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Abstract

This study sheds light on the extraction and determination of the physicochemical properties,
as well as the optimization of the conditions for the preparation of a nano-emulsion based on
two essential oils of species belonging to the genera Illicium and Myristica and the evaluation
of their antimicrobial activity. The essential oils are extracted by hydrodistillation, with an
average yield of around 5% for each of them. The results demonstrate that these essential oils
have antioxidant power due to the presence of phenolic compounds, and that they exhibit
antimicrobial properties. The results show that the range of minimum inhibitory concentrations
(MIC) of the essential oil from the Illicium species is between 0.625 and 2.5 ul./mL, those of
Myristica species is between 1.25 and 5 uL/mL against strains Bacillus subtilis, Staphylococcus
areus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Candida
albicans. The evaluation highlights the potential of the nano-emulsion, by optimizing certain
parameters to obtain transparent and stable formulations. Two formulations composed one of
10% of tween 80, 2% of essential oil of the species belonging to the genus of Illicium and the
other of 3% of essential oil belonging to the genus Myristica, mixed with distilled water and
propylene glycol as a surfactant. The results of the dynamic light scattering test showed a typical
autocorrelation curve indicating an average particle size of 31.6 nm for the first formulation
and an average particle size of 6.34 nm for the second formulation.

These adjustments and according to the method of micro-dilution in liquid medium did not
show an improving effect on the antimicrobial activity against the strains tested, but they
showed an acceptable inhibitory effect. However, they improved the physico-chemical aspect
of essential oils. The insights gained from this study contribute to the knowledge base on the
use of essential oils in the food, pharmaceutical and cosmetic fields, where their antimicrobial
activity can be effectively harnessed.

Keywords: nanoemulsion, antimicrobial activity, essential oils, Illicium, Myristica.
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RESUME

Cette étude met en lumiere I’extraction et la détermination des propriétés physico-chimiques,
ainsi que l'optimisation des conditions de préparation d'une nano-émulsion a base de deux huiles
essentielles des espéces appartenant aux genres [llicium et Myristica et 1’évaluation de leur
activité antimicrobienne. Les huiles essentielles sont extraites par hydrodistillation, avec un
rendement moyen d'environ 5% pour chacune d'entre elles. Les résultats démontrent que ces
huiles essentielles possédent un pouvoir antioxydant grace a la présence de composés
phénoliques, et qu'elles présentent des propriétés antimicrobiennes, les résultats montrent que
la gamme des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I'huile essentielle provenant de
'espece d'lllicium se situe entre 0,625 et 2,5 uL/mL, celles de 1'espece de Myristica se situe
entre 1,25 et 5 uL/mL contre les souches Bacillus subtilis ,Staphylococcus areus,Listeria
monocytogenes,Escherichia coli , Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans. L'évaluation
met en évidence le potentiel de la nano-émulsion, en optimisant certains parametres pour
obtenir des formulations transparentes et stables. Deux formulations composées une de 10% de
tween 80, 2% d'huile essentielle de I’espeéce appartenant au genre d'lllicium et ’autre de 3%
d'huile essentielle appartenant au genre Myristica, mélangées a de I'eau distillée et du propyléne
glycol comme tensioactif. Les résultats du test de diffusion dynamique de la lumiére ont montré
une courbe d'autocorrélation typique indiquant une taille moyenne de particules de 31,6 nm
pour la premiére formulation et une taille moyenne de particules de 6,34 nm pour la deuxieme
formulation.

Ces ajustements et selon la méthode de micro-dilution en milieu liquide n’ont pas montré un
effet améliorant sur I’activité antimicrobienne vis-a-vis aux souches testées, mais ils ont montré
un effet inhibiteur acceptable. Cependant, ils ont amélioré 1'aspect physico-chimique des huiles
essentielles. Les perceptions acquises grace a cette étude contribuent a la base de connaissances
sur 'utilisation des huiles essentielles dans les domaines agroalimentaires, pharmaceutiques et

cosmétiques, ou leur activité antimicrobienne peut étre exploitée de manicre efficace.

Mots clés : nanoémulsion, activité antimicrobienne, huiles essentielles, ///icium, Myristica.
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Introduction générale

Dans les industries agroalimentaires et cosmétiques, les conservateurs synthétiques, tels que les
sulfites et les nitrites, sont largement utilisés pour prolonger la durée de conservation des
aliments et les produits cosmétiques afin d’éviter leur détérioration prématurée. Cependant, leur
utilisation souléve des inquiétudes quant a leurs effets sur la santé humaine. Des études ont
suggéré que certains conservateurs synthétiques peuvent provoquer des réactions allergiques,
des migraines et méme étre potentiellement cancérigénes [1]. De plus, certains de ces
conservateurs synthétiques agissent comme des perturbateurs endocriniens, interférant avec le
systtme hormonal et pouvant avoir des conséquences néfastes pour la santé [2]. Par ailleurs,
ces conservateurs synthétiques peuvent s'accumuler dans 1'environnement, contribuant ainsi a

la pollution et affectant les écosystémes aquatiques et terrestres [3].

Face a ces préoccupations, les alternatives naturelles, telles que les huiles essentielles a base
d’épices, offrent une option prometteuse pour remplacer ces conservateurs synthétiques. Les
huiles essentielles obtenues a partir de plantes et d'épices, sont reconnues pour leurs propriétés
conservatrices et leurs bienfaits pour la santé. Par exemple, les huiles essentielles du genre
Lllicium et Myristica sont réputées pour leurs propriétés antimicrobiennes et antioxydantes
aidant ainsi a inhiber ou prévenir la croissance de bactéries et moisissures dans les aliments en
faisant un conservateur naturel efficace [3]. En revanche I’utilisation des huiles essentielles est
souvent confrontée par leur dégradation et leur biodisponibilité réduite dans le corps humain.
En outre, elle est généralement entravée par leur faible solubilité dans 1’eau, leur forte volatilité
et leur sensibilité aux conditions environnementales (lumiere, chaleur, oxygene) [4]. Etant tres
sensibles a I’oxydation, les huiles essentielles peuvent étre dégradées pendant la formulation,
le transport et le stockage au point qu'elles deviennent inefficaces, voire néfastes avec la

formation de dérivés toxiques [5].

La nanoencapsulation de ces huiles essentielles semble étre une méthode efficace pour
surmonter les contraintes physico-chimiques susmentionnées contribuant parfois a
I’amélioration de leurs activités biologiques mais elles contribuent certainement a

I’amélioration de la stabilité et la biodisponibilité des huiles encapsulées.

Dans le cadre de cette investigation, le mémoire est composé de trois chapitres. Le premierest
une synthése bibliographique consacrée aux généralités sur les huiles essentielles étudiées et

leurs activités biologiques. Le second traite 1’extraction de deux huiles essentielles appartenant



aux genre [llicium et Myristica et leur analyses physico-chimiques et la préparation des
nanoemulsions a base de ces huiles essentielles. Le troisiéme concerne 1’activité antibactérienne
des huiles essentielle et leurs nanoémulsions. Pour étayer nos informations, nous nous
appuierons sur des sources fiables telles que des études scientifiques et des recherches récentes

dans le domaine

CHAPITRE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1 Généralités sur les huiles essentielles
I.1.1 Définition

Les huiles essentielles (du latin essentia, « nature d'une chose ») sont un ensemble de
molécules volatiles hydrophobes et odorantes possédant un aspect fluide a épais et de couleur
variable selon les parties des plantes par lesquelles elles sont obtenues : des racines, des écorces,
des feuilles, des fleurs ou des tubercules qu’elles soient terrestres ou marines.

Une goutte d'huile essentielle peut contenir en moyenne 150 molécules différentes en
particulier les terpénes (hydrocarbures aromatiques), et composés oxygénés (alcool, aldéhydes,
cétones, esters) [6].

Ce sont des messagers chimiques que les plantes aromatiques utilisent pour interagir avec
leur environnement. Les huiles essentielles protegent les plantes contre les maladies et les
parasites, et agissent comme un pare-soleil, elles jouent un réle important dans la reproduction
et la dispersion des especes végétales puisqu’elles permettent d’attirer les insectes

pollinisateurs.

I.1.2 Méthodes d’extraction des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des produits volatils extraits de maticres végétales par distillation
ou par un procédé mécanique appropri¢ [6]. La distillation est un processus physique qui
consiste a séparer, par la chaleur, les différents ¢léments constituant un liquide ou un solide, et
a les recueillir sous forme gazeuse. Cette vaporisation peut étre suivie d'une condensation par

refroidissement (liquéfaction).

I.1.2.1 Hydrodistillation



11 s'agit de la méthode la plus ancienne du fait de sa simplicité. Le matériel végétal est
immerg¢ directement dans un alambic rempli d'eau placé sur une source de chaleur. Le tout
est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées dans un réfrigérant
et I'huile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple différence de densité. L'huile
essentielle étant plus 1égere que 1'eau (sauf quelques rares exceptions comme le cas de

I’huile essentielle des clous de girofle), elle surnage au-dessus de I'hydrolat [7].

¢ ———— Clevenger

Pilante + eau distilée

Figure 1.1 Diapositif expérimental de 1’hydrodistillation type clevenger [63].

1.1.2.2 Distillation par entrainement a la vapeur d’eau

La distillation a la vapeur d'eau, ou entrainement a la vapeur d'eau, est la technique la plus

courante pour l'obtention des huiles essentielles [8].

11 s'agit en général d'une cuve en métal inerte comme le cuivre ou I'inox avec un tamis au
fond pour que les végétaux ne soient pas en contact direct avec l'eau. La vapeur générée
traverse le végétal et arrache par les micros gouttelettes I'huile essentielle. Cette vapeur
d'eau chargée est refroidie dans un serpentin par un circuit d'eau froide. A la sortie du
serpentin, on retrouve un mélange d'huile essentielle et d'eau aromatique (hydrolat). L'huile
essentielle, de densité plus faible que I'eau, surnage : il est alors possible de récupérer I'huile
essentielle par différence de densité, grace a un vase florentin ou essencier. L'huile
essentielle est séparée de 1'eau de distillation, I'hydrolat (aussi appelé eau florale dans le

cas des fleurs) [9].



T @)

1] ©
1: Feu 6: Eau froide
2: Eau 7: Eau chaude
3: Vapeu 8: Eau + huile essentielle
4: Plante aromatique 9: Huile essentielle
5: Vapeur + huile essentielle 10: Hydrolat

Figure 1.2. Schéma descriptif du processus de la distillation a la vapeur d’eau [64].

