24.696 365 317 352 Non identifié + - - 

6 26.147 274 274 Genistein + + + 

7 26.854 290 246 179 Epi catechine + + + 

8 28.514 331 299 181 galloyl-hexoside + - - 

9 30.323 

 

617 181 383 301 dihydrogalloyl-

HHDP-hexo 

+ - - 

10 33.596 

 

635 181 365 280 galloyl-HHDP-

Hexoside 

+ - + 

11 33.668 677 365 185 280 acide 

Ticaffeoylquinique 

- + - 

12 34.077 855 181 331 713 809 Non ldentifié - - + 

13 34.206 898 181 331 758  

589 

(epi)cat-cyd-3,5-

dihexoside 

- + - 

14 35.292 

 

684 363 379 595 639 

181 

Acide Caffeique  

glycoside dimmer 

+ + + 

15 36.371 1046 181 302 473 869 Non identifié - - + 

16 36.495 1085 186 339 399 517 

1002 

HHDP-gallagyl-

hexoside(Punicalag

in α) 

- + - 

17 37.545 684 415 353  Acide Caffeique 

glycoside dimmer 

+ + + 

18 38.471 804 413 390 323 Gallotannin + + + 

19 39.298 740 381 398 Non identifié + + + 

20 39.646 751 407 181 363 Non identifié - - + 
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21 

 

39.835 595 412 306 284 181 kaempferol-3-O-

rutniside 

+ + + 

22 40.516 1101 541 1085 Punicalin derivative + + + 

23 

 

41.715 1085 510 185 Digalloyl-gallogyl-

hex 

Punicalagin B 

+ + + 

24 42.976 1023 911 664 688 Non identifié + - + 

25 43.424 985 227 489 537 Non identifié - - + 

26 43.463 1005 537 Non identifié - + + 

27 44.000 1059 607 Non identifié - - + 

28 47.970 409 377 279 250 181 Non identifié + - + 

Pic Temp 

de rét 

[M-H]- Ms² Identification 

 

Extrai

t 

aqueu

x 

Extrait 

méthanolique 

Extrait 

hydro 

éthanolique 

29 1.067 519 378 331 273 211 Derevativr d’acide 

ellagique  

+ + + 

30 15.907 1532 359 Non identifié + - - 

31 19.984 785 741 723 249 205 digalloyl -HHDP-

hexoside 

(pedunculagin) 

+ - + 

32 32.626 515 205 347 265 Derivative de acide 

feurique  

+ + + 

33 34.705 379 311 232 Non edentifié + + + 

34 35.276 339 339 acide p-coumarique 

glucuronide 

+ - + 

35 36.310 393  249 325 digalloyl-HHDP-

hexoside  

(derevative de 

acide Ellagique) 

+ - + 

36 36.975 393 249 218 325 digalloyl-HHDP-

hexoside  

+ - - 

37 37.543 1493 667 Non identifié + + + 

38 37.797 407 339 277 205 Non identifié  + - - 

39 38.022 1485 217 Non identifié - + - 
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40 38.580 861 225 799 725 procyanidine trimer 

A 

+ + - 

41 39.276 1381 723 Non identifié - - + 

42 40.020 1542 1027 Non identifié + + + 

43 48.094 701 305 633 571 Di-HHDP-

Galloloylglucose)-

pentose 

+ + + 

44 49.384   Non identifié + - - 

45 49.952   Non identifié + - - 

46 50.012 1578 233 Non identifié - - + 

48 51.352 1578 233 Non identifié - - + 

 

III.4 Modélisation des complexes 

La modélisation de la punicalagine-β, de la punicalagine-α, de la punicaline, de l'acide 

gallique, de l'acide tannique, ainsi que leurs complexes avec l'eau, l'éthanol et le méthanol a 

donné les résultats suivants. L'acide gallique forme une liaison hydrogène avec l'eau avec une 

longueur de contact de 1,98 Å (figure III.3 (A)). La punicalagine-β (figure III.3 (B)) et la 

punicalagine-α (figure III.3 (C)) interagissent avec l'eau en formant deux liaisons hydrogène, 

avec des distances intermoléculaires de 2,02 Å, 2,14 Å et 2,03 Å, 2,14 Å, respectivement. La 

punicaline (figure III.3 (D)), comme l'acide gallique, forme une interaction avec une longueur 

de contact de 1,99 Å. Enfin, le complexe de l'acide tannique avec l'eau (figure III.3 (E)) 

présente deux liaisons hydrogène avec des longueurs de 1,99 Å et 2,00 Å.   

Dans le complexe de la punicalagine-β avec l'éthanol, ainsi que dans le complexe avec 

l'eau, la formation de deux liaisons hydrogène est observée, cependant, dans ce cas, la distance 

intermoléculaire est de 2. 09 Å et 2,66 Å. De même, la punicalagine-β interagit avec le 

méthanol, deux liaisons hydrogène sont formées avec une distance de 2,09 Å et 2,66 Å. Dans 

le complexe de l'acide tannique avec le méthanol, une liaison hydrogène est formée avec une 

longueur de contact de 1,99 Å. Une valeur similaire est observée dans le complexe de l'acide 

tannique avec l'eau. 
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Figure III.3 Structure des complexes de l'acide gallique (A), de la punicalagine-β (B), de la 

punicalagine-α (C), de la punicaline (D), de l'acide tannique (E) avec l'eau. 

A-Analyse des caractéristiques énergétiques des complexes 

L'analyse des énergies totales des complexes calculées par la méthode MERA a montré 

que les complexes les plus stables sont formés entre l'acide gallique, la punicalagine-β, la 

punicaline, l'acide tannique et l'éthanol, suivis par les complexes avec le méthanol et l'eau 

(Tableau 4.). Dans le cas de la punicalagine-α, le complexe le plus avantageux est formé avec 

l'éthanol, suivi de l'eau et du méthanol. Ce comportement de la punicalagine-α dans les solvants 

ne change pas significativement la situation lorsqu'on considère un mélange de composés. 

Ainsi, d'un point de vue énergétique, l'éthanol est le meilleur solvant pour l'extraction de 

l'écorce de grenade jaune, le méthanol est moins efficace, suivi de l'eau, ce qui concorde très 

bien avec les données expérimentales. 
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Tableau III.4 Energie totale (E, kJ/mol) des complexes d'acide gallique, de punicalagine-β, 

de punicalagine-α, de punicaline, d'acide tannique avec l'éthanol, l'eau et le méthanol. 

Compose E, kJ/mol 

Ethanol Eau Methanol 

Acide gallique -423.76 -359.16 -381.04 

punicalagin-β -2049.69 -2011.34 -2021.99 

punicalagin- α -2086.66 -2046.63 -2037.56 

Punicalin -1641.19 -1514.84 -1597.77 

Acide tannique  -3364.64 -3257.36 -3276.92 

 

B. Prédiction de l'activité biologique et du métabolisme  

Pour les composés étudiés, les probabilités d'activité antioxydante, antibactérienne et 

de métabolisme ont été calculées. L'activité biologique est exprimée sur une échelle entre 0 et 

1, 0 correspond à une probabilité d'activité biologique très faible et 1 à une probabilité élevée. 

Les résultats des activités biologiques prédites sont présentés dans le tableau 5. 

TableauIII.5 Probabilités prédites (P) du métabolisme (M), de l'activité antibactérienne (AB) 

et de l'activité antioxydante (AOX) pour les composés étudiés. 

 

BA 

 

Solvent 

P 

Acide 

gallique 

Punicalagin-

β 

Punicalagin- 

α 

Punicalin Acide 

tannique  

Moyen 

P 

AOX Ethanol 0.95 0.90 0.87 0 0.50 0.64 

Eau 0.30 0.70 0.49 0.82 0.44 0.55 

Methanol 0.74 0.66 0.77 0.41 0.67 0.65 

AB Ethanol 0.57 0.44 0.03 0.38 0.91 0.47 

Eau 0.22 0.33 0.54 0.21 0.47 0.35 

Methanol 0.53 0.76 0.48 0.67 0.37 0.56 

M 

(2D6) 

Ethanol 0.43 0.17 0.73 0.61 0.18 0.42 

Eau 0.066 0.43 0.31 0.88 0.47 0.43 

Methanol 0.000037 0.26 0.66 0.95 0.029 0.38 

M 

(3A4) 

Ethanol 0.75 0.70 0.75 0.56 0.98 0.75 

Eau 0.96 0.78 0.89 0.69 0.98 0.86 

Méthanol 0.87 0.63 0.90 0.63 0.97 0.8 
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L'analyse des résultats a montré que certains des composés étudiés se caractérisent par 

une probabilité élevée (0,7-1) ou modérée (0,4-0,6) d'activité biologique, tandis que d'autres 

composés ont une probabilité faible (0-0,3). Étant donné que l'analyse de l'activité antioxydante 

est effectuée à partir de solutions et que les structures forment de fortes liaisons hydrogène 

avec les solvants, les probabilités d'activité biologique des complexes avec l'eau, l'éthanol et le 

méthanol ont été calculées. La probabilité d'activité biologique des complexes dépend du 

solvant. Les complexes d'acide gallique avec l'éthanol et le méthanol ont une forte probabilité 

d'activité antioxydante de 0,95 et 0,74, et le complexe avec l'eau a une faible probabilité de 

0,30. Les complexes de punicalagine-β et de punicalagine-α avec l'éthanol sont caractérisés par 

la valeur la plus élevée de l'activité biologique (0,90 et 0,87). Le complexe de punicalagine-β 

avec l'eau (0,70) et le complexe de punicalagine-α avec le méthanol (0,77) ont également une 

forte probabilité d'activité antioxydante. Le complexe de punicaline avec l'eau est caractérisé 

par une activité biologique élevée (0,82), tandis que le complexe avec le méthanol présente une 

probabilité modérée de 0,41, et le complexe avec l'éthanol une probabilité de 0. L'acide 

tannique présente la meilleure activité antioxydante en combinaison avec le méthanol (0,67), 

une valeur de probabilité plus faible est observée en combinaison avec l'éthanol (0,50), puis 

avec l'eau (0,44). La détermination de l'activité biologique expérimentale étant réalisée pour 

un extrait contenant un mélange de composés, nous avons déterminé la valeur moyenne de la 

probabilité d'activité biologique pour un mélange de complexes. Il a été établi que les mélanges 

de complexes avec l'éthanol et le méthanol sont caractérisés par une probabilité presque égale 

(0,64 et 0,65) d'activité biologique, une valeur plus faible d'activité antioxydante (0,55) est 

observée pour les complexes avec l'eau. 

