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Introduction générale

Depuis I’aube de I’humanité, les plantes permettent a I’homme de se nourrir, se V&tir, se
chauffer et se parfumer. L’utilisation des plantes dans les soins et la prévention des affections est
connue depuis I’antiquité. Cette pratique est a l'origine de ce que I'on appelle aujourd'hui la
phytothérapie et I'aromathérapie (Bruneton, 1999). En effet, les plantes représentent une source
inépuisable de remeédes traditionnels et efficaces grace aux principes actifs qu’elle contienne :
alcaloides, flavonoides, hétérosides, saponines, quinones, vitamines et huiles essentielles (HEs)
etc... (Sallé, 1991). Ces substances bioactives, synthétisées a partir de métabolites secondaires
des plantes médicinales, suscitent de plus en plus I’intérét des chimistes, biologistes et médecins.
Elles font partie de la pharmacie verte grace a leurs propriété biologiques prouvées :
antimicrobienne, antioxydante, analgésique, anti-inflammatoire, anti-cancérigene, antiparasitaire,
insecticide (Bakkali et al., 2008; Murbach Teles Andrade et al., 2014). En outre, leur usage
dans de multiples et diverses industries (agroalimentaire, cosmétique, parfumerie) commence a

connaitre un grand essor (Burt, 2004; Da Cruz Cabral et al., 2013).

L’encapsulation est une technique permettant d’emprisonner des liquides ou des solides

dans une enveloppe qui les isole dans le but de les protéger de I’environnement extérieur, ou de
maitriser leur libération dans un environnement choisi.
L’¢laboration de systémes d’encapsulation permet de protéger les substances actives a la fois
contre la dégradation physique (précipitation, cristallisation), la dégradation chimique
(oxydation) induite par l'exposition a l'oxygeéne, la lumiére, I'humidité, la température ou les
changements de force ionique ou de controler leur libération dans des conditions souhaitées.
Dans ce but, différent procédés chimiques (coacervation, co-cristallisation, inclusion
moléculaire, polymérisation interfaciale) et mécaniques (atomisation, atomisation a froid,
extrusion, séchage en lit fluidis¢) d’encapsulation ont été décrits.

La résistance des microorganismes aux différentes classes d’antibiotiques est devenue
une préoccupation majeure des politiques et de la communauté sanitaire et scientifique qui
cherche continuellement a trouver des produits naturels comme alternative aux antibiotiques. Les
huiles essentielles peuvent apporter une réponse a ce probléeme. Toutefois, leur faible solubilité
dans I’eau, leur sensibilité a l'oxydation et a la lumicre et leur volatilité ont constitué de vrais
obstacles pour leur développement industriel (Turek et Stintzing, 2013).. C'est ainsi que des
systéemes d'encapsulation sont utilisés pour préserver ces molécules et permettre leur libération

continue et contr6lée. Les défis techniques des systémes d'encapsulation restant a résoudre dans
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I'avenir concernent principalement le fait que i) la plupart des systémes de libération disponibles
ne permettent pas encore de stabiliser considérablement les principes actifs contre la dégradation,
i) les capacités d’encapsulation (solubilisation) de certains systemes sont encore faibles et iii) les
cinétiques de libération des principes actifs sont rapides. Pour cela, différents systéemes
d’encapsulation ont été élaborées :

- les liposomes dont la membrane est constituée d'une bicouche de phospholipides,

- les microspheéres qui sont des particules constituées d'un réseau de macromolécules dans
lequel est piégée la substance active sous forme de molécules, de particules solides
micrométriques ou de fines gouttelettes de solution,

- les microcapsules qui sont des particules creuses entourées d’une paroi plus ou moins
rigide. Ces particules servent de réservoir pour les substances a encapsuler

- et Pencapsulation moléculaire (cyclodextrines, maltodextrines) dans laquelle la substance
est encapsulée dans une cavité hydrophobe.

La microencapsulation par coacervation complexe est choisie pour cette étude. C’est
une technique efficace utilisée pour I'encapsulation en raison de la charge élevée du noyau a
I'intérieur des particules et les conditions douces utilisées pour les produire, comme l'absence de
solvants organiques, l'utilisation de biopolymeres naturels. La porosité de ces particules peut étre
modifiée pour obtenir une libération prolongée par l'incorporation d’agents de réticulation
(Hernandez-Mufioz et al., 2004). Cette méthode est basée sur I’utilisation d’un ou plusieurs
hydrocolloides. Elle implique des interactions entre deux biopolymeres de charges opposés tel
que la protéine (gélatine) et un polysaccharide (gomme arabique). Ainsi autre methode
I’émulsion directe a été développée pour la premiere fois en utilisant un seul biopolymere qui est
la gélatine.

Dans cette optique, ce projet de these a pour but d’investiguer deux techniques permettant
I’immobilisation des huiles essentielles. 11 s’agit d’une encapsulation classique par la méthode
de coacervation complexe et une encapsulation par une émulsion directe. L’huile essentielle de
Thymus vulgaris L., particulierement riche en thymol, est choisie comme modéle dans cette
étude. Cette plante présente un intérét particulier pour ses activités biologiques avérées ; Ses
composés phénoliques comprennent le thymol et le carvacrol qui sont de puissant agents
antimicrobien (Batish et al., 2008; Stott et al., 1996) et antifongique (Devi et al., 2012). Ils sont
doués également d’un potentiel antioxydant considérable (Hosseini et al., 2013; Martins, 2012).
Ainsi dans ce projet de thése, nous proposons de développer un systéme d’encapsulation d’huiles
essentielles par coacervation et émulsion (nouveau procédé) en élucidant les principales

étapes suivantes :
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extraction de [I’huile essentielle de Thymus vulgaris par hydrodistillation et
détermination de leur composition par CPG-MS,

encapsulation de I’huile essentielle par deux méthodes d’encapsulation : coacervation et
émulsion directe,

caractérisation des capsules (taille, structure interne, quantification du principe actif
encapsulé)

et étude de I’effet de la complexation sur les propriétés biologiques des composés :
activités antioxydantes des composés libres ou encapsulés, mesure des activités

antimicrobiennes sur différentes souches de bactéries.
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1. Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particuliéres bénéfiques. En
effet, elles sont utilisées de différentes manieres, décoction, macération et infusion. Une ou
plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées, racine, feuille, fleur. Ce sont des plantes utilisées
en médecine traditionnelle dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses,
leur action provient de leur composition chimique (métabolites primaires ou secondaires) ou des
synergies entre les différents composés présents (Sanogo, 2006). Elles sont utilisées
indépendamment ou en combinaison avec des médicaments synthétiques. Pour une thérapie
adéquate et appliquée avec succes, il est important de connaitre I'effet pharmacologique de leurs
composants.

Les plantes médicinales sont riches en molécules actives d’intérét multiple mis a profit
dans plusieurs domaines. Les grands types d’usage  par 1’homme sont cosmétiques
(adoucissantes, cicatrisantes, capillaires, pigmentaires), alimentaires, industriels (fibres textiles,
insecticides) et medicinales (Petrovska, 2012).

L’Algerie, pays tres riche dans sa biodiversité florale, la médecine traditionnelle y a sa place
malgré ’absence de complémentarité de la phytothérapie a la médecine. Botanistes,
phytochimistes, pharmacologues et médecins sont appelés a conjuguer leurs connaissances
scientifiques pour que la phytothérapie soit une discipline thérapeutique officielle comme c'est le
cas dans plusieurs pays comme la Chine, la Turquie, etc....(Kabouche et al., 2005).

Parmi les espéces végétales (800 000 a 1 500 000 selon les botanistes) 10 % seulement sont dites
« aromatiques », ¢’est-a-dire qu’elles synthétisent et sécrétent des infimes quantités d’essence
aromatique par I'intermédiaire de poils, poches ou canaux sécréteurs. Les genres capables
d’¢élaborer les constituants des huiles essentielles sont répartis dans un nombre de familles limité;
Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Poaceae,
Zingiberaceae et Piperaceae (Bruneton, 1999).

Un trés grand nombre de genres de la famille Lamiaceaesont riches en huiles essentielles, ce
qui leur confére une importance économique et thérapeutique mais aussi, en COmMpPOSEs
phénoliques, tannins, flavonoides, iridoides glycolysés, quinones, coumarines, terpénoides,
saponines et dans certains cas, des pyridines et des alcaloides pyrrolidiniques ( Naghibi et al.,
2005). Ils sont également tres utilisés dans le domaine culinaire, de la parfumerie et de la
cosmétique. Parmi ceux les plus cités dans la littérature : Salvia, Mentha, Origanum, Thymus,

Rosmarinus, Ocimum et Lavandula..
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2. Etude botanique de la plante étudiée « Thymus vulgaris »
Le thym est représenté par plus de 300 especes a travers le monde dont 12 sont localisées en
Algérie et 9 d’entre elles sont endémiques (Quézel et Santa, 1962). Ces especes sont réparties le

long du territoire national, du Nord algérois a 1’Atlas saharien, et du constantinois a I’oranais

(Kabouche et al., 2005).

2.1 Le genre Thymus

Le genre Thymus appartient & la tribu Mentheae et a la sous-famille Nepetoideae (Morales,
2002). Il se divise selon (Jalas, 1971) en huit sections : Micantes, Mastichina, Piperella,
Teucrioides, Pseudothymbra, Thymus, Hyphodromi et Serpyllum. Il représente 1'un des huit
genres les plus importants en ce qui concerne le nombre d’espéces incluses dans la famille
Lamiaceae, regroupant entre 250 et 350 taxons de plantes sauvages répartis dans toutes les
régions tempérées de 1’hémisphére nord mais qui sont particulierement fréquents dans la région
méditerranéenne qui semble étre le centre de ce genre (Crespo et al., 1991).
T. vulgaris est une plante aromatique a tiges ramifiées de la famille des labiatae, pouvant
atteindre 40 cm de hauteur. Il posséde de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur vert
foncé, et qui sont recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes). Les trichomes
contiennent 1’huile essentielle majoritairement composée de monoterpenes (Yakhlef, 2010).
Pendant des siecles, les especes du genre Thymus ont été utilisées couramment dans plusieurs
pays comme epices (Ismaili et al., 2004), selon (Chun et al., 2001)les feuilles de T. vulgaris
sont utilisées comme un thé et comme épices dans les recettes occidentales pour améliorer le

godt des plats et comme aromatisant distinct.

2.2 Taxonomie
La situation botanique de I’espece Thymus vulgaris L. est donnée ci-dessous (Goetz et
Ghedira, 2012).
Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae
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Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae
Genre : Thymus

Espéce : Thymus vulgaris L.

2.3 Noms vernaculaires
Thym wulgaire, thym des jardins, farigoule, férigoule, barigoule, thym commun, thym cultivé

et saatar ou zaatar (en arabe i== ou e ) (Teuscher et al., 2005).

2.4 Habitat

T. vulgaris est une plante typique des garrigues, qui s’accommode particuliérement des zones
calcaires et rocailleuses (Pitman, 2004; Polese, 2006). Elle préfere les sols légers, perméables,
secs ou bien drainés, légérement alcalins, constamment ensoleillés et quelque peu riches en
matiéres organiques et en éléments minéraux fertilisants. Elle ne survit pas longtemps dans un
sol lourd et détrempé. Sa croissance tolere un pH allant de 4.5 a 8.0 et est possible dans

n’importe quel climat ayant une température annuelle moyenne de 7 a 20°C.

2.5 Propriétés médicinales

Le Thym est excellent contre plusieurs maladies y compris la bronchite, la pleurésie, les
déficiences nerveuses, I’hypotension, la chlorose, les infections pulmonaires, la tuberculose et
I’asthme. On s’en sert aussi pour traiter les parasites intestinaux et les infections urinaires
(Jiménez-Arellanes et al., 2006). Pour cela nous pouvons prendre du Thym comme condiment
dans nos potages, ou le prendre en infusion constituée d’une branche de Thym, comme nous

pouvons prendre de 3 a 5 gouttes en solution alcoolique ou dans du miel (Isérin et al., 2001).

3 Les huiles essentielles

3.1 Définition

Les plantes aromatiques médicinales (PAM) contiennent des molécules a haute valeur, parmi
lesquelles on trouve des composés ayant une activité olfactive. Ils représentent ce que 1’on
appelle les huiles essentielles (HE) et sont trés convoités par les industries pharmaceutiques et
cosmétiques (Boukhatem et al., 2010). Selon la norme francaise NF T 75-006 (AFNOR, 1980) :
« ’HE est le produit obtenu a partir d’'une maticre premicre d’origine végétale, soit par
entralnement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus, soit

par distillation «séche». L’HE est ensuite séparé de la phase aqueuse
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par des procedes physiques». Ces composées volatiles sont tres solubles dans les graisses d’ou le
terme « huiles » soulignant le caractere visqueux et hydrophobe de ces substrats. Cependant, le
terme« essentielle » signifie la caractéristique principale de la plante a travers ces exhalations. Et
contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, I’huile essentielle ne contient pas de
corps gras comme I’huile végétale (Anton et al., 2005).

La concentration dans les plantes est en général faible, aux alentours de 1 a 2% voire moins,
mais il y a des exceptions comme le clou de girofle avec 15% d'huile essentielle ou la noix de
muscade, 5-15%. Parmi les familles végétales les plus productrices d'huiles essentielles, on
distingue les labiateaes (famille du thym, de la lavande, de la menthe, du basilic), les asteraceaes
(camomille, absinthe), les myrtaceaes (eucalyptus, melaleuca, myrte, girofle), les lauraceaes
(cannelle,laurier). Beaucoup de végétaux contiennent des huiles essentielles ou des substances

voisines mais en pratique peu d'especes sont utilisées (Hurtel, 2006).

3.2 Localisation et lieu de synthése

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la
cellule et recouvertes d’une cuticule. Ensuite, elles sont stockées dans des cellules dites cellules a
huiles essentielles, dans des poils sécréteurs, dans des poches sécrétrices ou dans des canaux
sécreteurs (Boz et al., 2009; Bruneton, 1999; Hazzit, 2002). Elles peuvent étre stockees dans
tous les organes végeétaux : les fleurs, les feuilles, les racines, les rhizomes, les fruits, le bois

et/ou les graines (Anton et al., 2005).

3.3 Huile essentielle de thym et leur usage

Les huiles essentielles des plantes ont trouvé leur place en aromathérapie, en pharmacie, en
parfumerie, en cosmétique et dans la conservation des aliments. Leur utilisation est liée a leurs
larges spectres d’activités biologiques reconnues (Cimanga et al., 2002; Cowan, 1999; Lamiri
et al., 2001; Paster et al., 1990).

3.3.1  Huile essentielle de thym
Les huiles essentielles de thym sont largement utilisées comme agents antiseptiques dans
plusieurs domaines pharmaceutiques et comme aromatisants pour de nombreux types de produits
alimentaires (Papageorgiou, 1980). Le thym est consommeé en tisane, condiment ou épice, en
raison de ses nombreuses propriétés ethnomédicinales, il est utilisé comme stimulant,

antiseptique, sédatif, stomachique, antitussif, antispasmodique, antimicrobien, antioxydant, anti-
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inflammatoire, antiviral, diaphorétique et diurétique ( Razzaghi-Abyaneh et Rai, 2013).

Le genre Thymus englobe de nombreuses especes et variétés et la composition chimique de
leurs huiles essentielles a été étudiée depuis longtemps (Baser et al., 1992, 1998; Guillén et
Manzanos, 1998; LoZiene et Venskutonis, 2006; Saez, 1998; Tlmen et al., 1998; Vila et al.,
1995). Les huiles essentielles de plusieurs especes de thym ont déja prouvé leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques (Agnihotri et Vaidya, 1996; Benjilali et al, 1987; Pellecuer et
al., 1980). Il est donc important d’orienter les recherches vers des nouvelles voies et surtout vers
les végétaux qui ont toujours servi de base a des nouveaux médicaments (Oussou et al., 2010).
T.vulgaris est une des plantes aromatiques les plus populaires utilisées dans le monde entier, ces
applications sont trés vastes et touchent particulierement le domaine alimentaire et celui de la
médecine traditionnelle (Adwan et al., 2006). Son huile essentielle est exploitée en
aromathérapie et dans les industries alimentaires et cosmétiques. Cette plante également entre
dans les formulations de divers produits pharmaceutiques comme les pommades antiseptiques et
cicatrisantes, les emulsions, ainsi que, les gouttes, les sirops, les élixirs ou les gélules pour le
traitement des affections des voies respiratoires ainsi que des préparations pour inhalation
(Tiwari et Tandon, 2004; Zarzuelo et Crespo, 2002).

3.3.2 Usage

» En usage interne, les parties aériennes sont utilisées en décoction ou en infusion dans le
traitement de la dyspepsie et autres troubles gastro-intestinaux, de la toux, des irritations
de I’appareil respiratoire et des rhumes mais aussi, des infections des voies urinaires
( Polese, 2006).

» En usage externe, elles traitent les affections liées a I’inflammation telles que les
rhumatismes, les gonflements musculaires, les piqires d’insectes et les douleurs (Namsa
et al., 2009). Elles peuvent s’employer en gargarismes, inhalations, bains de bouche et
comme additif de bain pour stimuler la circulation sanguine soulageant de ce fait, la

dépression nerveuse (Ozcan et Chalchat, 2004).

4 Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées de molécules aromatiques de trés faible masse
moléculaire. Elles possédent en commun un certain nombre de propriété ( Bruneton, 1999;
Lemberg, 1982).
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» Elles sont solubles dans : I’alcool, I’éther, le chloroforme, et dans la pluparts des solvants
organiques.

La densité est généralement inferieure a celle de I’eau.

Elles ont un indice de réfraction élevé.

Elles sont tres altérables et sensibles a I’oxydation.

Elles sont liquides a température ambiante.

Elles sont incolores ou de couleur jaune pale.

YV V. V V VYV VY

Elles sont odorantes ,volatiles ce qui les différencie des huiles fixes (Roux et Catier,
2007).
» Elles sont treés concentrées, offrant une forte concentration en principes actifs ( Soléne,
2012).

5 Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour ’extraction des essences végétales (Salle,
2004) parmi les : entrainement a la vapeur d’eau, expression a froid, par solvants organiques, co>
supercritique, ultrasons, micro-onde ainsi que la méthode la plus utilisée est 1’extraction par
hydrodistillation. En général, le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du
matériel végétal a traiter (graines, feuilles, ramilles), la nature des composes (les flavonoides ou
les tanins,..), du rendement en huile et de la fragilité de certains constituants des huiles aux

températures élevées (Crespo et al., 1991; Hellal, 2011).

% Extraction par hydro distillation
Le principe de I’hydrodistillation consiste a immerger la biomasse végétale dans un
alambic rempli d’eau (aujourd’hui remplacé par un Clevenger), que l'on porte ensuite a
I’ébullition. La chaleur permet I’éclatement des cellules végétales et la libération des molécules
odorantes qui y sont contenues. Ces molécules aromatiques avec la vapeur d’eau sont
condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de 1’eau par différence de
densité. Cette méthode est simple dans son principe et son appareillage n’est pas couteux

(Lucchesi, 2005).
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Figure 1. Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation

6 Composition chimique des huiles essentielles

La composition des huiles essentielles est tres complexe, ce sont des mélanges fortement
variables et analysables, ces constituants appartiennent, de facon quasi exclusive, a deux groupes
caractérises par les origines biogenétiques distinctes : le groupe des terpénoides (les composés
terpéniques) et le groupe des composés aromatiques dérivés du phenylpropane, elles peuvent
également renfermer divers produits issus du processus de dégradation mettant en jeu des

constituants non volatils (Benayad, 2008; Guinoiseau, 2010).

6.1 Composés terpéniques
s+ D’aprés (Couic-Marinier et Lobstein, 2013), Ils sont classés selon :
« Leurs fonctions : alcools (Géraniol, Linalol), esters (Acétate de linalyle), aldéhydes
(Citral,citronellal), cétones (Menthone, Camphre, Thuyone), éthers-oxydes (Cinéole).
« Leur structure : linéaire (Farnéséne, Farnésol) ou cyclique ; monocyclique
(Humuléne,Zingiberene), bicyclique (Cadinene, Caryophyllene, Chamazuléne) ou tricyclique
(Cubébol, Patchoulol, Viridiflorol).
% lls sont subdivises selon le nombre d’entités isoprenes en monoterpénes formés de deux
isoprénes (CioHi6), les sesquiterpenes, formés de trois isoprénes (CisHzs), les
diterpénes, formés de quatre isoprénes (C2oHs2). Les tetraterpenes sont constitués de

huit isoprénes qui conduisent aux caroténoides. Les polyterpénes ont pour formule

10
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générale : (CsHs) nou n peut étre de 9 a 30. Les térpénoides sont des terpénes avec une ou
plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhydes, cétone, acide).
6.1.1 Les monoterpénes
Les monoterpénes sont constitués par le couplage de deux unités isopréniques (CioHise),
sontvolatils entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent agréable et représentent la majorité
desconstituants des huiles essentielles, parfois plus de 90 % (Bakkali et al., 2008). Avec une
grandediversité de structures, ils comportent plusieurs fonctions (Lakhdar, 2015) :

v’ Carbure : Acyclique: « Myrcene, Ocimene.. », Monocyclique: « Terpinenes, p-cimene,
phellandrenes..», Bicyclique: « Pinenes, Camphene, Sabinene.. ». Il est a signaler qu’a ces
terpenesse rattachent un certain nombre de substances a fonction chimique.

v' Alcools : Acycligue : «Geraniol, Linalol, Citronellol, Lavandulol, Nerol..»,
Monocyclique : «Menthol, a-terpineol, Carveol.. », Bicyclique: « Borneol, Fenchol,
Chrysanthenol, Thuyan-3-ol».

v Aldehydes : Acyclique: « Geranial, Neral, Citronellal..».

v/ Cétones : Acyclique: « Tegetone», Monocyclique: « Menthones, Carvone, Pulegone,
Piperitone », Bicyclique: «Camphor, Fenchone, Thuyone, Ombellulone, Pinocamphone,
Pinocarvone... ».

v’ Esters: Acyclique: Linalyl acetate ou Propionate, Citronellyl acetate, etc., Monocyclique:
Menthyl or a-terpinyl acetate, etc..., Bicyclique: isobOrnyl acetate, etc...

v' Ethers: « 1,8-cincole, Menthofurane... ».

v Peroxydes: ex : « Ascaridole », etc.

v" Phénols: ex : « Thymol », « Carvacrol », ...