1.1.3 Propriétés physico-chimique des huiles essentielles
Une huile essentielle est un liquide odoriférant d’aspect fluide a épais et de couleur variable
selon les plantes dont elle est extraite, ces huiles son connues par leur forte odeur aromatique
liée a leur volatilité.
A ce jour, les propriétés physico-chimiques des huiles essentielles (densité, indice de réfraction,
pouvoir rotatoire, solubilité dans I’alcool, indice d’acide, d’ester...) sont exigées pour leurs
évaluation commerciales.
La majorité d’entre elles ont des indices de réfraction élevés et elles sont le plus souvent
optiquement actives car elles contiennent des molécules asymeétriques.
Ces substances sont solubles dans les solvants organiques usuels et les huiles grasses. Elles sont
liposolubles et trés peu soluble dans 1’eau a laquelle toutefois elles communiquent leur odeur,

on parle alors d’eau aromatique [5].

1.1.4 Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique spécifique d'une huile essentielle dépend de plusieurs parametres,
comme la plante a partir de laquelle elle est extraite, la méthode d'extraction utilisée, la nature
du sol, la maturité de la plante...etc [10].

Les composés chimiques les plus courants présents dans les huiles essentielles sont « les
terpénes » ce sont des métabolites secondaires responsables de l'odeur caractéristique de
nombreuses huiles essentielles. Les exemples de terpenes comprennent le limonene, le pinéne,
le myrcene, le linalol, le terpinéne [11]. « les cétones » présents en petites quantités. Elles sont

souvent responsables de l'odeur forte et piquante de certaines huiles essentielles comme la



menthone, la carvone, la thuyone, etc [12] . Les alcools monoterpéniques qui ont des propriétés
antiseptiques et apaisantes tel que le linalol, le géraniol, le citronellol,etc. « les esters » sont des
composés chimiques qui conferent également aux huiles essentielles leur odeur fruitée et douce.
Par exemple l'acétate de linalyle, l'acétate de bornyle, I'acétate de géranyle, etc. Et enfin « les
aldéhydes » qui sont des composés chimiques connus pour leur odeur caractéristique, qui peut
étre agréable ou irritante en fonction de leur structure chimique. Ils sont utilisés dans diverses
applications, notamment en parfumerie, en cosmétique, en alimentation et en industrie

chimique [13].

CH,
H,C
2 0 N\ OH
CHs
HsC ‘
HsC CHa
Limonéne Carvone Géraniol

O\K
I'acétate 0

de
Bornyle

Figure 1.3. Représentation des molécules du limonene, carvone, géraniol et I’acétate de
bornyle.

I.1.5 Utilisation des huiles essentielles

L'utilisation des huiles essentielles est répandue dans divers domaines tels que 1'aromathérapie,

la parfumerie, la cosmétique, la médecine traditionnelle et méme l'industrie alimentaire.

e En Aromathérapie : les huiles essentielles sont largement utilisées pour leurs propriétés
thérapeutiques. Elles peuvent étre inhalées, diffusées dans l'air, utilisées en massages ou
ajoutées a des bains. Les huiles essentielles de lavande, de menthe poivrée, de
citronnelle et de camomille sont parmi les huiles plus couramment utilisées en
aromathérapie pour favoriser la relaxation, soulager le stress, améliorer le sommeil et

stimuler le bien-étre [14].



e En cosmétique : les huiles essentielles sont souvent intégrées dans les crémes, les
lotions, les savons et les shampooings, en raison de leurs propriétés bénéfiques pour la
peau et les cheveux. Par exemple, I'huile essentielle de tea tree est réputée pour ses
propriétés antibactériennes et antifongiques, et elle est utilisée dans les produits de soin

de la peau pour lutter contre 1'acné et les infections cutanées [15].

e En parfumerie : les huiles essentielles sont des composants essentiels dans la
formulation de parfums. Elles apportent des notes aromatiques spécifiques et
contribuent a la complexité et a la profondeur des compositions parfumées. Des huiles
essentielles telles que la rose, le jasmin, le patchouli et la bergamote sont souvent

utilisées en parfumerie pour leurs aromes distinctifs [16].

e En médecine traditionnelle : dans certaines cultures, les huiles essentielles sont utilisées
depuis longtemps dans la médecine traditionnelle pour traiter diverses affections. Par
exemple, l'huile essentielle de menthe poivrée est utilisée pour soulager les maux
d'estomac et les nausées, tandis que 'huile essentielle de gingembre est utilisée pour

apaiser les problémes digestifs [17].

I.1.6 Conservation des huiles essentielles
Les huiles essentielles peuvent rapidement perdre leurs propriétés, trés volatiles par nature.
Elles commencent a vieillir trés vite, généralement au bout de 6 mois. Au mieux, elles peuvent
conserver leurs propriétés thérapeutiques pendant environ trois ans. Pour cela, elles doivent étre
impérativement stockés a 1’abri de 1’air, la lumiere et de la chaleur, dans des flacons en verre

opaques ou teintés (en bleu ou brun) hermétiquement clos et entreposés debout [18].

1.1.7 Toxicité des huiles essentielle

La toxicité des huiles essentielles varie selon leur composition chimique [19]. Elle est connue
depuis longtemps mais c'est récemment que leur mode d'action dans l'altération d'organes
comme le foie et le systéeme nerveux a été élucidé [20].

Contrairement aux idées recues, 1’aromathérapie n’est pas une « médecine douce ». Elle
comporte des risques comme toute autre thérapie efficace. Cette toxicité peut se manifester sur
un plan général de différentes manicres telles que les réactions allergiques, 1’action dermo-
caustique et D’action néphrotoxique. De plus, des phénomenes d’irritation muqueux et

respiratoires [19].



Lors de leur utilisation les huiles essentielles ne doivent jamais étre absorbées pures par voie

orale, mais elles doivent étre diluées entre 5 a 15 % [21].

1.1.8 Propriétés biologiques des huiles essentielles
L’activité biologique d’une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition
chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants [22].
Plusieurs publications sur les effets biologiques ont été consacrées aux propriétés des terpénes
telles que les propriétés anti-inflammatoires, décongestionnantes, antiseptiques, antivirales,
antifongiques, anti-parasitaires, mucolytiques, cholagogues, cicatrisantes. Ces effets
biologiques des huiles essentielles ont été validés par de nombreuses études scientifiques selon

des méthodologies fiables [23].

1.2 Généralités sur le genre lllicium

Le genre [llicium est un groupe de plantes a fleurs appartenant a la famille des /lliciaceae.

Ce genre comprend environ 40 especes d'arbres et d'arbustes a feuilles persistantes, originaires
des régions tropicales et subtropicales d'Asie, d'Amérique du Nord et d'Amérique du Sud.

Les especes du genre [llicium sont connues pour leurs caractéristiques distinctives, notamment
leurs fleurs en forme d'étoile et leurs fruits en forme de capsules étoilées, Les fleurs ont
généralement des pétales colorés, souvent jaunes, rouges ou violets, qui s'étalent radialement
pour former une étoile. Les fruits contiennent des graines entourées d'une enveloppe étoilée,
qui sont utilisés comme épices aromatiques dans la cuisine et dans la préparation de boissons.
Certaines especes d' Illicium sont valorisées pour leurs propriétés médicinales et aromatiques.
Par exemple, I’ llicium verum, connu sous le nom de badiane de Chine ou anis étoil€, est utilisé
comme ¢épice dans la cuisine asiatique et comme ingrédient clé dans la fabrication du célebre
liquide d'anis étoilé, l'absinthe. Il est également utilis¢ en médecine traditionnelle pour ses

propriétés antiseptiques, digestives et expectorantes [24].



Figure 1.4 Photo de I’ lllicium verum

Une autre espece du genre [llicium qui est Illicium floridanum, communément appelée "anis
de Floride". Cette plante est originaire du sud-est des Etats-Unis, principalement de la Floride
et de la Géorgie. C’est un arbuste a feuilles persistantes qui peut atteindre une hauteur d'environ
3 a 4 meétres. Ses feuilles sont ovales, coriaces et d'un vert foncé brillant. Les fleurs d'/llicium
floridanum sont solitaires et pendantes, avec des pétales jaunes et de nombreuses étamines
jaunes formant une couronne autour du pistil. Les fleurs dégagent un parfum agréable.

Cette espece est appréciée pour son attrait ornemental en raison de ses fleurs attrayantes, et son
feuillage dense. Elle est souvent utilisée dans les jardins et les aménagements paysagers pour
ajouter de la couleur et de la texture. lllicium floridanum a également été utilisé dans la
médecine traditionnelle par certaines tribus amérindiennes. Les parties de la plante ont été
utilisées pour leurs propriétés analgésiques et anti-inflammatoires, et pour traiter certains

troubles gastro-intestinaux [25]

Figure 1.5 Photo de I’ lllicium floridanum
1.2.1 Particularité de culture
Les espéeces du genre Illicium ont des particularités de culture qui leur sont propres. Concernant

leurs conditions de croissance, elles préferent généralement les climats chauds et humides. Elles



se développent bien dans des zones ou les températures sont supérieures a 0 °C. Elles prospérent
dans des sols riches en matiére organique, bien drainés et légerement acides. Elles ont tendance
a préférer une exposition partielle a I'ombre. Elles peuvent tolérer une certaine quantité de
lumicre directe du soleil, mais une exposition prolongée au soleil brilant peut nuire a leur
croissance et ainsi a leur santé. Les especes du genre [llicium ont besoin d'un arrosage régulier
pour maintenir le sol humide, mais pas détrempé. Il est important de ne pas laisser le sol se
dessécher complétement entre les arrosages, car cela peut entrainer un stress hydrique et
endommager la plante. La rusticité des espéces du genre d' lllicium varie en fonction de
'espéce. Par exemple, lllicium floridanum est adapté aux zones de rusticit¢ USDA (département
d’Agriculture des Etats-Unis) 8 & 10, tandis que d'autres espéces, comme Ilicium verum, sont

plus adaptées aux climats tropicaux et subtropicaux.

1.2.2 Composition chimique des huiles essentielles du genre Illicium

L'huile essentielle des espéces du genre Illlicium, en particulier I'huile essentielle d'lllicium
verum (anis étoilé), est composée de plusieurs produits, dont certains sont présents en plus
grande quantité. Les principaux composés identifiés dans cette huile essentielle sont : L’anéthol
(C'est le composé majoritaire dans I'huile essentielle d'anis étoilé). Il confere a 'huile son ardéme
caractéristique d'anis et présente des propriétés antiseptiques, antispasmodiques et
expectorantes.