L'analyse des fragments pharmacophores, ballasts et antipharmacophores des 

complexes a montré que dans le cas des plus actifs d'entre eux (par exemple, « gallic acid - 

EtOH », « punicalagin-β-EtOH », « punicalagin-α-EtOH », « punicalagin-H2O »), au moins 3 

groupes OH (y compris le groupe OH du fragment COOH) des complexes, ou des atomes 

d'anneaux aromatiques associés à des groupes OH, ont un effet pharmacophore sur l'AOX, 

tandis que d'autres complexes moins actifs ont soit moins de groupes OH dans la zone 

pharmacophore, soit ces groupes ont un effet pharmacophore moins prononcé, soit les groupes 

OH constituent principalement la partie lestée du phytocomposant. Il est bien connu que les 

groupes OH, par exemple les groupes OH de la vitamine E décrits dans (Lü, 2010), jouent un 
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rôle très important dans l'activité antioxydante ; ils peuvent interagir avec les radicaux libres 

OH∙ de la manière suivante : 

ROH+OH∙→RO∙ +HOH 

Les groupes OH attachés à un anneau aromatique sont particulièrement actifs car le 

système radicalaire conjugué est très stable en raison de la distribution de l'électron libre dans 

l'ensemble du système aromatique. 

En outre, les complexes les plus actifs se caractérisent par l'interaction du solvant avec 

les groupes O ou OH du pharmacophore, avec formation d'une liaison hydrogène et 

stabilisation possible du radical RO∙ (Figure III.4). 

 

Figure III.4   a) punicalagine- α complexée à EtOH (le pharmacophore O du groupe OH 

interagit avec le H de OH du solvant), b) punicalagine- α complexée à H2O (le O du groupe CO 

interagit avec le solvant). (Couleur rouge - fragments pharmacophores, blanc - partie lestée, bleu - fragments 

antipharmacophores, la ligne pointillée verte représente la liaison hydrogène avec le solvant). 

Dans le cas des complexes moins actifs, le solvant forme des liaisons hydrogène avec 

l'oxygène du groupe CO, qui n'a pas d'hydrogène pour interagir avec le radical OH∙ (Figure 

III.4 -b). 

L'analyse de l'activité antibactérienne a montré que le complexe de l'acide tannique avec 

l'éthanol a une valeur de probabilité élevée (0,91), tandis que les complexes avec l'eau et le 

méthanol sont caractérisés par une probabilité modérée de 0,47 et 0,37, respectivement. L'acide 

gallique est plus actif dans le complexe avec l'éthanol (0,57), moins actif dans le complexe 

avec le méthanol (0,53) et l'eau (0,22). Les complexes de punicalagine-β et de punicaline avec 

le méthanol ont des probabilités élevées d'activité antibactérienne (0,76 et 0,67), les complexes 

avec l'éthanol sont caractérisés par une activité modérée (0,44 et 0,38), les complexes avec 

l'eau sont caractérisés par une faible probabilité (0,33 et 0,21). Pour les complexes avec l'eau, 

A B 
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la probabilité d'action antibactérienne la plus élevée est observée pour la punicalagine-α (0,54). 

Le complexe de punicalagine-α avec le méthanol a une probabilité de 0,48, et le complexe avec 

l'éthanol a une faible valeur d'activité biologique de 0,03. Une analyse des probabilités 

moyennes pour un mélange de composés avec des solvants a montré queque les complexes 

avec l'eau sont caractérisés par une probabilité de (0,35), tandis que les probabilités des 

complexes avec l'éthanol et le méthanol sont de 0,47 et 0,56. 

Les caractéristiques des complexes antibactériens hautement actifs présentés dans le 

tableau 5 sont les parties pharmacophores situés sur les parties hydroxyaromatiques 

périphériques des phytocomposants, les fragments de monosaccharides situés au centre des 

structures. Les fragments de l'anneau dihydrobenzopyranne, les fragments d'ester et les groupes 

carboxyles sont classés comme parties antipharmacophores des molécules. 

L'étude du métabolisme a montré que les complexes avec le méthanol, l'éthanol et l'eau 

sont caractérisés par une probabilité modérée de métabolisme sur l'isoforme 2D6 0,38, 0,42, 

0,43, respectivement. Une situation différente est observée pour l'isoforme 3A4 : les complexes 

sont caractérisés par une probabilité moyenne élevée de métabolisme, alors qu'une valeur plus 

élevée est observée pour les complexes aqueux (0,86), une valeur de probabilité plus faible est 

observée pour les complexes avec le méthanol (0,8) et l'éthanol. (0.75). 

L'analyse des structures caractérisées par un haut niveau d'activité sur l'isoforme 3A4 a 

montré que les pharmacophores comprennent des fragments d'esters, des fragments non 

substitués de systèmes aromatiques, des fragments d'alkyles et des groupes hydroxyles. Les 

résultats sont cohérents avec les données expérimentales (Dresser, 2000). On sait que ces 

fragments sont principalement soumis à des modifications au cours du métabolisme de 

l'isoforme 3A4. 

Ainsi, il a été constaté que les mélanges de complexes d'acide gallique, de punicalagine-

β, de punicalagine-α, de punicaline, d'acide tannique avec de l'éthanol, du méthanol, de l'eau 

ont dans tous les cas des valeurs élevées ou modérées d'activité antioxydante, antibactérienne 

et de métabolisme. Chaque complexe est caractérisé par son activité biologique. L'activité de 

l'extrait dépendra des molécules qu'il contient, ainsi que de leur rapport. Parallèlement, la 

probabilité moyenne d'activité antioxydante et antibactérienne des complexes avec l'éthanol et 

le méthanol est supérieure à celle des complexes avec l'eau. Cependant, la toxicité connue du 

méthanol et de l'éthanol limite l'utilisation des extraits obtenus. À cet égard, on peut supposer 
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que l'eau est un solvant efficace pour l'écorce de grenade jaune et que ses extraits aqueux sont 

des médicaments antioxydants et antibactériens prometteurs. 

III.5 Activité antioxydante  

Les activités antioxydantes des extraits de plantes ne peuvent pas être évaluées à l'aide 

d'une seule méthode (Gioti et al. 2009). Il est donc important d'effectuer plusieurs tests 

antioxydants plutôt qu'un seul afin d'obtenir une meilleure estimation de la capacité 

antioxydante, car il est connu que le mécanisme antioxydant dans les matrices biologiques est 

assez complexe (Antolovich et al. 2002). 

Dans la présente étude, six tests in vitro (DPPH., ABTS+, GOR., CUPRAC, FRAP et 

phénanthroline) ont été utilisés comme méthodes complémentaires pour évaluer l'activité 

antioxydante potentielle de l'écorce jaune de grenade, sur la base des mécanismes de piégeage 

des radicaux libres et d'oxydo-réduction.  Les résultats de l'activité antioxydante sont présentés 

dans le tableau III.6 et exprimés en termes d'IC50 et de A0,5, où les IC50 et A0,5 les plus faibles 

reflètent un pouvoir antioxydant plus élevé (Selcuk et Erkan 2015). 

Tableau III.6 Activité antioxydante de l'extrait aqueux, méthanolique et hydroéthanolique de 

l'écorce jaune de grenade par DPPH., ABTS+, essai de piégeage de GOR., CUPRAC, pouvoir 

réducteur et essai de phénanthroline. 

 DPPH  

IC50 µg/mL 

ABTS IC50 

µg/mL 

GOR IC50 

µg/mL 

CUPRAC  

A0.5 µg/mL 

pouvoir 

réducteur A0.5 

µg/mL 

phenanthroline  

A0.5 µg/ml 

Aqueux 12.42±0.52 b, c 7.05±0.12 b 6.03±1.12 b 7.40±0.79 c 16.00±4.02 d 10.23±1.95 b 

Methanolique 16.30±0.22b 8.37±0.43 a 5,83±0,12 b 10.33±0.17 a,b 34.22±1.74 c 24.10±1.44 a 

Hydro-

ethanolique  

9.90±1.08 c,d 8.42±0.06 a 7.69±0.25 a 11.78±0.49 a 48.88±1.31 b 24.29±2.30 a 

BHT 22.32±1.19a 1.59±0.03 c 3.32±0,18 c 9.62±0.87 b 152.24±2.43 a 2.24±0.17 c 

BHA 5.73±0.41d 1.03±0.00 c 5,38 ±0,06 b 3.64±0.19 d 8.41±0.67 e 0.93±0.07 c 

A-Ascorbique  NT NT NT NT 6.77±1.15 e NT 

A-Tannique  NT NT NT NT 5.39±0.91 e NT 

α-Tocopherol NT NT NT NT 34.93±2.38 c NT 

Les valeurs IC50 et A0,5 ont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en moyenne±SD (n=3). Les valeurs avec des 

exposants différents (a, b, c, d ou e) dans les mêmes colonnes sont significativement différentes (p < 0,05). NT : non testé.  
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DPPH                         ABTS                     CUPRAC                reducing power             phenanthroline                                          

 

Figure III.5 Résultats de quelque activités antioxydantes sur microplaque. 

