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Introduction générale

Introduction générale

Les huiles essentielles extraites des plantes aromatiques ont un large domaine
d’ application grace aleurs bonnes activités biologiques mais, en général, elles sont volatiles et
ont tendance a se détériorer en fonction de la température et peu solubles dans I'eau ce qui
limite leur utilisation (Delogu, 2015).

Pour surmonter ces limitations, I'huile essentielle pourrait étre encapsulée d’ une
maniére qu’ elle soit protégee contre les réactions d’ oxydation, la dégradation thermique ainsi
gue de corriger les problémesliés alalibération, lavolatilité et par conséquent maintenir leurs
caractéristiques biologiques et fonctionnelles. Parmi les divers composés potentiellement
utiles a cet égard, les cyclodextrines présentent un grand intérét (Soulimani, 2016).

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques composes de six a huit unités
de glucopyranose liées par des liaisons a-(1,4) (Szejtli, 1998),ont une cavité hydrophobe qui
leur permet de former des complexes d’inclusion avec un grand nombre de molécules dont les
propriétés physicochimiques qui sont alors modifiées : solubilité dans I'eau, réactivite,
stabilité. Ce qui leurs confére un vaste domaine d application (Delogu, 2015).

Notre objectif dans ce travail consiste a faire un éat de I'art sur le potentiel
antimicrobien des complexes d’inclusion huiles essentielles (HES) et cyclodextrines (CD).

Le présent document est devisé en trois parties, qui seront suivis respectivement par
une conclusion générale.

e Lapremiére partie est consacrée a une présentation générale des huiles essentid, leurs
propriétés et composition chimique, et de montrer leurs méthodes d’ extractions et
leurs différents domaines d’ applications.

e La deuxieme partie présente des généralités sur les cyclodextrines, leurs
caractéristiques, et leurs domaines d’ application, ainsi que les méthodes de préparation
et analyses des complexes d’inclusion.

e La troiseme partie comporte un apercues sur les effets antimicrobiens des HEs
encapsul ées avec laCD.
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Chapitrel : Huiles essentielles
|-1-Historique

L’ utilisation des HES remonte aux plus anciennes civilisations. Tout d abord dans
I'orient et le Moyen-Orient et par la suite au nord de I'Afrique et en Europe (Jouault,
2012).Les arbmes et les parfums furent parmi les premiers signes qui marquérent la vie de
I’homme (Bousbia, 2011).

Le terme « huile essentielle » a été inventé par le médecin suisse Parascelsus Von
Hohenheim pour désigner le composé actif d’un remede naturel (Haobin, 2009).Aujourd’ hui,
des médecins, des chercheurs et des pharmaciens ont définitivement assis la réputation,
I’ efficacité et |’ extraordinaire richesse des HES (Nagem, 2018).
|-2-Définition

Les HEs désignent les composants liquides, odorants et hautement volatiles des
plantes. Elles sont obtenues a partir de toutes | es parties de plante (feuille, graines, bourgeons,
fleurs, écorces, racine et fruits), mais aussi, a partir des gommes qui s écoulent du tronc des
arbres et parfois des troncs méme (Djihane, 2018). Ce sont des substances de consistance
huileuse mais sans corps gras, plus au moins fluides, voire résinoides, trés odorants, volatiles,
colorées (Jouault, 2012).Elles sont employées aussi hien pour leurs propriétés
pharmacologiques qu aromatiques, mais elles jouent aussi le rble de conservateurs
alimentaires (Soulimani, 2016)

Selon les standards 1SO et AFNOR, d'octobre 1987, une huile essentielle est définie
comme un « produit obtenu a partir d’une matiére premiére d origine végétale, apres
séparation de la phase agueuse par des procédés physiques : soit par entrainement a la vapeur
d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de |’ épicarpe des Citrus, soit par distillation
seche » (Jouault, 2012) .

I-3-Composition chimique

Les HEs sont des mélanges complexes de composés volatils extraits a partir d’un
grand nombre de plantes. En général, elles représentent une petite fraction de la composition
végétale (moins de 5% de la matiere végeétale seche) et comprennent principalement des
terpenes (mono et sesquiterpenes) et des phénylpropanoides (Sebaaly, 2016).

Les composants des HES peuvent étre regroupés en six classes selon leur structure
chimique:

v les hydrocarbures, tel que le limonéne dans |’ huile de citron ;

v lesacools, tel que le bornéol dans le camphrier de Bornéo ;
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v les esters, tel que le sdlicylate de méthylique dans I'huile de thé des bois
(wintergreen) ;

v lesaldéhydes, tel que I’ aldéhyde benzoique dans I’ huile d’ amandes améres ;

<

les cétones, telle que la menthone dans I’ huile de menthe poivré ;
v’ leslactones et oxydes, telle que la coumarine des haricots de Tonka (Bousbia, 2011).
Aussi selon la composition chimique les HEs sont devisés en trois classes
principales:
v’ HEs hydrocarburées (plus nombreuses).
v' HEs oxygénées qui présentent toutes les HEs solide (HEs du camphre) ;
v' HEs sulfurées (chez les Liliaceae et |es Brassicaceae) (Basavegowda, 2020).
|-4-Propriétés physico-chimiques desHEs
L es principal es propriétés physico-chimiques des HES:
sont généralement liquides a température ambiante ;
sont volatiles et rarement colorées;
n’ont pas le toucher gras et onctueux des huilesfixes;

ont une densité genéralement inférieure acelledel’eau ;

AN NEENEEN

sont solubles dans les alcools a titre a coométrique éleve, dans la pluparts des solvants

organiques, liposolubles, entrainables alavapeur d’ eau, mais peu soluble dans|’eau ;

<\

sont stables a température ambiante si elles sont conservées a l’abri de I’air et de la
lumiére (Bilia, 2014) (Kfoury, 2015).

v' ont un indice de réfraction élevé (Ir: dépend essentielement de la teneur en
monotérpenes et en dérivées oxygénées. Une forte teneur en monotérpenes donnera un
indice élevé, cependant une teneur élevée en dérivées oxygénées produira I’ effet
inverse) (Amin, 2010).