L’estragol : également présent en quantité significative, l'estragol contribue a l'ardme et aux
propriétés de 1'huile essentielle. Il posseéde des propriétés analgésiques, antibactériennes et
antioxydantes.

Le limonene : présent en moindre quantité, le limoneéne apporte une note d'agrume a 1'huile
essentielle et possede des propriétés antimicrobiennes et anti-inflammatoires et Le linalol :
contribue a I'arome floral et doux de 1'huile essentielle. Il posséde des propriétés relaxantes,
anti-anxiété et anti-inflammatoires. Ces composés sont responsables des propriétés aromatiques
et thérapeutiques de 1'huile essentielle d'lllicium verum. Cependant, la composition chimique
exacte peut varier en fonction de nombreux facteurs, tels que la région de culture, les conditions

de croissance et les méthodes d'extraction de I'huile essentielle [26].

1.3 Généralités sur le genre Myristica
Le genre Myristica est un groupe de plantes appartenant a la famille des Myristicaceae. 11
comprend environ 150 especes réparties dans les régions tropicales d'Asie du Sud-Est,

principalement dans les iles de l'archipel indonésien. Les espéces du genre Myristica sont



connues pour leurs propriétés aromatiques et leurs utilisations culinaires et médicinales.
L'espece la plus célebre de ce genre est Myristica fragrans, communément appelée "muscade".
Cette plante est originaire des iles Moluques en Indonésie et est cultivée pour ses graines qui
sont utilisées comme épice. La muscade est réputée pour son arome chaud, épicé et [égerement
sucré. Les graines de muscade sont utilisées pour parfumer divers plats, notamment les soupes,
les sauces, les desserts et les boissons. La muscade est souvent utilisée en combinaison avec
son enveloppe extérieure appelée "macis", qui a également un ardme et un gott caractéristique
[27]. Outre ses utilisations culinaires, le genre Myristica a également une longue histoire
d'utilisation en médecine traditionnelle. Les extraits de Myristica fragrans et d'autres especes
du genre sont utilisés pour leurs propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, anti-
inflammatoires et digestives. Ils sont souvent utilisés pour soulager les maux d'estomac, les
problémes digestifs, les douleurs musculaires et articulaires, ainsi que pour stimuler 'appétit.
Certaines especes du genre Myristica sont menacées en raison de la déforestation et de la sur-
utilisation [28].

Une autre espeéce du genre est Myristica argentea, communément appelée "noix muscade
argentée" ou "mace en argent". Cette espece est €galement originaire des iles Moluques en
Indonésie, tout comme Myristica fragrans. La noix muscade argentée est un arbre a feuilles
persistantes qui peut atteindre une hauteur d'environ 10 a 15 métres. Ses graines produisent a la
fois la noix muscade, qui est la graine proprement dite, et le macis, qui est l'enveloppe rouge
vif qui entoure la graine. Le macis de Myristica argentea est réputé pour sa couleur argentée
distincte, d'ou son nom commun. Il est utilis¢é comme épice aromatique dans la cuisine,
apportant une saveur chaude, 1égerement sucrée et épicée aux plats. Le macis est souvent utilisé
en combinaison avec la noix muscade pour ajouter une saveur complexe a de nombreuses
préparations culinaires. Myristica argentea a également été étudiée pour ses propriétés
médicinales potentielles. Des recherches ont montré que certaines composantes présentes dans
la noix muscade argentée peuvent avoir des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et

antimicrobiennes [29].
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Figure 1.6 : Description morphologique de Myristica argentea [30].arbre (a) : peuplements
d'arbres ; (b) : fleurs et feuilles ; (c) : fruits ; (d) : péricarpe ; (e) : coques de fruits ; (f) :
Macis)

I.3.1 Particularités de culture

Les especes du genre Myristica, telles que Myristica fragrans et Myristica argentea, ont des
particularités de culture distinctes comme leurs conditions de croissance :

Ce sont des plantes tropicales qui prosperent dans des climats chauds et humides. Elles préferent
un environnement avec une température moyenne d'environ 25 a 30 °C et une humidité élevée.
L’exposition au soleil, elles préfeérent une exposition a mi- ombre ou a ombre partielle. Elles
sont généralement cultivées sous des arbres plus grands qui fournissent une protection contre
la lumiére solaire directe. Elles dépendent également du type de sol, elles préférent les sols
riches en maticre organique, bien drainés et légérement acides. Un sol limoneux ou argileux de
bonne qualité est idéal pour leur croissance. Les especes du genre Myristica sont généralement
pollinisées par des insectes, principalement des coléoptéres. La pollinisation croisée peut étre
favorisée par la présence de plusieurs arbres de Myristica a proximité les uns des autres. Et
enfin le temps de fructification, elles prennent plusieurs années avant de commencer a produire
des fruits. La noix muscade et le macis se développent a partir des fleurs de la plante et peuvent

étre récoltés lorsque les fruits arrivent a maturité [31].
1.3.2 Composition chimique des huiles essentielles du genre Myristica

Les huiles essentielles du genre Myristica sont composées d'une variété de composés

chimiques qui lui conférent ses propriétés aromatiques et ses éventuelles utilisations
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thérapeutiques. Le principal composant est le myristicine, qui peut représenter jusqu'a 80 % de
la composition totale. La myristicine est responsable de 1'arome caractéristique de la muscade
et possede des propriétés psychoactives. D'autres composés présents comprennent l'alpha-
pinéne, le limonene, le sabinéne, le béta-pinéne, l'eugénol et le myristicol. Ces composés

contribuent a I'ardme et aux propriétés thérapeutiques de 1'huile essentielle [32].

I .4 Généralités sur les nanoemulsions

1.4.1 Définition
Les nanoémulsions sont des dispersions tres fines, dont le diamétre moyen est inférieur a 200
nm [33]. Ces systémes sont caractérisés par la présence de gouttelettes d'huile ou de lipides
de taille nanométrique dispersées dans un milieu aqueux. Ces gouttelettes sont stabilisées par
des tensioactifs, qui abaissent la tension interfaciale entre I'huile et I'eau. La petite taille des
gouttelettes offre une grande surface spécifique, ce qui augmente la stabilité, favorise une
meilleure biodisponibilité des principes actifs et permet une libération contrdlée de ces derniers.
De plus, les nanoémulsions offrent une meilleure solubilité pour les composés hydrophobes,

une texture légere et un aspect transparent ou translucide.
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Figure 1.7 : Schéma d'une micelle directe formée par une huile en solution aqueuse.
1.4.2 Préparation des nanoemulsions
Les nanoémulsions peuvent étre préparées par différentes méthodes, réparties en deux

catégories : les méthodes a haute énergie et les méthodes a basse énergie [34].

1.4.3 Méthodes d’émulsification a haute énergie

1.4.3.1 Méthode d'homogénéisation de la vanne haute pression
C’est une technique qui utilise une haute pression pour rendre la taille des micelles le plus petit
possible. L’homogénéisateur fonctionne en forcant un fluide émulsifiant a travers un petit
orifice ou une valve a haute pression, créant un impact a haute énergie qui peut créer des

émulsions et des suspensions stables et pour réduire la taille des micelles dans le fluide. Cette

12


https://fr.wikipedia.org/wiki/Aqueux

technologie est couramment utilisée dans l'industrie alimentaire, pharmaceutique et la
biotechnologie. [35]

Le mécanisme de surpression entraine le passage rapide de la solution a des pressions élevées
(jusqu’a allant jusqu’a 1000 bar) a travers la chambre de travail de 'homogénéisateur. Au cours
de ce processus, la matiére premicre est soumise simultanément a des forces mécaniques telles

que le cisaillement a grande vitesse. Cela permet d'atteindre I'effet d'homogénéisation [36].

Clapet
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Produit y
homogénéisé < ﬂ_li
—_ | . Produit non
¥ / [ “ " homogénéisé
v
Produit ‘—/\

homogénéisé Lumiere
Figure 1.8 : Principe de fonctionnement de I’homogénéisation a haute pression [36]

1.4.3.2 Méthode de microfluidisation
Le microfluidiseur est utilisé¢ dans ce processeur ou il agit comme une grande pompe qui force
la suspension a travers un trés petit orifice. Les pressions de fonctionnement commencent a
environ 34 bar et peuvent aller jusqu’a 2750 bars. La pression varie en fonction de chaque
application afin d’obtenir la distribution granulométrique souhaitée [37]. La suspension se
sépare ensuite en deux flux qui se rejoignent a grande vitesse pour former des particules de
taille plus petites.
Lorsque les deux flux se rencontrent, les collisions des particules a grandes vitesses provoquent
la dislocation et la reformation de particules de taille plus petite. La taille diminue en
augmentant le nombre de passages a travers le microfluidiseur et en augmentant la pression a
I’entrée du circuit. Les nanoémulsions obtenus aprés plusieurs passages pourraient avoir un

diamétre inférieur a 100 nm [38].
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Figure 1.9 Processus de micro-fluidisation[38]
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1.4.3.3 Méthode d’ultrasonication
Ultrasonication est une technique qui utilise des ondes ultrasoniques a basse fréquence pour
créer des nanoémulsions stables et uniformes de 1’ordre de 10 a 200 nm avec une fréquence
comprise entre 20 kHz et 10 THz [39,40]. Les ondes ultrasoniques générent des bulles de
cavitation qui implosent et créent des forces de cisaillement, réduisant ainsi la taille des
gouttelettes dans 1'émulsion. Cette méthode offre plusieurs avantages, tels qu'une taille

uniforme des particules, une grande stabilité, une consommation d'énergie réduite, un temps de

traitement rapide [39].
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Figure 1.10 :Composants d’un ultrason [41].