6.1.2. Les sesquiterpénes

Les sesquiterpénes contiennent 15 atomes de carbone. Ils sont moins volatils et présentent
des points d'ébullition plus élevés que les monoterpénes (Baser et Buchbauer, 2015). Ce sont
des dérivés hydrocarbures de formule C15. Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpenes
qui se divisent en plusieurs catégories structurelles, acycliques, monocycliques,bicycliques,
tricycliques, polycycliques. La structure et la fonction des sesquiterpénes sont semblables a

celles des monoterpenes (Bakkali et al., 2008).

6.2. Composés aromatiques
Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane sont moins fréquents dans les HEs que

les monoterpenes et sesquiterpénes. Les lactones dérivées des acides cinnamiques, comme les

11
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coumarines, sont pour la plupart, entrainables par la vapeur d’eau et ainsi présentes dans
certaines HEs (Couic-Marinier et Lobstein, 2013). Ils sont également intéressants sur le plan
olfactif. Par exemple, I’eugénol est responsable de I’odeur caractéristique du clou de girofle,
I’anéthol de celle de I’anis, le cinnamate de méthyle et le méthylchavicol permettent de
distinguer des chémotypes intéressants au sein de I’espece d’Ocimum basilicum (Bruneton,
1999).

6.3. Composés d’origine diverses

Il s’agit de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles (composes issus
de la dégradation des autres composés). Ces composés contribuent souvent aux arémes de fruits
(Bruneton, 1999).

7. Facteurs influencant la composition et le rendement des huiles essentielles
Etant formées de meélanges généralement complexes, les HEs présentent une trés grande

variabilité, tant au niveau de leur composition, qu’au leur rendement. Cette variabilité est

fondamentale car les activités biologiques qui découlent des HEs peuvent étre tres différentes

( Garnero, 1991). Cette variabilité peut s’expliquer par différents facteurs d’origine intrinseque,

spécifiques du bagage genétique de la plante ou extrinséque, liés aux conditions de croissance et

de développement de la plante :

a) L’espéce botanique : Toutes les plantes ne sont pas aromatiques et méme quand elles le sont,
les constituants sont variables tant dans leur nature que dans leurs proportions (Sangwan et al.,
2001).

b) Le cycle végétatif : pour une espece donneée, la proportion des constituants d’une HE peut
varier tout au long du développement de la plante. Le rendement est généralement optimal juste

avant la floraison car apres, la plante perd environ 70 % de son HE (Masotti et al., 2003).

d) La période de récolte : dans le cas de la fleur de jasmin, la teneur en HE est plus élevée et
I’ardme est plus riche au coucher de soleil. Les fleurs d’ylangylang donnent un meilleur
rendement en HE en mai et juin, bien qu’elles s’épanouissent toute au long de ’année (Angioni
et al., 2006; Baydar et al., 2005; Weyerstahl et al., 1992)

12
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e) L’organe végétal : citons le cas du Curcuma longa ou I’huile essenticlle de rhizomes
contient des curcumines que I’on ne retrouve pas dans les feuilles (Angioni et al., 2006; Masotti
et al., 2003).

f) Les facteurs extrinseques : les facteurs de I’environnement comme I’humidité relative de
I’air, la température, la durée de I’insolation, I’altitude et autres influent directement sur la
proportion des différents constituants d’une HE, surtout chez les especes dont les structures
sécrétrices sont superficielles (Cas des poils sécréteurs des lamiacées), les conditions de culture
(nature du sol, apport en engrais...), d’autres facteurs tels que les traitements préliminaires
(conditions de transport, durée de séchage et de stockage du matériel végétal...) peuvent
engendrer une grande variabilité de la composition d’une huile essentielle, suite a des

dégradations enzymatiques (Besombes, 2008; Selles, 2012).

g) Le chémotype : Le chémotype d’une HE est une référence précise qui indique le composant
biochimique majoritaire ou distinctif, présent dans I’HE. C’est 1’élément qui permet de
distinguer de H.E extraite d’une méme variété botanique mais, d’une composition biochimique
différente. Cette classification permet de sélectionner les HES pour une utilisation plus précise, et
plus efficace. Le Thym présente, par exemple, 7 chémotypes différents : cinéol, géraniol, linalol,
terpinéol, thuyanol, thymol et carvacrol. Chacune de ces molécules a leurs propres propriétees
qui peuvent parfois étre antagonistes entre elles. Ceci implique I’importance de classifier les HES
avec leurs chémotypes pour une utilisation plus slre et efficace (Bonnafous, 2013).1l est
important de noter que les HEs a chémotype différent présentent non seulement des activités
différentes mais aussi des toxicités trés variables. Cette classification dépend des facteurs liés
directement aux conditions de vie spécifiques de la plante a savoir le pays, le climat, le sol et la
période de récolte qui peuvent influencer la composition de I’huile essentielle (Zhiri et
Baudoux, 2005).

8. Application des huiles essentielles

Il existe une grande variété d’HEs connues dans le monde et plusieurs milliers d’entre elles
ont été caractérisées. Cependant, de ce nombre, une faible proportion seulement présente un
intérét commercial. Cela s’explique par la composition chimique des HEs qui leur conféere aussi
bien des propriétés odorantes et aromatiques qu’antimicrobiennes, mais aussi, les différentes

utilisations possibles et leur colt de production. Ces caractéristiques offrent des débouchés
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importants dans de nombreux domaines industriels, que ce soit dans I’industrie cosmétique, les
secteurs de la santé, de I’agro-alimentaire ou de I’agriculture (Fillatre, 2011).

» Parfums et cosmétiques

Dans le domaine des parfums et cosmétiques, les HES sont employées en tant qu’agents
conservateurs grace a leurs propriétés antimicrobiennes qui permettent d’augmenter la durée de
conservation du produit (Aburjai et Natsheh, 2003). La cosmétologie et le secteur des produits
d’hygiene sont également des consommateurs, qui utilisent les isolats (isomeres des substances
pures isolées des HEs exemple : citronellal, linalol, comme matiéres premieres pour la synthése
des substances odorantes (Bruneton, 1999).

» Santé

Les HEs sont tres efficaces sur les germes résistants aux antibiotiques, ce qui leur donne une
place parmi les moyens thérapeutiques pour guérir, atténuer ou prévenir les maladies et les
infections, notamment les infections respiratoires (Buchbauer et Jirovetz, 1994). En pharmacie,
les HEs sont majoritairement destinées a I’aromatisation des formes médicamenteuses
administrées par voie orale (Bruneton, 1999).Tisserand et Balacs, (1995) indiquent que les
HEssont utilisées pour traiter certaines maladies externes par leur application sur la peau au
travers de massages.

» Agro-alimentaire

Actuellement, les HEs ou leurs composes actifs, représentent un outil trés intéressant pour
augmenter la durée de conservation des produits alimentaires, tout en assurant une meilleure
qualité organoleptique, en rehaussant le godt des aliments (Caillet et Lacroix, 2007; Tiwari et
al., 2009). Ainsi, Les HEs ont également des propriétés fongicides et tres efficaces contre les
moisissures responsables de la détérioration des denrées alimentaires lors de leurs stockages
(Mejlholm et Dalgaard, 2002). Les HEs extraites des feuilles des plantes aromatiques ont
également révélé des propriétés insecticides tres intéressantes contre une grande variété
d’insectes ravageurs des stocks des denrées alimentaires (Kellouche, 2005; Tapondjou et al.,
2003).

» Agriculture

La volonté de réduire I'utilisation des pesticides de synthése dans 1’agriculture moderne en
faveur de I’écologie, du développement et de I’aménagement durables. Dans ce contexte
environnemental, les pesticides naturels basés notamment sur les HES, représentent une
alternative intéressante pour la protection des cultures contre les insectes mais également contre

les adventices et les champignons (Dayan et al., 2009; Isman, 2000).
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1. Microencapsulation

1.1 Définition

L’encapsulation se définit comme le procédé par lequel on emprisonne des principes actifs

qui peuvent se présenter sous la forme de fines particules de solide divisé, d’un liquide, ou
encore d’un composé gazeux (Boh et Sumiga, 2008). Cette technique permet d’obtenir des
produits & haute valeur, soit des nanoparticules (1 a 1000 nm) soit des microcapsules (1 a 1000
pum) (Augustin et Hemar, 2009), ces derniers peuvent contenir des composés d’origines
variées : additifs alimentaires (Wang et al., 2014), arémes (Leclercq et al., 2009), catalyseurs de
réactions chimiques, alors que les matériaux enrobants sont des polymeres d’origine naturelle ou
synthétique, ou des lipides (Benoit et Richard, 2013). L’encapsulation permet de transformer un
liquide en un solide, de masquer une odeur ou un gout désagreable, de protéger des substances
sensibles des effets délétéres de I’environnement extérieur (protection de la matiére encapsulée
contre l'oxydation ou des effets de milieu ambiant tels que la chaleur, I’humidité ou le pH), ainsi
que d’obtenir une libération contrdlée et ciblée des principes actifs (Gouin, 2004).

1.2 Historique

Cette technique a été développée pour la premiére fois dans les années 1950 pour la
fabrication du papier autocopiant permettant la duplication d’un texte ou d’une figure sous 1’effet
d’une faible pression. Ce produit contient des microparticules de colorant réalisées par
coacervation complexe entre la gélatine et la gomme arabique qui se brisent sous I’effet de la
pression d’une téte d’imprimante ou d’un stylo. A la fin des années cinquante la technologie de
la microencapsulation fut utilisée dans le domaine pharmaceutique pour les médicaments
analgésiques a libération prolongée, ainsi que pour d’autres applications industrielles telles que
les colles (Vandamme et al., 2007). Dans les années 1960, I'encapsulation de cristaux liquides
par la gélatine et la gomme d’acacia utilisés dans la production de matériaux pour écrans
thermosensibles a été décrite par (Fergason, 1964).Cette méthode a permis le développement
des écrans pour les structures aérospatiales. Au cours des  dernieres années, la
microencapsulation a recu une attention croissante dans divers domaines de la recherche

fondamentale.
2. Procédés d’encapsulation

Plusieurs techniques permettant I’encapsulation de principes actifs sont disponibles donnant
lieu a la formation des capsules de grandeurs et de formes variées suivant la technique mise en
ceuvre (Vandamme et al., 2007). Toutefois chaque technique correspond un intervalle de taille

ainsi qu’un taux d’encapsulation et une structure interne différente, ainsi il n’existe pas une
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méthode d’encapsulation adaptée a toutes les molécules a encapsuler (Wilson et Shah, 2007).
Le choix d’une technique se fera en fonction de la nature du matériau a encapsuler, aux
caracteristiques désirées du produit fini et de I’application envisagée (Poshadri et Aparna,
2010). Selon Richard et Benoit, (2000), les différentes méthodes de microencapsulation
peuvent étre classifiees selon différents critéres (tableau 1 et 2) :

L’emploi ou non de solvant organique, certaines techniques utilisent des fluides
supercritiques.
_ La nature du milieu dispersant peut également servir de base a une classification : il peut étre
liquide (polycondensation interfaciale, coacervation, ...), gazeux (spray drying, enrobage en lit
fluidise, ...).
_ La famille a laquelle appartient le composé employer pour obtenir la capsule peut également
permettre de classifier les modes d’encapsulation : peuvent étre utilisés des polymeres préformés
(coacervation, ...), des lipides (spray-congealing, ...), ou encore des monomeres
(polycondensation interfaciale, polymérisation en milieu disperse, ...).
_ Enfin, une derniére classification repose sur la nature du principe selon laquelle est réalisée la
microencapsulation : on distingue des procédés chimiques, mécaniques et des procédés physico-
chimiques.

Tableau 1. Quelques procédés de microencapsulation

Procédés chimiques Procédés mécanique Procédés physicochimique
e Polymérisation e Enrobage en lit e Gélification thermique
interfaciale fluidisé
e Polymérisation en e Gélification ou e Evaporation-extraction
milieu congélation de de solvant
gouttes
e Atomisation e Coacervation (simple
e Extrusion ou complexe)

2.1 Procédés chimiques

L’encapsulation par voie chimique consiste en la polymérisation autour de la matiere
active (pure ou en solution) d’un ou plusieurs monomeére conduisant a la formation in situ d’une
membrane de protection. Plusieurs types de polymérisation peuvent &tre envisagés

polycondensation, polymérisation radicalaire ou anionigue.
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2.1.1 Polymérisation interfaciale

L’encapsulation par polymérisation interfaciale nécessite la formation d’une émulsion, et
met en jeu deux monoméres qui sont solubles respectivement dans chacune des phases de
I’émulsion ou la phase dispersée contienne la matiére active (Janssen et Te Nijenhuis, 1992;
Pitaksuteepong et al., 2002) montrent que la formation de la paroi des microcapsules se fait par
la réaction de polymérisation qui se déroule a I’interface des gouttelettes contenant la substance

active (pure, en solution ou en dispersion) (fig.2).

monomeére B

/

monemere A

matiére active .
polymeére

Figure 2. Microencapsulation par Polymérisation interfaciale (Janssen et Te Nijenhuis, 1992)

Dans cette technique, les solutions de matieres actives liposolubles (Bouchemal et al.,
2006; Liang et al., 2009) sont les plus utilisées qu’ hydrosolubles (Zydowicz et al., 2001). Les
microcapsules obtenues ont des tailles comprises entre quelques micrometres et quelques
centaines de micromeétres. Ensuite, le rendement et la qualité de cette technique dépendent de
nombreux facteurs comme la nature des monomeéres réactifs, les conditions de réaction, les
concentrations en monomeres, la température, la qualité du mélange (Yeo et al., 2001), ainsi que
la solubilité de substance active dans le solvant qui peut entrainer sa migration et limiter le taux
d’encapsulation.

De plus, pour éliminer les solvants organiques, les monomeres, produits secondaires et
tensioactifs en exces il faut utiliser des lavages répétés. Ces derniers sont treés colteux et peuvent
provoguer une perte en actifs hydrosolubles encapsulés. Les solvants organiques utilisés sont
principalement le cyclohexane, le chloroforme, 1’éthylénediamine ou encore le dichlorométhane
(Janssen et Te Nijenhuis, 1992; Zydowicz et al., 2001). La méthode de polycondensation
interfaciale est souvent utilisée pour I’encapsulation de molécules biologiques telles que les

protéines (arginase, glucose oxydase, hémoglobine et anticorps) (Richard et Benoit, 2000).
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2.1.2 Polymérisation en milieu

Dans ce cas de microencapsulation la voie de polymérisation peut étre soit anionique soit
radicalaire. L’obtention des microparticules se fait a partir d’une phase homogene initiale
comprenant les monomeres et les matieres actives solubilisées. La formation d’oligoméres en
croissance dans la phase continue conduit & une précipitation autour du principe actif permet la
formation d’une particule finale de type microcapsule et un tensioactif peut étre utilisé pendant le

procedé pour les stabiliser (fig.3).
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Figure 3. Principe du procédé de microencapsulation par polymérisation en milieu dispersé : (a)
solution de polymeres contienne une matiére active dispersée, (b) formation des oligomeres, (c)
obtention de microcapsule (Nesterenko, 2012).

Les solvants utilisés dans la réaction de polymérisation peuvent étre 1’éthanol/eau, le méthanol et
le cyclohexane. La taille des microsphéres obtenues varie entre lpum et 15um et le taux

d’encapsulation est inférieur a 50% (Benoit et Richard, 2013).

2.2. Procédés mécaniques

Dans ce type de procédé, le matériau carapace est déposé ‘mécaniquement’, sur le matériau
cceur. Ces méthodes regroupent 1’utilisation des techniques de pulvérisation, de formation de
gouttes et d’extrusion (Benoit et al., 2001; Boh et Sumiga, 2008). Elles produisent des capsules
amorphes avec des propriétés physiques (la taille des particules, la structure, la surface, et la
porosité (Aguilera et al., 2003) et comportements thermiques différents (Madene et al., 2006).
Elles sont basées sur le séchage ou la solidification de gouttelettes contenant tous les constituants

de la future particule.

2.2.1 Enrobage en lit fluidisé

Ce procédé¢ d’encapsulation nécessite des particules solides de principe actif ayant une

distribution granulométrique assez étroite. L’opération se déroule dans une chambre cylindrique
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verticale d’un lit fluidisé (Madene et al., 2006; Richard et Benoit, 2000) et comporte trois

temps (fig.4) ;

>
>
>

Fluidisation de la poudre de particules ;
Pulvérisation du matériau d’enrobage sur les particules ;

Séchage de I’enrobage. Ce dernier est réalisé par passages successifs et cycliques des

particules dans les zones de pulvérisation et de séchage, permettant d’obtenir un enrobage
continu et homogene des microparticules avec une épaisseur varie entre quelques um a
une vingtaine de pm.
Le taux d’encapsulation dans cette technique est généralement compris entre 60 et 90% (Jacquot
et Pernetti, 2004).
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Figure 4.: Microencapsulation par méthode d’enrobage en lit fluidisé : (a) matiére active
fluidisée, (b) matiere enrobante pulverisée(c) formation des microparticules (Madene et al.,
2006; Nesterenko, 2012).

Cette technique a été utilisée souvent dans les domaines pharmaceutiques et
agroalimentaires notamment pour 1’utilisation d’ibuproféne, de paracétamol ou de vitamines dont
le godt a été masqué de maniere efficace en utilisant un enrobage avec la prolamine sans impact
sur la biodisponibilité de la substance active. (Buffo et al., 2002; Lee et Krochta, 2002; Sohi et
al., 2004) indiquent leur application dans I’industrie alimentaire, pour 1’encapsulation des

arbmes.

2.2.2 Gélification ou congélation de gouttes (prilling ou spraycongealing/ cooling)

A travers une buse vibrante, les gouttes sont formées et recueillies dans un milieu
permettant la gélification ou la solidification du matériau enrobant. La gélification de gouttes est
basée sur une solution, dispersion ou émulsion de matiére active dans une solution aqueuse de
polymere capable de former des gels sous une action extérieure physique (température) ou

chimique (pH, présence d’un composé induisant la précipitation). Cette technique consiste en la

19



Synthese Bibliographique Chapitre 2 : Microencapsulation

solubilisation ou la dispersion du principe actif dans un matériau enrobant a 1’état fondu de type
corps gras, glycéride ou cire a point de fusion relativement bas compris entre 50°C et 120°C
(Passerini et al., 2003). La baisse de température entraine 1’encapsulation pendant la chute des
gouttes sortant de 1’orifice de la buse vibrante. Le principe actif peut étre solide ou liquide,
hydrophobe ou hydrophile et I’ajout d’un additif(d’antioxydant par exemple) permet d’améliorer
la solidification et agir sur le mécanisme de libération du produit fini ou encore améliorer la
stabilité de la matrice d’encapsulation (Albertini et al., 2009; Ili¢ et al., 2009). Les microsphéres
obtenues par cette méthode ont des diamétres compris entre 30um et 800um et le taux
d’encapsulation se situe entre 10% et 50%. (Albertini et al., 2008; Séquier, 2013).

2.2.3 Atomisation (spray-drying)

C’est la technique la plus utilisée dans [I'industrie alimentaire (Dziezak, 1988),
essentiellement pour I’encapsulation d’aromes (Deis, 1997) grace a ses nombreux avantages.
Cette technique permet, par exemple, de protéger des actifs de I’oxydation et de transformer des
liquides en poudres (Gouin, 2004; Yeo et al., 2001). Elle comporte la dispersion de la substance
active dans un matériau d’enrobage, suivi de la pulvérisation du mélange dans une chambre de
dessiccation (Dziezak, 1988; Watanabe et al., 2002). Les gouttelettes formées dans la chambre
vont alors subir une rapide désolvatation, produisant des microparticules solides. En effet, quand
la solution concentrée en matériau enrobant entre en contact avec le flux d’air chaud parcourant
la chambre (entre 40 et 200 °C), le matériau carapace se solidifie autour du matériau coeur par
évaporation de solvant. Les particules produites sont enfin récupérées dans un bac de
récupération sous forme de poudre (Dixit et Goel, 2007; Richard et Benoit, 2000). Les
propriétés des microparticules obtenues sont également influencées parla température d’entrée de
I’air chaud, pulvérisé pendant ’atomisation. En effet, cette température est liee a la vitesse
d’évaporation de la phase liquide et a I’humidité de la poudre produite. Quand cette température
est trés basse, la faible vitesse d’évaporation provoque la formation de microparticules avec une
densité de membrane et une humidité élevée, et les microsphéres ont tendance a s’agglomérer.
Inversement, si la température d’entrée est trop importante, 1’évaporation trop rapide favorise la
formation de fissures dans la membrane d’enrobage et la libération non désirée de la matiére
active (Nesterenko, 2012) (fig.5).