[-5-Utilisation des huiles essentielles

Par leurs nombreuses et diverses propriétés, les plantes et leurs essences trouvent
leurs emplois dans de multiples domaines (Boukhatem, 2014).Les principaux domaines
d’ application sont :
[-5-1- Phar macologie

De nombreuses HEs se trouvent dans la formule d’un tres grand nombre de produits
pharmaceutiques. Elles sont recommandées en usage d’ antibiotique, antiviral, antiseptique,
fongicide, cicatrisant, médicaments digestifs, anti-inflammatoire, sédatif.... (Viljoen, 2009) .
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|-5-2- Aromathérapie

En stimulant le systeme nerveux, les HES lancent un ordre d’ autorégulation. Plus
précisement, I’ aromathérapie prépare le corps a lutter contre lamaladie en stimulant le réflexe
d’ auto-guérison et en modifiant la structure chimique des liquides corporels (lasalive, le sang,
la lymphe). Les HEs ont également une influence sur les sécrétions hormonaes, sur
I’ équilibre endocrinien et sur les réactions neurovégétatives corporelles (Wang, 2005).
I-5 3- Industries agroalimentaires

Plusieurs segments alimentaires utilisent, a des degrés divers, les HEs qui leur offrent
un formidable potentiel de leurs notes aromatiques dans un registre infiniment varié. Elles
sont presgue retrouvées dans tous les secteurs alimentaires: boissons non alcoolisées,
confiseries, produits laitiers, soupes, sauces, produits de boulangerie, produits carnés...€tc.
Beaucoup d’ attention a été donné a I’ application potentielle des HES comme conservateurs.
Ceci est du a leurs présence en composes ayant des propriétés antimicrobiennes et
antioxydantes (Svoboda, 2006).
|-6-Principales méthodes d’ extraction des huiles essentielles

Le procédé dobtention des HEs intervient d'une fagon déterminante sur sa
composition chimique (Kokoska, 2008). Et pour cela, différentes méthodes ont été mises en
cuvre. Cette diversité est due a la variété des matieres premiéres et a la sensbilité
considérable de certains de leurs constituants (M nayer, 2014).
|-7-Techniquestraditionnelles
|-7-1- Entrainement a la vapeur d’eau

Cette technique ne met pas en contact direct I’eau et la matiere végétae fraiche a
traiter. La vapeur d'eau fournie par une chaudiere traverse le matériel, les cellules se
distendent et les particules d huile se liberent, la vapeur circule et chasse la plupart des ses
composes parfumeés volatils. Puis traverse un condenseur. Apres 3 heurs, le ditillat est
récupéré dans une fiole réceptrice puis séparé en une phase agueuse et une phase organique
(Mnayer, 2014).
|-7 -2-Hydrodistillation

Il s'agit de la méthode la plus simple et, de ce fait, la plus anciennement utilisée
(figure 1). La matiere végétale est immergée directement dans un alambic rempli d’ eau, placé
sur une source de chaleur, le tout est ensuite porté al’ ébullition. Les vapeurs sont condensées
dans un réfrigérant et I'HE se sépare de I’ hydrolysat par simple différence de densité. L'HE
étant plus légere que |’ eau, elle surnage au-dessus de | hydrolysat (Hamdani, 2017).
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Figure 1: Dispositif d’hydrodistillation (Jouault, 2012)

1: Chauffe-ballon 2:Eau bouillante 3: Thermomeétre 4:Réfrigérant a eau 5:Arrivée d'eau froide et Sortie d'eau tiédie
6:Essencier 7:Matiére végétale 8:Huile Essentielle

I-7-3- Extraction distillation simultanées(SDE)

L’extraction par digtillation simultanée ou SDE (Simultaneous Distillation
Extraction) est une extraction liquide-liquide qui est menée dans un appareil de Likens et
Nikerson modifié. Son principe est le suivant : les composés volatils entrainés a la vapeur
d’eau sont extraits par des vapeurs de solvant qu’ on les condense ensuite dans un réfrigérant
puis on recycle en continu le solvant. Cet appareillage initialement congu pour I’ étude de la
biere a. par la suite été éendu a un grand nombre d’ arémes (Basavegowda, 2020).
|-7-4- Extraction au moyen de solvants

Certains organes de veégétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne
supportent pas les traitements par entrainement a la vapeur d’ eau et | hydrodigtillation. C’ est
le cas des fleurs de jasmin, d’ eeillet, de tubéreuse, etc. Il faut donc, pour ces vegétaux, recourir
a d autres méthodes d’ extraction des composés odorants volatils, telle que I’ extraction par les
solvants fixes (enfleurage et macération) et volatils (extraction par I’ hexane) (Bousbia, 2011).

I-7-4-1- Extraction par solvants volatils
Elle consiste a la mise en contact de la matiére végétale avec un solvant qui dissout

et extrait les constituants odorants solubles de la plante, le solvant ainsi chargé est ensuite
évaporé et récupéré. Les solvants les plus utilisés sont : le benzéne, |'hexane, les acools
(méthanol et éthanal), les cétones et solvants chlorés (Mnayer, 2014).