1.4.4 Méthodes d’émulsification a faible énergie

1.4.4.1 Emulsification spontanée
L'émulsification spontanée (SE) fait référence au tensioactif initialement dissous dans I'huile,
en raison de sa nature amphiphile qui passe de la phase huileuse a la phase aqueuse a l'interface
huile-eau [42]. La procédure consiste a mélanger les principaux composants (huile, tensioactif,
eau) dans des conditions spécifiques (température, agitation). La phase huileuse se disperse
rapidement dans la phase aqueuse du fait d'une chute instantanée de la tension interfaciale. Les

gouttelettes sont stabilisées par les tensioactifs afin d’obtenir une nanoémulsion cinétiquement

stable [43].
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Figure I.11 Illustration du phénomeéne d’émulsification spontanée [44]

1.4.4.2 Température d’inversion de phase
L'inversion de phase se produit lorsqu'une émulsion change de type, passant d'une émulsion ou
l'eau est dispersée dans 1'huile (E/H) a une émulsion ou I'huile est dispersée dans 1'eau (H/E),
ou vice versa. Ce phénomene est généralement provoqué par des variations de volume de phase,
des modifications du type des phases ou de la concentration des molécules stabilisantes utilisées,
ou encore par des modifications de la température du systeme. L'inversion de phase peut se

produire lors d'opérations impliquant des émulsions et des dispersions liquide-liquide [43].

e
E
E
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o
E
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0 Phase Inversion Temperature (PIT) ©
Time Time

Figure 1.12 : Illustration de la température d’inversion de phase [46].

1.4.5 Agents émulsifiants utilisés pour la formulation des nanoémulsions
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Un émulsifiant est une molécule qui au sein de sa structure possede une dualité de polarité. Une
partie est hydrophile et ’autre est plutot hydrophobe. On dit alors que ce sont des molécules
amphiphiles. Cette propriété particuliere confére aux émulsifiants une capacité a se placer
préférentiellement entre I’huile et I’eau (a I’interface). Ainsi dans une émulsion, les émulsifiants
vont se placer tout autour des micelles et I’émulsion va ainsi gagner en stabilité [45]. Les
tensioactifs sont généralement divisés en deux catégories principales en fonction de leur poids
moléculaire : les tensioactifs de faible poids moléculaire et les émulsifiants macromoléculaires

[46].
1.4.5.1 Tensioactifs de faible masse molaire

Les tensioactifs de ce groupe sont classés en fonction de la nature de leur téte polaire, ce qui
les distingue en tensioactifs ioniques (anioniques, cationiques ou amphoteres) et tensioactifs

non ioniques, tels que les tensioactifs éthoxylés [47].

1.4.5.2 Agents émulsifiants macromoléculaires

Les copolymeres d'oxyde d'éthyléne et d'oxyde de propyléne, polyéthyléneglycols, etc. [49].

1.4.6 Caractérisation des nanoémulsions

Les caractéristiques structurales et la répartition des tailles des particules dans les
nanoémulsions peuvent étre évaluées a l'aide de techniques de mesure non invasives telles que
la diffusion dynamique de la lumiere (DLS) et la diffusion des rayons X aux petits angles

(SAXS) [50].

La DLS permet de déterminer le diameétre hydrodynamique de particules ainsi que la
distribution des tailles des particules dissoutes dans un solvant. Quant a la (SAXS), c’est une
technique analytique qui mesure l'intensité des rayons X diffusés par un échantillon en fonction
de l'angle de diffusion et elle se base sur 1’interaction élastique des photons avec les nuages

électroniques [51].

1.4.7 Mécanisme de déstabilisation

Les nanoémulsions sont des systemes dispersés qui sont intrinsequement

thermodynamiquement instables. La transition entre l'état de gouttes individuelles et 1'état

16



diphasique n'est pas nécessairement instantanée, ce qui peut entrainer différentes formes de

déstabilisation de la formulation allant de légeres a plus séveres[52].
1.4.7.1 Crémage ou sédimentation

L'un des phénomenes les plus courants dans les émulsions est le crémage, ou les gouttes se
regroupent en surface pour former une couche dense. Cela se produit dans les émulsions eau
dans huile (E/H) en raison de la Iégéreté des gouttelettes d'huile par rapport a I'eau. Dans le cas
des émulsions huile dans eau (H/E, le phénomene inverse se produit, appelé sédimentation. La
loi de Stockes-Einstein permet de modéliser ce phénomene, et I'augmentation de la viscosité
est I'un des moyens les plus efficaces pour ralentir ces phénoménes. Cependant, ces
phénoménes ne sont pas destructifs et I'émulsion d'origine peut étre facilement reconstituée par

une simple agitation [52].
1.4.7.2 Floculation

Dans ce cas , les gouttes entrent en contact et forment des amas ou des flocs. Tout comme
précédemment, cette déstabilisation n'est pas permanente et l'agitation permet de re-disperser
les gouttelette. Cependant, il est possible de prévenir ce phénomene en ajoutant des substances
telles que du sel en quantité modérée. Cela induit une répulsion électrostatique entre les gouttes,

empéechant ainsi leur coalescence et la formation d'amas [52].
1.4.7.3 Mirissement d’Ostwald

Le mirissement d'Ostwald se réfere a l'agrandissement spontané des particules. C'est un
processus irréversible ou les plus petites gouttelettes ou cristaux en suspension dans une phase
continue se dissolvent, tandis que les plus grandes gouttelettes ou cristaux augmentent en taille

[53].
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Figure 1.13 : Illustration des différents phénomenes de déstabilisation [53]

1.4.8 Modes de stabilisation des nanoémulsions
1.4.8.1 Stabilisation rhéologique

La stabilisation rhéologique est la capacité d'une nanoémulsion a maintenir ses propriétés, c'est-
a-dire sa viscosité et son comportement d'écoulement, au fil du temps. Il est essentiel que la
nanoémulsion conserve sa stabilité rhéologique pour assurer une bonne manipulation, une
application facile et une distribution homogene. Plusieurs facteurs contribuent a la stabilité
rhéologique des nanoémulsion tels que le choix des tensioactifs et leurs concentrations, tailles

des gouttelettes et les conditions de stockage [54].

1.4.8.2 Stabilisation électrostérique
La combinaison des effets stériques et ¢lectrostatiques constitue une alternative supplémentaire
a l'utilisation de surfactants ioniques. Ces molécules présentent un groupement polaire qui
engendre une répulsion électrostatique, associé a une longue chaine latérale lipophile qui assure

une stabilisation stérique [55].

1.4.8.3 Stabilisation stérique
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En ajoutant des macromolécules de type non ionique, telles que les polymeéres amphiphiles, qui
s'adsorbent a l'interface des gouttelettes, on forme des couches macromoléculaires qui agissent
en créant une barriére physique. Cette dernicre augmente la distance entre les gouttelettes,

contribuant ainsi a la stabilisation de la nanoémulsion [55].

1.4.8.4 Stabilisation LBL

Layer by layer stabilisation (LBL) ou stabilisation couche par couche représente une

organisation successive de couches de tensioactifs chargés et de polymeres [55].

1.4.8.5 Stabilisation électrostatique

Les gouttelettes d'huile sont recouvertes par des tensioactifs cationiques, elles acquiérent une
charge positive en raison de l'adsorption des ions cationiques a leur surface. Les gouttelettes
d'huile chargées positivement se repoussent mutuellement en raison de la force de répulsion
¢électrostatique, ce qui empéche leur coalescence. De maniére similaire, lorsque les gouttelettes
d'huile sont recouvertes par des tensioactifs anioniques, elles acquiérent une charge négative.
Les gouttelettes d'huile chargées négativement se repoussent également mutuellement, ce qui

prévient leur coalescence [55].
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CHAPITRE II : Extraction et analyses physico-chimiques des huiles essentielles étudiées

a I’état libre et I’état encapsulé.
I1.1 Matériels végétales

Dans ce qui va suivre les deux végétaux qui vont faire I’objet de notre étude vont &tre nommées
«espece d’lllicium » et « espece de Myristica ». Ces derniéres contiennent des composés

bioactifs bénéfiques pour la santé qui leur conferent des propriétés médicinales intéressantes.

Ces derniéres ont ét¢ achetées sous forme séchée dans une épicerie « la caverne d’Ali Baba »
en février 2023 a Blida (Algérie) une épicerie qui respecte les conditions de stockage et le
broyage quotidien et 1'achat de matic¢re premiére de bonne qualité. Selon les vendeurs de cette
épicerie, ces especes ont été importé d’Inde, un pays producteur fournisseur pour I’ Algérie ,
Chine, Pakistan, Turquie, Tunisie, Maroc et Egypte. Concernant les exportations, le pays

n’exporte quasiment pas d’épices, ni d’herbes, ni aromate.
I1.1.1 Protocole expérimental d’extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée par la méthode d’hydrodistillation au moyen
d’un dispositif d’extraction type Clevenger (figure II). Au niveau du laboratoire, du département
de chimie, faculté des sciences de 1’université de Saad Dahlab Blidal.L’ hydrodistillation du
matériel végétal concassé a été menée pendant 3 heuresa partir du début d’ébullition selon le
protocole opératoire suivant, une masse du végétale (100g) a été introduite dans un ballon en
verre (1000 ml), puis une quantité suffisante d’eau distillée a été rajoutée sans pour autant

remplir le ballon.

Figure I1.1: Dispositif d’extraction Clevenger
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Le mélange est porté a ébullition a 1’aide d’un chauftfe ballon. Les vapeurs chargées d’huiles
essentielles passent a travers le tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura
lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli
auparavant d’eau distillée. L’HE de faible densité par rapport a 1’eau, surnage a la surfacede

cette derniere.

Le distillat (huile + eau) recueilli est transvasé dans une ampoule a décanter. La phase organique
contenant I’HE ainsi obtenue est récupérée puis traitée par un déshydratant, le sulfate de

magnésium, pour ¢liminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans la phase.

Les huiles essentielles sont conservées dans des flacons opaques bien scellés a température

basse (4-5 C°).
I1.1.2 Rendement d’extraction des huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle (R (%)), est défini comme étant le rapport entre la masse de
I’huile essentielle obtenue aprées extraction (M(H.E)) et la masse de la maticre végétale utilisée

(M(MV)). 11 est donné par la formule suivante :

Ou:

RY (%) = (M(H.E)/M(MV) x100

R (%) : Rendement en huile essentielle (en g) pour 100g de matiére séche.
M(H.E) : Masse de I’huile essentielle obtenue (g).

M(MYV) : Masse de maticre seche utilisée en (g).

I1.2 Analyses physico-chimiques des huiles essentielles testées

La densité

La densité de I’huile essentielle exprime le rapport entre la masse d’un certain volume d’huile
et la masse du méme volume d’eau distillée pris sous les mémes conditions . Elle est mesurée
aussi par un pycnométre qui est un instrument de laboratoire utilisé pour mesurer, a une

température déterminée, la masse volumique d'un produit liquide.