Selon les résultats DPPH, l'extrait hydroéthanolique présente l'activité la plus élevée 

(IC50 = 9,90±1,08 µg/mL), cette valeur est proche de celle du BHA (IC50 =5,73±0,41 µg/mL) 

contrairement au BHT (22,32±1,19 µg/mL) qui sont utilisés comme normes. Viennent ensuite 

les extraits aqueux et méthanoliques (IC50 = 12,42±0,52 µg/mL et IC50 = 16,30±0,22 µg/mL 

respectivement). Pour l'essai de piégeage de l'ABTS, l'extrait aqueux a donné la meilleure 

activité (IC50 = 7.05±0.12 µg/mL) alors que les extraits méthanolique et hydroéthanolique 

donnent approximativement des valeurs égales ( IC50 = 8.37±0.43µg/mL et IC50 = 8.42±0.06 

µg/mL respectivement ). Chaque fois que le BHT et le BHA représentent une forte activité 

(IC50 = 1.59±0.03 µg/mL et IC50 = 1.03±0.00 µg/mL respectivement) par rapport à nos extraits. 

Cette fois, pour l'activité de piégeage du GOR, l'extrait méthanolique indique la meilleure 

activité (IC50 = 5,83±0,12 µg/mL) très proche du BHA, de l'extrait aqueux et hydroéthanolique 

( IC50 =5,38 ±0,06 µg/mL, IC50 =6.03±1.12 µg/mL , IC50 =7.69±0.25 µg/mL respectivement) 

et plus faible que le BHT ( IC50 = 3.32±0,18 µg/mL ). 

Dans l'essai CUPRAC, l'extrait aqueux a également indiqué une activité plus élevée 

(A0.5=7.40±0.79 µg/mL) que les extraits méthanolique, hydroéthanolique et le BHT (A0.5= 

10.33±0. 17µg/mL, A0.5= 11.78±0.49 µg/mL et A0.5= 9.62±0.87 µg/mL respectivement) à 

chaque fois que ces résultats sont inférieurs à ceux du BHA qui a donné (A0.5= 3.64±0.19 

µg/mL). 

Les résultats du dosage du pouvoir réducteur montrent que l'extrait aqueux est le plus 

actif (A0.5= 16.00±4.02 µg/mL) suivi de l'extrait méthanolique (A0.5= 34.22±1.74 µg/mL) et de 

l'extrait hydroéthanolique (A0.5= 48.88±1.31 µg/mL). Cependant, l'acide tannique, l'acide 

ascorbique et le BHA ont montré la meilleure activité (A0.5= 5.39±0.91 µg/mL, A A0.5= 

6.77±1.15 µg/mL, A0.5= 8.41±0.67 µg/mL respectivement) par rapport à nos extraits, tandis 
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que l'α-Tocophérol et le BHT donnent (A0.5= 34.93±2.38 µg/mL, A0.5= 152.24±2.43 µg/mL 

respectivement). 

Pour le test de la phénanthroline, l'extrait aqueux a également montré l'activité 

antioxydante la plus élevée (A0.5=10.23±1.95 µg/mL) suivi par les extraits méthanolique et 

hydroéthanolique (A0.5=24.10±1.44 µg/mL, A0.5=24.29±2.30 µg/mL respectivement). En 

revanche, en comparaison avec les standards, notre extrait a exprimé une activité antioxydante 

plus faible que celle du BHT et du BHA (A0.5= 2.24±0.17 µg/mL, A0.5=0.93±0.07 µg/mL 

respectivement). 

Les résultats du test DPPH représentés dans (Hadjadj et al. 2018) montrent que l'extrait 

hydroéthanolique a donné une activité antioxydante relativement plus élevée 4,64± 0,35 µg/ml 

par rapport à nos résultats. La même étude montre que le résultat ABTS 3,63± 0,07 est plus 

élevé que le nôtre. Au contraire, l'extrait éthanolique de peau de grenade étudié dans (Pal et al. 

2017), représente une activité antioxydante relativement plus faible dans le test DPPH (IC50 = 

16,78 µg/ml) par rapport à nos trois extraits, alors que pour l'activité de piégeage ABTS de la 

même étude, l'extrait a montré une activité antioxydante hebdomadaire par (IC50=587,36 

µg/mL ). 

Les résultats présentés par (Zahin, Aqil, et Ahmad 2010) indiquent que la fraction de 

méthanol est la plus puissante, suivie par les fractions d'éthanol, d'acétone et d'acétate d'éthyle 

pour la FRAP et le CUPRAC, alors que dans notre cas, l'extrait aqueux est l'antioxydant le plus 

puissant. (Y. Li et al. 2006) ont constaté que l'extrait de peau obtenu par l'utilisation d'un 

mélange composé de méthanol, d'éthanol, d'acétone et d'eau présentait une valeur FRAP 

significativement plus élevée que ceux obtenus à l'aide de solvants individuels, à savoir le 

méthanol, l'éthanol ou l'acétone. Le résultat du test d'activité phénanthroline réalisé par 

Chaabna, N., en 2023 sur l'extrait d'éther diéthylique de peau de grenade a montré une activité 

supérieure à celle de nos extraits (A0,5=1,04 ± 0,10 μg/mL). En ce qui concerne le dosage de la 

GOR , aucune étude n'a été réalisée.  

De nombreuses études ont confirmé qu'un contenu phénolique plus élevé dans les 

extraits correspond à une plus grande activité antioxydante (Gil et al. 2000) ; (X. Li et al. 2015) 

;(Singh et al. 2014), (Masci et al. 2016). Nos résultats n'ont pas confirmé cela, où nous avons 

trouvé que la valeur la plus élevée de TPC a été donnée par l'extrait méthanolique, tandis que 

l'extrait aqueux était l'antioxydant le plus puissant dans quatre tests de 6. Selon les résultats et 

la faible différence entre les valeurs de TPC de nos extraits, nous pouvons considérer qu'ils 
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sont égaux. Par conséquent, la différence dans les résultats de l'activité antioxydante peut être 

due à la nature des composés chimiques présents dans chaque extrait brut et à leur spécificité 

par rapport aux méthodes employées. 

Les groupes fonctionnels des polyphénols en particulier des acides phénoliques et des 

flavonoïdes sont les respensable de son effets antioxydants. Sihag, S et al (2022). Dans les 

résultats de l'étude in silico, au moins 3 groupements OH (y compris le groupement OH du 

fragment COOH) des extraits, ou des atomes de noyaux aromatiques associés à des 

groupements OH, ont un effet pharmacophorique sur l'activité antioxydante, c'est le cas des 

molécules identifiées riches en groupement OH qui appartiennent aux tannins hydrolysables. 

En conclusion et selon les résultats de l'étude comparative et de l'étude de laboratoire, l'activité 

antioxydante intéressante est probablement due à la quantité élevée de phénoliques et de 

flavonoïdes et surtout de tannins hydrolysables (punicalagine a, punicalagine b et punicalain). 

III.6 Activité anti-inflammatoire des extraits in vitro 

L’activité anti-inflammatoire des extraits in vitro de la peau jaune de grenade a été 

évalué par la méthode de dénaturation des protéines (BSA) dont les résultats sont exprimés 

dans la Figure III.6. 

 

Figure III.6 Activité anti-inflammatoire des extraits de peau jaune de grenade in vitro. 

La dénaturation des protéines est un processus au cours duquel les protéines changent 

de structure en perdant leur structure secondaire et tertiaire en raison de l'altération des liaisons 

hydrogène, hydrophobes, électrostatiques et disulfures. Par conséquent, la majorité des 

protéines perdent leurs activités biologiques et conduisent à la production d'auto-antigènes dans 

les maladies inflammatoires telles que l'arthrite rhumatismale (Banerjee et al 2014, Aichour et 
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al 2018). Ainsi, les produits naturels qui pourraient inhiber la dénaturation des protéines 

seraient un candidat possible pour le développement de médicaments anti-inflammatoires. 

Dans cette étude, les trois extraits ont été comparés à un médicament standard, 

l'Aspirine, dont le pourcentage d'inhibition est d'environ 97 % aux trois concentrations, à 1,25 

hydro- l'extrait éthanolique donne le meilleur pourcentage d'inhibition (63,36 %) suivi de 

l'extrait aqueux et de l'extrait méthanolique (24,80 % et 13, 78 % respectivement) ; à 2,5 mg/ml, 

l'extrait méthanolique et l'extrait hydroéthanolique donnent respectivement 50,59 % et 45,08 

%, ce qui est plus inhibiteur que l'extrait aqueux qui donne 29,93 %. À la concentration de 

5mg/ml, les trois extraits donnent leur meilleur pourcentage d'inhibition, l'extrait aqueux 

101,44%, l'extrait hydro-éthanolique 83,76% et l'extrait méthanolique 76,71%. 