I-7-4-2- Extraction par solvants fixes
Les solvants fixes utilisés sont principalement des matiéres grasses, |’ extraction peut

étre réaisés a froid « procédé d enfleurage» ou a chaud «macération ou digestion »
(Bousbia, 2011).
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Enfleurage

Ce procédé met a profit le caractére liposoluble des composants odorants des
végétaux (Bousbia, 2011). Il consiste a mettre en contact la fleur avec un corps gras qui se
sature d’essence, puis ce dernier sera épuisé par évaporé sous vide. Cette méthode n’est
utilisée que pour certaines fleurs trés fragiles telle que : le jasmin et la tubéreuse (Mnayer,
2014).

Macération

Ce procédé exige que les graisses utilisées soient chaudes (40-60 °C), ce qui a pour
effet d’ augmenter leur pouvoir absorbant. Cette technique est rapide et s applique aux fleurs
dont I’ activité physiologique cesse a la cuelllette. L’ extraction est réalisée par immersion des
fleurs fraichement cueillies et constamment renouvelées dans un bac de graisses chaudes
jusgu'a atteindre la saturation. Un épuisement & |’ alcool absolu est généralement appliqué sur
cette graisse.  Ensuite une opération de filtration est nécessaire pour séparer la graisse des
fleurs. (Basavegowda, 2020).
I-8- Techniquesinnovantes
|-8-1- Hydrodistillation assistée par ultrasons

Dans ce cas il s'agit d’un traitement de la plante «pré» ou «post» opératoire (figure
3). En effet, la structure des parois des plantes et les tissus cellulaires se désorganisent, sous
I’ effet des ondes ultrasonores et les micros cavitations générées par les ultrasons. Ainsi, ces
changements favorisent la diffusion de I’ eau dans les tissus cellulaires, ce qui peut également
influer sur la cinétique d extraction des molécules aromatiques des HEs. Les principaux
avantages de ce procédeé sont I’ accélération de la cinétique d’ extraction et I’amélioration du

rendement (Mnayer, 2014).

Figure 2: schéma démonstratif dela cavitation (Bousbia, 2011).
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|-8-2- Extraction assistée par micro-ondes

Dans ce procédé, la matiere végétale est chauffée par micro-ondes al’intérieur d’une
enceinte close dans laquelle la pression est réduite de maniere sequentielle. Les composés
volatils sont entrainés par la vapeur d’eau formeée a partir de |’ eau propre a la plante (figure
4). lls sont ensuite récupérés a |I’aide de procédé de condensation, de refroidissement et de
décantation, cette technique posséde plusieurs avantages tels que le gain de temps d’ extraction

et un rendement d’ extraction élevé (Christen, 2002).
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Figure 3: spectre électromagnétique (Boushia, 2011).

I-8-3- Extraction au CO2 liquide ou supercritique
C’ est une méthode d’ extraction qui a pris beaucoup d’ essor concernant I’ éaboration

des extraits végétaux. Elle est basée sur le fait que certains gaz, notamment le CO2, dans des
conditions de pression (PC) et de température (TC) dites critiques (PC=73,82 bars et
TC=31,06°C) ou supercritiques, présentent un pouvoir de dissolution accru vis-avis de divers
composes tels que les HES, les ardmes et |es colorants naturels (Pellerin, 1991).
I-9- Analyse des huiles essentielles

L’analyse chimique des HEs est généralement réalisée par la chromatographie en
phase gazeuse (analyse quantitative) et la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectromeétrie de masse qui permet une séparation nette et identification précise des composés
d’ une essence vegétal e (Godefroot, 1981),
[-9-1-Chromatogr aphie en phase gazeuse (CPG)

En CPG, I’ échantillon est vaporisé et injecté en téte de colonne. L’ éution est assurée

par un flux de gaz inerte qui sert de phase mobile. La CPG est basée sur le partage de
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I”analyte entre une phase gazeuse mobile et une phase (liquide ou solide) immobilisée sur la
surface d’un support inerte. Les solutés injectés se déplacent avec une vitesse inégale entre
eux et inferieur a celle de la phase mobile, ceci les conduit a sortir de la colonne les uns apres
les autres (Mcnair, 2009).

|-9-2-Spectrométrie de masse (SM)

La spectrométrie de masse est sans doute, parmi toutes les techniques analytiques
celle dont le domaine d application est le plus éendu. En effet, elle peut fournir des
informations concernant la composition élémentaire d'un échantillon: la structure de
molécules inorganiques, organiques et biologiques ; la composition qualitative et quantitative
de mélanges de complexes...etc. (Lossing, 1972) (Aebersold, 2003).

Le spectrométre de masse présente trois ééments essentiels: une source, un
analyseur et un détecteur (Aebersold, 2006).Vu sa capacité a identifier un tres grand nombre
de composes présents dans le mélange a analyser, elle présente le couplage le plus utilisé dans
divers secteurs notamment avec la chromatographie phase gazeuse (Aebersold, 2003).
[-9-3-Couplage CG/SM

Le couplage chromatographie en phase gazeuse - spectrométrie de masse est
aujourd hui I'une des techniques parmi les plus utilistes de la chimie anaytique.
L’association des deux techniques fournit un instrument danalyse particuliérement
performant (Adhami, 2013). En effet, I’ utilisation de la CPG a haute résolution (colonne
capillaire) couplée a la spectrométrie a basse échelle de masse, le tout alié a I’outil
informatique (micro-processeur), permet le développement de méthodes d'identification
fiables et rapides (Chaieb, 2007).

Principe

L’ échantillon a analyser est introduit dans le chromatographe puis séparé et analysé.
Les différents constituants gazeux arrivent dans la chambre d'ionisation du spectrométre de
masse ou ils sont fragmentés. Les ions issus de la fragmentation sont dirigés vers le dispositif
de séparation, ils sont alors triés suivant leur rapport masse/charge, puis leur répartition est
donnée sous la forme d’ un spectre de masse (Mnayer, 2014). L’ appareillage de spectrométrie
de masse comprend donc trois parties principales :

e Unechambredionisation ;
e Un systeme analyseur pour la séparation desions;;
¢ Un ensemble de détection, d’amplification et d’ enregistrement.