La nature de la matiére enrobante doit étre choisie en fonction des propriétés désirées des
microparticules (taille, propriétés mécaniques, thermiques ou encore celles de la libération). Les

matiéres enrobantes utilisées dans le procédé d’atomisation sont les polysaccharides, les
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protéines, les polyméres synthétiques ainsi que les lipides. Parfois ces matériaux peuvent étre
mélangés pour améliorer les propriétés des microparticules et 1’efficacité de microencapsulation.
La taille des microparticules obtenue varie généralement entre 10 pum et 1000 pm. Le taux
d’encapsulation en matiére active varie généralement entre 40 et 60 % (Richard et Benoit,

2000).

Systeme de
pubrérmsation

Figure 5. Schéma du procédé d’atomisation (spray-drying) (Robin, 2012)

2.2.4 Extrusion

La technique d’extrusion peut étre utilisée pour I’encapsulation de la matiére active dans
des polymeéres thermoplastiques, dont la viscosité a 1’état fluide permet de préparer des
microcylindres homogeénes et réguliers (Richard et Benoit, 2000; Yuliani et al., 2006). Cette
méthode consiste en la dispersion du matériel actif dans une matrice liquide pulvérisée, par
I'intermédiaire d'une enceinte pressurisée, dans un systeme de collecte des microcapsules
(Dziezak, 1988). Essentiellement cette technique est utilisée dans le cas des matiéres actives et
matiéres enrobantes résistantes a haute température (jusqu’a 200 °C). Il est également possible
d’adapter la méthode a basse température afin d’encapsuler des microorganismes et des enzymes
dans des matrices spécifiques. La taille des microsphéres obtenues par la technique d’extrusion
est plus importante (supériecure a 200 pm) que pour celles obtenues par les procédés chimiques et

physico-chimiques ce qui limite leurs applications (Gouin, 2004).
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Il est intéressant pour les aliments soumis a des conditions de processus tres séveres (patisseries
et biscuits cuits a haute température). Il est principalement employé a I'échelle de laboratoire
(Heinzen, 2002). La proportion de la matiére active dans les particules peut atteindre 50 %
(Nesterenko, 2012).

2.3 Procédés physico-chimiques

2.3.1 Gélification thermique
Dans ce procédé la matiere active est dissoute ou dispersée dans une solution de matiére
enrobante ou dans un matériau fondu. L’ensemble est émulsionné soit dans une phase
dispersante ou la température est maintenue supérieure a la température de fusion d’enrobage
(gélification thermique), soit dans une solution contenant des ions qui provoquent la gélification.
Les microparticules obtenues et ensuite récupérées par filtration et séchées. Plusieurs matieres
(polysaccharides, protéines, polymeéres synthétiques, lipides) en solution peuvent former des gels
soit par refroidissement (Heidebach et al., 2009), soit par contact avec certains ions chélateurs
(Silva et al., 2006). Les microsphéres obtenues suivant ce procédé ont une taille de 30um a
300um et le chargement des microparticules en matiére active est autour 20% (Benoit et
Richard, 2013). Cette technique peut étre utilisée avec des matieres actives a encapsuler tres

fragiles comme les levures (Raymond et al., 2004).

2.3.2 Evaporation-extraction de solvant

Cette méthode repose sur 1’évaporation de la phase interne d’une émulsion sous agitation
(Freitas et al., 2005). Initialement, le matériau d’enrobage est dissous dans le solvant organique
volatil. Ensuite, la dispersion de la matiére active a encapsuler dans une solution organique avec
le polymere qui formera la matrice. La solution organique est dispersée dans le milieu aqueux
contenant un agent tensioactif sous agitation. Des que le solvant organique entre en contact avec
la phase aqueuse externe, il migre a la surface de 1’émulsion ou il s’évapore par diffusion. La
concentration du solvant organique dans la phase intermédiaire diminue au cours du temps et le
polymere commence a précipiter encapsulant le principe actif. Les microparticules sont séparées
par filtration et séchées. Parmi les polymeéres utilisés dans cette méthode on trouve le gluten du
blé et le poly(éthylene glycol) (Andreani et al., 2009), 1’éthylcellulose (Jones et Pearce, 1995)
ou encore I’acide polylactique (Leo et al., 2000), la taille des microsphéres comprise entre 0,5
et200um. La teneur maximale en principe actif est inférieure a 25% (Benoit et Richard, 2013;
Freitas et al., 2005; L.i et al., 2008) (fig.6).
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Figure 6. Microencapsulation par évaporation du solvant : (1) solution organique de polymere
contienne la matiére active dispersée, (2) mise en de la phase organique émulsifiée dans la phase
aqueuse, (3) évaporation du solvant organique de la phase dispersée, (4) formation d’enrobage de
polymeére et formation des microparticules (Singh et al., 2014).

2.3.3 Coacervation

Le terme coacervation a été emprunté au domaine de la chimie des colloides et il réfere
au processus de formation de la paroi d'une capsule. C’est une technique dans laquelle des
solutions aqueuses colloidales ont été séparees en deux phases liquides (Martins et al., 2009).
La coacervation faisant intervenir une ou plusieurs solutions hydrocolloidales qui ménent a
I'agglomération de particules colloidales, dans une phase liquide séparée (Gouin, 2004; Madene
et al., 2006). Elle correspond donc a la création de deux phases au sein de la solution ( Dixit et
Goel, 2007; Richard et Benoit, 2000) :

- Une phase riche en polymere et pauvre en solvant : le coacervat.

- Une phase pauvre en polymere et riche en solvant : le surnageant.

Lorsque le coacervat est composé d’un seul polymere, la coacervation est dite simple tandis que
si deux polymeres coexistent dans le coacervat il s’agit d’une coacervation complexe. Une étape
de réticulation de I’enveloppe des microcapsules est souvent nécessaire a la fin du procédé
d’encapsulation afin de solidifier la membrane et éviter ainsi un éclatement non désiré (Lazko et
al., 2004; Mauguet et al., 2002). Ce procédé a ’avantage de s’effectuer en milieu aqueux, il est
facilement industrialisable. Les rendements de production sont trés élevés. Les taux
d'encapsulation sont de I'ordre de 80 a 95 % (en masse) en matériau cceur. La taille des capsules

varie de quelques micrometres a 1 mm (Richard et Benoit, 2000).

2.3.3.1 Coacervation simple

Une simple coacervation peut se former avec un seul type de biopolymére dans un
solvant ou le polymére n'est pas soluble ou par addition d'un composé (sels et alcools) ayant une

affinité plus élevée pour I'eau. Ce phénomeéne peut se dérouler en milieu organique ou agueux.
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Dans le premier cas c’est un polymere hydrophile qui formera le coacervat, par exemple
la gélatine ou du chitosane qui peut étre désolvatée par addition de sulfate de sodium permettant
la coacervation pour encapsuler une huile (Kas, 1997). Les matériaux carapaces précipitent
autour de I’huile pour former la membrane, il suffit alors de durcir cette carapace en ajoutant un
agent réticulant de type formaldéhyde (Ofner et al., 2001) ou glutaraldéhyde (Dai et al., 2010;
Song et al., 2007)pour obtenir des microcapsules plus solides. Le choix de 1’agent réticulant
n’affecte pas la taille finale des microcapsules (Jyothi et al., 2010). Dans le deuxieme cas, c’est
un polymére hydrophobe qui sera désolvaté, par exemple I'éthylcellulose. Les particules
obtenues sont généralement des microcapsules et parfois microspheres dans le cas ou la
proportion de substance active est faible par rapport au volume du coacervat (Richard et
Benoit, 2000).

2.3.3.2 Coacervation complexe

La coacervation complexe est une séparation de phase liquide- liquide d'une solution
aqueuse de deux polymeéres de charges opposées. La neutralisation des charges globalement
positives d’un des deux polyélectrolytes par les charges négatives de 1’autre va provoquer la
désolvatation des macromolécules donc leur coacervation.(Dixit et Goel, 2007; Richard et
Benoit, 2000). Tout d’abord, le produit a encapsuler est disperse ou émulsifié dans une
suspension colloidale contenant les deux polyélectrolytes carapaces et le mélange doivent étre
continuellement agité (Arshady, 1990). La coacervation se déclenche par variation des
parametres du milieu, telles que la variation du pH, la concentration, ou encore la température de
la solution. Cette variation conduit a I’interaction des charges du premier polyélectrolyte avec les
charges opposées du deuxieme, créant ainsi une attraction, avec un équilibre global entre les
charges opposées. L'attraction électrostatique des deux polymeéres entraine la formation d'un
coacervat mixte.

Ce procédé est limité par le choix du matériau d'enrobage car seul deux polyélectrolytes
de charges opposées peuvent convenir. L'utilisation de gélatine comme polycation est devenue
pratiquement incontournable, grace a ses propriétés de gélification, favorisant la solidification de
la membrane. Ainsi le choix du deuxieme polyélectrolyte a utiliser est limité. Les principaux
polymeres anioniques associés avec la gélatine sont les suivants : Carboxyméthyl cellulose (Dai
et al., 2010; Li et al., 2009), Gomme arabique (De Kruif et al., 2004; Thies, 1973;Arshady,
1990; Junyaprasert et al., 2001; Lemetter et al., 2009; Madan et al., 1972).

Versic, (1988) décrit la formation de microcapsule a partir de ces deux polymeéres. Il

soutient qu'il est possible de former un complexe de coacervation seulement lorsque le pH est en
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dessous du point isoélectrique de la gélatine car a ce pH, la gélatine est chargée positivement
tandis que la gomme arabique demeure chargée négativement. Par conséquent, des interactions
électrostatiques peuvent se produire et entrainer la formation de coacervats. Les gouttelettes de
coacervat formées s'adsorbent a la surface de la matiére active pour ’enrober. Cet enrobage est
ensuite consolidé par réticulation des molécules constituant le coacervat, a I’aide d’un agent

réticulant comme le glutaraldéhyde ou le formaldéhyde (Richard et Benoit, 2000) (fig.7).
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Figure 7. Schéma de principe du procédé de microencapsulation par coacervation complexe (a)
La dispersion de la matiére active dans la solution de polymere (protéine/polysaccharide), (b) et
(c) formation d’enrobage et (d) réticulation(Richard et Benoit, 2000).

La taille des capsules pourra étre ajustée en jouant sur la vitesse d’agitation de 1I’émulsion
initiale (Jegat et Taverdet, 2000). Cette technique permet d’obtenir des microparticules de 5 a
200 um en moyenne et un taux d’encapsulation élevé qui peut aller jusqu’a 90% (Benoit et

Richard, 2013; De Kruif et al., 2004; Mathieu, 2003).
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Tableau 2. Procédés d’encapsulation et leurs propriétés

Procédés Technique Avantages Inconvénients Rendements Nature des actifs | Références
d’encapsulation | Encapsulés
Controdle de la porosité et | -Utilisation de solvants Variable (15- Liquide, (Yeoetal., 2001)
de L’épaisseur de la paroi | organiques 100 %) hydrophile ou
Polymérisation/ en fonction des polymeéres | - Interaction de certains actifs hydrophobe
Chimiques polycondensation dans la réaction de
interfaciale polymérisation
- Nombreux lavages
nécessaires
-Absence de réaction -Nécessite un équipement Variable Solide
chimique Spécifique (Gouin, 2004;;
- Co(ts de procédé et de -Granulométrie au niveau Madene et al., 2006;
Enrobage en lit d’air maintenance industriel élevée Panda et al., 2001)
fluidisé faibles - Agglomeération
-Epaisseur de membrane
souvent faible
-Consommation d’énergie
élevée
-Absence de solvant -Nécessite un équipement Jusque 40-60 % Hydrophile ou
Gélification/congélation | -Particules denses et non spécifique hydrophobe, (Albertini et al.,
de gouttes (spray poreuses -Température de procédés liquide ou solide 2009; de Vos et al.,
cooling) - Temps de procédes pouvant affecter les actifs 2010; Li¢ et al.,
courts -Agglomération 2009)
Mécaniques
-Aisément formulable -Nécessite un équipement Jusque 40-50 % Hydrophile ou (Giunchedi &

Séchage par atomisation
(spray drying)

avec des polyméres
naturels

-Simple, rapide,
économique,

facilement transposable et
sans

réactions chimiques

spécifique : tour
d’atomisation

-Non applicable aux systemes
de viscosité trop élevée
-Consommation d’énergie
élevée a cause de
I’évaporation de I'eau

hydrophobe,
liquide ou solide

Conte, 1995; Gouin,
2004; Yeo et al.,
2001)
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Physicochimiques

-Possibilité d’utiliser des -Nécessite un équipement Jusque 40 % Hydrophobe (Gouin, 2004;
polyméres spécifique essentiellement Madene et al., 2006)
naturels (alginates) -Utilisation de solvants
-Contro6le précis de la organiques
Extrusion forme et de la -Non applicable aux actifs
taille des capsules trop
-Haut degré de stabilité sensibles, notamment
des capsules en milieu sensibles a I'oxydation.
formulé
-Encapsulation de petites -Utilisation de solvants Variable Hydrophiles ou (Elkharraz et al.,
molécules organiques hydrophobes, 2011; Freitas et al.,
-Possibilité de controle de solides ou liquides | 2005; Yeo et al.,
Evaporation/extraction | la cinétique de relargage 2001)
de solvant -Utilisation de polymeéres
biodégradables et
biocompatibles
Gélation ionotropique -Mise a I’échelle du -Porosité élevée d’ou‘ une 10-30 % Hydrophiles ou (Gouin, 2004; Yeo et

laboratoire aisée fuite hydrophobes, al., 2001)
rapide des actifs Solides, ou
liquides
Coacervation simple ou | -Hauts -Utilisation classique de Environ 80 % Majoritairement ( Gouin, 2004;
complexe rendementsd’encapsulation | polymere hydrophobes, Richard et Benoit,
-Conditions douces d’origine animale (gélatine) possibilité 2000)
(absence de -Agents réticulant classiques hydrophiles

solvants organiques )
-Distribution de taille
étroite

toxiques: glutaraldéhyde ou
formaldéhyde
-conditions limitée(T, pH)
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3. Composition des microparticules

Une particule obtenue par microencapsulation est composée d’une matiere active et une
matiere enrobante (Tableau 3). Afin d’améliorer la stabilité du systéme et/ou lui apporter des
fonctionnalités désirées, des additifs peuvent également étre ajoutés. Les constituants de
microparticules utilisés sont :

3.1 Matiere active

La nature des substances actives utilisées dans la microencapsulation est trés variable. Parmi

les ingrédients que 1’on peut protéger et isoler se trouvent :
Ardémes, des huiles essentielles (Dardelle et al., 2007; Given Jr, 2009; Marcuzzo et al., 2010),
vitamines, comme (vitamine C) (Pierucci et al., 2006; Wilson et Shah, 2007), additifs
alimentaires (colorants, conservateurs) (Rascon et al., 2011); bactéries et des enzymes (Anjani
et al., 2007; Hammill et Crawford, 1997; Kailasapathy, 2002); principes actifs pour
I’industrie pharmaceutique( Benita et al., 1985; Sefton et Broughton, 1982; Sugamori et
Sefton, 1989); principes actifs cosmétiques (EIl-Zawahry et al., 2007; Ge et al., 2009).

3.2 Matiere enrobante

Le systéme enrobant joue un rdle principal sur I’efficacité, la stabilité des microparticules et
sur le degré de protection de la matiére active. En géenéral, les critéres de choix des materiaux
enrobants sont basés sur leurs propriétés physico-chimiques (stabilité, humidité, pH, oxydation),
thermiques et mécaniques. L’enrobage permet de modifier radicalement 1’aspect du produit

encapsulé : masquer le goit et I’odeur, changer 1’état de surface, la solubilité...(Lazko, 2004).

3.2.1 Polymeéres synthétiques

Les polymeéres synthétiques sont largement utilisés comme matrice de microparticules,
sont généralement utilisées dans la médecine et la pharmacie. Par exemple, le polyacrylate est
utilisé pour encapsuler le paracétamol (Benita et al., 1985), des cellules vivantes (Sefton et

Broughton, 1982), ou des cellules endocrines (Sugamori et Sefton, 1989).

3.2.2 Polysaccharides

Les hydrocolloides de type polysaccharide ont largement utilisés dans la
microencapsulation et sont appliqués dans différent domaine (cosmétigue, textile ,
agroalimentaire, pharmacie) (Vandamme et al., 2007). Ces matériaux ont une faible viscosité a

une concentration élevée dans la solution, une bonne solubilité et un faible codt.
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3.2.3 Protéines

Les protéines d’origine végétale (protéines de soja, protéines de blé) et animale (protéines de

lait, protéines d’ceuf, caséine, gélatine) peuvent étre employées comme matériaux enrobants en

microencapsulation grdce a leur nature amphiphile des chaines protéiques qui permet

d’encapsuler des matiéres actives hydrophobes ou hydrophiles.
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Tableau 3 : Exemples d’utilisation des polyméres, polysaccharides et protéines comme matiere enrobante en microencapsulation.

Matiere enrobante Matiére active Technique Application Référence
d’encapsulation
e Acide polylactique Principes actifs Atomisation Médicaments )
Hydrophobes Coacervation (Wischke et
Gélification Schwendeman, 2008)
e  Polystyrene Matériau a changement Polymeérisation Textile (Sanchez et al., 2007;
de phase en suspension Supsakulchai et al., 2003)
Polymeére
e Polyuréthane Catalyseur Polymérisation Catalyse (Ley et al., 2003)
Interfaciale
e  Polyacrylonitrile Hépatocytes Co-extrusion Biomédecine ( Honiger et al., 2000)
e Amidon Arbmes Gélification (Jeon et al., 2003)
Alimentaire
Atomisation (Krishnan et al., 2005;
MurUa-Pagola et al., 2009;
Shaikh et al., 2006)
e Maltodextrine Arbmes Atomisation Alimentaire (Krishnan et al., 2005)
Bétalaine (colorant) (Saénz et al., 2009)
Probiotiques Lyophilisation (Semyonov et al., 2010)
e Gomme arabique Arémes Atomisation Alimentaire (Krishnan et al., 2005;
Polysaccharide (gomme d’acacia) Shaikh et al., 2006)
Fe 03 Coacervation Biomeédecine (Roque et al., 2009)
Endoglucanase Séchage a I’air et Détergents (Ramakrishnan et al.,

(enzyme)

Broyage

2007)
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e Chitosane Astaxanthine Evaporation de solvant Alimentaire (Higuera-Ciaparaet al.,
(pigment) 2004)
Ampicilline Atomisation Pharmacie (Anal et al., 2006)
e Cellulose/ Protéine Evaporation de solvant Médecine (Remufan-Lopez et al.,
Ethylcellulose 1998)
Polyphénols Coacervation Alimentaire (Zheng et al., 2011)
e  Pectine Huile de poisson Atomisation Alimentaire (Drusch, 2007)
e Gélatine Shikonine Coacervation Pharmacie (Huang et al., 2007)
Lycopéne (pigment) Atomisation Alimentaire (Shu et al., 2006)
e  Protéine de soja Hydrolysat de caséine Atomisation (Favaro-trindade et al.,
2010; Molina Ortiz et al.,
2009)
Alimentaire
Protéine Riboflavine Gélification (Chen et Subirade, 2009)
Huile de poisson Coacervation (Gan et al., 2008)
e Caséine Pyrrolnitrine Coacervation Médicine (Yu et Lee, 1997)
Huile de poisson Atomisation Alimentaire ( Drusch et al., 2012)
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3.3 Additifs

En plus du matériau enrobant et la matiére active, certains additifs (tableau 4) peuvent
également étre ajoutés dans le systéme avant la microencapsulation : les agents tensioactifs qui
sont des surfactants utilisés pour stabiliser la phase huileuse de 1’émulsion , les agents
antimicrobiens pour la multiplication des microorganismes dans le systéme et de le stabiliser
efficacement, ou encore les agents réticulants pour consolider I’enrobage polymérique et lui
apporter de meilleures propriétés mécaniques dans le but de protéger les particules formées

contre la coalescence et la libération préalable de la matiére active.

Tableau 4 : Quelque additif utilisé dans la microencapsulation

(Ganetal., 2008;
Oléates de sorbitane (Span) Saihiet al., 2006)

(Krishnan et al., 2005;

Shaikh et al., 2006;
Les polysorbates (Tween) Theron et al., 2012;
Agents tensioactif Yoo et al., 2006; Yu et
Lee, 1997)

(Augustin et Hemar,
Additifs Le polyricinoléate de polyglycérole 2009)

(Gharsallaoui et al.,
Agents antimicrobiens L’azoture de sodium 2012; R. Wang et al.,
2011)

(Ezpeleta et al., 1996;
Agents de réticulation Le glutaraldéhyde Lazko et al., 2004)

3 Les interactions protéines-polysaccharides

En milieu aqueux, lorsque les molécules de protéines entrent en contact avec des
polysaccharides, différent phénoménes peut surviennent selon les conditions du milieu. D'un
point de vue thermodynamique, deux types d'interaction peuvent se produire (Ledward, 1993;
Samant et al., 1993;Weinbreck et al., 2004), il s'agit de :

4.1 Incompatibilité thermodynamique
L’incompatibilité thermodynamique également appelée séparation de phase ségrégative
est un systeme biphasique liquide — liquide se forme dans ce cas, ou la protéine et le

polysaccharide se trouvent séparés, chacun dans I'une des deux phases (Satchell et al., 2002;
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Tolstoguzov, 1985). En général, L'incompatibilité dans le systéme se produit a un pH supérieur
au pHi de la protéine et a une force ionique plus elevée (Grinberg et lolstoguzov-, 1997).
Cependant, a tres haute concentration, les biopolyméres chargés de maniere similaire se
repoussent et la répulsion nette rend le systeme instable (séparé en deux phases), ce que l'on
appelle incompatibilité thermodynamique et si la différence de poids moléculaire entre eux
augmente ceux-ci pourraient faire un déséquilibre dans le rapport des forces attractives ce qui

conduisait en incompatibilité (Doublier et al., 2000).