Nos extraits sont plus performants que ceux de Maqsood Rashid et al. En 2018 où ils 

ont testé des extraits de fleurs de Punica granatum L., le pourcentage maximum d'inhibition de 

71,24% de l'extrait méthanolique à une concentration de 500 g, suivi par l'extrait aqueux de 

68,49% à la même concentration où l'Aspirine a montré une inhibition maximale de 75,66% à 

une concentration de 100 g/ml par rapport au contrôle. Cette grande différence dans les résultats 

nous permet de conclure que l'écorce jaune de grenade est plus efficace que la fleur dans son 

activité anti-inflammatoire. De même, l'extrait méthanolique donne le meilleur pourcentage 

d'inhibition par rapport à l'extrait aqueux dans l'activité inflammatoire in vivo de l'écorce de 

Punica granatum qui a été évaluée par (Douaouri et al 2018).  En utilisant des doses de 250 et 

500 mg/kg d'extraits méthanoliques et aqueux et administrés par voie orale dans l'œdème de la 

patte induit par la carragénine chez les souris, contre le diclofénac (50 mg/kg) est un 

médicament standard aux deux concentrations, l'extrait méthanolique a montré la meilleure 

activité où à 500 mg/kg le pourcentage d'inhibition de l'œdème de la patte de l'extrait 

méthanolique était égal à celui du diclofénac. 

C’est largement connu que L'écorce de grenade est extrêmement riche en tanins 

hydrolysables, en particulier en punicalagines, qui sont reconnues par leurs propriétés 

antioxydantes et anti-inflammatoires (Mastrogiovanni et al., 2019). Cette information a été 

confirmée par Du et al. (2019), dont les résultats indiquent que l'écorce de grenade possède un 

puissant effet anti-inflammatoire, la punicalagine étant le principal composant efficace. Dans 

la présente étude, et selon la quantification et l'identification des constituants de la peau jaune 

de grenade, la classe des tanins hydrolysables est parmi le polyphénol le plus abondant dans 

l'écorce jaune de grenade, y compris les punicalagines a et b, ces résultats montrent que les 
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tanins hydrolysables étudiés font partie des composés responsables de l'activité anti-

inflammatoire. 

III.7 Activité antibacterienne 

L’activite antibacterienne a un rapport avec la taille de la zone d'inhibition ou il est 

proportionnel à la sensibilité de l'organisme à l'antibiotique testé. Cela signifie que plus la zone 

d'inhibition est grande, plus la bactérie est sensible à un extrait particulier et la bactérie peut 

être classée comme résistante ou sensible à un extrait particulier. 

Le tableau III.7 présente les résultats des tests de différentes concentrations (1, 2 et 4 

mg/ml) d'extraits aqueux, méthanoliques et hydro-éthanoliques contre diverses souches 

bactériennes, notamment Escherichia coli ATCC 7839, Staphylococcus aureus ATCC 6538P, 

Enterococcus faecalis ATCC 19433 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.  

Pour toutes les concentrations et tous les extraits, aucune inhibition n'a été observée 

pour Escherichia coli ATCC 7839. Staphylococcus aureus ATCC 6538P montre une inhibition 

à différentes concentrations et extraits avec des zones d'inhibition allant de 11,5 mm à 24 mm. 

Enterococcus faecalis ATCC 19433 ne présente aucune inhibition aux concentrations 

les plus faibles pour tous les extraits. Cependant, à des concentrations plus élevées, 2 mg/ml 

pour l'extrait méthanolique et 4 mg/ml pour l'extrait hydro-éthanolique. En outre, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 ne présente pas d'inhibition aux concentrations les plus faibles pour 

tous les extraits. Cependant, à des concentrations plus élevées, une inhibition est observée pour 

l'extrait hydro-éthanolique à 8,5 mm et à une concentration de 4 mg/ml. 

Dans l'ensemble, les résultats suggèrent que les extraits aqueux, méthanolique et hydro-

éthanolique ont une activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus, tandis que les 

extraits méthanolique et hydro-éthanolique ont une activité antimicrobienne contre 

Enterococcus faecalis. Pour Pseudomonas aeruginosa, seul l'extrait hydro-éthanolique 

présente une activité. Escherichia coli est résistant à tous les extraits et concentrations testés. 

La grenade a un large spectre d'effets antimicrobiens, qui a un effet inhibiteur apparent 

contre les bactéries Gram-négatives et Gram-positives. De nombreuses études ont montré que 

l'activité antimicrobienne de l'extrait de peau de grenade était plus puissante que celle des autres 

parties, et qu'elle avait un effet antibactérien sur différents contaminants alimentaires/bactéries 

pathogènes, notamment Escherichia coli, Fusarium sambucinum, Penicillium italicum, et 

Bacillus subtilis Chen, J. et al (2020) 
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Hazem et al (2021) ont évalué l'activité antibactérienne de l'extrait d'exocarpe de cuir 

contre Escherichia coli et d'autres bactéries pathogènes/contaminantes alimentaires. Leurs 

résultats confirment les nôtres, où seule la concentration la plus élevée de l'extrait (10 mg/mL) 

a montré un effet bactéricide significatif contre E. coli ; les essais antimicrobiens ont montré, 

dans certains cas, un effet antimicrobien prometteur par rapport aux médicaments synthétiques. 

Elisabete M.C. Alexandre a testé les propriétés antimicrobiennes des extraits contre 

plusieurs pathogènes alimentaires tels que Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline, Listeria innocua, Listeria monocytogenes. 

Salmonella enteritidis, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli. Le dépistage initial de 

l'activité antimicrobienne a montré que la majorité des souches pathogènes semblaient 

sensibles aux extraits. P. aeruginosa a montré la zone d'inhibition la plus élevée et a été plus 

sensible aux extraits de pelure que la plupart des autres micro-organismes (Alexandre et al 

2019). 

Tableau III.7 Activité antibacterienne de l'extrait aqueux, méthanolique et hydroéthanolique 

de l'écorce jaune de grenade (n inh=non inhibé, n det= non detecté) 

 Concentration Esherishia 

coli ATCC 

7839 

Staphylococcus 

aureus  

ATCC 6538P 

Enterococcus 

feacalis  

ATCC 19433 

Pseudomonas 

aeruginosa 

ATCC 27853 

Extrait Aqueux 1 mg/ml N inh 11.5mm N inh N inh 

2 mg/ml N inh 15mm N inh N inh 

4 mg/ml N inh 19.5mm N inh N inh 

Extrait 

Methanolique 

1 mg/ml N inh 17.5mm N inh N inh 

2 mg/ml N inh 19mm 11mm N inh 

4 mg/ml N inh 24mm 14mm N inh 

Extrait 

Hydroethanolique 

1 mg/ml N inh 12mm N inh N inh 

2 mg/ml N inh 15.5mm N inh N inh 

4 mg/ml N inh 18.5mm 11mm 8,5mm 
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Figure III.7 photos representent la zone d'inhibition des extraits (A= aqueux, M= 

méthanolique, E= hydroethanolique) contre les bacteries utilisées. (E.Coli = Esherishia coli 

,Stph= Staphylococcus aureus ,Ent= Enterococcus feacalis , PS= Pseudomonas aeruginosa  ). 

➢ Detrmination de la concentration minimale inhibitrice  

D'après les résultats de l'activité antibactérienne, les trois extraits ont une activité 

antibactérienne contre Staphylococcus aureus ATCC 6538P, de sorte que la CMI ne peut 

être déterminée que pour cette bactérie. 

D’apres l’observation visuel des microplaques, tous les puits montre une turbidité se 

qui signifie l’absence de l’activité antibacteriene, en conclusion ,1 mg/ml est la concentration 
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minimale inhibitrice de nos trois extraits contre Staphylococcus aureus ATCC 6538P. comme 

montre la figure III.8 que represente les photos desresultats du test MIC. 

Nos résultats sont prometteurs si on les compare à ceux de (Yaser Nozohour 2018), où 

la CMI de l'écorce de grenade contre Staphylococcus aureus s'est avérée être de 25,0 ± 0,0 

mg/ml. Aussi Nos résultats sont également plus forts que ceux de (Naziri, Z et al 2012) qui 

montrent une CMI de 15,6±0,0 pour l'écorce de grenade acide et de 7,8±0,0 pour l'écorce de 

grenade douce contre Staphylococcus aureus. Ces résultats peuvent s'expliquer par la richesse 

et l'appétence de la peau jaune de la grenade, ou par la nécessité de modifier la gamme de 

concentration de notre étude et d'utiliser une concentration plus élevée (superieur a 1 mg /mL). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.8 : une photo des microplaques represente le resultats de le CMI. 

III.8 Résultats de la caractérisation des nanoparticules chargées des extraits de peau de 

grenade  

III.8.1 Caracterisation des nanoparticules vides et chargées d’extraits  

La méthode de nanoprécipitation a été choisis pour réaliser une encapsulation des 

extraits de peau de grenade à l’échelle nanométrique. Cette approche permet d’obtenir des 

nanoparticules avec des caractéristiques spécifiques. Les figures suivantes présentent les 

suspensions de particules obtenues après la phase de nanoprécipitation, ainsi que les poudres 

résultant de la lyophilisation.  
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Figure III.9 Suspensions de particules obtenues après nanoprécipitation de gélatine (G) et 

des extraits méthanolique (M), aqueux (A) et hydroéthanolique (E) 

 

 

 

 

 

Figure III.10 Poudres obtenues après la lyophlisations des suspensions de de gélatine (G) et 

des extraits méthanolique (M), aqueux (A) et hydroethanolique (E). 