Un appareillage de CG-SM permet donc de fournir un chromatogramme accompagné

d’'un ensemble de spectres de masse correspondant a |’identification précise de chaque
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constituant séparé par la CPG. C’ est donc une technique de pointe permettant la connai ssance
d’ échantillons parfois complexes en un temps tres court.
[-10-Quelque plantesriches en huiles essentielles

Les principales plantes réputées pour leur richesse en essences aromatiques sont
résumeées dans le tableau |.

Tableau |: Quelque plantesriches en huiles essentielles

Plante Nom scientifique Partie utilisée Cor_lstltuants Act|v_|te
majeursHE biologique
L Fleurs 18-cinedle | oxydante
Lavande | Lavandulaofficinalis : Lavandulyl )
Feuilles . (Laib, 2012)
acetate
. . . Carvacrol Anti m| c_robi enne
Origan Origanumvulgare .L Feuilles Thymol bactéricide
(Mahfouf)
Antibactérienne
Antivirale
. . g £ Eugénal Acaricide
;:ilrc())llfl ge Syzygiumaromaticum.L D g;etrizr;ts Acétate eugénol | | nse_cti cide
-caryophylléne | Antioxydante
Anageésique
(Sebaaly, 2016)
Antispasmodique
Antioxydante
(E) —anéthole | Parasiticide
Anisvert | Pimpinellaanisum.L Graines [-caryophylléne | Carminative
Pheényl Antibactérienne
(Bakara, 2017)
(Ghouati, 2012)
Antimicrobienne
_ _ o Fleurs 1.8-cinéole Anti o_x_ydante
Romarin | Romarinusofficinalis . B-caryophylléne | (Sharifi-Rad,
Feuilles
2020)
Menthe Antiseptique
. Fleurs Antimicrobienne
Menthapulgium.L Faviilles Menthol Antioxydante
(Mahboubi, 2008)
Thym Thymus vul garis H eurs CTarr]\)//arﬁ(r)?l Antimicrobienne
Feuilles (Imelouane, 2009)
Sauge Fleurs Antimicrobienne
officinale | Salviaofficinalis L . Lathujone (Benkherara,
Feuilles
2011)
Antimicrobienne,
Cannelle Cinnamomumzeylanicum f-le-:fﬁs os Cinnamaldehyde R%EZ?(%I: :nr?éante
(Shahwar, 2010)
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Chapitrell : Cyclodextrines

| 1-1-Définition

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques issus de la dégradation
enzymatique de I’amidon. Elles possedent aux seins de leur structure une cavité hydrophobe
qui leur permet de formé des complexes d’'inclusion avec divers molécules, et ont une aptitude
a accroitre la solubilité de nombreuse molécules organique par formation des complexes
d'inclusions.
11-2- Synthése

Les cyclodextrines (CD) sont formés & la suite d’ une réaction de transglycosylation
intramoléculaire pendant la dégradation de |I’amidon (Rajput, 2016). Cette dégradation se fait
par I'enzyme cyclodextrines glucosyltransférase (CGTase), qui est produite par un grand
nombre de micro-organismes (Szejtli, 1988).
|1-3-Structure et propriétés

Les trois CDs natives les plus courantes se composent de 6, 7 ou 8 unités a-D-
glucopyranose liées par des liaisons glycosidiques de type o-(1,4) (figure 5). Elles sont
dénommeées respectivement a-, B- ou y- CD (Zafar, 2013).Le diametre de leur cavité et la
masse moléculaire varient avec le nombre d’unités de glucose dans leur structure, dont ils
augmentent en allant de I’0—CD a la y-CD.(Tableau II)

Tableau I1: Caractéristiques physico-chimiques des principales cyclodextrines (Szejtli,
1998)

Cyclodextrines a p b
Unités de glucose 6 7 8
Formule brute CasHeoO30 C42H70035 Ci8Hs0040
Masse moléculaire 972 1135 1297
Solubilité dans|’eau a
25°C (g/100m!) 14.5 1.85 23.2
Volume approximative 174 262 427
delacavité A3
i:(c))organte dediffusiona 3.443 3.224 3.000
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Figure 4: structure chimique des CDs natives (Astray, 2009).

I1-4- Domainesd’application

Les CDsont de nombreuses et diverses domaines d’ applications, notamment dans les
industries alimentaire, environnemental, cosmétiques et pharmaceutiques (Ellouze, 2011).
[1-4-1- Domaine environnemental

L es cyclodextrines jouent un réle majeur dans le domaine environnemental en termes
de solubilisation, enrichissement et I’ élimination des polluants organique et des métaux lourds
présent dans |’ eau, le sol et I’ atmosphere (Landy, 2012).