Principe
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La capacité du pycnometre étant connue avec précision (indiquée par le fabricant ou mesurée
par étalonnage), il suffit de peser au moyen d'une balance de précision le pycnometre avant et
apres remplissage pour déterminer par calcul la masse volumique d'un produit liquide.

La densité du produit est calculée par la formule suivante :

Masse volumique = (m2 — m0) / V, ou m0 = masse du pycnometre vide, m2 = masse du

pycnometre avec le fluide a tester, V = volume du pycnomeétre.
D’ou : d produit = masse volumique du produit /masse volumique de I’eau

Puisque la densité de 1’eau est égale a 1. La densité du produit sera égale a sa masse volumique

dans des conditions opératoires optimales.
Mesure du pH

Le pHxprime la concentration en ion H+ de 1’huile essentielle ou une solution. Il peut-étre

mesure par :
pH-meétre

Etalonner le pH-métre avec des solutions étalons a différents pH, puis introduire 1’¢électrode
dans I’huile essentielle a la température ambiante. Lorsque la valeur de pH se stabilise lire la

valeur de pH indiqué.

Miscibilité a I’éthanol

La miscibilité a I’éthanol est déterminée par le volume (V) d’alcool nécessaire afin de dissoudre
0,5 ml d’HE pour former un mélange homogene [57].

Mode opératoire

-Introduire dans un erlenmeyer 0.5ml d’HE.

-Remplir une burette de 25ml avec 1’éthanol et ajouter progressivement 1’éthanol par fraction

de 0.2ml en agitant au méme temps jusqu’a 1’obtention d’une solution limpide.

I1.2.4 Indice de saponification

L’indice de saponification d’une huile est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de

potassium (KOH) nécessaire pour saponifier 1g d’huile [58].

Mode opératoire
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-Dans un bécher préparer une solution huileuse avec 0.5g d’HE et 10ml d’éthanol, agiter puis
ajouter 10ml de solution d’hydroxyde de potassium 0.1M et rajouter 10ml d’éthanol pour éviter

I’évaporation de 1’éthanol, porter le mélange a 1’¢ébullition pendant 30 min.
-Laisser refroidir pendant 10 min a température ambiante.

-Ajouter 4 gouttes de phénophtaléine, titrer I’excés de potasse par une solution d’acide

chlorhydrique 0.5M jusqu’a changement de couleur vers le jaune.

-Réaliser un essai a blanc dans les mémes conditions opératoires. L’indice de saponification Is
est calculé a I’aide de la relation suivante :

(VO — V1) « C(HCL) * M(kOH)
Dans Is = -

laquelle :

V0 : Volume en ml de HCL utilis¢ pour I’essai a blanc.

V1 : Volume en ml de HCL utilisé pour I’échantillon a analyser. C(HCL) : Concentration de la

solution titrée d’acide chlorhydrique.
M(KOH) : Masse molaire de KOH.

m : Masse en g de la prise d’essai.

I1.3 Etude de I’activité antioxydante des huiles essentielles testées

-Dans une fiole de 100 mL, a été dissolvé 6 mg de DPPH (2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle) en
ajoutant (2/3) d'éthanol. Puis a été agité jusqu'a ce que le DPPH soit totalement dissous, le
volume de la solution a été ajusté jusqu'au trait de jauge. Il faut maintenir l'agitation a
température ambiante pendant 15 minutes.

un spectrophotometre est utilisé pour mesurer 1'absorbance du DPPH. La valeur d'absorbance
doit se situer dans un intervalle de 0,5 a 0,8 a une longueur d'onde de 517 nm.

-Pour la solution mere, 12 mg de I’huile essentielle a été dilué dans 2 ml d’éthanol pour une
concentration initial de 6mg/mL.

Ensuite les solutions filles ont été préparées a partir de la solution mere a différentes

concentrations (3 /1.5/0.75/0.375/0.187 / 0.093 / 0.04) mg/mL
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Enfin 1 mL d’éthanol et 1mLde DPPH ont été ajoutés a chaque solution, la lecture de
I’absorbance est faite contre un blanc a 517 nm aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité a

température ambiante.

e [’activité anti-oxydante est exprimée en pourcentage selon I’équation suivante :

Ac—Ag
%Inhibition = Ac .100
Ou:
Ac¢ : Absorbance du blanc contenant uniquement le DPPH.

Ag : Absorbance de la solution de DPPH contenant les huiles essentielles .

I1.4 Résultats et interprétations
Rendement de I’extraction des HEs
Rendement de ’extraction de ’HE d’Illicium

Selon la littérature 1’huile essentielle de 1’/llicium aurait un rendement allantde 1 % a 5 % en

poids sec de matiere premiere.[60].

Nous avons effectué¢ 5 manipulations, un total 5 échantillons de 5 montages différents
d’hydrodistillation pendant 3 heures dans un appareil de type Clevenger le rendement moyen

des écorces était comme suit:
R=5.321%

Nous avons fait I’extraction des graines a part, nous avons eu une petit quantité (0.26g d’huile

pour 28,6g de graines avec un rendement donc de 2.658% ).
Rendement de ’extraction de ’HE de Myristica

Selon nos recherches le rendement d'extraction d'huile essentielle de 1’espece Myristica est de
5 % a 15 % en poids sec de matiere premiere. Nous avons effectu¢é deux montages

d’hydrodistillation pour recueillir ’HE nous avons eu un rendement moyen de : 5,9%

Propriétés organoleptiques
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Les caractéristiques organoleptiques (I’aspect, la couleur et 1’odeur) des huiles

essentielles

De l’espece d’ Illicium et celle de Myristica ssont présentées dans le tableau (Tableau I1.1).

Tableau II.1 : Propriétés organoleptiques des HEs de L’Illicium et Myristica

Huiles essentielles Aspect Couleur Odeur
Espéce d’lllicium Liquide limpide Incolore Forte odeur
Espéce de Myristica  Liquide limpide Incolore Forte odeur

Analyses physico-chimiques

Les résultats des analyses physicochimiques des huiles essentielles d’[/licium et
Myristica sontrésumés dans le tableau (11.2).

Tableau I1.2 : Les indices physico-chimiques des HEs de L lllicium et Myristica

Les huiles Densité pH Miscibilit¢ a Indice de

essentielles (g/cm?) I’éthanol saponification
(mg KOH/g
d’huile)

Espece d’Illicium 0,79 4,95 Treés miscible 0,2

Espece de 0,88 5,75 Trés miscible 0,1

Myristica

La densité est un critere trés important pour évaluer la qualité d'une huile essentielle dans
différents domaines (cosmétique, pharmacie, agroalimentaire, chimie, etc.) [44]. La densité des
huiles essentielles de 1’espeéce d’lllicium et I’espece de Myristica peut varier légérement en
fonction de divers facteurs. En général, la densité se situe entre 0,75 et 0,95 g/cm?®. En réalité
la densité des huiles essentielles est directement liée au type et la concentration de leurs

constituants (métabolites secondaires). Ces derniers sont a leurs tours gouvernées par plusieurs
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facteurs, a savoir le type d’extraction de 1’huile essentielle, la période de la maturité de la plante,

le type du sol, le climat et d’autres facteurs.

Figure I1.2 : Un pycnomeétre pour mesurer la densité des huiles essentielles
La valeur du Ph
D’aprés le résultat obtenu on constate que les valeurs du pH sont inférieurs a 7 cela signifie que
les huiles essentielles testées sont acides.
Les huiles essentielles sont souvent lipophiles, ce qui signifie qu'elles se dissolvent
principalement dans les graisses ou les huiles plutdt que dans l'eau. Par conséquent, il est

courant que les huiles essentielles aient un pH inférieur a 7, les rendant Iégérement acides.

Figure I1.3 : Les valeurs de pH mesurés par le pH metre
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La miscibilité a I’éthanol

Ce parametre représente la solubilité des huiles essentielles dans des solvants lipophiles, elle
est déterminée par le volume (V) d’EtOH nécessaire pour former une solution limpide avec 0.5
mLd’huile essentielle.

Les deux huiles essentielles testées sont trés miscibles avec 1'éthanol des la premiére fraction
de 0,2 mL d’éthanol, cela indique que les deux substances se mélangent facilement et forment
une solution homogene. Cela signifie que nos huiles essentielles se dissolvent bien dans
I'éthanol et qu'il n'y a pas de séparation visible entre les deux liquides.

Une bonne miscibilité des la premiere fraction du mélange est généralement considérée comme
un indicateur positif pour 'utilisation de I'huile essentielle avec de 1'éthanol, notamment pour la
formulation de produits tels que des parfums, des produits de soins personnels ou des produits
nettoyants. La miscibilité peut étre influencée par différents facteurs, tels que la concentration

d'huile essentielle, la qualité des produits utilisés et les conditions spécifiques du mélange.

Figure I1.4: Solution limpide formée aprées la dissolution des huiles essentielles de 1’//licium

et Myristica a ’EtOH

L’indice de saponification
L'indice de saponification est une mesure de la quantité de potasse (ou soude) nécessaire pour
saponifier une certaine quantité d' huile ou de graisse, c'est-a-dire pour la transformer en savon.
Cet indice est spécifique aux huiles et graisses qui contiennent des glycérides.
D’aprés les normes 1I’indice de saponification des huiles commercialisées est entre 14 et 30.
Les indices de saponification des deux huiles essentielles testées sont de I’ordre de 0.2 et 0,1

respectivement.
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Ce résultat ne rentre pas dans les normes car les huiles essentielles sont généralement
constituées de composés volatils et ne contiennent pas de glycérides, contrairement aux huiles
végétales.

Etant donné que les huiles essentielles ne contiennent pas de triglycérides, qui sont les
principaux composants des huiles et des graisses, 1'indice de saponification n'est généralement
pas applicable pour mesurer leur composition en acides gras. Par conséquent, il n'est pas courant

d'utiliser l'indice de saponification pour les huiles essentielles.