La variation de couleur entre la poudre de nanoparticules de gélatine et les autres 

poudres des extraits indique l'incorporation correcte des extraits dans la gélatine, aussi est un 

indicateur clé qui peut fournir des informations sur la nature des composés encapsulés, leur 

stabilité, leur qualité. En géneral, la couleur du produit final encapsulé peut être influencée par 

l'interaction entre le principe actif et la matrice d'encapsulation, ainsi que par l’acidité ou 

l’alcalinité du milieu. Dans le cadre de notre étude, Les extraits de peau de grenade encapsulés 

présente unr couleur jaune marroné en raison des anthocyanines qu'ils contiennnent. Cette 

coloration varie en foction du type extrait (aqueux, hydroethanolique ou méthanoliques), ce 

qui cela est lié à leur composition chimique, leur structure, ainsi que sur leur état physique ou 

leur stabilité. 
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Dans la section suivante, nous allons examiner l'efficacité de l'encapsulation des 

extraits par la gélatine et procéder à une analyse de la taille des particules obtenue. Les 

résultats suivants va nous permet de vérifier si la méthode de nanoprécipitation a bien rempli 

ses objectifs en matière de taille et de distribution des nanoparticules. 

A. Potetiel zeta  

Les résultats de potentiel zêta obtenu sont résumés dans le tableau suivant, et permettent 

de discuter la charge superficielle des particules ainsi que de leur stabilité colloïdale dans 

différents milieux et de leur stabilité colloïdale. Dans le milieu éthanolique, Le potentiel zêta 

des particules des extraits aqueux et hydro éthanolique indique une charge légèrement positive 

(3.8 mV et 3.1 mV), ce qui suggère une répulsion modérée entre les particules. Bien que cette 

répulsion empêche une agrégation significative, elle ne garantit pas une stabilité colloïdale 

optimale. Par contre, Le potentiel zêta des particules de l’extrait méthanolique et des particules 

de gélatine, avec des valeurs de 6.1 mV et 7.7 mV respectivement, est légèrement plus élevé, 

indiquant que les particules dans ce solvant possèdent une charge nette positive plus marquée, 

favorisant ainsi une meilleure répulsion entre les particules.  

En revanche, dans le milieu aqueux, les particules des extraits aqueux et 

hydroéthanolique présentent un potentiel zêta négative, avec des valeurs absolues de -17,4 mV 

et de -7.3mV respectivement.  Ces valeurs indiquent une forte répulsion électrostatique, ce qui 

favorise une bonne stabilité colloïdale surtout pour les particules de l’extrait aqueux. Cette 

répulsion permet de maintenir les particules bien dispersées et d’éviter leur agrégation, rendant 

ainsi le milieu aqueux plus stable pour ces particules. Par contre, les valeurs de potentiel zêta 

des particules de l’extrait méthanolique et la gélatine ont diminué par rapport au milieu 

éthanolique, avec des valeurs de 0.7 mV et 0.6 mV respectivement. Ce qui suggère, que ces 

particules sont plus susceptibles de s’agglomérer facilement, en raison de la faible 

électrostatique entre elles. Sur la base de ces résultats, on peut conclure que les particules ont 

tendance à s'agglomérer et manquent de stabilité en suspension. Pour assurer leur stabilité 

colloïdale, Le cas échéant, il convient d'utiliser l'eau comme le solvant pour les particules 

d'extrait aqueux et hydroéthanolique, car elle favorise une meilleure dispersion et une stabilité 

accrue dans ces systèmes. 
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Tableau III.8 Les résultats de potentiel zêta des nanoparticules obenues 

Solvant 

Potentiel zeta mV 

Nps de l’extrait 

Aqueux 

Nps de l’extrait 

Méthanolique 

Nps de l’extrait 

Hydroéthanolique 
Nps de gélatine  

Éthanol  3.8 6.1 3.1 7.7 

Eau -17.4 0.7 -7.3 0.6 

 

B. Analyse granulométrique par laser  

La figure III.11 présente la distribution de la taille des particules pondérée en fonction de 

la fréquence %. Cette analyse permet de fournir des informations utiles sur l'existence de 

particules de grande taille ou d'agrégats au sein du système de nanoparticules.  

  

Figure III.11 Analyse granulométrique des suspensions des nanoparticules de gélatine et des 

trois extraits. 

Comme le montre cette figure III.11, les Nanoparticules de gélatine vides présentent 

deux distributions de fréquence distinctes, ce qui que signifier la présence de deux groupes 

distincts de particules dans l'échantillon, chacun avec une taille caractéristique différente. Le 

premier pic correspond à des particules fines (67.1nm) tandis que l’autre pic représente des 

particules plus grosses d’environ 241nm. La largeur étroite des deux pics indique un faible 

degré de polydispersité.  
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Les nanoparticules chargées avec les différents extraits de peau de grenade présentent 

également une distribution de taille large et unimodale. Cela signifie qu’elles aient une gamme 

de tailles relativement large, mais avec une distribution de tailles concentrée autour d'une taille 

dominante. En d’autres termes, il s’agit d’une distribution unimodale avec une polydispersité 

plus élevée.Le tableau III.9 présente les valeurs numériques de l'analyse de la taille des 

particules par ZetametreHoriba nanopartica. 

Tableau III.9 diamètre moyen et l'indice de polydispersité (PDI) des nanoparticules de 

gélatine et des trois extraits. 

Nanoparticules Diamètre moyenne (nm) Indice de polydispersité Potentiel zêta (mV) 

Extrait aqueux 486.1 0.880 3.8 

Extrait 

hydroéthanolique 

151.2 3.262 3.1 

Extrait methanolique 331.3 1.481 6.1 

Gélatine 183.1 0.390 7.7 

 

L’indice de polydispersité (PDI) indique le niveau d'homogénéité de la dispersion, 

compris entre 0 et 1. Si cette valeur est proche de 0, cela signifie que les particules de la 

dispersion sont homogènes dans leur taille. Si la valeur Indice de polydispersité (PDI) est > 

0,5, cela signifie la présence de particules de taille non uniforme (Hady, E. 2022 et al).   

Le diamètre moyen des nanoparticules issues de l’extrait de grenade hydroéthanolique 

est le plus petite (151,2 nm), ce qui suggère une meilleure dispersion ou une capacité de cet 

extrait à favoriser la formation de particules plus petites suivie les nanoparticules vide de 

gélatine par 183, nm. En comparaison, les nanoparticules issues de l’extrait méthanolique 

présentent une taille moyenne intermédiaire de 313,3 nm, reflétant une structure 

potentiellement plus compacte que celles produites avec l’extrait aqueux 486.1 nm, mais moins 

compacte que celle de l’extrait hydroéthanolique.  

Les nanoparticules de gélatine vides présentaient un indice de polydispersité (PDI) de 

0.390, démontrant ainsi une grande stabilité cinétique, ce qui empêche leurs agrégations, 

confirmer ainsi par sa valeur de potentiel zêta de 7.7 mV. Par ailleurs, les nanoparticules 

d'extrait aqueux présentent un indice de polydispersité PDI de 0.880 et un potentiel zeta de 3.8 

mV indiquant une faible stabilité, ce qui peut entrainer une agrégation des particules de taille 

non uniforme.  
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Les nanoparticules issues des extraits méthanolique et hydroéthanolique présentent une 

un indice de polydispersité PDI de 1,481 et 3.262 respectivement, ce qui indique également la 

présence de particules de taille non uniforme. Cette polydispersité peut être un indice 

d'existence de grosses particules ou d'agrégats dans le système de nanoparticules. L’indice de 

polydispersité PDI élevé des nanoparticules de l’extrait hydroethanolique peut être expliquer 

par son faible potentiel zêta de 3.1mV indiqu une faible stabilité, ce qui peut entrainer une 

agrégation des particules. Pour les nanoparticules de l’extrait méthanolique, sa valeur du 

potentiel zêta de 6.1 mV,  légèrement élevé et donc présente une meilleure stabilité que les 

deux extraits précédents, mais reste relativement faible. La valeur grande de son indice de 

polydispersité PDI (1.481) est probablement due à l'existence de grosses particules. 

Zahed, N., et al en 2024 a nanoencapsulé avec la gomme de graines de Lepidium 

perfoliatum et le maltodextrine l'extrait d'anthocyanine de de la peau de grenade extraire par la 

CO2 supercritique. La taille moyenne des particules était de 308 nm, ce qui est similaire aux 

nanoparticules issues de l’extrait méthanolique dans notre étude. Hashem, N. M., en 2023 a 

également nanoencapsulé le composé synbiotique de l'écorce de grenade dans de l'alginate, les 

résultats de la taille des particules étaient supérieurs aux nôtres, où la taille de ces particules 

était de 544,5 nm. La nanoencapsulation de l'ellagitannine purifiée de l'extrait aqueux de 

l’écorce de grenade dans la gélatine a révélé des d'une taille de 149,37 nm (Li, Z et al 2011). 

Ce résultat est proche de celui des nanoparticules hydroéthanoliques.la différence entre cette 

résultats et notre de l’extraits aqueux est probablement due au méthode de nano encapsulation 

utilisé, ou Li, Z et al ont choisis l’auto-assemblage pour obtenir les nanoparticules ellagitannine 

-gelatine . 