Elles forment des complexes avec une grande variété des produits chimique agricoles
tel que les herbicides, insecticides, fongicides et des répulsifs, en permettant I’ amélioration de
leurs effets et diminuer les effets nocifs des pesticides (Sa Couto, 2014; Del Val, 2004).
|1-4-2- Domaine alimentaire

Dans I'industrie alimentaire, les cyclodextrines peuvent former des complexes
d’inclusion avec une variété de molécules comprenant des graisses, des arOmes et des
colorants. Elle sert a supprimer ou masquer les composants indésirables tel que le cholestérol
des produit d’origine animal et protéger les ardmes et limiter leur dégradation durant les
étapes de fabrication et de stockage (protection contre I’oxydation, la lumiére, la chaleur)
(Ciobanu, 2013).
|1-4-3-Domaine phar maceutique

Les (a, B, v)-CDS présentent un intérét biomédical et pharmaceutique comme des
solubilisant ou des stabilisateurs (Loftsson, 2007), ils ont la capacité d’interagir et de former

des complexe d'inclusion avec les molécules des médicaments. La formation d’ un complexe
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d’inclusion modifié favorablement les propriétés physique, chimiques et biologique des
meédicaments (Vaentino, 2008).
| 1-4-4-Applications en cosmétologie

En cosmétologie les CDs sont utilistes comme des stabilisateurs des composes
chimiquement labiles pour prolongé leur action, diminué les irritations locale et réduire les
odeurs désagréables (Loftsson, 2007), eles servent également a diminué la volatilité des
parfums et évité la diffusion des senteurs (Singh, 2002).
|1-5-Complexe d’inclusion

Un complexe d’inclusion est une association moléculaire entre une ou plusieurs
molécules dont |’ une est |’ héte (récepteur) et I’ autre est I'invitée qui est alors encapsulée de
facon totale ou partielle (Crini, 2001). Les liens entre la molécule héte et 1a molécule invitée

sont des interactions faibles (liaisons non covalente) (Crini, 2001) (Astray, 2009) .

Figure5: Schéma représentatif des différentes steechiométries des complexesd'inclusion
(Kfoury, 2016).

Laformation des complexes d'inclusion peut se produit en solution, a I’ éat solide ou
gazeux. Vue le role important de I’eau dans ce processus de complexation, la plus part des
études sont réalisé en solution aqueuse (Landy, 2012).

La formation d’ un complexe d'inclusion dépend de différentes parametres tel que le
type de la CD et la taille de sa cavité qui devrait convenir pour S adapter aux molécules
invitées de taille particuliere, généralement I’augmentation de la température diminue
I’'importance de la constante apparente de la stabilité du complexe formé (Wadhwa, 2017,
Challa, 2005) :

II-5-1-Mécanisme de complexation
Laformation d’un complexe peut se faire en plusieurs étapes (Szetjli, 1988) :

i. approche de I'invité vers la cyclodextrine, les molécules d’ eau s échappent de la cavité
de la cyclodextrine et se déplacent vers un niveau d énergie correspondant a celui a

| état gazeux.
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ii. rupture de lastructure de |’eau al’intérieur de la cavité dela CD et éviction de certaines
de ces molécules, car elles sont énergétiquement défavorisées (AH élevé en raison de
I’interaction polaire-apolaire);

iii. rupture de la structure de I’ eau autour de la molécule invitée et transport de molécules
d eau verslasolution;

iv. interaction des groupements non polaires de la molécule invitée avec la cavité
hydrophobe de la cyclodextrine (modification entropique et entha pique);

v. eéventuellement, création de laliaison hydrogene entre I’invité et la cyclodextring;

vi. recongtitution de la structure de I’eau autour des parties exposées de I'invité aprés
I"inclusion.
II-5-2-Conséquences de la complexation
La molécule invitée peut bénéficier d’ une protection contre tout type de réaction : la
dégradation thermique, I'oxydation, I'hydrolyse ou la sublimation, et d’ une améioration de la
biodisponibilité des principes actifs et de leur relargage. La volatilité des produits est réduite a
un niveau trés bas avec I'augmentation de la solubilité de nombreuses substances
naturellement insolubles dans I’ eau (Szgjtli, 1998).
Vii.
I1-6- Techniques de préparation des complexesd’inclusion CD/invité
Il existe différentes méthodes de préparation des complexes d’inclusion. Le choix de
la méthode de préparation des complexes influence sur I’ efficacité d’inclusion des HEs avec
la CDs (Wadhwa, 2017), et ce dernier dépend des applications envisagées au produit final
(Capelezzo, 2018). Les méthodes souvent utilisées sont les suivantes:
|1-6-1-M éthode de Co-précipitation
Cette méthode est la plus utilisé. Elle consiste a agité a une température entre 40 et
60°C une solution de CD pour la dissoudre avant d gouter la molécule invitée. Ensuite, le
refroidissement lent permet la co-précipitation du complexe formé. Le précipité est collecté
par décantation, centrifugation ou filtration puis lavé dans le but d’ @iminer I’exces d’invité
non encapsulé. L’ avantage de cette méthode est la facilité de s assurer de I’ encapsulation de
I’invité et laformation du complexe d’inclusion, mais elle ne peut pas étre effectuée a grande
échelle a cause des grande quantité d' eau utilisée (Hedges, 1998).
I1-6-2-Inclusion par Co-évaporation
Elle consiste a mélanger la CD et I'invité pendant un certain temps nécessaire en

présence d’'un autre solvant appropri€ ala méme température pour avoir une complexation. Le
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complexe solide est récupéré sous forme d'une poudre gréace a l|'évaporation et la
condensation des solvants a I’aide d'un ballon d'évaporation par rotation sous vide afin de
récupérer un complexe d’'inclusion sous forme d’ une poudre (Demire, 2011).
I1-6-3-Lyophilisation (freeze-drying)

Cette méthode est plus intéressante dans le cas de préparation de complexes
d’inclusion avec des molécules invitées thermolabiles ou hydrosolubles (Y adav, 2018).C’ est
une opération de déshydratation a basse température qui permet de réduire les pertes et des
complexes de bonne qualité sont obtenus (Capelezzo, 2018).
|1-6-4- séchage par pulvérisation (spray drying)

La CD, lamolécule invitée et le solvant sont mélangés puis les complexes sont séchés
par pulvérisation. Contrairement a lyophilisation, cette méthode ne convient pas pour les
substances volatiles ou thermolabiles a cause de la température élevée qu’elle peut atteindre
durant le séchage (50 a 70°C) (Y adav, 2018).