4.2. Compatibilité thermodynamique
Connu sous le nom compatibilité thermodynamique ou séparation de phase associative, deux
situations peuvent se produire dans ce cas ( Ledward, 1994; Samant et al., 1993; Tolstoguzov,
1991).

4.2.1. Co-solubilité
Les deux polymeres sont existés en équilibre résultant une solution homogeéne et stable.
C'est-a-dire la génération d'une phase dans laquelle les deux biopolymeéres n'interagissent pas ou
existent sous forme de complexes solubles dans le milieu aqueux (Tolstoguzov, 2003; Ye,
2008). Généralement, lorsque l'attraction intermoléculaire est inhibée ou absente, chaque
macromolécule ignore la présence de I’autre. En conséquence, co-solubilité est rarement

observée voir la grande diversité des groupements fonctionnels des polymeres.

4.2.2. Séparation de phase associative

Les deux polymeres interagissent de facon attractive pour former un systéeme diphasique
dans lequel les deux polymeéres se retrouvent associés et concentrés dans une méme phase tandis
que la deuxiéme phase est pauvre en polymeéres (Tolstoguzov, 1991). C’est le cas de
coacervation complexe. Dans ce systeme, les interactions électrostatiques favorisent I'association
des polyméres de charges opposées par des forces attractives électrostatiques entre les
groupements carboxyliques du polysaccharide et les résidus chargés positivement de la protéine
(Mattison et al., 1998; Samant et al., 1993; Sanchez et Paquin, 1997). La zone de pH
favorable a la formation de ces complexes se retrouve généralement entre le point isoélectrique
de la protéine et le pKa des groupements carboxyliques du polysaccharide. La stabilisation de
Ces complexes se fait grace a des liaisons hydrogenes, des forces de van der Waals et des
interactions hydrophobes (Dickinson, 1998; Ganz, 1974; Imeson et al., 1977; Ledward, 1994).

Si les deux biopolyméres sont présents en proportions égales par poids a un pH tel qu'ils portent
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al., 1998).
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Figure 8. Schéma représente le mode d’ interaction possible entre les polysaccharides et les
proteines (Ghosh et Bandyopadhyay, 2012).

4 Facteurs influencant la formation de complexe

Les interactions moléculaires dans un systeme de coacervat sont principalement les forces
d'attraction électrostatiques, tandis que les interactions non spécifiques, telles que van der Waals
et les interactions de liaison hydrogene jouent également un réle dans la formation de complexes
insolubles ( Li et Huang, 2013).Des parametres physico-chimiques influencant ces interactions
et ont un effet important sur la séparation de phase, notamment de la vitesse d'agitation et le
ratio de polymeres. Ainsi que la stabilité du complexe, elle dépend de nombreux facteurs : les
groupements ionisables a la surface des protéines et polysaccharides, la concentration des
polymeres, la température, le poids moléculaire et le pH du milieu (Dickinson, 1998; Syrbe et
al., 1998).

51 pH
Dans le processus de formation de complexes entre les protéines et les polysaccharides, le
pH joue un réle trés important. En effet, Le degré d'ionisation des groupes fonctionnels des

protéines (groupe amine) et (groupe carboxyle) et des polysaccharides (groupe carboxyle)
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dépend du pH du milieu dans lequel ils existent (Weinbreck et al., 2003). Les protéines portent
une charge positive en dessous du point isoélectrique et possédent une charge négative au-dessus
de leur point isoélectrique. Outre les polysaccharides sont chargés négativement, cependant & un
pH proche du pKa, les polysaccharides ont moins de charges négatives (Kayitmazer, 2017).Les
complexes formés peuvent étre solubles ou insolubles dépendamment du degré de neutralisation
des charges opposées. Les termes «soluble» et «insoluble» sont des termes utilisés pour
décrivent la coacervation dans la littérature relative aux interactions biopolyméres, et ne refletent
pas «solubilité» en terme de test de fonctionnalité (Klassen et al., 2011; Liu et al., 2009; Stone
et Nickerson, 2012). Le maximum d'interactions apparait & un point appelé point d'équivalence
électrique (PEE) ou la protéine et le polysaccharide possedent des charges également opposées (
Singh et Burgess, 1989), en prenant comme exemple le systéme B-lactoglobuline/ gomme
d’Acacia, il a été montré que I’ PEE se situait autour d’une valeur de pH de 4,2 (Schmitt et al.,
1999). Des variations de I’ordre de 0,5 unité du pH est suffisante pour que la formation de

complexes soit réduite de maniére significative (Schmitt et al., 1999).

5.2 Force ionique

La force ionique peut étre utilisée pour contrdler I’état de phase des systémes avec des
interactions électrostatiques, elle considéré comme un facteur environnemental important qui
affecte la formation et la dissociation des coacervats. La plage de phase observée peut étre
élargie en fonction de la teneur en sel. A de faibles concentrations, les interactions
électrostatiques sont réglées par la force ionique qui pourrait faciliter la coacervation (Wee et al.,
2014) car de legeres modifications conformationnelles des biopolyméres conduisent a une
solubilité accrue ce qui donne plus d'acces aux sites chargés et prend en charge la complexation
(Niu et al., 2014; Weinbreck et al., 2003). Plus loin, le salage permet a plus de sites d'étre
disponibles pour les interactions électrostatiques, et aide a éliminer les répulsions a courte portée
entre les biopolyméres. Par contre a de fortes concentrations en ions, peut étre conduire a la
suppression des complexes, qui se justifierait par l'entrée en compétition des ions, avec les
macromolécules ce qui empécherait leurs interactions électrostatiques (Mattison et al., 1998;
Schmitt et al., 1998).

5.3 Charge des biopolymeres
La formation de complexes est principalement influencée par la nature et la densité des
charges présentes sur les macromolécules. La densité de charge des biopolymeéres peut étre

définie comme le nombre de charges (sites réactifs) par unité de longueur qui a un grand impact
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sur les interactions électrostatiques pendant la coacervation (Kizilay et al., 2011; Pak et al.,
2016; Priftis et al., 2015; Schmitt et al., 1999; Schmitt et al., 1998). La protéine porte une
charge positive ou négative basée sur le pH du milieu (positive a pH inférieur a pHi et vice
versa).Les polysaccharides se déprotonent (deviennent anioniques) a un pH supérieur a son pKa.
Cette charge électrique sur la colonne vertébrale de la protéine ou de la chaine polysaccharidique
est responsable de l'attraction électrostatique ou de la répulsion entre eux. Les interactions
électrostatiques n’interviennent pas et la formation de complexes est inhibée si la densité de
charge est trop faible. De plus, la charge nette des complexes influence la solubilité de ceux-ci
dans leur milieu. Par exemple, si un polymeére possede un excés de charge par rapport a un
deuxieme polymere, les complexes formés auront tendance a interagir avec le solvant.
Cependant si les charges des deux polymeéres se neutralisent complétement pendant la formation
de complexe, ceux-ci seront insolubles (Mattison et al., 1998; Xia et Dubin, 1994).

5.4 Ratio protéine/polysaccharides

Le rapport molaire de mélange de biopolymeres joue un réle important dans le contréle de la
charge équilibre dans un mélange de protéines et de polysaccharides (Sarika et al., 2015;
Schmitt et al., 1999), il en résulte une influence sur la solubilité des complexes. En effet, a un
pH et & une force ionique donnés, le ratio massique (P:Ps) va conditionner la neutralisation des
charges entre les deux macromolécules. Si la neutralisation des complexes se produit a un ratio
P:Ps de 1, toute augmentation ou diminution de ce ratio entrainera un gain de solubilité accrue
des complexes et par conséquent une diminution des complexes (Kaibara etal., 2000). 1l existe
toujours un rapport de mélange molaire spécifique pour obtenir un rendement de coacervat
maximal. Cela se produit généralement lorsque des conditions électriquement équivalentes sont
atteintes. Par exemple, les rapports de mélange optimaux pour les isolats de protéines de
lentilles: gomme arabique (Aryee et Nickerson, 2012; Elmer et al., 2011), et isolat de protéines
de graines de chia: gomme de graines de chia (Timilsena et al., 2015), l'isolat de protéines de
soja: chitosane ( Huang et al., 2012) étaient 1: 1, et 6: 1, 4: 1 respectivement. Lorsque tous les
facteurs sont pris en considération, il a été démontré que le pH optimal et la force ionique
dépendent du rapport de mélange des biopolymeres, de la nature du noyau et autres conditions

expérimentales.
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5.5 Température

Les interactions hydrophobes et liaisons covalentes sont favorisées par l'augmentation de
la température alors que les liaisons hydrogénes sont favorisées par une diminution de la
température. La séparation de phase associative dans un systéme protéine/polysaccharide est
donc favorisée par une diminution de la température permettant I'établissement de liaisons
hydrogenes. L'augmentation de la température peut aussi étre indirectement bénéfique a la
séparation de phase associative (Schmitt et al., 1998) di a lI'exposition de sites réactifs lors de la
dénaturation des protéines ou au changement de conformation du polysaccharide. Ces
changements peuvent favoriser les interactions électrostatiques associatives entre protéines et
polysaccharides. Selon Harding et al .,(1993) il n'y a pas de formation de complexe sérum
albumine bovine-alginate a pH 6,8 entre la température 35 et 70°C. Cependant quand ce mélange
est chauffé au-dessus de 70°C, la formation de complexes a lieu. Cela expliquée par la
dénaturation du sérum albumine bovine a 55°C et une fois cette température dépassée, le
chauffage permettrait a la protéine d'exposer plus de groupements réactifs favorables a la
formation des complexes. La zone de température entre 35 et 70°C correspondrait au processus
de modification de la conformation du sérum albumine bovine pendant lequel les interactions

avec l'alginate ne sont pas favorisées.

5.6 Agitation (mode d’agitation, vitesse, temps)

L'effet de l'agitation a pu étre mis en évidence dans plusieurs études. Par exemple, le
diametre des complexes obtenus entre l'aloumine et la gomme acacia était de 2,2um apres
augmentation de la vitesse d'agitation a 420 rpm alors qu'il était de 3,1jum a 200 rpm (Tirkkonen
et al., 1994). Par contre dans une étude de (Burgess et Singh, 1993) aucun effet de l'agitation a
450 et 900 rpm pendant une heure n'est obtenu avec le méme systéeme albumine/gomme acacia.
Bien que ces deux études donnent des résultats différents (Schmitt et al., 1998), d'autres
effectuées sur le complexe de béta-lactoglobuline/gomme acacia avec un ratio de 4 :1 a pH 4.0 et
une concentration totale en polymeres de 0,1% p/p a montrée que la taille des coacervats était
dépendante du temps d'agitation. Aprés une courte durée (15s) d'agitation, des coacervats de
petite taille (I um) étaient obtenus alors que de longue durée (60s) d'agitation permettaient une

coalescence des particules (10-25um) (Vandamme et al., 2007).

37



Synthese Bibliographique Chapitre 2 : Microencapsulation

5.7 Agent reticulant

Les agents réticulants (sa nature et la concentration dans le milieu) jouent un réle
important pour la stabilisation des microparticules. La recherche montre que les microparticules
préparees en présence d'un agent réticulant présentent un taux d'encapsulation élevé et une

libération prolongée (Schmitt et Turgeon, 2011).

6. Caractérisation des microparticules
6.1 Taille
Le terme de microparticules est utilis¢é pour des tailles comprises entre lpum et
1000umd’aprés (Benoit et Richard, 2013). La production de microparticules s’accompagne
fréquemment d’une certaine polydispersité en taille : apparition de deux ou plusieurs
populations.
6.2 Structure interne
Deux types de structures internes de microparticules polymériques peuvent étre observés
: sont la structure réservoir (microcapsule) et la structure matricielle (microsphére) (Richard et
Benoit, 2000) (figure 9) :
- les microsphéres qui sont des réseaux matriciels de matériau enrobant dans lequel le principe
actif se trouve dispersé ou dissout (A).
- les microcapsules qui sont des systémes dits « réservoirs » constitués d’un ceeur de principe
actif entouré d’une membrane de matériau enrobant (B).
Cela dépend des propriétés physicochimiques de la matiére active et de la matiére enrobante, de

leur composition et de la technique utilisée.

Figure 9. Photographies obtenues par microscopie électronique a balayage représentant :
A. microsphére dans laquelle le principe actif est disperse dans le matériau enrobant (Yang et
al., 2001) ;B. microcapsule (Sanna et al., 2015).
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6.3 Quantification de I’actif encapsulé
Le principe actif présent au sein des microparticules est caractérisé par plusieurs grandeurs. La
plus commune est le rendement d’encapsulation et leur efficacité (Gupta et Ravi Kumar, 2001;

Shu et al., 2006) qui a pour les formules suivantes:

. i l bt
Rendement d’encapsulation 9= —nicrocapsules obtenues)(9) __ 9
m(polymére+principe actif introduits(g)

s . d'acti lé
Efficacité d’encapsulation Y= 22ss€ dactif encapsuldg) . 4
masse d actif introduit(g)

6.4 Modes de libération des principes actifs

Les substances actives sont maintenues et protégées dans le ceeur des microcapsules durant
une période de temps définie, deux systémes sont distingués pour leur libération (figure 10) :
> Les systémes a libération déclenchée :sont constitués d’'une membrane imperméable qui
va libérer brutalement leur contenu par une rupture sous 1’effet d’une modification de pH
ou de température (Bartkowiak et Hunkeler, 1999)
> les systémes a libération prolongée dans lesquels le principe actif peut étre libéré par
diffusion passive a travers la membrane polymérique ou par dégradation/dissolution
progressive du matériau enrobant. La libération dépendra donc de la structure des
systémes étudiés (microcapsules ou microspheres) qui va directement influencer la
cinétique de libération reésultante. Ce systeme est largement utilisé dans les domaines
alimentaires et pharmaceutiques.
La cinétique de libération dépend principalement de 1’épaisseur de la membrane, de sa porosité,

de sa composition chimique et des propriétés de la substance active (Dapkevicius et al., 2002;
De Roos, 2000).

Libération déclenchée

Libération prolongée

Figure 10. Modes de libération d’un principe actif
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7. Les applications de I’encapsulation

On trouve désormais des applications de la microencapsulation dans de nombreux domaines

industriels, listés dans le tableau 5 suivant, dans lequel sont également précisés des exemples de

composés encapsulés ( Madene et al., 2006; Vandamme et al., 2007).

Tableau 5. Domaine d’application d’encapsulation

Domaine industriel

Exemples de composes encapsules

Pharmacie et

Antibiotiques, contraceptifs, enzymes, vaccins, bactéries, vitamines,

médical minéraux, antigenes, anticorps
Cosmétique Parfums, huiles essentielles, anti transpirants, agents bronzants,
crémes solaires, colorants capillaires, baumes démélants, mousses a
raser...
Alimentaire Huiles essentielles, graisses, épices, aromes, vitamines, minéraux,
colorants, enzymes, levures, micro organismes...
Agriculture Herbicides, insecticides, engrais, répulsifs, hormones vegétales...

Biotechnologie

Enzymes immobilisées, microorganismes, cellules vivantes, cellules
artificielles, cultures tissulaires, composes nutritionnels. ..

Chimie

Catalyseurs, enzymes, additifs pour plastiques, eau (platre et béton),
inhibiteurs de corrosion, retardateurs d’incendie, colorants et
pigments, agents UV protecteurs, parfums, huiles essentielles,
agents lubrifiants...

Détergents

Adoucissants, antistatiques, agents décolorants, agents moussants,
silicones, cires, détachants...

Textile

Colorants, parfums, pigments, bactéricides, fongicides, répulsifs
d’insectes, agents antistatiques, retardateurs d’incendie, agents
imperméabilisants, adhésifs, composés bioactifs médicaux,
composes bioactifs cosmétiques

Graphismes et
impression

Colorants, pigments, parfums, révélateurs, cristaux liquides, toners,
composes photosensibles. ..

Photographie

Halogénures d’argent, pigments, colorants, composés
photopolymérisables, révélateurs pour photographies couleurs,
plastifiants...

Electronique

Cristaux liquides, matériaux semi-conducteurs, adhésifs, agents de
séchage ,retardateurs de flammes, antistatiques...

Traitement des
déchets

Microorganismes, substrats, detoxifiants, déchets liquides
(solidification), déchets industriels a risques, déchets radioactifs. ..
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1. Activité antioxydante des huiles essentielles pures et encapsulées

Généralement dans un organisme, les phénomenes radicalaires de base sont utiles au bon
fonctionnement et lorsque I’intensité de ces phénoménes augmente anormalement et dépasse la
quantité¢ d’antioxydants disponible cela intervient I’altération des composants cellulaires et des
structures tissulaires. La conséquence de ce déséquilibre va entrainer une agression appelée «
stress oxydatif » (Rahman et al., 2003). Les radicaux libres sont caractérisés par un pouvoir
oxydant instable et /ou fort. La différence est qu’il y a un électron non apparié sur la couche
électronique la plus externe (André, 1998). Tous les tissus et tous leurs composants peuvent étre
affectés : lipides, protéines, glucides et ADN (Aurousseau, 2002; Valko et al., 2007). Toutes
ces altérations augmentent le risque de provoquer plusieurs maladies (Aruoma, 1998), parmi
lesquelles les maladies d’Alzheimer, de Parkinson, de méningo-céphalites, les maladies
cardiovasculaires et déficience cardiaque (Jha et al., 1995), le cancer (Ali et al., 2008) et les
cedémes et vieillissement prematuré de la peau (Georgetti et al., 2003).

Nombreuses méthodes font apparaitre pour la détermination de I’activité antioxydante : la
méthode TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), FRAP (FerricReducing Antioxidant
Power), TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter),ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Assay) et la plus utilisée: la méthode au DPPH (Diphényl Picrylhydrazyle).

» La méthode de DPPH

Le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (capteur de proton) de couleur violet en solution , il est
souvent utilisé pour évaluer I’activité antioxydante d’un composé quelconque .C’est un radical
libre, stable au cours du temps (Cotelle et al., 1996; Trouillas et al., 2003). Le radical DPPH est
réduit en formant une liaison moléculaire stable en présence d’un antioxydant (donneur de
proton). On mesure a ’aide d’un spectrometre UV a 517 nm et le produit réduit présente une
coloration qui tire vers le jaune, cette coloration est proportionnelle a la quantité d’antioxydant
avec 'utilisation d’un antioxydant de référence pour la comparaison.

Edris, (2007) a décrit que l'activité antioxydante est attribuée a la présence de puissants
composés dans les huiles essentielles extraites de : cannelle, clou de girofle, muscade, persil,
basilic, origan et thym, tel que : éthers, alcools, cétones et aldéhydes monoterpéniques:, le 1,8-
cinéole, le linalool le géranial/néral, la menthone, l'isomenthone, le citronellal, et certains
monoterpénes non oxygenes par exemple I' a-terpinéne, | ‘a-terpinolene et le y-terpinene .

Braga et al., (2006) indiquent que le thymol et le carvacrol sont les composés les plus

actifs, leur activité est liée a leur structure phénolique car ces composés ont des propriétés
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oxydo-réductrices en neutralisant les radicaux libres. Plusieurs études ont montré I’activité

antioxydante des huiles essentielles brutes et encapsulées sont citées dans le tableau 6.

Tableau 6. Activité antioxydante des huiles essentielles brutes et encapsulées

Activité Antioxydante
Huile essentielle brute  Référence Huile essentielle encapsulée  Référence
Thymus vulgaris (Radinz et al., Thymus vulgaris (Radinz et al.,
2020) 2020)
Oregano (Arana-Sanchez et  QOregano (Arana-Sanchez et
al., 2010) al., 2010)
Thymus numidicus (Zeghib et al., Cordiandium salivum (Dasetal., 2019)

2013)

2. Activité antbacterienne des huiles essentielles pures et encapsulées

Plusieurs techniques sont utilisées pour I’évaluation de I’activité antimicrobienne des
huiles essentielles et cette activité varie d’une souche bactérienne a I’autre et d’une huile
essentielle a 1’autre. Le mode d’action des huiles essentielles se fait, soit en bloquant la
multiplication des cellules bactériennes (bacteriostatique), soit en les tuant (bactéricide).
Cependant, le caractére hydrophobe des HE permet aux molécules d’affecter la membrane
cytoplasmique de la bactérie et déstabiliser sa structure. Ceci engendre une augmentation de la
perméabilité membranaire et une fuite d’ions et des constituants intracellulaires indispensables a

la vie de la bactérie conduisant finalement a la mort de la cellule (Burt, 2004).

2.1 Méthodes de détermination de I’activité antibactérienne
Les techniques utilisées pour évaluer le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles
sont nombreuses (Suhr et Nielsen, 2003). Ces tests se basent principalement sur la diffusion et
la dilution. Ils permettent soit de déterminer le pouvoir antimicrobien, soit de le quantifier en

terme de concentration minimale inhibitrice ou bactéricide.