C. L’efficacité d’encapsulation  

Apres avoir analysé les donnés obtenues par spectroscopie UV-Visible des extraits et des 

particules encapsulées, les resultats du taux d’encapsulation (EE %) et du taux de chargement 

(DL %) des troix extraits encapsulés aqueux, méthanolique et hydroéthanolique) sont présentés 

dans le tableau ci-desous. 
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Tableau III.10 Efficacités d'encapsulation et le taux de chargement (drug loading) en 

principe actif des trois extraits encapsulés 

 

 

 

L’extrait aqueux montre un taux d’encapsulation le plus élevé (19.11 %), ce qui suggère que 

l’encapsulation dans la matrice a permis de retenir une quantité significative des composants 

de l’extrait de grenade. Le taux de chargement (59.71%) est également le plus élevé parmi les 

trois extraits, indiquant une bonne capacité de la matrice à incorporer l’extarit dans les 

particules . Cela peut être dû à une bonne solubilité de l’extrait dans le solvant aqueux, facilitant 

ainsi l’encapsulation. Pour l’extrait métanolique, le taux d’encapsulation est légérement plus 

bas (16.21%) par rapport à l’extarit aqueux, mais reste relativement élevé. Le taux de 

chargement est également significatif (55.89%), ce qui indique une quantité relativement 

importante de composants d’extaits de grenade incorporées. Ce résultat pourrait etre attiribué 

aux propriétés de solubilité spécifiques de l’extait méthanolique, bien qu moins optimales de 

celle de l’extrait aqueux. Par ailleurs, l’extait hydroéthanolique présente des résultats similaires 

à ceux de l’extrait méthanolique, avec un efficacité d’encapsulation légèrement inferieur 

(15.90%) et un taux de chargement en principe actif de 51.29 %. Bien que ce taux soit 

légerement plus bas, il reste une plage acceptable. La composition du solvant hydroétanolique 

peut affecter la solubilité et l’interaction avec la matrice d’encapsulation, entrainant un taux 

d’encapsulation légerement inférieur à celui des extraits aqueux et méthanoliques. En 

comparant ces résultats avec ceux de la taille des nanoparticules, on constate une forte 

corrélation entre la taille des nanoparticules obtenues, leur efficacité d’encapsulation ainsi que 

leur taux de chargement pour les trois extraits. Nos résultats sont différents comparés à l’étude 

réalisée par Li, Z., et al en 2011 qui sert a nanoencapsulé l’ellagitanninns de grenade dans la 

gélatine, ces resultats montre que l’efficacité d’encapsulation était 53.074.2% et le taux de 

chargement du punicalagin A and punicalagin B dans les particules etaits 94.270.4% and 

83.870.5 %, respectivement. Ces resultats sont plus forts que notre. Cette differance est 

probablement dus aux conditions d’encapsulation, à la quantité d’extrait et de gélatine, au choix 

du solvant et au temps d’incubation. Tous ces paramètres peuvent altérer le rendement, 

l’efficacité et le taux de chargement de l’encapsulation.  

 

Les nanoparticules des extraits EE% DL% 

Aqueux 19.11 59.71 

Methanolique 16.21 55.89 

Hydroethanolique  15.90 51.29 
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D. Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourrier  

Afin d’étudier les interactions chimiques entre les extraits et la gélatine, une analyse 

par FTIR a été réalisée. Généralement, le resultats de l'interaction entre principe actif et le 

polymère se manifestent par la forme d’une formation de nouvelles bandes d'absorption et/ou 

d’elargissemnt des bandes d'absorption dans les spectres (Yenilmez, E. 2017).  Les resultats 

sont présentés dans les figures III.12, III.13, III.14. 
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Figure III.12 Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier pour la gélatine et l’extrait 

aqueux brute et encapsulé. 
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Figure  III.13 Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier pour la gélatine et l’extrait 

methanolique brute et encapsulé . 
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Figure  III.14 Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier pour la gélatine et l’extrait 

hydro-ethanolique brute et encapsulé . 

Les résultats du FTIR pour les trois extraits montrent que les spectres sont presque 

superposables et contiennent presque les mêmes pics. La bande large autour de 3308 cm-1 

correspond aux vibrations d'élongation d'une liaison O-H (hydroxyle), présents en grande 

quantité dans les polyphénols. La bande apparaissant autour de 2942 cm-1 correspond à une 

bande d'absorption caractéristique des liaisons C-H (hydrocarbures). En revanche, les deux 

bornes 1716 cm-1 et 1616 cm-1 sont probablement dues aux vibrations des liaisons C=O des 

molécules présentes dans les extraits, comme les flavonoïdes.  

 Par ailleurs, celle apparaissant à 1448 cm-1 est attribuée à l'allongement C=C des 

groupes carbonyles, tandis que les bandes d'absorption autour de 1221 cm-1 et 1022 cm-1 sont 
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associées aux vibrations des liaisons C-O-C. Le pic à 1339 cm-1 est probablement attribué à la 

liaison C-H (fonction ester). Nos resultats sont on accord avec la litérature ( Soltanzadeh, M.,et 

al 2021) ;( Vinay, C. H., et al 2018). 

Le FTIR de la gelatine montre des pics caractristique à 3290 cm-1 qui est associée aux 

vibrations des liaisons hydrogène des groupes NH (Bande d'amide A), le pic à 2942 cm-1 liée 

aux vibrations des groupes CH_2 (Bande d'amide B). Le pic a 1662 cm-1 est principalement 

associée aux vibrations des liaisons carbonyl (C=O) des groupes amides (Bande d'amide I), 

1537 cm-1 qui est liée aux vibrations de flexion des liaisons NH et C-H (Bande d'amide II)( 

Li.Z et al 2011), et finalement le pic à 1230 cm-1 qui est associée aux vibrations des liaisons C-

N et N-H, ainsi qu'aux vibrations de flexion des liaisons C-N et N-H (Bande d'amide III) (Nejat, 

H et al 2017). 

La comparaison par superposition du spectre des extraits, du gelatine et des extraits 

encapsulés montre la formation de nouveaux pics (2359 cm-1, 2319 cm-1,1646 cm-1,1508 cm-

1) et l’apparitions des meme pics de gelatine (1537 cm-1) et d’extraits 1448 cm-1 ainsi que la 

disparitons de certains pics caracteristiques des extraits et de gélatine tel que le pic du groupe 

hydroxyle à 3308 cm-1. D'après les résultats, la principale force de liaison semble être la liaison 

hydrogène, ce qui est cohérent avec l'apparition de pics à 1646 et 1537 cm-1 et avec la 

disparition des groupes hydroxyles à 3308 cm-1 (Li, Z., et al 2011). Ces resultats signifie que 

les extraits sont bien encapsulés dans les particules de gélatine. 

E. Microscope a force atomique AFM  

Les films contenant les nanoparticules de gélatine et des extraits ont été observés sous 

microscope à force atomique AFM afin de visualiser et de caractériser leurs surfaces. D’apres 

les images obtenues, les nanoparticules chargées à l’extrait aqueux présnetent une taille, une 

forme et une dispercité presque homogene avec une surface plus claire ce qui indique une 

encapsulation efficace, ce résulat a été confirmé précedement ou nous avons obtenu un taux 

d’encapsulation le plus eleve pour l’extarit aqueux.  Par contre, les images des nanoparticules 

vides de gelatine et chargées par l’extrait methanolique révelent une densité plus élevée de 

particules, entrainant une surface mois claire et de taille peu uniforme. Enfin, les particules 

chargées avec l’extrait hydroethanolique ne montrent aucune particule sous forme spherique. 

Cette absence des particules probablement due au faible efficacité d’encapsulation et le taux 

de chargement de nanoparticules de l’extrait hydroethanolique par rapport au autres extraits, 

aussi sa peu etre expliquer par l’absence des particule dans la surface analysé. 
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Figure III.15 photo des films chargées des nanoparticules des extraits sous un-Microscope a 

force atomique AFM. 

F. L’analyse par diffraction des rayons X 

Les résultats de diffraction des rayons X des échantillons de nanoparticules vides de 

gélatine, des nanoparticules de l’extrait aqueux et des nanoparticules de l’extrait hydro 

ethanolique sont illustrés dand le diagramme dans la figure III. 16. Le diagramme des particules 

de gélatine après encapsulation montre des pics de diffraction a 43.55°, 50.84°et a 72.54°. La 

forme pointue de ces pics indique une structure cristalline des particules de gélatine après 

encapsulation, bien qu'il soit connu que la gélatine soit principalement amorphe et que les 

diagrammes de diffraction des rayons X présentent généralement deux pics caractéristiques 
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dans la plage 2θ de 15 à 25° (Wang, J. et al., 2012), ces structures cristallines peuvent se former, 

notament si la gélatine a été soumise à un traitement particulier ou à des conditions de séchage 

spécifiques dans notre cas , la chauffage a 60°C, la refroidissement , l’utilisation de l’ethanole 

comme solvant organique, et le sechage par lyophilisation.  

Après l'ajout de l'extrait aqueux, l'intensité du pic de diffraction de la gélatine a diminué 

et un large pic est apparu autour de 2θ = 20°. Cette évolution peut etre attribuée à l'interaction 

entre l'extrait et la gélatine, ce qui pourrait entrainer une réduction de la proportion de gélatine 

présente sous forme cristalline. Ce pic large pourrait également indiquer un désordre dans la 

structure cristalline ou une réduction de la taille des cristallites, caractéristiques des matériaux 

nanométriques. De plus, il pourrait suggérer la présence d'une phase amorphe ou semi-amorphe 

(Nejat, H et al 2017).  

Par contre, les pics de la gélatine n'ont pas été observés dans les particules chargées 

d'extrait hydroethanolique. A la place, on constate l’apparition d’un nouveua pic large environ 

2θ = 20° ce qui présente un profil similaire au matériaux nanométriques comme mentioné 

precedament, aussi Cela suggère la présence d'une phase amorphe ou semi-amorphe (Nejat, H 

et al 2017). 

 

Figure III.16 Diagramme DRX des nanoparticules de gélatine et des extraits aqueux et 

hydro-ethanolique. 