II-6-5-Inclusion a sec
La complexation peut étre envisagée par simple mélange des poudres des deux

composes du complexe. Cette méthode est généralement réalisée a température ambiante et le
temps de complexation dépend de I'invité. Son principale avantage est que |’eau n'est pas
utiliste sauf s un ringage est nécessaire, et son inconvénient est I’obtention d'une
complexation insuffisante (Del Val, 2004).

I1-6-6- Inclusion par Extrusion
Cette technique est un processus continu ot la CD, I’invité et I’ eau sont mélangés au

fur et & mesure dans |’extruder. Selon la quantité d’eau initiale, le complexe extrudé peut
secher en refroidissant ou dans un four. Du fait de la température générée, certaines molécules

invitées labiles ala chaleur sont décomposeées par cette méthode (Bisson-Bouteillez, 2009).

II-6-7- Inclusion au CO2 supercritique
Cette technigue présente les avantages d’ étre simple, reproductible et économique

(aucun solvant n'est utilisé) et elle peut étre développée pour des applications industrielles
(Locci, 2004). Elle consiste a abaisser la pression ce qui provoque le passage du gaz
carbonique de I’ état supercritique a I’ état gazeux et permet de récupérer le complexe a I’ état

solide exempt de tout résidu de solvant (Sauceau, 2008).

II-6-8-Inclusion par neutralisation
Cette technique est souvent utilisée dans le cas d'invités ionisable. Elle consiste a

dissoudre un invité acide dans un milieu agueux acalin contenant la CD, ce mélange est
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remué par un agitateur magnétique jusqu’a I’ obtention d’une solution claire qui est ensuite
neutralisée sous agitation a I’ aide de I’ acide chlorhydrique, aprés agitation pendant 2 heures,
un précipité blanc se forme, correspondant a la formation du complexe d’inclusion, qui a été
Séparé par filtration sous vide et lavé et séché atempérature ambiante (Ozkan, 2000).
[1-6-9-1nclusion par microondes

Elle est une méthode récemment utilisée pour la préparation des complexes
d’inclusion de CD, consiste a mélangé I'invité et la CD avec une quantité minimale de
solvant, ce mélange est soumis a un traitement a micro-ondes, le plus souvent pendant 90 s a
60°C (150 W). Les produits obtenus par cette technique présentent un état solide pratiquement
inchangé et sont tres stables dans des conditions ambiantes (Duchene, 2011).
| 1-7-Techniques de car actérisation des complexes et d’inclusion

Différentes techniques d’ analyses physico-chimiques sont utilisée pour analyser les
complexes d’inclusion (Hedges, 1998).Elles permettant d’ une part de confirmer la formation
effective des complexes d'inclusion et d autre part de déterminer leur steechiométrie et leur
stabilité (Kfoury, 2016). Parmi Les techniques les plus utilisées on trouve :
| 1-7-1- Spectroscopie UV-Visible

La spectroscopie d absorption UV-visible est une technique fréquemment utilisée
pour la déermination de la constante de stabilité (Kf) des complexes d'inclusion en
appliquant une méthode direct ou par compétition (dite méthode de déplacement spectral)
(Decock, 2006; Landy, 2000).
|1-7-2-Résonance M agnétique Nucléaire (RM N)

La résonance magnétiqgue nucléaire permet de déterminer les structures
tridimensionnelles des molécules organiques en solution, cette technique est utilisée pour
I”étude des interactions de substances avec les cyclodextrines et la détermination de la
géométrie exacte des complexes d'inclusion (Piel, 2004) (Schneider).
| 1-7-3-Spectroscopieinfrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectrophotométrie FTIR est utilisée pour identifier la présence de I'invité et la
molécule héte et facilite I’ é&ude des interactions possible entre eux, ainsi que la confirmation
de la formation des complexes d’'inclusion CD/invité, en comparant le spectre du complexe a
ceux del’invité et dela CD pure (Hedges, 1998) (Jiao, 2001) (Vishwakarma, 2016).
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Chapitrelll : Activités antimicrobienne des complexes d’'inclusion CDs
HEs

I11-1-Activité antimicrobienne desHEs

Les HEs ont été considérées comme les agents antimicrobiens les plus efficaces
présents dans les plantes. Ces propriétés antimicrobiennes sont dues a la fraction des HEs
contenue dans les plantes (Chouitah, 2011-2012).Les effets antimicrobiens de différentes
espéces d’ herbes et épices sont connus depuis longtemps et mis a profit pour augmenter la
durée de vie des aiments (Sun, 2014).

Elles agissent en empéchant la multiplication des bactéries, leur sporulation et la
synthése de leurs toxines. Pour les levures elles agissent sur la biomasse et |a production des
pseudo-mycéliums alors gu’'eles inhibent la germination des spores, |'éongation des
mycéiums, la sporulation et la production des toxines chez les moisissures (Viuda-Martos,
2008).

[11-1-1- Activité antibactérienne

De nombreuses études ont rapporté les activités des différentes HEs contre un large
spectre de bactéries a Gram positif et a Gram négatif. L’ activité antibactérienne varie d’une
HE al’ autre et d’ une souche bactérienne al’ autre (Mnayer, 2014)

Les HEs agissent selon deux modes d' action : soit bactériostatique en bloquant la
multiplication des cellules bactériennes, soit bactéricide en les tuent (Mnayer, 2014). Le
caractere 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 &lamort de la cellule.

De fagon générale, il a été observé une diversité d’ actions toxiques des HEs sur les
bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force
motrice de proton, fuite d'électron et la coagulation du contenu protéique des cellules. Les
HEs peuvent aussi inhiber la synthese del’ ADN, I’ARN, des protéines et des polysaccharides
(Saad, 2013).