2.1.1 Méthode de diffusion
2.1.1.1 Méthode de diffusion par disque
Il s’agit d’une méthode fiable et reproductible couramment utilisée in vitro, pour évaluer

I’activité antibactérienne. Elle consiste a utiliser des disques de papier imbibés d’huile
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essentielle, puis de les placer a la surface d’une gélose uniformément ensemencée avec une
suspension bactérienne. Aprés 24h d’incubation, développement des colonies a la surface de la
gélose laissant des zones vierges autour des disques appelées zones d’inhibition. On peut
exprimer I’activité antimicrobienne en indiquant directement la zone d’inhibition en millimétres.
Plus le diametre de la zone d’inhibition est grand plus la souche est sensible, et plus le diamétre
est petit, plus la souche est résistante (Gachkar et al., 2007).

2.1.1.2 Méthode de puits

C'est une méthode qui mesure une diffusion radiale de I’huile essentielle a partir d'un
puits en donnant une zone d'inhibition claire et facilement mesurable. Cette technique consiste a
découper un trou circulaire vertical dans la gélose et a y verser une solution d’huile essentielle de
concentration connue. Celle-ci diffuse radialement et crée une zone d'inhibition circulaire a la
surface de la gélose préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne (Dorman et al.,
2000).

Ces deux méthodes (des disques et des puits) sont largement employées pour 1’indication
qualitative de la sensibilité ou la résistance des micro-organismes. Des études plus approfondies
seront nécessaires afin de pouvoir quantifier en termes de concentration par les méthodes de

dilution.

2.1.2 Méthode de dilution
Cette méthode consiste a faire une série de dilution d’une gamme de concentrations en
huile essentielle a laquelle une suspension bactérienne est inoculée. Le but des méthodes de
dilution en bouillon et en gélose est de déterminer la concentration la plus faible de
I’antimicrobien testé qui inhibe la croissance de la bactérie testée (habituellement exprimee en
mg/mL ou mg/L). Cette technique est utilisée pour les bactéries qui ont présenté une sensibilité

aux HE par les méthodes de diffusion.

2.1.2.1 Dilution en bouillon
La dilution en bouillon est une technique dans laquelle une suspension bactérienne (a une
concentration optimale ou appropriée prédéterminée) est testée contre des concentrations
variables d’un agent antimicrobien dans un milieu liquide. La méthode de dilution en bouillon
peut étre effectuée dans des tubes contenant un volume minimum de 2 mL (macrodilution) ou

dans de plus petits volumes a I’aide de plaques de microtitration (microdilution).
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2.1.2.2 Dilution en gélose
La dilution en gélose implique I’incorporation d’un agent antimicrobien dans un milieu
gélosé a des concentrations variables, suivie d’un ensemencement d’un inoculum bactérien défini

a la surface de la gélose de la boite.

2.2 Activité antimicrobienne liée a la composition chimique des huiles essentielles

Dorman et al., (2000) montrent que I’importance de I’activité antimicrobienne d’une

huile essentielle dépend de sa composition chimique et des groupements fonctionnels des
composés majoritaires (alcools, phénols, composeés terpéniques et cétoniques).
Les composés phénoliques sont principalement responsables des propriétés antibactériennes des
huiles essentielles. Ces composés provoquent des dégats irréversibles au niveau de la membrane
et des parois cellulaires des bactéries. C’est le cas du thymol qui est considéré comme un
bactéricide (Aligiannis et al., 2001; Friedman et al., 2002), ainsi que le carvacrol qui est
fréquemment présent dans différentes plantes de la famille des Lamiacées . Leurs actions se font
par linhibition des processus de transport des électrons, le transport intracellulaire des protéines,
et dans d'autres réactions enzymatiques (Burt, 2004; Ultee et Kets, 1999). Tabanca et al.,
(2001) indiquent que le bornéol a une grande solubilité dans I’eau qui lui confére une haute
capacite a traverser les membranes des cellules bactériennes.

Concernant Les composants minoritaires ont un réle important dans 1activité
antimicrobienne des huiles essentielles en agissant avec les composés majoritaires. L'interaction
entre eux peut produire différents types d'effets (tableau 7) (Burt, 2004; Delgado et al., 2004;
Pei et al., 2009) :

e Un effet additif : I'effet combiné est égal a la somme des effets individuels.

e Un effet antagoniste : I'effet des deux composés est moindre lorsqu'ils sont
appliqués ensemble qu’individuellement.

e La synergie: l'effet de substances combinées est supérieur a la somme des

effets individuels
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Tableau 7. Différents effets des composants des HES

Effets Composants Souche Référence

Synergie p-cymeéne/ carvacrol Listeria monocytoenes (Bassolé et al., 2010)

Additive Eucalyptol/ S. aureus et (Mulyaningsih et al.,
Aromadendréne Enterococcus faecalis 2010)

Antagoniste Carvacrol/myrcene S. aureus, E. coli (Gallucci et al., 2009)

> Quelques exemples des huiles essentielles brutes et encapsulées qui ont des activités

antimicrobiennes sont montrés dans le tableau ci-dessus :
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Activité antimicrobienne

Huile essentielle brute | Micro-organisme Référence Huile essentielle encapsulée | Micro-organisme Référence
Mentha rotundifolia (L.) Aspergillus flavus, Candida (Brahmi et Summer savory High in vitro antimicrobial activity (Feyzioglu et
Huds albicans, Staphylococcus aureus, al., 2016) against S. aureus, L. monocytogenes and | Tornuk,
Bacillus subtilis; Fumigant and E. coli. 2016)
contact toxicity properties against
Rhyzopertha dominica (F.).
Thymus vulgaris L. Pantoa sp. and Escherichia coli. (Imelouane Cardamom Escherichia coli and Staphylococcus (Jamil et al.,
et al., 2009) aureus. 2016)
Mentha rotundifolia L. E. coli, Salmonella typhimurium, S. | (Riahi etal., Thymus vulgaris S.typhimurium (Radunz et
aureus, Bacillus cereus, Aspergillus 2013) L.monocytogene al., 2020)
niger and C. albicans. S.aureus
E.coli
Ocimum basilicum L. S. aureus, E. coli, B. subtilis, (Hussain et Thym V.Parahaemolyticus (Tomazelli
al., 2008) V. Alginolyticus Junior et al.,
2018).
Cinnamomum E. coli, Klebsiella pneumoniae, (Prabuseeni Oregano Escherichia coli and Staphylococcus (Arana-
zeylanicum; Citrus Pseudomonas aeruginosa, Proteus | vasan et al., aureus. Sanchez et al.,
aurantium; Pelargonium | vulgaris, S. aureus and B. subtilis 2006) Pseudomonas aeruginosa 2010)

graveolens; Rosmarinus
officinalis; Citrus

sinensis;
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Généralement I’utilisation des ressources naturelles en particulier les plantes
médicinales, cela devient une des fagons les plus importantes et intéressantes a explorer,
d’une part, il s’agit de trouver de nouveaux produits antibactériens plus efficaces que les
drogues synthétisées, en revanche , ils sont acceptés par I’organisme (Wright et Sutherland,
2007).

3. Autre Activites biologiques

Siani et al., (1999) indiquent que les HEs de Protium strumosum, Protium lewellyni,
Protium grandifolium ont un effet anti-inflammatoire, ainsi que les racines de
Carlinaacanthifolia sont capables d’inhiber I’inflammation induite par une injection de
carraghénane chez le rat. Nombreuses activités antifongiques des HEs, notamment le thym, la
citronnelle, La cannelle, ont été décrites par Burt, (2004), ainsi que les huiles essentielles des
achilées : Achillea fragrantissima (Barel et al., 1991) A. setacea, A. teretifolia (Unlu et al.,
2002)et A. milefolium (Candan et al., 2003), sont tres efficace contre la levure pathogéne
Candida albicans .De plus Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-tumorales
utilisées dans le traitement préventif de certains types de cancers, comme exemple De Sousa
et al., (2010) ont montré que I’huile essentielle de Melissa officinalis a un effet efficace contre
les cellules de lignées cancereuses humaines, incluant les cellules leucémiques HL-60 et
K562, ainsi que (Mbarek et al., 2007) prouvent que I’huile essentielle de Nigella sativa L, a
une activité cytotoxique, elle limite la prolifération de métastases hépatiques et retarde la mort

des souris ayant développé la tumeur P815.
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1. Plante utilisée

La plante étudiée « Thymus vulgaris » (fig. 11) a été récoltée de la région de Jijel située
a ’Est de I’Algérie (latitude: 36° 49’13 " nord, longitude: 5 © 46’00 " est, ¢lévation au-dessus
du niveau de la mer: 9 m). La plante a été collectée pendant la floraison (juin a juillet 2018).
La partie aérienne (tiges, feuilles et fleurs) a été séchée a température ambiante, a ’ombre et
broyée en particules calibrées avec un broyeur électrique. L’identification de la plante a été
réalisée par le professeur REBBAS Khellaf de 1'université de M’Sila et confirmée par le

docteur MALKI Samira de I’'université d’Oum EI Bouaghi (herbier annexe).

Figure 11: La plante de Thymus vulgaris

2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée par hydrodistillation dans un appareil
de type Clevenger (fig. 12). 100g de la matiére végétale seche sont introduits dans un ballon
en verre et imprégné avec une quantité d’eau distillée suffisante, et portée a ébullition pendant
4h. Les huiles essentielles sont récupérées et stockées dans des flacons en verre opaque a
4°C. Le rendement d’huile essentielle est exprimé par rapport a sa matiere séche et calculé par

la formule suivante:

Rendement d’HE (Rdt) %= % x 100
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Figure 12 : Montage de clevenger

3. Préparation des microparticules

3.1 Produits chimiques

Gélatine type B (Merck Darmstadt), et la gomme arabique (Sigma-Aldrich) ont été
utilisés comme matériaux de paroi dans la formation de microcapsules, la matiére de base
utilisée est I’huile essentielle de Thymus vulgaris ainsi I’utilisation de formaldéhyde (Sigma-

Aldrich) pour la solidification des capsules.

e Gélatine

La gélatine (GE) est une protéine abondante et préparée par I'hydrolyse du collagéne
dans des conditions acides ou alcaline (fig. 13). Il existe deux types de gélatines différentes

par I’origine de la matiére premicre et par le procédé de fabrication utilisé :

- les gélatines du type A obtenues par un traitement acide de peaux de porcs et d’os,

- les gélatines du type B obtenues par un traitement alcalin de peaux de bovins et d’os.

Les gélatines du type A et B se distinguent par leur point isoélectrique (supérieur a 6,5
pour le type A et voisin de 5 pour le type B) et une viscosité plus faible. La gélatine que nous
avons utilisée dans cette étude est du type B. Elle fait partie de la famille des hydrocolloides
dont les fonctions principales sont d’épaissir, de gélifier et de stabiliser. La propriété «
gélifiante » de la gélatine est la plus connue et la plus utile (Yeo et al., 2005). Les
enchainements Glycine — Proline — Hydroxyproline sont les plus fréquents. Ces séquences
apolaires sont séparées par des séquences polaires composées principalement de résidus
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d’acide glutamique, arginine, acide aspartique, lysine ou sérine. La gélatine est donc
composée de certains acides aminés hydrophobes (proline, leucine) et d’acides aminés
hydrophiles (sérine, arginine,...). C’est donc une protéine globalement hydrophile présentant

un caractére hydrophile — hydrophobe (amphiphile) (Shen et al., 2006).
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Figure 13. Representation chimique de la structure de gélatine (Elzoghby, 2013).

e Lagomme arabique

La gomme arabique (GA), également appelée gomme d’Acacia, est un polysaccharide
complexe chargée négativement de type arabinogalactane. Elle est produite par l'exsudation
des arbres du genre Acacia localisés dans les pays du Nord-Nord/Est de I’Afrique : Acacia
Sénegal.

Elle est considérée comme la meilleure gomme a utiliser dans des systéemes émulsionnés de
type huile dans 1’eau (Garti, 1999). C’est aussi un agent d’encapsulation efficace en raison de
ses propriétés physiques (non-toxique,hautement soluble, pH stable) (Espinosa-Andrews et
al., 2007). Le pKa de la gomme arabique est inférieur a 3,6 (Kravtchenko, 1997) avec un
caractére anionique margqué.

La gomme arabique est un hydrocolloide fortement ramifié, Trois fractions ont été
identifiées par chromatographie d’exclusion, dans la gomme arabique (fig. 14):
La fraction arabinogalactane (AG), représente prés de 80% de la masse totale de la gomme,
mais ne posséde qu’une faible teneur en protéines : 0,35% ; la fraction arabinogalactane
protéine (AGP), représente moins de 10% de la masse totale de la gomme, et contient prés de

12% de protéines ;et enfin la fraction glycoprotéique (GP).
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Figure 14. La structure de la gomme arabique (Daugan et Abdullah, 2013).

3.2 Processus d’encapsulation

L’encapsulation est reéalisée conjointement au laboratoire de génie chimique LAO09 ISET.
GAFSA et I’'université Larbi Ben M’Hidi Oum EI Bouaghi.

3.2.1 Microencapsulation par coacervation complexe

Cette méthode est basée essentiellement sur la procédure décrite par (Bezerra et al., 2016)

avec quelques modifications. La dissolution simultanée de deux polyméres du type

polyélectrolytes hydrosolubles de charges opposées (GE et GAr) a différentes concentrations

est provoquée (tableau

9), suite a une modification du pH du milieu réactionnel, I’attraction

électrostatique des deux polymeres est induite. Une fois le coacervat formé, la température est

abaissée afin d’obtenir une gélification de I’enrobage. La réticulation des microcapsules

obtenues se fait par 1’ajout de formaldéhyde, ce qui permet de solidifier les particules. La

méthode comprend les étapes suivantes (fig. 15 et 16) :

> Préparation de
agitation :

1)

2)

3)

trois émulsions dans I’eau distillée a la température 50°C, sous

Dissolution de gélatine a différentes concentrations dans 1’cau.
Dissolution de gomme arabique a différentes concentrations dans
I’cau.
Emulsion d’huile essentielle de Thymus vulgaris a différentes
quantités dans I’eau.
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» Mélanger la solution de gélatine et de gomme arabique, et laisser sous agitation
jusqu’a la dissolution compléte ;

» L’ajout de la solution d’huile essentielle ;

> Ajustement du pH a 4, par addition de I’acide acétique (10%) pour enclencher la
coacervation ; et laisser sous agitation pendant 90 min a 50°C ;

> Refroidissement du mélange a 8 °C pendant 2 heures ;

> Puis ajustement du pH a 8 par ajout d’une solution d’hydroxyde de sodium a 10 % ;

> Addition de I’agent de réticulation (formaldéhyde) ; et laisser pendant 12 heures sous
agitation & la température ambiante ;

> filtration de la solution, on utilisant des filtres Whatman (papiers filtres grade 41) ;

> séchage des microcapsules a la température ambiante.

Figure 15. Procédé d’encapsulation par coacervation complexe
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Solution gomme arabique

Y :
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Solution gélatine

Emulsion

Solution huileuse

PH=4 (acide acétique 10%)

Coacervation

A

T° 8 (2h)

Formaldéhyde ‘
c Réticulation
A
o @)
o L° /
PH=8 (NaOH 10%) -

Figure 16. Différentes étapes d’encapsulation d’HET par coacervation complexe
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Tableau 9. Coacervation complexe par gélatine (GE)/gomme Arabique (GAr) avec

différentes concentrations

Polymeres Concentration Conditions Type HE Réticulation
Agitaion Formaldehyde
A GE/GAr 1% /1% T°50/pH =4 Magnétique 5ml 2ml
B GE/GAr 2,5% /2,5% T°50/pH =4 Magnétique 8 ml 2ml
C GE/GAr 3% /3% T°50/ pH=4 Magnétique 1.5ml 2ml
D GE/GAr 7% /8% T°50/pH =4 Magnétique 10 ml 2ml
E GE/GAr 7% /8% T°50/pH =4 Mécanique 10 ml 2ml
F GE/GAr 10% /10% T°50/ pH =4 Magnétique 14 ml 2ml

3.2.2 Microencapsulation par émulsion directe

L'émulsion directe de HET avec des hydrocolloides a également éte étudiée dans ce
travail pour développer de nouvelles techniques d'encapsulation d'huiles essentielles. Cette
préparation consiste en un melange direct du HET avec un matériel de paroi, suivi d'une
agitation magnétique a temperature ambiante jusqu'a dissolution compléte du matériau du
noyau. Dans cette etude, HET a éte ajouté a une solution aqueuse de gélatine comme indiqué
dans le tableau 10. Une fois le processus terming, la solution a été filtrée et lavée avec de
I'éthanol pour éliminer I'huile de thym liee a la surface des microcapsules, puis décantée
pendant 24h.

La technique se fait comme suit (fig. 17) ;

» dissolution d’une quantité de gélatine dans I’eau distillée sous agitation ;

» Addition d’huile essentielle de Thymus vulgaris de différentes concentrations ;

> Laisser le systeme sous agitation magnétique pendant différente temps a température
ambiante ;

> Filtration.

Tableau 10. Emulsion directe avec différentes concentrations de gélatine

Polymére  Concentration  Condition Agitation HE Réticulation
GE 3% T° ambiante  Magnétique (2h) 1,5 mi /
GE 2,5% T° ambiante  Magnétique (12h) 3mi /
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Solution gélatine Solution huileuse

S @

v @

e ©
b o ©

T° ambiants

Figure 17. Procédé d’encapsulation par émulsion directe

4. Chromatographie phase gazeuse couplé de spectrométrie de masse

(GC / MS)

L’identification des composés aromatique de I’huile essenticlle de Thymus vulgaris
pure, et les composés encapsulés ainsi que les composes restants dans la phase aqueuse
(composés non encapsulés) est réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrophotométrie de masse (GC/MS). Un varian GC-3400Cx a été utilisé, équipé d’un
détecteur de masse préférentiel Saturn 2100T (Varian,Mexique) et d’une colonne capillaire
DB-5(30mX0,25mm, épaisseur de film0,25um). Pour mesurer les composés volatiles. La
température de la colonne a été augmentée de 55 a 65°C a une vitesse de 1 °C /min, et
maintenue pendant 3 minutes, puis augmentée de 65 a290° C a une vitesse de 10 °C /min, et
maintenue pendant 10 minutes. L hélium a été utilis¢é comme gaz porteur a un débit de 1 ml
/min. Pour la détection, une énergie d’ionisation de 70 e V a été utilisée pour 1’ionisation
électronique .Les températures de I’injection et de la ligne de transfert MS ont été fixées a 100
et 290° C, respectivement. Les spectres de masse des composés aromatiques a ceux de la
bibliotheque Saturn et aux données de la bibliotheque NIST 98 du systeme GC/MS pour

identifier les composés aromatiques.

Un chromatographe Varain Star3400-Vx équipé d’un détecteur FID (Varian Mexico) et
d’une colonne capillaire DB-5 a été utilisé pour la quantification. Les températures de
I’injecteur et du détecteur ont été respectivement a 220 et 290° C. Le systeme pour la
température et de la colonne était le méme que celui utilisé pour I’analyse GC/MS. Le gaz
porteur était de I’azote avec un débit de 1ml/min, un volume de 1 ml d’extrait a été injecté

manuellement. L’huile essentielle de Thymus vulgaris a été dilué a une concentration de 100
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pg/ml en utilisant du dichlorométhane. Pour tous les composants, les indices de rétention
linéaires ont été déterminés a I’aide de standards de n-alcanes analysés dans les mémes
conditions précédentes et I’identification de chacun d’eux a été basée sur la comparaison de
leurs spectres de masse avec ceux de la bibliotheque Wiley (Garcia-Sotelo et al., 2019;
Ortega-Ramirez et al., 2017) et ceux décrits par (Adams, 2007) ainsi que sur la comparaison

de leurs indices de rétention avec les données de la littérature (Davies, 1990).

5. Caractérisation des microparticules
5.1 Rendement d’encapsulation
Le rendement d’encapsulation de la méthode de coacervation complexe et de méthode
de I’émulsion directe a été défini comme le rapport entre la masse finale du produit
(coacervat) obtenu (my) et la masse initiale des matériaux de la paroi et du noyau (my). Le

rendement a été calculé selon 1’équation (Wang et al., 2014) :
Rendement d’encapsulation (Rdt)%= z—i x 100

5.2 Efficacité d’encapsulation et liberation d’huile
La teneur totale en huile des microcapsules a ete déterminée en distillant 6g de poudre
(capsule), dissous dans une quantité d’cau distillée. La solution a été bouillie et distillée en
utilisant un appareil de type clevenger. La capacité d’encapsulation d’huile (%) a été comme

suit (De Barros Fernandes et al., 2014) :

masse HE encapsulée
P x100

Efficacité Encapsulation (EE)% =

masse HE totale

L’huile essenticlle de Thymus vulgaris a été extraite de la phase aqueuse par
hydrodistillation, puis analysé par GC/MS. Cette étape a été envisagée pour la quantification

des composés non encapsulés.

5.3 Analyse thermogravimétrique
Les propriétés thermiques de la gélatine, gomme arabique, HET pure et les
microcapsules ont été évaluées selon la procédure décrite par (Stott et al., 1996).Un analyseur
thermogravimeétrique (TG-DTA 92 SETRAM) a été utilisé avec un flux d’argon; 5 mg
d’échantillon de microcapsules ont été pesés et chauffés a 10° C/min de 25 a 500C° sous un

débit d’argon constant (20ml /min).
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5.4 Infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie infrarouge a transformée de fourier (FTIR) a été utilisée pour
identifier les groupes fonctionnels présentés dans les microcapsules (fig. 18). Les spectres
infrarouges des microcapsules, HET, les polyméres ont ¢été enregistrés a 1’aide d’un
spectrophotométre infrarouge a transformée de fourier JASCO (FT/IR-4700 type A).
L’analyse a été réalisée comme décrit par (Devi et al., 2012; Hosseini et al., 2013) en
utilisant une cellule a réfléctance totale atténuée (ATR), dans une plage spectrale de 4000 a

400cm-1a une résolution de 4 cm-1.