G.   La microscopie électronique à balayage (MEB) 

Les images obtenues par microscopie électronique à balayage (MEB) des nanoparticules 

vides présentent un faible contraste, rendant difficile l'observation détaillée de leur 

morphologie. Pour une meilleure résolution, un grossissement plus élevé, d’environ 100 nm, 

est nécessaire, ce qui permet de confirmer les valeurs obtenues par granulométrie laser. En 
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outre, l’analyse MEB des nanoparticules chargées avec des extraits de peau de grenade aqueux, 

méthanoliques et hydroéthanoliques montre qu’ils ont une morphologie sphérique et une taille 

nanométrique. Toutefois, une certaine agrégation est observée, ce qui est confirmé par les 

valeurs élevées de l'indice de polydispersité (PDI) pour les trois formulations. Une analyse 

complémentaire par microscopie électronique à transmission (MET) est nécessaire pour une 

détermination plus précise la forme de ces produits élaborés à l’échelle nanométrique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.15 images des nanoparticules (A) de gélatine, (B)chargées de l’extrait aqueux,(C) 

chargées de l’extrait methanolique et (D) chargées de l’extrait hydroethanolique sous un 

microscope électronique à balayage (MEB) 
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Conclusion et perspective 

            Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales, véritables sources de 

molécules biologiquement actives, Leur utilisation connait une forte progression. Au cours de 

la dernière décennie, une émergence considérable dans l’emploi des médicaments à base de 

plantes par rapport aux substances synthétiques en raison de leur coût, de leur accessibilité 

efficacité et de leur faible toxicité.   Nous avons choisi de nous intéresser la grenade et plus 

spécifiquement à la peau du fruit de la grenade (Punica grantum L) en raison de ses nombreuses 

applications traditionnelles pour le traitement de diverses maladies.  

Sur la base de données de la littérature, une stratégie a été adoptée pour élucider les étapes de 

la préparation de ce travail, lequel a été structuré comme suit : 

La première partie de cette étude est consacrée à l’extraction des composés bioactifs de 

de la peau jaune de grenade, ainsi qu’à la détermination de leur composition chimique. Cette 

section inclus également une étude de simulation de quelques composés présents dans nos 

différents extraits en lien avec leur activité antioxydante, l’activité anti-inflammatoire et 

l’activité antimicrobienne. 

La deuxième section de cette partie expérimentale sera dédiée à l’encapsulation des 

extraits de la peau jaune de grenade par la méthode de nanoprecipitation suivie de la 

caractérisation des nanoparticules obtenues. 

L'analyse des travaux réalisés a donné les résultats suivants : 

✓ Le rendement d'extraction de l'extrait hydroéthanolique était le plus élevé (50,62%) 

suivi par l'extrait méthanolique (36,5%) et l'extrait aqueux (30,4%). 

 

✓ L'extrait méthanolique présente les concentrations les plus élevées en polyphénols 

totaux (259,37 ± 13,66 mg GAE/g), de flavonoïdes (63,20 ± 10,02 mg QE/g) et tanins 

hydrolysables (221,32 ± 0,00 mg TAE/g). 

 

✓ Parmi les 22 polyphénols et flavonoïdes ont été analysés par des standards authentiques, 

l'acide maléique (47,534 min) représente la surface maximale avec des pourcentages de 

72,1 % et 59,80 % dans les extraits aqueux et méthanoliques, respectivement. Par contre 

dans l'extrait hydroéthanolique, l'acide coumarique La surface maximale est 

représentée (1.349 min) domine avec une proportion de 88.69 %.  
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✓ Parmi les 48 composés phénoliques détectés par UPLC-ESI-MS-MS, 25 ont été 

identifiés et classés en 14 tanins hydrolysables, 5 acides phénoliques, 3 flavonoïdes, 2 

anthocyanines et 1 proanthocyanidine. 

 

✓ L'analyse des énergies totales des complexes calculés par la méthode MERA a montré 

que les complexes les plus stables sont formés entre l'acide gallique, la punicalagine-β, 

la punicaline, l'acide tannique et l'éthanol, suivis par les complexes avec le méthanol et 

l'eau. Donc en peut conclure que l'éthanol est le solvant le plus efficace pour l'extraction 

de l'écorce de grenade jaune tandis que le méthanol est moins efficace, suivi de l'eau.  

Ces résultats sont en parfaite concordance avec nos données expérimentales.  

 

✓ La probabilité moyenne de l'activité antioxydante et antibactérienne des complexes 

avec l'éthanol et le méthanol est supérieure à celle des complexes avec l'eau.  

 

✓ L'activité antioxydante a été évaluée en utilisant le (DPPH), le (ABTS), (GOR), 

(CUPRAC), le pouvoir réducteur et le dosage de la phénanthroline. Parmi les méthodes 

testées, l'extrait aqueux a montré la capacité antioxydante la plus élevée dans quatre de 

ces tests, avec des valeurs d’IC50 et d'A0,5 suivantes : IC50 (ABTS) : 7,05 ± 0,12 µg/ml, 

A0,5 (CUPRAC) : 7,40 ± 0,79 µg/ml, A0,5 (pouvoir réducteur) : 16,00 ± 4,02 µg/ml, 

et A0,5 (test de la phénanthroline) : 10,23 ± 1,95 µg/ml. 

 

✓ L'effet anti-inflammatoire in vitro des extraits de peau jaune de grenade a été évalué 

par la méthode de dénaturation des protéines (BSA). À la concentration de 5mg/ml, les 

trois extraits ont montré leur meilleur pourcentage d'inhibition : l'extrait aqueux a atteint 

101,44 %, l'extrait hydroéthanolique 83,76 % et l'extrait méthanolique 76,71 %. 

 

✓ Concernant l'activité antimicrobienne, la méthode de diffusion par puits a été utilisée. 

Les résultats indiquent que les extraits sont actifs contre Staphylococcus aureus ATCC 

6538P à toutes les concentrations testées, avec la meilleure inhibition observée à 

4mg/ml. 
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✓ Les résultats de la spectroscopie FTIR montrent que les spectres sont similaires, 

suggérant la présence de composés bioactifs communs, tels que les polyphénols et les 

flavonoides. Les bandes caractéristiques des vibrations des liaisons O-H, C-H, C=O et 

C-O-C confirmant la richesse en groupes fonctionnels typiques des polyphenols dans 

ces extraits.   

 

✓ La spectroscopie FTIR de la gélatine a permis d’identifier des amides confirmant ainsi 

sa structure. La comparaison des spectres des extraits encapsulés avec ceux de la 

gélatine et des extraits non encapsulés, a révèle l’apparition de nouveaux pics (2359 

cm-1, 2319 cm-1, 1646 cm-1, 1508 cm-1) et la disparition et le déplacement de certains 

pics caractéristiques des extraits et de la gélatine. Cela suggère la formation de 

nouvelles interactions entre la gélatine et les extraits probablement par des liaisons 

hydrogène, ce qui est renforcé par l’apparition des pics 1646 cm-1 et 1537 cm-1, et la 

disparation du pic du groupe à 3308 cm-1. Ces résultats confirment que les extraits sont 

efficacement encapsulés dans la matrice gélatineuse. 

 

✓ L’observation des particules chargées des extraits encapsulés microscopie à force 

atomique (AFM) montre que l’extrait méthanolique présente une densité plus élevée et 

une surface moins uniforme, indiquant moins homogène. Pour les particules de l’extrait 

hydroéthanolique ne montrent pas une forme sphérique nette, ce qui suggère une 

encapsulation moins structurée pour cet extrait. En revanche, l’extrait aqueux semble 

être le plus efficace pour l’encapsulation des particules de gélatine, offrant une 

meilleure taille, une meilleure forme et une surface plus claire avec un taux 

d’encapsulation le plus élevé comparer aux autres extraits. 

 

✓ Les résultats de diffraction par des rayons X révélant ainsi une bonne interaction de la 

gélatine avec les différents extraits. 

 

✓ Nos résultats montrent que les nanoparticules issues de l’extrait hydroéthanolique avec 

une taille moyenne 151,2 nm et un faible potentiel zêta de 3,1 mV, présentent la 

meilleure homogénéité et dispersion par rapport autres extraits. À l'inverse, les 

nanoparticules de l’extrait aqueux affichent la taille la plus élevée de 486.1 nm et un 

potentiel zêta faible de 3,8 mV, indiquant une forte propension à l’agrégation. Pour les 
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nanoparticules méthanoliques présentent une taille moyenne intermédiaire de 313,3 nm 

et un potentiel zêta élevé de 6,1 mV. En comparaison, les nanoparticules vides de 

gélatine de taille 183.1 nm présentent une stabilité notable potentiel zêta de 7,7 mV 

illustrant leur résistance à l'agrégation. 

 

✓ L’efficacité d'encapsulation et le taux de chargement des nanoparticules de l’extraits 

aqueux sont les plus grande par 19.11% et 59.71% respectivement comparé à celle des 

autres extraits. 

✓ Les images obtenues par MEB des nanoparticules nous permet de montré la forme 

sphérique et régulière de ces dernières, et que sont de l’échelle nanometrique. 

Au cours de cette thèse, nous avons exploré un aspect particulièrement intéressant de la 

grenade: la peau de grenade, souvent considérée comme un déchet industriel dans la fabrication 

du jus de grenade. Cette approche intègre une dimension environnementale qui complète les 

aspects chimiques et biologiques de notre étude. Nous avons mis en évidence l'importance des 

activités antioxydantes, antiinflammatoires et antibactériennes des extraits de peau de grenade 

mais aussi l’intérêt de la nanoencapsulation notamment pour améliorer leur efficacité et assurer 

leur protection. Afin de prolonger et approfondir ces travaux, nous recommandons également 

que des recherches supplémentaires soient menées. Il serait particulier de déterminer 

d’optimiser l’encapsulation et d'explorer d'autres activités biologiques de ces extraits après 

encapsulation telles que leurs propriétés antidiabétiques ou anticancéreuses. Par ailleurs, 

l’extension des études à des essais cliniques in vivo serait bénéfique pour approfondir la 

compréhension de leurs effets et leur potentiel thérapeutiques de ces extraits encapsulés. 