Figure IL.5: Indice de saponification, décoloration de la solution apres

le titrage

I1.4.5 Test de ’activité antioxydante

Tableau I1.3: Résultats de I’absorbance et I’inhibition de 'acide ascorbique

Pourcentage
Tube e
Absorbance d’inhibition
T1 0.611 28.12
T2 0.549 35.41
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T3 0.547 35.64
acide ascorbique T4 0.546 35.76
T5 0.403 52.59
T6 0.280 67.06
T7 0.055 93.53
T8 0.051 94
T9 0.048 94.35
T10 0.040 95.29
T11 0.039 9541
T12 0.035 95.88

Tableau I1.4: Résultats de 1’absorbance et I’inhibition de 1’huile essentielle d’licium

Absorbance Pourcentage d’inhibition

Tube

T 0.167 76.76
2 0.170 76.35
73 0.212 70.51
T4 0.250 65.22
T5 0.413 42.55
T6 0.416 42.14
T7 0.587 18.35
T8 0.601 16.55
70 0 0
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Tableau IL.5 : Résultats de I’absorbance et I’inhibition de I’huile essentielle de I’espece

de Myristica
Tube Absorbance Pourcentage
d’inhibition
T1 0.043 94.01
72 0.131 81.7
T3 0.190 73.57
T4 0.226 68.56
75 0.548 23.78
T6 0.620 23.78
77 0.701 13.76
T8 0.715 2.64
70 0 0
120
100 - ’
a0
£ 60
40
20
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Concentration (mg/ml)

Figure I1.6: Pourcentage d’inhibition de 1’acide ascorbique en fonction

de sa concentration
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Figure IL.7: Pourcentage d’inhibition de I’HE d’lllicium en fonction de sa

concentration
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Figure I1.8 : Pourcentage d’inhibition de I’'HE de Myristica en fonction de sa

concentration
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Figure I1.9: Test du pouvoir réducteur de 1’acide ascorbique

Figure I1.10: Test du pouvoir réducteur de I’HE d’//licium
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Figure I1.11: Test du pouvoir réducteur de I’HE de Myristica

L'analyse des résultats de l'activité antioxydante entre I'huile essentielle et 1'acide ascorbique
par ICso a été réalisée , Une courbe a été construite en tragant les concentrations des différents
¢chantillons en abscisse et les pourcentages d'inhibition en ordonnée. L'ICso, correspondant a
la concentration d'extrait nécessaire pour atteindre une réduction de 50% de l'activité du DPPH,
a été calculé pour chaque échantillon. Les valeurs ont été calculées a partir de la courbe en

utilisant I’Excel comme logiciel.

Les résultats obtenus ont révélé que I'lCso des échantillons (ICs0=0.71mg/mL) Illicium et
1Cs50=0,54 mg/mL Myristica) était supérieur a celui de 1'acide ascorbique(ICs0=0.035 mg/mL) ,
indiquant une activité¢ antioxydante moins prononcée des huiles essentielles par rapport a
l'acide ascorbique. Cela suggére que l'acide ascorbique présente une meilleure capacité
antioxydante, nécessitant une concentration plus faible pour atteindre la réduction de 50% de

l'activité du DPPH par rapport aux HEs.

Les résultats ont révélé également que I'huile essentielle de Myristica présentait un ICso plus
faible que l'huile essentielle d’/llicium , Cette observation suggere que 'huile essentielle de

Myristica possede une activité antioxydante plus prononcée que 1'huile essentielle d’I//icium.
IL.5 Préparation et analyse des nanoémulsions a base des huiles essentielles testées
I1.5.1 Préparation des nano-émulsions et optimisation des conditions opératoires

La nano-émulsion des huiles essentielles testées a été réalisée par I’'une des méthodes

d’émulsification a faible énergie qui est I’émulsification spontanée.
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La méthode utilisée consiste a préparer deux phases distinctes, une phase huileuse qui contient
le tensioactif et I’huile essentielle, et une phase aqueuse contenant 1’eau et le co- tensioactif.
Chacune des deux phases a été bien agitée avec un agitateur magnétique pendant 10 minutes.
Ensuite la phase huileuse a été ajoutée goutte a goutte a la phase aqueuse, la solution reste sous
agitation pendant 6 heures. Les compositions des nanoémulsions préparées dans notre étude

sont mentionnées respectivement dans les tableaux IL.5 et I1.6

Afin d’obtenir une nanoémulsion stable et limpide, on a optimisé les conditions opératoiresen
réalisant trois systémes avec différentes compositions et proportions en huile essentielle

tensioactif et co-tensioactif.

Tableau I1.6: La composition des nanoémulsions de I’HE d’///icium préparées.

Systéemes Huile essentielle de 1’espece d> Tween 80 % Propyléne
Hllicium (n/m) glycol
% (m/m)
A 2 10 +
B 3 10 +
C 4 10 +

Tableau II.7: La composition de la nanoémulsion de ’HE de Myristica préparée

Systémes Huile essentielle de I’espece de = Tween 80 (% Propyléne
Myristica m/m) glycol
% (m/m)
A 3 10 +

L'optimisation de la formulation d'une nanoémulsion implique plusieurs parameétres clés a
prendre en compte pour obtenir une stabilité, une taille de particules et une efficacité optimales.
Il est important de trouver le bon équilibre entre le tensioactif et le co-tensioactif pour obtenir
une bonne solubilisation des ingrédients lipophiles, une réduction de la tension interfaciale et

une stabilité de la nanoémulsion, Nous devons également prendre en compte le rapport
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huile/eau dans la formulation pour obtenir une dispersion fine des gouttelettes d'huile dans 1'eau

et réduire la taille des particules.
I1.5.2 Détermination de la taille des particules par la DLS

La diffusion de la lumiére dynamique (DLS), également connue sous le nom de diffraction de
la lumiére dynamique (DLS) ou de spectroscopie de corrélation de photons (PCS), est une
technique couramment utilisée en physique et en chimie pour mesurer la taille des particules en

suspension dans un liquide.

La DLS exploite le phénomene de diffusion de la lumicre par les particules présentes dans un
¢chantillon liquide. Lorsque la lumicre est projetée sur I'échantillon, les particules dispersent la

lumiére dans différentes directions en raison de leur mouvement brownien (agitation thermique).

En mesurant les fluctuations de l'intensité de la lumiére diffusée au fil du temps, la DLS permet
de déterminer la taille moyenne des particules présentes dans I'échantillon, ainsi que leur
distribution de tailles. Les principes mathématiques de I'analyse de corrélation sont utilisés pour

extraire ces informations a partir des modeles de diffusion observés.

La DLS est couramment utilisée dans de nombreux domaines de recherche, tels que la
nanotechnologie, la chimie, la biologie cellulaire, la pharmacologie et les sciences des
matériaux. Elle fournit des informations précieuses sur la taille des particules, leur

polydispersité (répartition de tailles) et leurs propriétés dynamiques dans les liquides.
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Figure I1.12: Appareil de Diffusion Dynamique de la lumiére
I1.6 Résultats et interprétations
I1.6.1 Optimisation des conditions opératoire de formuation des nanoemulsions

Afin d’obtenir une bonne nanoémulsion (transparente, stable...) des optimisations des
conditions opératoires ont été effectuces, ces dernieres nous ont permis d’obtenir plusieurs

formulations avec différentes formes.

Des photographies de nanoémulsions préparées avec les différentes concentrations d’huile
essentielle sont présentées dans la figure II .13. Comme on peut le constater sur les photos, la
formulation 1 qui contient 2% d’huile essentielle de 1’espece Illicium est transparente, tandis
que les formulations 2 et 3 qui contiennent 3% et 4 % d’huile essentielle ont un aspect laiteux

(blanchatre).

Dans la figure II.14 La formulation 1 qui contient 3 % d’huile essentielle de I’espéce de
Mpyristica a eu un aspect transparent dés le premier essaie nous n’avons donc pas essayé d’autres

formulations pour cette huile.

Cette nette différence peut étre due a leurs diamétres des gouttelettes inférieurs conduisant a
des solutions plus transparentes, plus la taille des gouttelettes est petite, plus la solution est

transparente et plus la stabilité de la formulation augmente.

D’apres les photos on peut aussi déduire que la quantité de 1’huile essentielle utilisée dans la
préparation des formulation influe directement sur la formulation de la nanoémulsion. En raison
des collisions de gouttelettes plus élevées et de la coalescence pendant 1’émulsification,
I’augmentation de la concentration d’huile essentielle entraine une augmentation de la taille

moyenne des gouttelettes du coup I’augmentation de la turbidité [46].
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Figure I1.13: Aspect des formulations1,2 et 3 de I’'HE d’Illicium préparées

1

Figure I1.14: Aspect de la formulation 1 de I’'HE de Myristica préparée
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A B

Figure I1.15: Les formulations optimales choisies des HEs de Myristica et

licium

I1.6.2 Détermination de la taille des particules par la DLS
Dans notre investigation, et pour confirmer le choix de la meilleure formulation une
détermination de la taille des gouttelettes par diffusion dynamique de la lumiére (DLS) est une
étape trés importante. Nous avons mesuré les fluctuations de l'intensité de la lumiere dispersée
par des particules en mouvement Brownien dans une dispersion de deux échantillons. Ce qui
nous a permis de déterminer la distribution de taille des particules ainsi que leur mouvement en

solution (figure II).

(0]
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— 7T
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Figure I1.16: Courbe de diffusion dynamique de la lumiére des nanoparticules de I'HE de

Ulllicium
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-L'échantillon étudié¢ était une nanoémulsion d'huile essentielle de I’espece d’lllicium, stabilisée
avec du Tween 80. La nanoémulsion a été préparée par la méthode d’émulsification a faible
énergie qui est I’émulsification spontanée. La concentration en huile essentielle était de 2%
(m/m) et la concentration en émulsifiant (Tween 80) était de 10% (m/m). Les résultats de la
DLS ont montré une courbe d'autocorrélation typique, avec un pic principal indiquant la taille

des particules. Une taille moyenne de particules de 31,6 nm et une polydispersité de 0,32.

- La taille moyenne des gouttelettes obtenue (31,6 nm) indique que la nanoémulsion était dans
la plage nanométrique, ce qui est souhaitable pour de nombreuses applications. La
polydispersité de 0,32 indique une distribution de taille 1égérement plus large, ce qui peut étre
da a la nature des composants utilisés. La petite taille des particules et la stabilité satisfaisante
des nanoémulsions sont des caractéristiques importantes pour leur utilisation dans les
formulations. Les résultats de la DLS suggérent que ces nanoémulsions pourraient étre utilisées

pour délivrer I'huile essentielle de I’espéce étudiée de manicre efficace et stable.

Concernant la nanoemulsion de I’huile essentielle de I’espece de Myristica, elle a été aussi
préparée par la méthode d’émulsification a faible énergie qui est 1I’émulsification spontanée. La
concentration en huile essentielle était de 3% (m/m) et la concentration en émulsifiant (Tween
80) était de 10% (m/m).