9

FT/IR-4700

Figure 18. La spectroscopie infrarouge a transformée de fourier (FTIR)
5.5 Microscopie optique et microscopie électronique a balayage (MEB)

La morphologie des microcapsules a été analysée par microscope optique (Euromex,
Hollande Equipée du logiciel Leica Application Suite Interactive en mode mesure et en mode
lumiére transmise) et par microscope électronique a balayage a l’aide de deux types
d’appareils (JEOL JSM-1T100 et TESCAN-VEGAS3) (fig. 19). Des images numériques ont
été obtenues a une tension d’accélération de 10 kV, 15 kV, 20 kV( Martins et al., 2009).
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Figure 19. Microscopie électronique a balayage (MEB)
5.6 Cinétique de libération des huiles essentielles

Apres avoir placé une quantité spécifiée de particules encapsulées séchées (w1) dans
un thermostat a 25°C, les microcapsules ont été pesées a des intervalles de temps appropriés
pour obtenir (w2). Le pourcentage de rejet & été déterminé comme indiqué par (Shukla et al.,
1993) sur la base de 1’équation :

W1-w2

Release (%) = —

x100

6. Activités biologiques
6.1 Activité antioxydante

La méthode de DPPH reste largement utilisée pour évaluer l'activité antioxydante. Elle
vise a mesurer la capacité de I'huile essentielle a piéger le radical relativement stable, 1,1-
Diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH). Le piégeage des radicaux libres de DPPH provoque
unchangement de couleur de la solution initiale du violet foncé au jaune suite a la réduction
du DPPHen DPPH-H (diphényl-picrylhydrazine).

Selon la méthode décrite par (Burits et Bucar, 2000). 50uld’huile essentielle de
Thymus vulgaris ou 100 mg des capsules ont été mélangés avec 5ml d’une solution
méthanolique de DPPH (0.004%).Aprés une période d’incubation a 1’obscurité de 30minutes
a la température de laboratoire, 1’absorbance est lue a 517nma l'aide d'un spectrophotometre
de type UV-VIS de marque BioMérieux (fig. 20).

La vitamine C (1,4 mg/mL) qui est utilise comme réference a été préparés dans les mémes
conditions. L’activité antioxydante est estimée selon I’équation suivante ( Wang et al.,
2002) :
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(Abs controle - Abs test)
I(O = x1
( /0) Abs controle 00

| : pourcentage d’inhibition des radicaux libre ;
ADbs test : absorbance de la solution de DPPHe en présence de I’huile essentielle ou de la vitamine C ;
Abs contréle : absorbance de la solution de DPPHe en absence de 1’huile essentielle et de la vitamine

C.

Figure 20. Spectrophotomeétre

6.2 Activité antibacterienne des huiles essentielles

6.2.1 Souches bactériennes

Les germes qui ont été testées pour déceler I’activité antimicrobienne des HE de

Thymus vulgarissont les suivantes :

Staphylococcus aureus (Gram positif) ATCC 25923 ;
Escherichia coli (Gram négatif) ATCC 25922 ;
Bacillus subtilis (Gram positif) ATCC 6633 ;
Pseudomonas aeruginosa (Gram négatif) ATCC 27853.

Ces souches de collection internationale ATCC (American type culture collection) ont

toutes été fournies par le laboratoire de microbiologie. L’évaluation de [I’activité

antibactérienne de I’'HET et leurs capsules sont réalisées par la méthode de diffusion sur

disque, en raison de sa simplicité et son efficacité pour tester la sensibilité ou la résistance des

bactéries. Le principe de la méthode repose sur le pouvoir migratoire du composé testé en

milieu solide (MH) dans une boite de pétrie, aprés un certain temps de contact entre le produit

et le microorganisme cible, ensuite I’activité antibactérienne est appréciée par la mesure de la
zone d’inhibition (Ouis, 2015; Ryma, 2016).
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6.2.2 Préparation des suspensions bactériennes
A partir d’une culture pure et jeune des bactéries a tester sur le milieu d’isolement ;
- Racler a I’aide d’une pipette pasteur scellée, quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques.
- Décharger la pipette pasteur dans 5 ml d’eau physiologique stérile.
- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, sa densité a été ajusté a 0,5 Mc Farland.
6.2.3 L’Ensemencement
Le milieu de culture utilisé est Muller — Hinton (MH), qui est le milieu le plus employé
pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens ;
- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (il évite la contamination du
manipulateur et de la paillasse).
- L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.
- Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosee, séche, de haut en bas, en stries
serrées.
- Répéter l'opération trois fois, en tournant la boite de Pétri de 60° a chaque fois, sans oublier
de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant I'écouvillon

sur la périphérie de la gélose.

6.2.4 Technique d’aromatogramme

La technique utilisée est celle décrite par Rios et al., (1988) avec des modifications La
réalisation de cette méthode repose sur le principe de I’antibiogramme, des disques stériles de
papier Whatman de 6 mm de diametre, contenant 10 pl d’huile essentielle ou 10 mg de
capsules a tester, sont déposés a I’aide d’une pince stérile a la surface du milieu solide (MH),
préalablement ensemencé avec de suspension microbienne dont la turbidité a été ajustée a 108
UFC/ml, Des témoins ont été utilisés comme contr6le négatif. Les boftes de Pétri sont ensuite
fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant 1 heure avant d’étre incubées a
37°C pendant 24 heures. Les essais sont effectués en triple. L’activité antimicrobienne de
I’huile essentielle est déterminée en mesurant le diameétre de la zone d’inhibition formée
autour de chaque disque. L’importance des diamétres des zones refléte I’impact de I’HET sur

les souches testées (fig. 21).
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Figure 21. Réalisation d’antibiogramme et incubation des boites de pétrie dans 1’étuve

La sensibilité des souches aux agents antimicrobiens a été classifiée en fonction des
diamétres d’inhibition, des zones d’inhibition selon (Djeddi et al., 2007; Ponce et al., 2003)
comme suite :

(-) souche résistante (D<8 mm) ;
(+) souche sensible (9mm <D < 14mm) ;
(+ +) souche tres sensible (15mm <D < 19 mm) ;

(+ + +) extrémement sensible (D >20 mm).

7. Analyse statistique

Les valeurs sont des moyennes técart type (SD). L’analyse statistique concernant le
rendement et efficacité d’encapsulation des deux méthodes a été réalisée par le test non
paramétrique de Mann-Whitney. L’analyse statistique de IP’activité antioxydante et
antimicrobienne des HEs ont été réalisées par le test non paramétrique de Kruskal Wallis,
tandis que 1’analyse statistique de I’activité antioxydante et antimicrobienne des capsules ont
été réalisées par le test non paramétrique de Mann-Whitney en utilisant SPSS (IBM SPSS
Statistics version 25.0). Des essais en triple ont été réalisés et les résultats ont été considérés

comme significativement différents a (P < 0,05).
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Résultats et Discussion

1. Etude chimique des huiles essentielles

1.1 Rendement d’extraction

L’extraction par hydrodistillation de la partie aérienne de la plante étudiée a fourni une
huile essentielle ayant une coloration jaune avec de forte et persistante odeur. Le rendement
moyen en HET a été calculé en fonction de la matiere végétale seche de la plante étudiée;
cette derniére a fourni un taux d’environ 1,64+0.02%. Bouguerra et al., (2017) ont rapporté
un rendement similaire 1,51% pour la méme espéce récoltée du Blida (nord de I’ Algérie ) et
1,75% a été mentionné par Ozcan et Chalchat, (2004) en Turquie, Fani et Kohanteb, (2017)
ont noté un rendement de 1,60% en Iran. Le rendement obtenu dans ce travail est supérieur a
celui rapporté en Brésil 0,25% par Atti-Santos et al., (2004) et en Roumanie 1,25% par
Boruga et al., (2014), cependant, notre rendement est plus faible que celui noté par Zantar et

al., (2015) pour la méme espéce récoltée en Tunisie 3,6%.

D’autres études pour d’autre espéces ont été obtenues en Algérie, T.pallescens 1,9% a été
noté par Benchabane et al., (2015) ; T.numidicus a été estimé a 1,83% par Adrar et al., (2016);
T.algeriensis 1,13% a été signalé par Dob et al., (2006).

Les différances observées dans le rendement en huile essentielle peuvent étre due aux effets
de divers facteurs tels que la période de la récolte , ’origine géographique , la période de séchage
et le lieu, température et technique d’extraction (Krol et al., 2019; Perry et al., 1999; Smallfield
etal., 2001).

1.2 Composition chimique de I’huile essentielle de thym

Le tableau 11 résume les résultats de 1’analyse chimique par CPG.SM d’huile
essentielle de Thymus vulgaris pure (HET), encapsulée (HETE) et non encapsulée (HETN)
obtenus par coacervation complexe et 1’émulsion directe. Les résultats indiquent que 18
composés ont été identifiés, qui représentent 99,99% de 1’hydrodistillat total. On peut noter
que le pourcentage le plus élevé de composés comprend trois classes : les monoterpénes
oxygenés 80.79 %, les hydrocarbures monoterpeniques 15% et les hydrocarbures

sesquiterpeniques 2,7% (fig. 22).
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HE .Thymus vulgaris Coacervation Complexe Emulsion Directe
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Figure 22. Les différentes classes terpéniques d’huile essentielle de Thymus vulgaris

Le thymol est le composant dominant 56,38% de la teneur en monoterpenes oxygeénes.
Les hydrocarbures monoterpéniques sont principalement présentés a-cymene 13,18%.les
hydrocarbures sesquiterpéniques sont représentés par le B-sesquiphellandréne 1,22% et la

caryophyllene 1,13% .Les autres groupes de composes sont présent a moins de 1%.

Le chémotype de HET est cohérent avec ceux obtenus dans d’autres rapports qui ont
identifié le thymol comme le composant majeur (Ghasemi Pirbalouti et al., 2013) en Iran,
cependant, les résultats de cette étude sont différents de ceux obtenus par Zantar et al.,
(2015) en Maroc, qui ont rapporté que le carvacrol est le principal composé. D’autre part, le
camphre et le camphéne ont été identifiés comme les principaux composants par Jordan et
al., (2006) en Espagne. D’autres études ont montré que les principaux composés d’huile
essentielle de Thymus vulgaris sont le p-cymene, ley-terpinéne et le thymol (Kowalski et
Wawrzykowski, 2009; Lisi et al., 2011; Rota et al., 2008) en Espagne, en Italie et en
Pologne respectivement. Ces différences dans la composition de I'HET peuvent étre
attribuées a divers facteurs tels que les espéces, les facteurs environnementaux, les conditions
de culture telles que le climat, I’origine géographique, le moment de la récolte, 1'utilisation

d’engrais et les normes utilisées pour I’analyse.
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Tableau 11 : La composition Chimique d’HET pure, HEs des microparticules et des composés non encapsulés (phase liquide)

N° Composants RT HE pure Procédure de coacervation Complexe Procédure d’émulsion Directe
(min)

Teneur Masse Teneur HETE HETN(Q) EE (%) Teneur HETE HETN(Q) EE (%)

(%ow) tot. (9 (%w)  (9) Gw)  (9)
1  a-pinene 5,473 0,08 0,003 0,04 0,003 0,001 82,558 0,04 0,003 0,001 81,395
2 3-octanone 6,686 0,06 0,003 0,028 0,002 0,000 83,721 0,06 0,002 0,001 62,791
3 o-terpinene 7,544 0,18 0,008 0,06 0,007 0,001 88,372 0,2 0,005 0,003 58,656
4 a-cymene 7,796 13,18 0,567 12,6 0,378 0,189 66,651 6,54 0,462 0,105 81,537
5  y-terpinene 8,757 0,31 0,013 0,05 0,013 0,001 94,374 0,02 0,013 0,000 97,599
6 o-terpinolene 10,056 0,79 0,034 0,05 0,033 0,001 97,792 0,05 0,033 0,001 97,645
7  p-linalool 12,602 0,57 0,025 0,32 0,020 0,005 80,416 0,03 0,024 0,000 98,042
8  pB-terpinolene 13,083 0,46 0,020 0,05 0,019 0,001 96,208 0,05 0,019 0,001 95,956
10  Anisole 14,708 0,22 0,009 0,19 0,007 0,003 69,873 0,2 0,006 0,003 66,173
12 Thymol 16,722 56,38 2,424 47,03 1,719 0,705 70,901 42,056 1,752 0,673 72,248
13 Carvacrol 16,997 23,84 1,025 3691 0471 0,554 45,992 49,95 0,226 0,799 22,038
14  Caryophyllene 20,402 1,13 0,049 0,74 0,037 0,011 77,156 0,05 0,048 0,001 98,354
15 p-bisabolene 23,091 0,35 0,015 0,01 0,015 0,000 99,003 0,01 0,015 0,000 98,937
16 Sesquiphellandrene 23,566 1,22 0,052 0,06 0,052 0,001 98,284 0,06 0,052 0,001 98,170
17  p-caryophyllene 25,391 11 0,047 0,09 0,046 0,001 97,146 0,09 0,046 0,001 96,956

epoxide

18 n.d. 36,246 0,03 0,006
Totale 99,99 43 98,228 2,821 1,473 99,4 2,704 1,590

La masse HETN est obtenue par la différence entre la masse totale et la masse HETE (pour complexe coacervation) ;
La masse HETE est obtenue par la différence entre la masse totale et la masse HETN (pour émulsion directe).
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2. La microencapsulation d’HET

2.1 La technique de coacervation complexe

2.1.1 Interaction entre la gélatine et la gomme arabique et formation du coacervat
Le pH joue un r6le clé dans la force de l'interaction électrostatique car elle détermine la
densité de charge de gélatine et la gomme arabique. La formation de complexes
électrostatiques est largement rapportée dans la littérature pour systéemes de protéines /
polyélectrolytes (Dubin et al., 1994; Kaibara et al., 2000; Mattison et al., 1998;Park et al.,
1992). Ces études ont révélé que la complexation apparaissait et une séparation de phase
visuelle s'est produite. Cette étude sur la coacervation complexe a été réalisée sur la gélatine /
gomme arabique (fig. 23).
En substance, ce procédé comprend deux opérations successives :
- l'obtention de gouttelettes stabilisées (de type huile dans I’eau (H/E), est formée par
émulsification d'HET dans une solution aqueuse.
- les deux polyélectrolytes hydrosolubles gélatine et gomme arabique sont aptes a generer

une microencapsulation par coacervation complexe.
2.1.2 Association des deux biopolymeres

Le phénomeéne de microencapsulation par coacervation complexe est obtenu du fait des
charges opposées entre les polyélectrolytes hydrosolubles (GE :GAr). De maniére générale,
les solutions de gélatine, gomme arabique, et I’émulsion d’HET sont incorporées sous
agitation a une température de 50°C dont il est nécessaire de chauffer les biopolmerés pour
étre solubilisées.

Une modification du pH consiste en une acidification par I’acide acétique (pH=4)
inférieur au pHi=5 de la gélatine (Elzoghby, 2013) et donc cette derniere est positivement
chargée. Alors que la gomme arabique se déprotone (deviennent anionique) a un pH supérieur
a son pKa (3,6). Cette charge électrique sur la colonne vertébrale de la protéine ou de la
chaine polysaccharidique est responsable de I'attraction électrostatique (entre charge protéique
positive NH3" et les charges négatives des polysaccharides COO") ou de la répulsion entre
eux. Les interactions électrostatiques n’interviennent pas et la formation de complexes est
inhibée si la densité de charge est trop faible. De plus, la charge nette des complexes influence
la solubilité de ceux-ci dans leur milieu. Roy et al., (2018) ont démontré que ’augmentation
de vitesse d’agitation de 5000-15.000 tr/min pendant 30 minutes ont réduit la taille de

particule.
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Typiquement, L'association de gélatine et gomme arabique conduit a la formation de
complexes insolubles qui forment alors le coacervat. Une séparation de phase est ensuite
observée si le pH est suffisamment abaissé par rapport au pHi de la protéine, tout en veillant a
contrbler cette baisse pour éviter une neutralisation du polysaccharide.

A
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Figure 23. coacervat complexe formé par gélatine (cation) et gomme arabique (anion) (De
Oliveira et al., 2019)

2.1.3 Refroidissement

La coacervation complexe est suivie d’une étape de refroidissement, ce dernier permet
la solidification de la membrane formeée par gélatine et gomme arabique de la microparticule.
La gélatine a des proprietes gélifiantes, ce qui facilite la rigidification et solidification du

systéme d’enveloppe, cette étape a été réalisée a une température de 8°C.

2.1.4 Réticulation

Cette étape a été réalisée par I’ajout d’un agent réticulant, une polymérisation efficace
peut étre obtenue par un traitement avec un formaldehyde pour augmenter la stabilité des
coacervats et que la capsule a obtenir devra étre plus solide et moins soluble ainsi que
donnent d’excellentes propriétés de libération contrélée (fig. 24).

Ce durcissement peut se faire au pH de coacervation mais, particulierement lorsque I'on
utilise le formaldéhyde, on préfere I'effectuer a un pH basique, de 8-9 (Migneault et al., 2004
; Muhoza et al., 2020). Généralement, l'alcalinisation de la solution de microcapsules est
obtenue par I’ajout d'un agent alcalin comme I'hydroxyde de sodium (NaOH). La durée
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d’agitation est en fonction de l'agent de réticulation, de sa concentration, de la taille des

particules. Aprés la fin de la réticulation, on arréte l'agitation et sépare les microcapsules de la
solution par un moyen classique tel qu'une décantation puis une filtration.

/ Gélatine (cation)

Agent Réticulant

Réticulant chimique

* Llauson covalente
* Liaison hvdrogéne

NH3+ * Interaction hydrophobe

o\ (o0
‘ Gomme arabique 20
(amion) ‘:>
' )
Attraction _
Electrostatique

HE

COACERVAT MECANISME DE RETICULATION

Figure 24. Mécanisme de réticulation/durcissement du coacervat encapsulant une huile
essentielle en utilisant un agent réticulant (Muhoza et al., 2020).

2.2 Latechnique d’émulsion directe
La méthode d’émulsion directe est une nouvelle méthode mise en place dans ce travail
elle consiste a mélanger la solution huileuse avec seulement la solution protéique (la gélatine)

cette derniere a des propriétés gélifiante qui permet a emprisonner I’'HET parmi ses
molécules.
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3. Caractérisation des particules

3.1 Morphologie des microcapsules

La structure et la forme des microcapsules d’HET ont été observées par microscope
optique et microscope électronique a balayage (MEB). Les capsules obtenues dans une
solution colloidale forment un complexe polysaccharide-proteine par la technique de

coacervation complexe et seulement un coacervat protéique par I’émulsion directe.
3.1.1 Microscope optique

Les images de microscope optique des microcapsules ont été prises a différents
grossissements apres leur production (fig. 25 et 26). Ces images montrent également les
gouttelettes d’HET qui ont été individuellement encapsulées sous forme de particules
sphériques de différents diametres allant de 5 a 50 um et ’absence d’agglomérat peut
également étre notée. La différence entre les micrographies est représentée par le nombre de
capsules, leur forme et leur taille. Cela prouve que la morphologie des capsules est affectée

par la concentration d’HET, des matériaux de paroi et également de 1’agent de réticulation.

Les tableaux 9 et 10 résument les conditions d’obtention des capsules par coacervation
complexe et émulsion directe. Les microparticules ont une forme ronde et des tailles variées.
Les micrographies des figures 25a, 25b, 26d et 25e montrent différentes tailles avec un grand
nombre, au contraire, les micrographies des figures 25c, 25f, 26g et 26h montrent des
capsules rondes plus dispersées de divers diamétres avec moins de nombres que celles

obtenues dans les autres tests.

Sur la base de ces résultats, on peut conclure que les conditions opératoires (concentration en
polyméres, HE et type d’agitation) ont un effet significatif sur la formation des capsules en

termes de nombre, de forme et de taille.
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al (GE :GArn=(1%:1%), Agitation magnétique,5 ml HET, 2 ml Formaldehyde

b/ (GE :GAr=(2,5% :2,5%),Agitation magnétique, 8 mlHET , 2 ml Formaldehyde

x 100
<“—>

c/ (GE :GAr)=(3% :3%),Agitation magnétique, 1.5ml HET, 2 ml Formaldehyde
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d/ (GE :GAn=(7% :8%),Agitation magnétique, 10 ml HET, 2 ml Formaldehyde

e/ (GE :GAr)=(7% :8%),Agitation mécanique, 10 ml HET , 2 ml Formaldehyde

f/ (GE: GAr)= (10% :10%),Agitation magnétique, 14 ml HET, 2 ml Formaldehyde

Figure 25. Photographies de microscope optiqgue des microcapsules obtenues par
coacervation complexe
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g/ GE (3%), Agitation magnétique, 1.5ml HET

h/ GE (2,5%),  Agitation magnétique, 3ml HET

Figure 26. Photographies de microscope optique des microcapsules obtenues pas émulsion
directe

3.1.2 Analyse MEB des microparticules

Les photos du MEB montrent que les microcapsules ont une forme sphérique avec
toutes les formulations (fig. 27 et 28), cette forme a été obtenue par d’autres auteurs (Devi et
al., 2012; Martins et al., 2009; Peng et al., 2014). Le rapport de quantité des polymeres,
huile essentielle de Thymus vulgaris, agent de réticulation et le type d’agitation utilisé dans le
processus d’encapsulation affecteront la production des microparticules. Par conséquent, le
rapport entre les deux biopolymeres est évidemment important dans la formation du complexe
électrostatique.
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A un certain pH, il existe un rapport spécifique entre les biopolymeres, auquel
I’électro-neutralité du complexe apporte un maximum de charges opposées portées par la
gélatine et la gomme arabique, pour optimiser le nombre de liaisons ioniques et équilibrer les

charges électrostatiques de systéme.