En conclusion, ces résultats confirment que les extraits sont bien encapsulés dans les particules 

de gélatine, avec une meilleure efficacité d'encapsulation pour l'extrait aqueux. Cette 

encapsulation pourrait potentiellement améliorer la stabilité et la biodisponibilité des composés 

bioactifs présents dans ces extraits. Ces systèmes d’encapsulation présentent un fort potentiel 

pour des applications pharmaceutiques ou alimentaires ouvrant de nouvelles approches dans le 

développement de produits fonctionnels et thérapeutiques 
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Annexe A : 

Solvants et réactifs utilisés: 

Folin-Ciocalteu 

Carbonate de sodium (Na2CO3) 

Acide gallique 

Acétate de potassium (CH3COOk) 

Nitrate d'aluminium (Al (NO3)2.9H2O) 

Quercétine 

Iodate de potassium (KIO3) 

Acide tannique 

Acide formique (HCOOH) 

Méthanol 

Éthanol  

1,1diphényl-2-picrylhydrazyle DPPH•   

Hydroxyanisole butylé (BHA) 

Sel d’ammonium de l’acide 2,2’azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6sulfonique) (ABTS+) 

Persulfate de potassium (K2S2O8) 
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butylhydroxytoluène (BHT) 

2,6-di-tert-butyl-4-hydroxy-3,5-diméthoxyphényle (Galvinoxyl). 

Chlorure de cuivre (CuCl2) 

Acétate d'ammonium (C₂H₇NO₂) 

Ferricyanure de potassium K3Fe (CN) 6 

Acide trichloracétique (TCA) 

Trichlorure de fer (FeCl3) 

Acide ascorbique 

Acide tannique  

α-Tocophérol 

Phénanthroline 

Albumine sériume de bovine (BSA)  

Tris-base 

HCl 

Aspirine 

Gélosé 

Bouillon nutritif 

Gélatine type A 

Annexe B 

Activité antioxydante 

1 Dosage des polyphénols  

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu selon 

une méthode de dosage sur microplaque , Le réactif FCR, constitué par un mélange d’acide 

phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12O40), est réduit, lors 

de l’oxydation des phénols, en mélange d’oxydes de tungstène (W8O23) et de molybdène 

(Mo8O23).  La coloration bleue produite est proportionnelle à la teneur en phénols totaux et 

possède une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm. 

A Gamme d’étalonnage de l’acide gallique 

Solution Folin Ciocalteu (0.1N) : prendre 1ml de la solution deuFolin Ciocalteu concentré 

(2M) est complété à 10ml avec de l’eau distillée (9ml). 

Carbonate de sodium (7.5%) : dissoudre 7.5 g de carbonate de sodium dans 100 ml eau 

distillé. 

Une solution mère de l’acide gallique dans du méthanol (0.2mg/ml) avec huit dilutions (25, 
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50, 70, 100, 125, 150, 175 et 200 µg/ml) ont été préparées. Dans une microplaque, pipetter 

20µl de chaque dilution et ajouter 100µl de la solution Folin Ciocalteu (0.1N) et 80µl du 

Carbonate de sodium (7.5%). Les absorbances sont lues à 765nm après incubation pendant 

2h. La droite d’étalonnage est illustrée dans la Figure  

 

Courbe d’étalonnage acide gallique 

2 dosages des flavonoïdes 

A. Gamme d’étalonnage de de la quercétine : 

Pour tracer la courbe d'étalonnage de la quercetine, Une solution mère de de la quercétine 

dans du méthanol (0.2mg/ml) avec huit dilutions (25, 50, 70, 100, 125, 150, 175 et 200 

µg/ml) ont été préparées. Dans une microplaque, pipeter 50 µl de chaque dilution et ajouter 

130 µl de méthanol, 10 µl de CH3COOk, et 10 µl d'Al (NO3)2.9H2O après une incubation de 

40 min. les absorbances ont été lu à 415 nm.  

  

Courbet d’étalonnage quercetine 

 

3 Dosage de tannins hydrolysable 

 

• Afin de quantifier les tannins hydrolysables, Six concentrations différentes de la 

solution d’acide  tannique (500-2000 mg/L) ont été préparées pour tracer la courbe 

d'étalonnage. Puis 5 mL de KIO3 à 2,5%( 2.5 g dans 100 ml eau distillé) sont ajouté et 
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vortexés pendant 10 secondes. Apres 4 min, l'absorbance du mélange de couleur rouge 

est déterminée à 550 nm.  

 

 

 

4 Activité antioxidantes: 

A activité antioxydante par le test ABTS scavenging: 

• solution d’ABTS  

-Mélanger 7mM d’ABTS dans l’eau avec 2,45 mM de persulfate de potassium. 

-Conserver la solution à l’abri de la lumière et à température ambiante pendant 12 h avant 

utilisation pour que la solution se stabilise.  

-Avant utilisation, vérifier l’absorbance à 734 nm (elle doit être comprise entre 0.6 et 0.7). 

B Activité antioxydante par le test de la capacité antioxydante réductrice du cuivre 

(CUPRAC). 

Solutions Acétate d’ammonium1M 

Melanger 1,927 g Acétate d’ammonium (ACNH4) avec 25 ml d’eau distillé pour obtenire une 

solution transparante de PH=7  

• Solution chlorure de cuivre  10mM 

Melanger  0,042625 g du chlorure de cuivre. (Cu Cl2, 2H2O) avec 25 ml d’eau distillé pour 

obtenir une solution bleu et de 10mM 

• Solution de Neocupronin 7.5 mM 

Melanger 0,039 g (Neocupronin) avec 25 ml de méthanol. (7.5 mM) 
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C Activité antioxydante par le dosage DPPH 

• Solution de DPPH. 

Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol, 

L’absorbance est 0.5 nm (517 nm) dans le spectrophotomètre. 

Gardé la solution à -20°C  à l’abri de la lumière.  

D Activité antioxydante par absorbance dans le test de la phenanthroline 

Solution de Phenanthroline (0.5%)  

Melanger 0.05g de 1,10-Phenanthroline dans 10ml de Methanol. 

• Solution de chlorure de fer  (0.2%) 

Mélanger 0.02g de FeCl3 dans 10ml de d’eau distillé. 

 

E Activité antioxydante par le test du pouvoir réducteur 

• Solution de potassium ferricyanide (1%) : 

Mélanger 1 g de K3Fe(CN) 6 dans 100 ml d’eau distillé . 

• Solution d’acide tri-chloroacétique (10%)  

Mélanger 1 g de TCA dans 10 ml d’eau distillé. 

• Solution de chlorure de fer (0.1%) 

Mélanger 0,1 g de FeCl3 dans 100 eau distillé. 

F  Activité antioxydante par pourcentage d'inhibition dans le test de piégeage du radical 

galvinoxyle (GOR) 

• Solution de Galvinoxyle 0.1 mM 

Melanger 4 mg avec 100 ml de méthanol   

Annexe D  

Activité anti inflammatoire 

• Solution albumine sérique bovine BSA à 0,2 %  

Dissolvez 0,2 g de BSA dans le tampon Tris-HCl pour obtenir un volume total de 100 ml. 

Annex E : 

L’efficacité d’encapsulation:   

1 Analyse UV-Visible des extraits   
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Pour déterminer l’absorbance maximale des extraits, des solutions mères (3 mg/ml) et des 

solutions étalons des chaque extraits sont préparer dans l’eau ( 0.187,0.375 ,  0.75, 1.5 ) . Les 

absorbances des solutions sont ensuite lues grâce au spectrophotomètre UV et la courbe est 

tracée par la suite. 

2 Détermination de la longueur d’onde  

D’après les figures, Le maximum d’absorption défini pour les trois extraits est: 364 nm  

 

 

Sélection de la longueur d’onde maximale des trois extraits. 

3 La droite d’étalonnage : 

Les résultats obtenus après l’analyse en UV-visible des différentes solutions étalons sont 

montrés sur les Tableaux et sont représenté dans les figures. 
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a) Extrait aqueux 

C (mg/ml) Absorbance 

0,187 0,432 

0,375 1,029 

0,75 1,697 

1,5 3,726 

 

La représentation graphique des résultats obtenus par analyse UV de l’extrait aqueux 

donne une droite, avec un coefficient de corrélation de R² = 0,9943. 

 

 

Courbe d’étalonnage de l’extrait aqueux 

b) Extrait méthanolique  

C (mg/ml) Absorbance 

0,187 0,28 

0,375 0,72 

0,75 1,406 

1,5 3,107 

 

La représentation graphique des résultats obtenus d’après l’analyse UV de l’extrait 

méthanolique donne une droite, avec un coefficient de corrélation de R² = 0,9983. 
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Courbe d’étalonnage de l’extrait méthanolique 

c) Extrait hydro éthanolique  

C (mg/ml) Absorbance 

0,187 0,452 

0,375 0,726 

0,75 1,79 

1,5 3,766 

 

 La représentation graphique des résultats obtenus par l »anakyse de l’extrait et le tracé de la 

courbe de tendance donne une droite, avec un coefficient de corrélation d :::::::::::::::e R² = 

0,9966 . 

 

Courbe d’étalonnage de l’extrait hydro éthanolique : 

y = 2,1377x - 0,1245
R² = 0,9983
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