[11-1-2- Activité antifongique

Les HEs constituent une source potentielle pour des nouveaux médicaments

antifongiques, soit sous leur forme pure soit sous forme de dérivés des composés originaux

pour une optimisation thérapeutique plus efficace et plus sire. Les HEs ou leurs composés
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actifs sont également employés comme agents antifongiques dans les industries agro-
alimentaires.

Elles ont |a capacité de pénétrer et de perturber la paroi cellulaire des champignons et
des membranes cytoplasmiques grace a un processus de perméabilisation, ce qui conduit a la
désintégration des membranes mitochondriales. Ceci est cause par des altérations dans | e flux.
Cela peut aussi endommager les lipides, les protéines et les acides nucléques contenus dans
les cellules infectées par |es champignons pathogénes (Djihane, 2018), cette modification peut
entrainer |” apoptose des cellules (Saad, 2013).
|11-2-Effet d’encapsulation des HEs avec la CD sur |’ activité antimicr obienne

L’ encapsulation moléculaire avec les CDs améliore la stabilités des HES (Ribeiro-
Santos, 2017) et elle peut également garantir une excellente protection des HEs par la
protection des composant volatiles contre la dégradation thermique, |I'évaporation et
I’ oxydation (Astray, 2009) par conséquent |’amélioration de leur activité antimicrobienne en
diminuant les concentrations active (CMI, CMB) ou en augmentant I'inhibition de la
croissance (Kfoury, 2018) (Laura, 2013).

Tableau I11: Activités antimicrobiennes de quelques HES encapsul ées avec les
cyclodextrines

HEs Microor ganismes TypeCD Observations | Références
Origanumwvulg | Tricholosporumviolaceum Forte activité (Papajani,
are Trichophyton tonsurans p-CD antifongique 2015)
Syzygiumarom | Fusariumoxysporum Forte activité (Estrada-
aticum B-CD antifongique Cano,

2017)

Prostanthera | Salmonella typhimurium w.CD Forte activité (Sadgrove,
ovalifolia S aureus antimicrobienne 2015)
Saturgamonta | T. violaceum B.CD Forte activité (Haoci,
na antifongique 2014)
Thymusvulgar | Escherichia coli Forte activité

B-CD _ ) (Tao, 2014)
e antibactérienne

17




Chapitre 111 : Activités antimicrobienne des complexes d’inclusion CDs - HEs

[11-3-M éthodes d’ évaluation de |’ activité antimicrobienne des HEs encapsul ées

Ces méthodes reposent sur la détermination de la sensibilité des micro-organismes
aux antibiotiques et de la concentration inhibitrice minimale et la concentration bactéricide
minimale.

[11-3-1-M éthode de Diffusion du disque

C'est une ancienne méthode mais toujours d’actualité. Elle permet |’ estimation
gualitative de I’ effet de I'HE. La méthode consiste a déposer des disgques de papier buvard,
imprégneés d une quantité définie de I"huile essentielle, ou de puits creusés dans la gélose et
remplis de |” huile sur une gél ose ensemencée d’ une souche bien précise. Aprés une incubation
a 37°C pendant 24 h, on mesure les diamétres des halos d'inhibition. Cette méthode sert en
général alapréséection de I’ activité antimicrobienne des HEs (Zaibet).

[11-3-2- Méthode de Diffusion des puits

Le principe de cette technique est semblable ala méthode de disque, mais ce dernier
est remplacé par un puits creuse stérilement sur la gélose ensemencée. L’ incubation des boites
de Péri a la température optimale de croissance du micro-organisme permet le
développement des colonies. La formation d' un halo clair autour du puits indique I’ absence
de la croissance microbienne dont le diamétre dépend de la sensibilité a I'HE. Ces deux
méthodes (des disques et des puits) sont largement employées pour I’indication qualitative de
lasensibilité ou la résistance des micro-organismes (Mnayer, 2014).

[11-3-3-Dilution en bouillon

La dilution en bouillon est une technique utilisée pour déterminer la concentration
inhibitrice minimale (MIC) qui est la concentration la plus faible de I'HE qui inhibe la
croissance de la bactérie testée exprimée en uL/mL ou mg/ml, et la concentration bactéricide
minimale (MBC) qui est la plus faible concentration a laquelle aucune croissance visible du
micro-organisme n’ avait eu lieu (Bassole, 2003),

Cette méthode consiste a testée une suspension bactérienne (a une concentration
optimale ou appropriée prédéterminée) 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 |’ aide de plaques
de micro-titration (microdilution), cette derniere présente |I'avantage d'utiliser de faibles
concentrations pour un grand nombre de réplicas et dutiliser de petits volumes de |'agent
d'essal et du milieu de culture (Saad, 2013).
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Chapitre 111 : Activités antimicrobienne des complexes d’inclusion CDs - HEs

[11-3-4-Dilution en gélose

La dilution en gélose implique I’incorporation d un agent antimicrobien dans un
milieu gélosé a des concentrations variables, en général une dilution en série de 2 en 2, suivie
de I’ensemencement d’un inoculum bactérien défini a la surface de la gélose de la boite
(Southwell, 1993).

[11-3-5- Méthode de Micro atmosphére

Le disgue imprégné de I’ HE a étudier est déposé au centre géométrique du couvercle
de la boite de Pétri, et n’entre pas en contact avec la gélose. La boite est fermeée, couvercle en
bas et placée dans une étuve a 37°C, au bout d’un certain temps de latence, les colonies
microbiennes situées sur I'air d'évaporation de I'huile ont disparu. Si on prolonge
I’ expérience, on constate que toutes |les colonies subissent |e pouvoir bactéricide de I’ huile qui
aaorsdiffusé atoute la surface de la gélose. Chague essai est répété en double.