Les micrographies MEB des microcapsules produites en mélangeant des solutions de gélatine
et de gomme arabique a différents rapports indiquent des tailles différentes des microcapsules
(fig. 27). Petits nombres de microcapsules ont été détectés et il ya un matériau de coquille
résiduel tel quune matrice (fig. 27c). La porosité des microparticules augmentait lorsque la
dilution de la solution de polymeére était augmentée ou la concentration de polymeére était
réduite. Cela pourrait étre du a 1’évaporation de I’eau de la surface mince de polymere des
microparticules produites par une solution de polymeére diluée avec un rapport de 1%:1% (fig.
27a). De plus, une augmentation du rapport des polymeres, conduit a une production d’une
matrice adhérente et immergente (fig. 27b). Ainsi on peut noter que le type d’agitation
devient moins efficace en présence d’une plus grande quantité de polymeres et par
conséquent, des microparticules plus grosses peuvent étre obtenues avec une agitation

magnétique (fig. 27d).

La morphologie homogéne non poreuse observée sur la (fig. 27e) sous agitation
mécanique a également été mentionnée par Crotts et Park, (1995). En augmentant la quantité
de polymere, la quantité de tensioactif utilisée pourrait ne pas pouvoir couvrir complétement
toutes les surfaces des microparticules. Cela conduit a la coalescence de certaines
microcapsules et a la formation de grosses particules. De plus, on peut s’attendre a ce que la
solution de polymeére hautement concentrée augmente non seulement la viscosité initiale de la

phase polymeére, mais également la solidification du polymere (fig. 27f).

La (fig. 28) montre les capsules du MEB produites par émulsion directe. Les particules
ont un diametre plus grand, mais elles sont plus agglomérées. Ce résultat peut s’expliquer par
la présence d’une seule phase composée de la gélatine. La solution de polymere forme une
matrice continue autour des gouttelettes d’huile et leur image du MEB ne montre que quelque

particule a la surface de la matrice (fig. 28h).

Sur la base de I’analyse réalisée, il est possible de noter que les formulations d et e ont

donné les meilleurs résultats avec un ratio de polymére de 7%: 8% et le formaldéhyde comme
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agent de réticulation pour la coacervation complexe et la formulation h pour I’émulsion

directe. A cette fin, les prochains sous section abordent I’amélioration de ces formulations.

SEM HV: 10.0 kV WD: 6.00 mm
SEM MAG: 3.00 kx Det: SE
View field: 92.5ym = SM: RESOLUTION

ISTA OUM EL BOUAGHI
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\ D o
SEM HV: 10.0 kV WD: 6.00 mm VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 pm
View field: 55.6 ym ~ SM: RESOLUTION ISTA OUM EL BOUAGHI
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Figure 28. Photos du MEB des particules obtenues par émulsion directe

4. Rendement et efficacité d’encapsulation

4.1 Rendement du processus d’encapsulation

Les résultats montrent que le rendement d’encapsulation est de 65,67+4,04 et 98+1%
pour la coacervation complexe et I’émulsion directe, respectivement. L’analyse statistique

indique qu’il n’ya pas de différence significative entre les deux méthodes, ou sa valeur p>
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0,05 comme le montre dans le tableau 12. Pour une coacervation complexe , nos résultats sont
cohérents avec ceux de plusieurs auteurs tels que (Banerjee et al., 2013; Ribeiro et al., 1999)
qui ont obtenu des rendements compris entre 60 et 80%. Les faibles rendements peuvent étre

justifiés par la perte d’huile essentielle par évaporation au cours du processus d’encapsulation.

Le rendement plus élevé du processus d’émulsion directe peut étre expliqué par la
capacité de la gélatine a former une matrice compacte qui peut retenir totalement les
gouttelettes d’huile essentielle de Thymus vulgaris, ce protocole conduit a la formation d’une

matrice du polymere dans laquelle I’huile est dispersée.
4.2 Efficacité d’encapsulation

L’efficacité d’encapsulation (EE%) obtenue dans ce travail est de 98,22+0,22 et
99,4+03 % pour la coacervation complexe et I’émulsion directe, respectivement. Cependant,
ces résultats n’indiquent pas une différence significative dont p valeur > 0,05 comme elle est
présentée dans le tableau 12. Lertsutthiwong et al., (2008) ont rapporté un pourcentage de
récupération d’huile de curcuma dans des nanocapsules d’alginate de 52%, alors que
Enascuta et al., (2018) ont noté que I’efficacité d’encapsulation de I’huile de thym est de
88,37 a 96,23 %.

Concernant le pourcentage d’efficacité, il est possible d’établir une relation inverse
entre la teneur en huile essentielle et ce pourcentage. Ainsi, une augmentation de la teneur en
huile essentielle de Thymus vulgaris diminue significativement le pourcentage de 1’efficacité
d’encapsulation (tableau 11). Cette constatation corrobore le résultat rapporté par ( Hosseini
et al., 2013) qui ont remarqué qu’une augmentation de la teneur en huile essentielle d’origan
de 1% a 3% conduit a une diminution de 21% de [Defficacité d’encapsulation des

microcapsules.

Tableau 12. Efficacités et rendements d’encapsulation par les deux méthodes

Coacervation Complexe Emulsion Directe %
%
Rendement Encapsulation 65,67 + 4.04 98+1
(Rdt)
Efficacité Encapsulation 98,22 + 0,22 99,4+0,3
(EE)

Les valeurs sont des moyennes + (SD) de trois répétitions. Il n’ya pas de différence significative entre les deux
méthodes d’encapsulation p valeur est >0.05
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La diminution d’EE% due a I’augmentation de la teneur en HET peut étre expliquée par
la capacité limitée de la capsule a contenir de I'huile. Lorsque la teneur en huile est
augmentée, une quantité importante d’huile se trouve a proximité de la surface des
microcapsules et lors du séchage, cette huile est perdue par volatilisation, ce qui réduit
probablement de EE%.

De plus, le degré de dispersion de HET dans la microcapsule pendant 1’encapsulation
est déterminant pour le pourcentage d’EE. Des rendements significatifs sont obtenus pour une
vitesse d’agitation de 18.000 rpm. En fait, un degré plus élevé de dispersion de HET peut
permettre la génération de petits amas de HET dans les microcapsules. Ces derniers sont
finement répartis entre les chaines des polymeres. Banerjee et al., (2013) ont rapporté que le
meilleur pourcentage d’EE est obtenu a 18.000 rpm a une concentration de 2% d’huile

essentielle (v /v).

Les resultats presentés dans le tableau 11 indiquent que tous les composants du HET
sont partiellement encapsulés. La variation d’efficacité d’encapsulation des composés
aromatiques peut étre expliquée par les différences d’affinité présentées par les composants
d’huile essentielle pour le matériau de la coque. Ce dernier est représenté par le systeme
gélatine /gomme arabique ou uniquement la gélatine, I’agent de réticulation et la phase
aqueuse. L’affinité des composés est liée a leurs propriétés physiques et chimiques telles que

la polarité de la molécule (EI Miz etal., 2014; Nguemtchouin et al., 2009).

La quantité de monoterpénes oxygénes encapsulés représente 78,34 et 74,31% de la
quantité totale enrobée, tandis que la quantité d’hydrocarbures monoterpénes est d’environ
16,03 et 19,77%, les hydrocarbures sesquiterpenes représentent 3,7 et 4,2 % de I’huile totale
encapsulée en coacervation complexe et en émulsion directe, respectivement (figure 20).
Comme les monoterpenes oxygénés sont plus polaires que les autres composes, ils sont plus
attirés par les parties apolaires des composés tensioactifs et du matériau de la coque. Les
résultats indiquent que les autres composants apolaires de HET sont attirés par la chaine
hydrocarbonée du tensioactif plutdt que par I’eau. Par conséquent, certaines fractions
massiques dans les microcapsules augmentent par rapport a celle de HET (Martins et al.,
2009, 2011). Ce résultat confirme que Iefficacité totale d’encapsulation dépond de
I’encapsulation individuelle des composants polaires et apolaires de HET qui contribuent avec
des quantités différentes a la valeur globale (Mayya et al., 2003; Mohamed, 2006). Le

thymol et le carvacrol sont les principaux constituants du HET (56,8 et 23,84 %)
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respectivement. La variation de I’efficacité d’encapsulation de chaque composé d’huile
essentielle montre des capacités de rétention variable. Pour les méthodes de coacervation
complexe et I’émulsion directe, les capacités de rétention diminuent respectivement dans
I’ordre suivant : thymol (47,03-42,05 %), a-cymene (12,6-6,54%), caryophyllene(0,74-
0,05%). Les fractions massiques des autres composés augmentent par rapport a celles de
I’huile essentielle brute comme le carvacrol (49,95%) en coacervation complexe et 1’a
terpinene (0,2%) en émulsion directe, cela peut étre di a la quantité d’huile essentielle liée a

la surface des capsules.
5. Evaluation FTIR des microcapsules produites

La (fig. 29) montre les spectres FTIR d’HET pure, microcapsules et matériaux de paroi,
ainsi que la comparaison entre les nombres d’onde entre eux. Dans ce travail, L’analyse
FTIR a été utilisee pour confirmer le succes d’encapsulation par I’inclusion de HET, de
gélatine et de gomme arabique dans les microcapsules. Les résultats de 1’analyse spectrale
indiquent que les échantillons sont similaires, les seules différences observées étant dans

I’intensité des pics.

Selon les spectres FTIR de la (fig. 29a) , I’huile essentielle de Thymus vulgaris présente
une vibration O — H a 3373 et 3511 cm ~ !pour le thymol et le carvacrol, une forte bande de
vibration C — O a 1195 cm ~ %, des liaisons, C — H a 2873 et 2963 cm ~ !, une vibration
d’étirement N — H & 1554 cm ~ 1, des vibrations d’étirement C — H & 1485 et 2954 cm ~ ! et un
large pic d’absorption d’étirement O— H a 3200 & 3400 cm™. Les pics caractéristiques dans
le spectre du contrble (polymeéres sans huile essentielle) (fig. 29b) peuvent étre visualisés a
1635 cm™ une vibration d’étirement C=O qui se trouve dans la gélatine, ainsi qu’une
vibration d’étirement O — H a 3273 cm™qui se trouve dans la gomme arabique. Cela confirme

les interactions entre les deux polymeres.

Les spectres ont montré des signaux a 2925-2966 cm—! correspondant aux groupes
aliphatiques CH, CHa, CHs. Au cours du processus de coacervation complexe, les interactions
électrostatiques entre les groupes amine de GE en tant que groupe positif et les groupes
carboxyliques libres de GAr en tant que groupe négatif pourraient étre confirmées par la
génération de la bande amide qui observée environ 1655 cm™, une vibration d’étirement N —
H & 1566 cm ~ ', une vibration d’étirement CHs3 & 1378 cm™ et une vibration d’étirement O —

H a 3458 cm™ dans le spectre de microcapsules (fig. 29¢). De plus, des pics sont observés a
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1645, 1541 cm™, indiquant qu’une liaison C = O et N — H respectivement sont générée dans
la microcapsule obtenue par émulsion directe (fig. 29 d), d’autres pics peuvent étre observés a
une fréquence variée, une vibration d’étirement O — H a 3291 cm du fait de I’incorporation

d’HET dans un seul polymeére qui est la gélatine.

Il est important de souligner que les changements les plus courants représentant la
formation d’une molécule complexe sont les décalages des signaux, indiquant 1’occurrence
des liaisons entre les constitutions des huiles et les polyméres. Park et al., (2001) ont rapporté
que des vibrations spécifiques ou des bandes d’huile de citron ne sont pas clairement
observées dans les spectres FTIR des microcapsules. Ces résultats sont également décrit

I’incorporation réussie d’HE dans la microcapsule et la stabilité chimique aprés encapsulation.

Ll e e e ] 200D psla e ] 0

Figure 29. Spectres FTIR de (a) HET, (b) contrdle (polyméres GE : GAr), (c) microcapsules
de coacervation complexes et (d) microcapsules a émulsion directe
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6. Analyse thermogravimétrique (TGA)

L’analyse thermogravimétrique (TGA) de I’huile essentielle pure, du matériau de paroi
et des microcapsules est illustrée dans la (fig. 30). Les courbes thermographiques décrivent
les différentes pertes de masse pour chaque composant, indiquant la décomposition thermique
a différent étapes.

L’huile essentielle de Thymus vulgaris a un profil TG typique avec deux étapes
d’évaporation. La premiére étape commencant a 100°C et se terminant & 160°C, avec une
perte de poids maximale de 58%, correspond a la décomposition de nombreux composés
aromatique en HET a bas point d’¢ébullition. La deuxieme perte de poids s’est produite de
160 a 275 °C, ce qui a été en raison de ceux a point d’ébullition élevé. La TGA de gélatine et
gomme arabique a été réalisee, permettant d’observer le comportement thermique de la

matrice, elle comporte deux étapes, ainsi que les microcapsules présentent trois étapes.

Les resultats de cette étude indiquent que la perte de masse perte de poids maximale
d’HET est de 98,74% autour de 275°C, I’huile étant complétement évaporée. Ces événement
thermiques sont rapportés par (Bezerra et al., 2016) qui mentionnent que la plage de
température pour 1’évaporation totale de I’huile essentielle de citronnelle est comprise entre
201 et 207°C . Considérant, les matériaux de paroi, une dégradation thermique a été observee,
dans la premiére étape une perte de masse, s’étendant jusqu’a 150°C est de 2,8 % pour la
gélatine et la gomme arabique indique I’évaporation de toute 1’cau résiduelle présente dans
ces composés (Torini et al., 2005). Dans la deuxiéme étape, un comportement similaire est
également observé pour la zone de décomposition dans un méme intervalle de 200 a 500°C
en termes de perte de poids (77,93 et 63,55 % respectivement) et finie avec la masse
résiduelle (23,83 et 22,62% respectivement).

Pour les microcapsules, plusieurs événements thermiques sont observés. Une premiere
étape avant 110°C, une perte de masse environ 2 % et 8% enregistrée pour les capsules
obtenues par coacervation complexe et émulsion directe, respectivement, cela est due a
I’évaporation d’une petite quantité d’eau adsorbée a la surface des microcapsules. La
deuxiéme étape de perte de masse se produit dans la plage de température supérieure de 230 a
280°C ; la perte de poids observée environ 48% par les deux méthodes est due a la
détérioration initiale de la paroi de la coque. La troisieme étape, une dégradation des

microcapsules dans un intervalle de température de 280 a 470°C, et ce dernier est en accord
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avec celle de dégradation de gelatine et gomme arabique, ou ces derniers sont totalement
décomposée.

La décomposition des microcapsules obtenues par émulsion directe sont plus rapide que
celle obtenus par coacervation complexe. Cette différence peut s’expliquer par la fragilité du
matériau de la paroi et la porosité de la matrice gélatineuse qui permet a ’huile essentielle de

se diffuser plus rapidement.

Cette gamme de résultat est en bon accord avec les résultats obtenus par (Al-Shannagq et al.,
2015; Enascuta et al., 2018). Autre résultats similaires ont été obtenus par (Fei et al., 2015)
pour la microencapsulation d’huile essentielle de rose. Yang et al., (2014) ont rapporté que la
plage de température de décomposition des matériaux de noyau et d’enveloppe est de 280 a

429°C dans la préparation de microcapsules utilisant du chitosane et de la gomme arabique.

De plus, ’analyse thermique confirme que le procédé de microencapsulation donne une
stabilité thermique élevée a la microcapsule par rapport a I’huile libre et confirme également

que la microencapsulation protége I’huile, la rendre plus résistante a I’évaporation.
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Figure 30. Thermogrammes comparatifs pour d'HET, les microcapsules, polyméres
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7. Cinetique de libération

Les expériences de cinétique de libération montrées sur la (fig. 31) ont été menées pour
mesurer la vitesse de libération de HET encapsulé a température ambiante en fonction de sa

volatilité.

La substance bioactive est incorporée a I’intérieure de la microcapsule ; par conséquent, la
libération est contrdlée par la diffusion d’huile a partir du noyau a travers le revétement de
membrane. Les résultats montrent que la microcapsule a un taux de libération d’eau trés faible
dans la premiére étape, apres elle donne peut étre un taux de libération de HET liée a la
surface des microcapsules. Ainsi la cinétique de libération est plus rapide pour les capsules

obtenues par émulsion directe.

Cette etude confirme I’impact de la structure du revétement sur la cinétique de libération des
composés aromatiques. En effet, la couche d’enrobage de | émulsion directe est formée d’une
matrice gélatineuse, plus fragile que celle obtenue par association de deux polymeres en

coacervation complexe.

Ces resultats prouvent le succes de 1’encapsulation des composés actifs en termes de stockage,
de protection et de libération. De plus, une différence entre les deux techniques
d’encapsulation est observée. La méthode de 1’émulsion directe a un revétement poreux et
plus fragile, moins stable thermiquement et permet a I’huile essentielle d’étre délivrée plus
rapidement. Il en résulte en contraste avec les résultats obtenus par coacervation complexe qui

offre un profil de libération plus lent et une meilleure stabilité thermique.
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Figure 31. Cinétique de libération a partir de microcapsules préparées par coacervation
complexe et émulsion directe
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8. Evaluation des activités biologiques

8.1 Activité antioxydante
8.1.1 Détermination de I’activité antioxydante des huiles essentielles

Les résultats de l'analyse de l'activité antioxydante par la méthode de (DPPH) des huiles

essentielles, pure et extraite des capsules sont décrits dans le tableau 13 :

Tableau 13. Activité antioxydante d’HET pure et extraite des capsules obtenues par les deux

méthodes
Activité antioxydante Le pourcentage d'inhibition du radical DPPH (%0)
HET 95,88+1,70
HE.CC 90,81+3,28
HE.ED 90,93+3,95

Les valeurs sont des moyennes + (SD) de trois répétitions. Les moyennes affectées de lettres différentes sont
significativement différentes pour P < 0,05

Pour I'huile de thym pure le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est de 95,88 %,
ce résultat est similaire a celui rapporté dans la littérature (62,9 a 93,4%) (Radiinz et al.,
2020), et peut étre principalement attribué aux phénols monoterpeniques, (thymol 56,38% et
carvacrol 23,84%) qui représentent les principaux constituants d’huile essentielle de Thymus
vulgaris. En effet, différentes études ont montré la forte activité antioxydante de ces
composes (Esmaeili et Khodadadi, 2011), ce qui est en accord avec nos resultats.

L’activité antioxydante est tributaire de la mobilit¢ de 1’atome d’hydrogeéne du
groupement hydroxyle des composés phénoliques de I’huile essentielle. En présence d’un
radical libre DPPH, I’atome H est transféré sur ce dernier alors transformé en une molécule
stable, ceci provoque une diminution de la concentration du radical libre et également
I’absorbance au cours du temps de réaction jusqu’a 1I’épuisement de la capacité d’antioxydant

donneur d’hydrogene.
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Figure 32. Pourcentage de piégeage des radicaux libre par I’'HET pure et extraite des capsules

Le pourcentage d’inhibition pour I’huile essentielle extraite des capsules est 90,81 et
90,93 % pour la coacervation complexe et 1’émulsion directe, respectivement. L’analyse
statistique montre qu’il n’y a pas une différence significative entre ces huiles et 'HET pure.
Cela indique que I’huile essentielle a été vraiment protégée par la coque (polymeres) et ces
derni¢res n’affectent pas les propriétés d’huile essentielle ainsi que leur efficacité. L’acide

ascorbique est utilisé comme contrdle avec une concentration de 1,4 mg/ml (fig. 32).

8.1.2 Détermination de I’activité antioxydante des microcapsules

Le pourcentage d’inhibition des radicaux libres en utilisant les capsules se fait par 3 tests est
70,51 ; 65,59 ; 75,51 et 96,06 ; 95,40 ; 84,25 % pour la coacervation complexe et I’émulsion

directe, respectivement, comme indiqué dans le tableau 14 :
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Tableau 14. Activité antioxydante des capsules d’HET obtenues par les deux méthodes

Le pourcentage d'inhibition du radical DPPH (%0)

Activité Controle (C.C) Contréle (ED)
antioxydante 3.15 2.02
Capsules (C.C) Capsules (ED)
30 min 2h 30min 2h
Test 1 70.31 70.30 96.06 96.05
Test 2 65.59 75.13 95.41 95.40
Test 3 75.51 80.01 84.25 84

Les valeurs sont des moyennes + (SD) de trois répétitions. Il n’ya pas de différence significative entre les deux
capsules p < 0.05 pour les deux temps d’incubations.