- Les résultats de la DLS ont montré une courbe d'autocorrélation typique, avec un pic principal
indiquant la taille des particules 6,34 nm et une polydispersité de 0,031. de Figure I1.17 La

distribution de taille a été calculée et les parameétres associés ont été obtenus :
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Figure I1.17: Courbe de diffusion dynamique de la lumiére des nanoparticules de 1'HE de

Myristica

Un PI de 0,031 indique une distribution relativement étroite et homogéne des tailles de
particules dans I'échantillon. Plus le PI est proche de zéro, plus la distribution de taille est étroite
et les particules ont des tailles similaires[71]. Dans ce cas, un PI de 0,031 suggere une faible
polydispersité, ce qui signifie que les particules ont des tailles relativement similaires et que la
dispersion présente une homogénéité en termes de taille des particules. Une taille moyenne des
particules de 6,34 nm avec une distribution relativement étroite et homogene autour de cette
valeur. Cela peut étre considéré comme un résultat positif, car une faible polydispersité est
souvent souhaitée dans de nombreuses applications ou des tailles de particules uniformes sont
nécessaires pour obtenir des performances constantes et reproductibles.

D’apres le suivi de la stabilité de ces nano-émulsions en temps réel par observation de leurs
aspect visuel et leurs transparences, nous pouvons fixer la nano-émulsion de formulation de ces
qui se composent de 10% tween 80 et 2% HE d’lllicium et I’autre formulation qui se compose
de 10 % de tween 3 % HE de Myristica d’autant que meilleures formulations vu qu’elles sont

translucides, et qui restent stables apres 30 jours de leurs préparations.
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I1.6.3 Analyses physico-chimiques des formulations

Les résultats des analyses physicochimiques des formulations A et B des huiles essentielles des

especes Illicium et Myristica sont résumés dans le tableau ( Tableau I1.8).

Tableau I1.8 Indices physico-chimiques des formulations a base d’HEs d’Illicium et de

Myristica

Systéme densité pH

A 0,998 6,40
B 1,02 6,13

La densité

L'objectif de ce test était d'évaluer les propriétés de densité des nanoemulsions préparées
d’Illicium et Myristica . La densité des huiles essentielles est généralement plus faible que celle
de l'eau, ce qui peut poser des défis lors de leur utilisation dans certaines applications,
notamment dans des surfaces riches en eau. La nanoemulsion est une approche prometteuse
pour améliorer la solubilité des huiles essentielles sous formes de micelles.

La formation de ces gouttelettes plus petites qui sont stabilisées par les agents émulsifiants, qui
réduisent la tension superficielle entre 1'huile et I'eau, empéchant ainsi leur coalescence et leur
séparation donc qui augmente la surface totale de 1'huile essentielle en contact avec I'eau, ce qui
augmente la densité apparente du systéme. En d'autres termes, I'huile essentielle est répartie sur
une plus grande surface. Certains agents émulsifiants ont une densité plus élevée que I'eau, ce

qui peut contribuer a 1'augmentation la densité globale de la nanoémulsion.

L'amélioration de la solubilité¢ des huiles essentielles par nanoemulsion présente plusieurs
avantages potentiels. Tout d'abord, une dispersion accrue des huiles essentielles dans des
formulations a base d'eau. Cela ouvre la voie a de nouvelles opportunités dans le développement
de produits ou la miscibilité avec 1'eau est cruciale, comme les émulsions et les suspensions. De

plus, une densité de la formulation similaire a celle de 1'eau peut contribuer a une meilleure
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stabilit¢ des formulations, évitant ainsi la séparation de phases ou le crémage des huiles
essentielles.
Chapitre III: Activité antimicrobienne des huiles essentielles de I’epéce de Illicium et
Mpyristicae a I’état libre et a I’état encapsulé.

IT1.1 Détermination de la CMI
La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus petite concentration en huile essentielle

(agent antibactérien) ayant I’habilité d’inhibé la croissance des bactéries testées.

I11.2 Microorganismes utilisés
Afin d’évaluer le pouvoir antibactérien des deux huiles essentielles testéessix souches
microbiennes ont été utilisées. Toutes les souches sont de référence ATCC (American Type

Culture Collection), sont enregistrées dans le tableau (IV.1) :

IT1.3 Milieu de culture
Le milieu de culture utilisé est celui de Luria-Bertani (LB). Il est préparé avec 5g de poudre LB
dissout dans 250 mL d’eau distillée en agitant jusqu’a dissolution totale. La stérilisation a été

faite par 1’autoclave pendant 20 minutes a 120°C.

I11.4 Préparation des pré-cultures
Les pré-cultures sont préparés en ensemengant quelques colonies bien isolées de chacune des
souches bactériennes dans 30 mL de milieu de culture liquide stérile, ensuite une incubation
sous agitation pendant (6 -10 h) a 37 °C pour les bactéries et (12 - 16 h) a 30 °C pour les
levures.III. 5 Mode opératoire pour la CMI

IT1.5 Mode opératoire
La méthode de micro-dilution en milieu liquide a pour but de déterminer la concentration
minimale inhibitrice (CMI). Une série de 7 tubes a essaies avec le milieu de culture liquide a

été préparé. Le premier tube contenant 6 mL et les sept autres 3 mL de la solution de culture.
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Figure III.1 : Représentation de la méthode de micro-dilution en milieu liquide.

Des séries de dilution ont été réalisé. pour chaque souche différente. Un controle positif de
croissance contenant seulement le milieu LB et la souche testée a ét¢ utilisé pour chaque test.
Apres 24 h d'incubation des tubes a essais a 37°C et 48 h a 30°C , 1’évaluation des CMIS se
fait par analyse visuelle. La CMI de composé testé est déduite a partir du premier tube de la
série ne présentant pas de dépot ou trouble.

Tableau II1.1: Souches microbiennes testées

Nom scientifique Famille Gram (+/-) Référence
s
Bacillus subtilis Bacillaceae Gram + ATCC
6633
Listeria monocytogenes Gram + ATCC 13932
Staphylococcus areus Staphylococcaceae  Gram + ATCC 44300
Escherichia coli B — Gram - ATCC 25922
Pseudomonas Pseudomonadaceae Gram - ATCC
aeroginosa 9027

43


https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacillaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Listeriaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Listeriaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Staphylococcaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae

Candida albicans levure ATCC 10231

Saccharomycetaceae

I11.6 Résultats et interprétations
L’activité antimicrobienne des huiles essentielles était évaluée par la méthode de micro-dilution

en milieu liquide, et les résultats sont présentés respectivement dans les tableaux (IIL.2 et II1.3).

Tableau II1.2 : Les concentrations minimales inhibitrices de I’HE d’Illicium verum

Souches ATCC 10uL/ |5 pL/mL |2,5 1,25 0,625 0,3125 10,156

mL pL/mL |pL/mL |pL/mL |pL/mL |pL/m
L

Bacillus subtilis | - - - - d + +

(ATCC 6633)

Gram (+)

Staphylococcus areus | - - - - o + +

(ATCC 44300)

Gram (+)

Listeria - - - - i + +

monocytogenes

(ATCC 13932)

Gram (+)

Escherichia coli |- - - A + + +

(ATCC 25922)

Gram (-)

Pseudomonas - - - - 0 + +

aeruginosa  (ATCC
9027 Gram (-)

44


https://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetaceae

Levure - - - + + + +
Candida albicans

(ATCC 10231)

Les résultats ont révélé que 1'huile essentielle de 1’espece d’ illicium avait une CMI de :

0.625 pL/mL pour la souche Bacillus subtilisGram (+)

0.625 puL/mL pour la souche Staphylococcus areus Gram (+)

0.625uL/mL pour la souche Listeria monocytogenesGram (+)

1.25uL/mL pour la souche Escherichia coli Gram (-)

0.625uL/mL pour la souche Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027 Gram (-)

2.5uL/mL pour la levure Candida albicans

Ces valeurs indiquent une activité antimicrobienne de 1’huile contre toutes les souches testées,

bien que les concentrations nécessaires varient.

Tableau II1.3: Les concentrations minimales inhibitrices de I"HE de Myristica

Souches ATCC 10ul/ |5 pL/mL |2,5 1,25 0,625 0,3125 {0,156

mL pL/mL |pL/mL |pL/mL  |pL/mL  |pL/m
L

Bacillus subtilis

(ATCC 6633)|- - - - + + +

Gram (+)

Staphylococcus

areus - - + + + + +

(ATCC 44300)

Gram (+)
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Listeria
monocytogenes - - H + +
(ATCC 13932)

Gram (+)

Escherichia coli
(ATCC 25922)
Gram (-)

1
+
+

Pseudomonas

1
+
+

aeruginosa (ATCC
9027 Gram (-)

Levure

+
+
+

Candida albicans

(ATCC 10231)

Pour T'huile essentielle de Myristica
les résultats ont révélé que 'huile essentielle avait une CMI de :
1.25 pL/mL pour la souche Bacillus subtilis Gram (+)
5 uL/mL pour la souche Staphylococcus areus Gram (+)
2.5 uL/mL pour la souche Listeria monocytogenes Gram (+)
2.5 pL/mL pour la souche Escherichia coli Gram (-)
2.5 pL/mL pour la souche Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027 Gram (-)

5 pL/mL pour la levure Candida albicans
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Tableau II1.4: Les concentrations minimales inhibitrices de la formulation 1 I’HE d’Illicium

Souches ATCC 400unL/|333,33 250 pL/mL 166,66 pL/mL|0,3125 |83,33
mL uL/mL uL/mL  |uL/m
L
Bacillus subtilis | - - - + + +
(ATCC 6633)
Gram (+)

Staphylococcus areus

(ATCC 44300)

Gram (+)

1
+
+
_|_
+
+

Listeria - - + + + +
monocytogenes
(ATCC 13932)

Gram +)

1
1
_|._
+
+

Escherichia coli
(ATCC 25922)
Gram (-)

Pseudomonas - + + + + +
aeruginosa  (ATCC
9027 Gram (-)

Levure - - - + + +
Candida albicans
(ATCC 10231)

En revanche, la nanoémulsion de I’huile essentielle de 1’espéce d’llicium a montré des CMI
de:

250 pL/mL pour la souche Bacillus subtilis Gram (+)