Apres I'incubation, la croissance est comparée a celle du témoin. La quantité
minimale inhibitrice est définie comme la plus petite quantité pour laguelle aucune croissance
n'est visible comparativement au témoin sans produit. Cette méhode ne quantifie pas
I"activité antimicrobienne réelle des HEs. Elle montre seulement |’ activité des constituants

volatils alatempérature d’incubation (Zaibet).
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Conclusion

Conclusion

Diverse plantes représentent un réservoir immense de composés bioactifs attribués
aux meétabolites secondaires qui ont I’avantage de posséder un tres large éventail d activités
biologiques. C'est pourquoi I’ éude des plantes aromatiques est toujours d’ actualité car elle
offre de nouvelles perspectives en aromathérapie. Parmi ces métabolites secondaires on
retrouve les huiles essentielles, qui sont des liquides extrémement puissants synthétisés
naturellement dans diverses parties des plantes.

Les différents aspects développés dans cette synthese bibliographique sur les huiles
essentielles indiquent que ces essences végétales jouent un réle important dans divers et
multiples domaines. Ces substances de compositions chimiques complexes, peuvent étre
isolées a partir des différents organes de la plante (feuilles, fruits, fleurs, graines etc.) et cela
par des technique traditionnelles d'une part, et par des procedes innovants d'autre part.

Les cyclodextrines (CDs) naturelles ou chimiqguement modifiées font partie de la
famille des «molécules-cage ». Elles sont connues pour leur aptitude a accroitre la solubilité
de nombreuses mol écules organiques par formation de composés, ou complexes d'inclusion,
et celaest dO aleur grande solubilité dans I’ eau. Cette propriété confere aux cyclodextrines un
large champ d’ application dans des domaines tres variés allant de la pharmacie al’ agriculture
en passant par |I'industrie textile, la chimie des parfums et des ardmes, etc.

L'inclusion d'une molécule invitée dans une molécule de CD constitue donc une
encapsulation moléculaire susceptible de modifier les propriétés physico-chimiques, voire
biologiques, du substrat. Les avantages qui en découlent sont multiples : l'invité peut
bénéficier d'une protection contre la dégradation thermique ou photochimique, I'oxydation,
I'hydrolyse ou la sublimation, d’une amélioration de la biodisponibilité des principes actifs et
de leur relargage.

Diverses propriétés antimicrobiennes sont attribuées aux huiles essentielles. Ces
derniéres ont manifestés un trés large spectre d’action puisqu’elles inhibent aussi bien la
croissance des bactéries que celles des moisissures et des levures. Leur activité
antimicrobienne differe principalement en fonction de leur composition chimique, et en
particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs. Elles agissent en empéchant la
multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthese de leurs toxines. Pour les levures,

elles agissent sur la biomasse et la production des pseudo-mycéliums alors qu’ elles inhibent la
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Conclusion

germination des spores, |I’élongation du mycélium, la sporulation et la production de toxines
chez les moisissures.

Cette étude montre également que |’ activité antimicrobienne des HES est hautement
dépendante de leurs compositions chimiques (principaement les phénols). On conclut
également que I’ encapsulation améliore cette activité en protégeant les composants volatiles
de I’HE contre I’oxydation et les dégradations thermiques, |’ encapsulation avec la CD est
considérée un moyen efficace pour le maintien et I’améioration des activités biologique des
HE.
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Résumé
Ce travail sintéresse a une éude bibliographique du pouvoir antimicrobien des complexes

d’inclusion des huiles essentielles extraites a partir des plantes aromatiques encapsul ées avec
la cyclodextrine. La premiére partie de ce manuscrit mets en évidence la composition
chimique des HEs, leurs propriétés physico-chimiques, leurs différentes méthodes
d’extraction et leurs techniques d’analyse, ains leurs divers domaines d application. Dans la
deuxieme partie, on S est intéressé a I’ étude globale sur les cyclodextrines, leur structure et
leurs propriétés, leurs domaines dapplication, ains sur les complexes d'inclusion de
CD /molécule invitée et leurs diverses techniques de préparation et d’analyse. L’ utilisation
des HEs est limitée en raison de leur faible solubilité aqueuse, volatilité et sensibilité a la
lumiére, on réalise leur encapsulation avec la CD, afin de contréler lalibération des molécules
volatiles pour qu’on puisse les utiliser comme des agents antimicrobiens. La troisieme et la
derniére partie de ce travail s'est orientée vers I’ évaluation de I’ activité antimicrobienne des
complexes d'inclusion HE/CD, les principales méthodes utilisées, et |’ effet d’ encapsulation
avec la CD sur I’ activité antimicrobienne des HEs.

Mots clés: huiles essentielles, cyclodextrine, complexes d’inclusion, activité antimicrobienne.
Abstract:

This work focuses on a bibliographical study of the antimicrobial power of inclusion
complexes of essential oils extracted from aromatic plants encapsulated with cyclodextrin.
The first part of this manuscript highlights the chemical composition of EOs, their physico-
chemical properties, their different extraction methods and analysis techniques, as well as
their various fields of application. In the second part, we are interested in the global study of
cyclodextrins, their structure and properties, their fields of application, as well as the CD
inclusion complexes / guest molecule and their various preparation and analysis techniques.
The use of EOs is limited due to their low agueous solubility, volatility and sensitivity to
light, their encapsulation with CD is carried out in order to control the release of volatile
molecules so that they can be used as antimicrobial agents. The third and last part of thiswork
was oriented towards the evaluation of the antimicrobia activity of EO/CD inclusion
complexes, the main methods used, and the effect of encapsulation with CD on the
antimicrobial activity of HEs.

Key words: Essential oils, cyclodextrin, inclusion complexes, antimicrobial activity.