Ces résultats prouvent que I’'HET se diffuse de I’intérieur vers ’extérieur de la capsule
a travers la paroi (polymeres). La diffusion d’HET des capsules formées par la méthode de
coacervation complexe est lente de 65,59 a 75,13 % et de 75,51 a 80,01 % apres 2 heures en
comparaison avec leur contréle 3,15%; tandis que celles obtenues par I’émulsion directe sont
rapide et presque compléte, reste 96.05% aprés 2 heures, en comparaison avec leur contréle
2.02 % (tableau 14) et (fig. 33), cela peut étre di a I'interaction des composés d’HET avec le
matériau de la paroi qui ne permettant pas leur libération complete (Dandlen et al., 2008;
Viuda-Martos et al., 2008).
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Figure 33. Pourcentage de piégeage des radicaux libre par des capsules d’HET

86



Résultats et Discussion

8.2. Activités antibactériennes

8.2.1 Détermination de P’activité antibactérienne des huiles essentielles

La méthode de diffusion sur disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
Antibactérien des I’huiles essentielles vis-a-vis de quatre bactéries. Les zones d’inhibition
sont indiquées dans le tableau 15.

D’aprés la classification de (Djeddi et al., 2007; Ponce et al., 2003) les zones d’inhibition,
variant entre 9 et 14 mm, indiquent que les souches sont sensibles a I’huile essentielle de
Thymus vulgaris , ainsi que >20 mm est extrémement sensible.

Le tableau 15 et la (fig.34 et 35) présentent I’activité antibactérienne d’HET pure et extraite

des capsules formées par la méthode coacervation complexe et I’émulsion directe.

Tableau 15. Activité antibactérienne d’HET pure et d’huile essentielle extraite des capsules
obtenues par les deux méthodes :

Souche HE brute HE.CC HE.ED Résultats
bactérienne (mm) (mm) (mm)
S. aureus 62+4.35 64+3 6012 Extrémement
sensible

E. coli, 44+4,35 41+1,73 41+1 Extrémement
sensible

B. subtilis 68+1,73 66+2 61+1 Extrémement
sensible

P. aeruginosa 12+1 12 12+1,52 Souche
sensible

Les valeurs sont des moyennes + (SD) de trois répétitions. Il n’ya pas de différence significative entre les trois
HEs pour P < 0,05

Une trés extréme sensibilité a été observée vis-a-vis des 3 souches étudiées avec une
zone d’inhibition : S. aureus (62 mm), E. coli (44 mm), B. subtilis (68 mm), avec une souche
de P. aeruginosa qui a été sensible avec (12 mm) (Fig. 34 et 35).

L’activité antibactérienne de HET a été démontrée dans plusieurs recherches
(Cosentino et al., 1999; Cruz et al., 1989; Karaman et al., 2001; Kulevanova et Panovska,
2002; Marino et al., 1999; Reddy et al., 1998). Par comparaison entre les souches, la
bactérie la moins sensible aux huiles de thym semble étre Pseudomonas aeruginosa. Cela
n’est pas surprenant concernant cette souche étant donné que celle-ci est connue pour sa trés
forte résistance a I’action de la plupart des huiles essentielles (Burt, 2004; Dorman et al.,

2000).
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Figure 34. zone d’inhibition d’HET pure et extraite des capsules sur les bactéries :
Staphylococcus aureus ,Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa

L’importante bioactivité de cette essence est en relation avec sa teneur en thymol
(56,38%) et carvacrol (23,84 %). En effet, plusieurs auteurs (Gergis et al., 1990; Panizzi et
al., 1993; Satrani et al., 2007; Sivropoulou et al., 1996), ont montré que les HEs riches en
dérivés phénoliques (carvacrol et thymol) possedent une forte activité antimicrobienne.

Dorman et al., (2000) ont montré que le thymol est le composé qui possede le plus
large spectre d’activité antibactérienne ainsi que Lambert et al., (2001) ont expliqué ce
phénomene par le fait que le thymol se lie aux protéines membranaires et fait augmenter la
perméabilité de la membrane cellulaire bactérienne. D’autres travaux ont suggéré aussi que ce
composé volatile est responsable de 1’inactivation d’enzymes, y compris ceux impliqués dans
la production d’énergie et la synthése des constituants de structure (Juven et al., 1994).

Des travaux antérieurs confirment nos résultats et que I’huile essentielle de Thymus
vulgaris possede un effet antimicrobien puissant contre un large éventail de microorganismes
(Azaz et al., 2004; Van Vuuren et al., 2009). Selon (Boruga et al., 2014), la période de la
récolte des plantes peut avoir un effet sur ’activité antimicrobienne, dans 1’étude approfondie
de Bounatirou et al., (2007) sur I’effet inhibiteur des huiles essentielles du Thymus durant la

période de la fleuraison ont indiqué que la plante exerce un effet inhibiteur plus important.
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Figure 35. Activité antibacterienne d’HET pure et extraite des capsules sur Staphylococcus
aureus ,Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa
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L’huile essentielle encapsulée de Thymus vulgaris a été retirée par hydrodistillation
afin de comparer ses propriétés avec ’'HET pure, Les valeurs d’inhibition sont mentionnées
dans le tableau 15 et la (fig. 34), une zone de (64 et 60 mm) pour la souche S.aureus ; (41 et
41 mm) pour E.coli; (66 et 61 mm) pour B.subtilis et enfin (12 et 12 mm) pour
Ps.aeruginosa pour les HET extraitent des capsules formées par coacervation complexe et

émulsion directe, respectivement.

Par comparaison, les huiles essentielles extraite des capsules ne présentent pas un effet
significatif, elles ont un effet inhibiteur impotrant et identique a celle d’HET pure contre
toutes les bactéries évaluées, il convient de noter que les composés d’huiles essentielle n’ont
pas ¢été¢ dégradés, ce qui signifie que le processus d’encapsulation n’a causé aucune
détérioration d’HET. Da Silva Barbosa et al., (2021) indiquent que 1’huile essentielle de rose

et de cannelle n’a pas été altérée par le processus d’encapsulation.
8.2.2 Détermination de I’activité antibactérienne des microcapsules

Le test de diffusion sur disque a été réalisé pour évaluer I’efficacité des capsules chargées
d’HET et leur controle contre les microorganismes sélectionnées, les résultats obtenus sont

présentés dans les tableaux 16 et 17 :

Tableau 16. Activité antibactérienne des capsules obtenues par les deux méthodes

Souche Capsules CC Capsules ED

bactérienne 24h 48h 24h 48h

Test 1 22 24 52 57

S. aureus Test 2 18 18 54 54
Test 3 22 23 54 54

Testl 12 14 46 48

E. coli Test 2 10 13 45 46
Test 3 8 8 45 45

Test 1 18 20 25 26

B. subtilis Test2 24 24 23 23
Test 3 16 18 24 24

Test 1 10 13 8 8

P. Test 2 8 10 7 11
aeruginosa  Test 3 8 8 6 7

Il ya une différence significative entre les deux capsules des souches S. aureus et E. coli p valeur est <0.05 ,
alors qu’ il n’ya pas de différence significative entre les deux capsules des souches B. subtilis et P. aeruginosa
p valeur est >0.05.
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Tableau 17 : Activité antibactérienne des contr6les des capsules obtenues par les deux

méthodes
Souches bacteriénne Controle CC (mm) Controle ED (mm)
S. aureus 6 6
E.coli 6 6
B.subtilis 6 6
Ps. aeruginosa 6 6
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Figure 36. Zone d’inhibition des capsules sur les bactéries :Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa

Pour les capsules de coacervation complexe, toutes les bactéries ont présenté une zone

d’inhibition importante apres 24h comprise entre 8 & 24 mm, alors que de 6 a 54 mm pour

les capsules de 1’émulsion directe en comparaison avec leurs contrdles qui présentent une

zone de (6 mm) (fig. 36, 37, 38 et 39). Les résultats observés dans la littérature présentent
généralement des halos d’inhibition d’environ 22 a 45 mm (Santos et al., 2019).
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Ainsi que les zone d’inhibition peuvent étre augmenté, pour S. aureus de 22 vers 24
mm, E.coli 10 vers 13 mm ; B.subtilis 18 vers 20 mm ; Ps.aeruginosa de 10 vers 13 mm
concernant les capsules de coacervation complexe. Cependant, pour S. aureus de 52 vers 57
mm, E.coli 46 vers 48 mm; B.subtilis 25 vers 26 mm ; Ps.aeruginosa de 7 vers 11 mm
concernant les capsules d’émulsion directe. Raksa et al., (2017) a été noter les zones
d’inhibition de 11.5 a 13 aprés 72h pour les capsules d’huile essenticlle de Zeste de citron
contre s.aureus. L’analyse statistique montre qu’il y a une différence significative entre les
deux capsules des souches S. aureus et E. coli (p <0.05) , alors qu’aucune différence
significative n’est notée entre les deux capsules des souches B. subtilis et P. aeruginosa.

La propriété antibactérienne est généralement associée a la capacité des composés
chimiques pour pénétrer a travers la paroi cellulaire et détruire le cytoplasme membrane de
micro-organismes, ce qui conduit a la perte de matériaux cellulaires internes (Chu et al.,
2019). C'est en effet le cas pour les capsules développées. Généralement, les huiles
essentielles sont plus efficaces contre les bactéries Gram-positives, car les bactéries Gram-
négatives possédent une membrane externe contenant des lipopolysaccharides qui protégent

les bactéries de la perturbation causée par les huiles antimicrobiennes (Esmaeili et al., 2020).

Contréle C.C

Ps.aeruginosa

Figure 37. Activité antibactérienne de contrble (polyméres sans huile essentielle) des deux

méthodes
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S.aureus
Capsule C.C

B. subtilis
Capsule C.C

Ps.aeruginosa
Capsule C.C

Figure 38. Activité antibacterienne des capsules obtenues par coacervation complexe sur
Staphylococcus aureus ,Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa
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Figure 39. Activité antibacterienne des capsules obtenues par émulsion directe sur
Staphylococcus aureus ,Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa
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Ces différences dans I’activité antibactérienne entre les deux capsules dépond d’une
part, du diffusion d’HET a travers le matériau du paroi (fig. 40), ce dernier est composé du
complexe de gélatine et gomme arabique pour la coacervation complexe et uniquement de
gélatine pour I’émulsion directe, et d’autre part la capacité du capsule pour emprisonné
d’HET, se qui conduit a une diffusion plus lente par les capsules formées par la méthode de

coacervation complexe que celles formées par la méthode d’émulsion directe.
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Figure 40.: Diffusion d’huile essenticlle (Muhoza et al., 2020)

Par conséquent, ces résultats confirme la microencapsulation d’HET, et mettent en évidence
les excellentes propriétés des capsules développées, et que les activités biologiques étudiées

d’HET n’a pas été affectée par la méthode d’encapsulation.
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Conclusion géneérale

Cette these a pour principal objectif de mettre au point un procédé de microencapsulation
utilisant des biopolymeéres naturels (la gélatine et la gomme arabique). Pour cela et afin de
développer la meilleure formulation, une étude d’optimisation est préalablement effectuée pour
rechercher les meilleures conditions de microencapsulation : pH, température, concentration des
polyméres et de I’HE, et le taux de tensioactif.

Globalement, les méthodes de coacervation complexe et d’émulsion directe qui sont
réalisées confirment qu’il est possible d’immobiliser 1’huile essentielle avec des rendements
élevés. De plus, la méthode d’émulsion, étudiée pour la premiére fois dans le cadre de ce travail,
permet d’affirmer qu’il est possible d’encapsuler une huile essentielle a des rendements tres
intéressant.

Le rendement de récupération de I’huile essentielle de thym obtenue par hydrodistillation
est de 1,64%. Leur composition chimique déterminée par GC/MS revele la présence de 18
composés dont le thymol et carvacrol comme composés majoritaires. En revanche, par
comparaison entre les deux méthodes d’encapsulation, le rendement d'encapsulation le plus élevé
est observé pour la technique d'émulsion directe. L'analyse microscopique montre une forme
sphérique pour des particules de diameétre variant entre 5 et 50-um et les meilleures
microparticules sont obtenues avec un ratio de polymeres de 7%: 8% et du formaldéhyde
comme agent de réticulation. Les résultats confirment le succes de I'encapsulation de 1’huile
essentielle de thym en termes de stockage, de protection et de libération avec une stabilité
thermique. La cinétique de libération de l'huile essentielle (relargage) est plus rapide pour
I'encapsulation par émulsion directe comparativement a la méthode par coacervation complexe
qui présente un profil de libération plus lent et une meilleure stabilité thermique.

Les activités biologiques de I’huile essentielle de Thymus vulgaris pure et encapsulée
sont menées pour mettre en évidence les activités antibactériennes par la méthode de diffusion
par disque sur quatre souches bactériennes ainsi que I’activité antioxydante par la méthode
DPPH. Cette huile aussi bien pour I’HE pure et celle encapsulée ont montré un pouvoir
antioxydant tres intéressant et présente un pouvoir inhibiteur élevé contre Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa. De ce fait, il ressort que
I’H.E, encapsulée par la gélatine et la gomme arabique, a conservé ses propriétés. Ainsi, elle est
recommandée comme une nouvelle approche pour préserver I’huile essentielle de thym pour

différentes applications.
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Annexe 1. Chromatographie CPG/MS de I’huile essentielle de thymus vulgaris pure
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coacervation complexe
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Annexe 3. Chromatographie huile essentielle de Thymus vulgaris pure encapsulée de la phase
liquide de méthode d’émulsion directe
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Résumes




Résumé

L’encapsulation est une technique permettant d’emprisonner des liquides ou des solides
dans une enveloppe qui les isole dans le but de les protéger de I’environnement extérieur, ou de
maitriser leur libération dans un environnement choisi. L’¢élaboration de systéeme d’encapsulation
permet de protéger les substances actives a la fois contre la dégradation physique (précipitation,
cristallisation), la dégradation chimique (oxydation) induite par I'exposition a l'oxygeéne, la
lumiére, I'humidité, la température ou les changements de force ionique ou de contrdler leur
libération dans des conditions souhaitées. Dans ce but, cette étude a pour objectif d’explorer la
capacité de deux techniques (coacervation complexe et émulsion directe) a immobiliser et
enrober les composés volatils de I’huile essentielle de thym. En outre, ce travail vise a évaluer
les deux méthodes en fonction de leur rendement, efficacité d’immobilisation, caractérisation des
particules obtenues et de leur profil de relargage.

Le rendement d’extraction de I’huile essentielle est de 1,64%. Son analyse
chromatographique couplée a la spectrophotométrie de masse (GC/MS) monte que le thymol
(56,38%) et le carvacrol (23,84%) sont les composants majoritaires. Le protocole de synthese
des microparticules est réalisé avec différents rapports de masse polymeére/polysaccharide,
quantités d'huiles essentielles et agent de réticulation. Les images de microscope optique des
microcapsules ont montré une forme sphérique pour des particules de diametre variant entre 5 et
50-um. L'analyse MEB indique que les meilleures particules sont obtenues avec un ratio de
polymere de 7%: 8% et le formaldéhyde comme agent de réticulation. Le rendement
d'encapsulation est de 65% et 98% respectivement pour la coacervation complexe et I'émulsion
directe. L'efficacité de l'encapsulation révele que la quantité de monoterpenes oxygénes
représente entre 74,31-78,34% de la quantité totale tandis que celle des hydrocarbures
monoterpenes est de 16,03 et 19,77% suivie par celle des hydrocarbures sesquiterpénes (3,7-
4,2%) respectivement pour la coacervation complexe et I'émulsion directe. Ce résultat confirme
que l'efficacité d'encapsulation est liée a la polarité des composants du thym. Tous les résultats
confirment le succés de I'encapsulation de I’'HE de thym en termes de stockage, de protection et
de libération avec une stabilité thermique. Une cinétique de libération plus rapide de I'huile
essentielle pour I'encapsulation par émulsion directe comparativement a celle trouvée pour la
coacervation complexe dont le profil de libération est plus lent et une meilleure stabilité
thermique.

L’activité antioxydante d’huile encapsulée est trés significative 90,81 et 90,93% pour
coacervation complexe et émulsion directe, respectivement, et sont identique a 1’huile pure
95,88%. En outre, il est a constater que I’huile encapsulée inhibe la croissance des
microorganismes tel que S.aureus (64 et 60 mm); E.coli; (41 et 41 mm) ; B.subtilis (66 et 61
mm) et Ps.aeruginosa (12 et 12 mm) pour coacervation complexe et eémulsion directe,
respectivement, en comparaison avec ceux de I’huile pure S. aureus (62 mm), E. coli (44 mm),
B. subtilis (68 mm), et P. aeruginosa (12 mm).

Les capsules des huiles essentielles ont montré un spectre dactivité large et une
inhibition forte identique par rapport a ’huile essentielle pure étudiée. Ces résultats mettent en
évidence des fortes activités antibactériennes et antioxydantes de I'huile de Thymus vulgaris, ce
qui nous laisse proposer I’encapsulation par coacervation complexe de cette huile essentielle
comme un excellent procédé de conservation pour d’éventuelles applications biotechnologiques.

Mots clés : huile essentielle, Thymus vulgaris, coacervation complexe, émulsion directe,
propriétés structurales, propriétés physigues, pouvoir antioxydant, activité antimicrobienne.




Abstract

Encapsulation is used to envelope and isolates liquids or solids in an envelope in coat in
order to protect them from the external environment, or to control their release in a chosen
environment. The encapsulation systems makes it possible to protect the active substances both
against physical degradation (precipitation, crystallization), chemical degradation (oxidation)
induced by exposure to oxygen, light, humidity, temperature or ionic strength changes, or control
their release under desired conditions.

This study aims to explore the ability of two encapsulation techniques (complex
coacervation and direct emulsion) to immobilize and coat the volatile compounds of thyme
essential oil. In addition, this work aims to evaluate the two methods according to their
performance, immobilization efficiency, characterization of the particles obtained and their
release profile.

The essential oil extraction yield is 1.64%. Its chromatographic analysis coupled with
mass spectrophotometry (GC/MS) shows that thymol (56.38%) and carvacrol (23.84%) are the
major components. The microparticle synthesis protocol is carried out with different
polymer/polysaccharide mass ratios, quantities of essential oils and crosslinking agent. Optical
microscope images of the microcapsules showes a spherical shape for particles of diameter
varying between 5 and 50-um. SEM analysis indicates that the best particles are obtained with a
polymer ratio of 7%: 8% and formaldehyde as crosslinking agent. The encapsulation yield is
65% and 98% for the complex coacervation and the direct emulsion, respectively. The efficiency
of the encapsulation reveals that the quantity of oxygenated monoterpenes represents between
74.31-78.34% of the total quantity while that of monoterpene hydrocarbons is 16.03 and 19.77%
followed by that of sesquiterpene hydrocarbons (3.7-4.2%) for the complex coacervation and the
direct emulsion, respectively. This result confirms that the encapsulation efficiency is related to
the polarity of the components of thyme. AIll results confirm the success of thyme EO
encapsulation in terms of storage, protection release and thermal stability. Faster release kinetics
of essential oil for direct emulsion encapsulation compared to that showed for complex
coacervation which has a slower release profile and better thermal stability.

The antioxidant activity of encapsulated oil is very significant 90.81 and 90.93% for

complex coacervation and direct emulsion, respectively, and is identical to pure oil 95.88%. In
addition, it is observed that the encapsulated oil inhibits the growth of microorganisms such as:
S. aureus (64 and 60 mm); E.coli; (41 and 41 mm); B.subtilis (66 and 61 mm) and Ps.aeruginosa
(12 and 12 mm) for complex coacervation and direct emulsion, respectively, in comparison with
those of pure oil S. aureus (62 mm), E. coli (44 mm), B. subtilis (68 mm), and P. aeruginosa (12
mm).
The essential oil capsules showed a broad spectrum of activity and identical strong inhibition
compared to the pure essential oil studied. These results highlight the strong antibacterial and
antioxidant activities of the oil of Thymus vulgaris, which allows us to propose the encapsulation
by complex coacervation of this essential oil as an excellent preservation process for possible
biotechnological applications.

Keys words: Essential oils, Thymus vulgaris, complex coacervation, direct emulsion, structural
features, physical proprieties, antioxidant potent, antimicrobial activity.
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Abstract

Thas study examines the preparation and characterization of Thymus vulgaris (L.) essential oil (TEO) microcapsules obtained
by complex coacervation and cimct emulsion technigues. The extraction yield of TEO for this study was .64% with Thymol
(36.38%) and carvacrol (23.84%) & domunant components. The synthesis protocol was conducted with different polymer
polysaccharide mass rtios, essential oils quanities and cross-finking agent. Oplical microscapy images of the microcapsukes
shiow spherical shape for particles of different diameters ranging from 3to 50 um. SEM analysis shows that the best results
were obtained with a polymers ratio of 7%:8% and formaldehyds as cross-finking agent. The encapsulation yield is 63,67
and 98% for complex coacervation and direct emulsaon, espectively. The encapstulation efficiency reveals that the amount of
OXy genated monolerpenes encapsulated represents 78.34-74.31% of the total coated amount. Monolerpenes hydrocarnans
represent 16.03-19.77%, followed by sesquiterpenes hydrocarbons al 3.7-4.2% for complex coacervation and direct emuk-
sion, Tespectively. This result confirms that encapsulation e fficiency can e refated to the polarity of each TEO component
Al results support the success of TEO encapsulation in terms of storage, protection and rekease, with lower thermal stability
and faster TEO rlease kinetic for direct emulsion encapsulation, This result contrasts with complex coacervation, which
provides & slower elease profilz and beter thermal stability.

Keywords Thymas vulgaris - Essental ils - Encapsulation - Physical characierization - Release kinetis
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