400 pL/mL pour la souche Staphylococcus areus Gram (+)
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333.33 uL/mL pour la souche Listeria monocytogenes Gram (+)

250 pL/mL pour la souche Escherichia coli Gram (-)

400 pL/mL pour la souche Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027 Gram (-)
250pL/mL pour la levure Candidat albicans

Tableau II1.5: Concentrations minimales inhibitrices de la formulation 2 I’HE de Myristica

Souches ATCC 400unL/|333,33 250 pL/mL 166,66 nL/mL|0,3125 |83,33
mL pL/mL pL/mL  |uL/m

L

Bacillus subtilis | - - - 1 + T

(ATCC 6633)

Gram (+)

Staphylococcus areus |- - g + + +

(ATCC 44300)

Gram (+)

Listeria - - i + + +

monocytogenes

(ATCC 13932)

Gram +)

Escherichia coli |- - - + + +

(ATCC 25922)

Gram (-)

Pseudomonas - - i + + +

aeruginosa  (ATCC

9027 Gram (-)

Levure - - 1 + T +

Candida albicans

(ATCC 10231)
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La nanoémulsion de I’huile essentielle de I’espece Myristica
a montré des CMI de :

e 166.6 pL/mL pour la souche Bacillus subtilis Gram (+)

e 250 puL/mL pour la souche Staphylococcus areus Gram (+)

e 250 puL/mL pour la souche Listeria monocytogenes Gram (+)

e 250 uL/mL pour la souche Escherichia coli Gram (-)

e 250 pL/mL pour la souche Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027 Gram (-)

e 250 pL/mL pour la levure Candidat albicans

Ces résultats révelent que les formulations en nanémulsion présentent une activité
antimicrobienne moins prononcée que les huiles essentielles seules , car des concentrations
plus élevées sont nécessaires pour inhiber la croissance bactérienne.
Lorsque nous avons comparé les valeurs de CMI obtenues, nous avons constaté que les CMI de
la nanoémulsion passaient les CMI des huiles essentielles . Cela suggere que la formulation en
nanémulsion n'a pas démontré une activité antimicrobienne efficace contre ces souches, selon
les criteres de sensibilité.
Ces résultats sont spécifiques aux souches bactériennes testées dans notre investigation et
peuvent différer pour d'autres souches ou espéces bactériennes. De plus, il est possible que les
formulations en nanémulsions ne soient pas assez optimisées pour maximiser l'activité

antimicrobienne des huiles essentielles.

Nos résultats indiquent que les formulations en nanémulsion ont montré une activité
antimicrobienne réduite par rapport aux 'huiles essentielles seules pour les six souches
bactériennes testées. Cela suggere que d'autres stratégies de formulation ou d'amélioration de
l'activité antimicrobienne peuvent étre nécessaires pour augmenter l'efficacité de la
nanémulsion dans le contexte de ces souches bactériennes spécifiques. Des études
complémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre les raisons de cette différence

d'activité entre les huiles essentielles et leurs formulations en nanémulsion.

IV. Conclusion générale
En conclusion de cette étude, nous avons examiné deux huiles essentielles, leur méthode
d'extraction, leurs tests physico-chimiques, leur nanoencapsulation, ainsi que 1'évaluation

comparative de leur activité antimicrobienne avant et apres encapsulation. Les résultats obtenus

49



ont fourni des informations précieuses sur les propriétés des huiles essentielles et sur I'effet de
la nanoencapsulation sur leur activité antimicrobienne.
Tout d'abord, nous avons effectué 1’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation Cette
étape est cruciale pour garantir la pureté et la qualité des huiles essentielles utilisées. Ensuite,
nous avons effectué des tests physico-chimiques pour évaluer les caractéristiques des huiles
essentielles, notamment leur densité, leur pH, miscibilit¢ a 1’éthanol, leur indice de
saponification.. etc, Ces tests ont permis de confirmer la qualité et la pureté des échantillons
étudiés.

Les résultats de I’évaluation de leur activité antioxydante par DPPH ont également montré que
nos huiles essentielles présentent un pouvoir antioxydant dii notamment a la présence de
composés phénoliques méme si les résultats obtenus ont révélé que 1'Cso des échantillons
(ICs50=0.71mg/mL [llicium et 1Cs50=0,54 mg/mL Myristica) étaient supérieur a celui de l'acide
ascorbique(IC=0.035 mg/mL) , indiquant une activité antioxydante moins prononcée des huiles
essentielles par rapport a l'acide ascorbique.
La nanoencapsulation des huiles essentielles a été réalisée pour améliorer leur stabilité, leur
solubilité, leurs aspects physico-chimiques et leur activité antimicrobienne. Les nanoparticules
utilisées dans ce processus ont été soigneusement congues pour assurer une libération contrdlée
des composés actifs des huiles essentielles. Cette encapsulation a également permis de réduire
I'évaporation, la toxicité et la volatilit¢ des huiles essentielles, ce qui prolonge leur durée de
conservation. les résultats de la DLS ont démontré que les nanoémulsions des huiles essentielles
dans de 1'eau, stabilisées avec du Tween 80, présentaient une distribution de taille acceptable.
De plus, les nanoémulsions ont montré une stabilité satisfaisante au fil du temps. Ces résultats
suggerent que ces nanoémulsions pourraient €tre prometteuses pour une utilisation future dans
des applications pharmaceutiques ou agroalimentaire impliquant les huiles essentielles du genre
Hllicium et Myristica

En ce qui concerne 'évaluation de l'activité antimicrobienne, nous avons réalisé¢ des tests
comparatifs avant et apres I'encapsulation des huiles essentielles. L'analyse des résultats a révélé
que, contrairement a nos attentes, la nanoencapsulation n'a pas conduit a une amélioration
significative de cette activité, aucune augmentation substantielle de I'efficacité antimicrobienne
n'a été observée apres encapsulation.les résultats montrent que la gamme des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) de I'huile essentielle avant encapsulation provenant de l'espece
d'lllicium se situe entre 0,625 et 2,5 uL/mL, celles de I'espece de Myristica se situe entre 1,25
et 5 ul/mL contre les souches Bacillus subtilis ,Staphylococcus areus,Listeria

monocytogenes,Escherichia coli , Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans. mais la
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gamme de CMI aprés nanoémulsion de nos deux huiles se situe entre 166,6 ulL/mL et
400ul/mL pour les mémes souches. Cependant, ¢a a entrainé¢ des améliorations significatives
dans certains aspects physico-chimiques des huiles essentielles étudiées. En particulier, la
densité et le pH ont ét¢ modifiés de maniére favorable apres encapsulation. La nanoemulsion a
permis d'obtenir des huiles essentielles encapsulées avec une densité plus adaptée a certaines
applications spécifiques, tout en maintenant un pH optimal pour leur utilisation.
La nanoemulsion s'est avérée étre une méthode prometteuse pour améliorer l'efficacité des
huiles essentielles en tant qu'agents antimicrobiens. Ces résultats ouvrent la voie a de nouvelles
applications potentielles dans le domaine agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique, ou
les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles encapsulées pourraient étre exploitées de

manicre plus efficace et durable.
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Annexes

CMI de ’huile essentielle d’Illicium contre la souche (02) Bacillus subtilis (ATCC 6633)
Gram (+)

CMI de ’huile essentielle d’Illicium contre la souche (03) Staphylococcus areus
(ATCC 44300)Gram (+)



CMI de I’huile essentielle de ’espéce Illicium contre la souche (04) Listeria

monocytogenes

(ATCC 13932)Gram (1)

CMI de I’huile essentielle de ’espéce Illicium contre la souche (07) Escherichia

coli

(ATCC 25922) Gram (-)



CMI de I’huile essentielle de ’espéce Illicium contre la souche (10) Pseudomonas

aeruginosa (ATCC 9027 ) Gram (-)

Al
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CMI de ’huile essentielle de I’espéce Illicium contre la Levure
Candida albicans

(ATCC 10231)



CMI de ’huile essentielle Myristica contre la souche (02) Bacillus subtilis
(ATCC 6633)
Gram (+)

CMI de I’huile essentielle de ’espéce Myristica contre la souche (04) Listeria monocytogenes

(ATCC 13932)
Gram (+)



CMI de I’huile essentielle de ’espéce Myristica contre la souche (03)
Staphylococcus areus
(ATCC 44300)
Gram (+)

CMI de I’huile essentielle de I’espéce Myristica contre la souche la Levure
Candida albicans

(ATCC 10231)

Annexe 4



CMI de formulation de nanoemulsion a base d’huile essentielle de I’espéce
d’Illicium contre la souche (02) Bacillus subtilis (ATCC 6633) Gram (+)

CMI de formulation de nanoemulsion a base d’huile essentielle ’espéce

d’lllicium contre la souche (03) Staphylococcus areus

(ATCC 44300)

Gram (+)



CMI de formulation de nanoemulsion a base d’huile essentielle de I’espéce

d’lllicium contre la souche (04) Listeria monocytogenes

(ATCC 13932) Gram (+)

CMI de formulation de nanoemulsion a base d’huile essentielle de I’espéce

d’Illicium contre la souche (07) Escherichia coli

(ATCC 25922) Gram (-)



CMI de
formulation de nanoemulsion a base d’huile essentielle de I’espece d’Illicium

contre (10) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027 ) Gram (-)

CMI de formulation de nanoemulsion a base d’huile essentielle de I’Illicium

contre la Levure

Candida albicans(ATCC 10231)



CMI de formulation de nanoemulsion a base d’huile essentielle de I’espéce de

Mpyristica contre la souche (02) Bacillus subtilis (ATCC 6633) Gram (+)

CMI de formulation de nanoemulsion a base d’huile essentielle de I’espéce de

Mpyristica contre la souche (03) Staphylococcus areus (ATCC 44300) Gram (+)



CMI de formulation de nanoemulsion a base d’huile essentielle de I’espéce de

Mpyristica contre la souche (04) Listeria monocytogenes

(ATCC 13932) Gram (+)

CMI de formulation de nanoemulsion a base d’huile essentielle de I’espéce de

Mpyristica contre la souche (07) Escherichia coli

(ATCC 25922) Gram (-)



CMI de
formulation de nanoemulsion a base d’huile essentielle de I’espéce de Myristica

contre la souche (10) Pseudomonas aeruginosa(ATCC 9027 ) Gram (-)

CMI de formulation de nanoemulsion a base d’huile essentielle de I’espéce de
Mpyristica contre la souche Candida albicans

(ATCC 10231)



