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Résumé 

L’incorporation d’ingrédients bioactifs dans les produits alimentaires est en plein essor. Il a été 

démontré que ces ingrédients possèdent des propriétés biologiques importantes permettant 

l’amélioration de la santé et la prévention des maladies dites de civilisations. Toutefois, l’ajout 

de ces molécules bioactives est dans la plupart des cas impossible ou insuffisant, du fait que ces 

composés ne sont que peu solubles dans les systèmes aqueux et présentent i) une stabilité 

limitée contre les dégradations chimique ou physique, ii) une libération non contrôlée ou une 

faible biodisponibilité. Face à ses contraintes, les recherches actuelles visent à élaborer des 

systèmes d’encapsulation efficaces pour résoudre ces problèmes de formulation. Dans notre 

étude, deux représentants d’ingrédients alimentaires ont été choisi : le sesquiterpène nérolidol 

(Ner) et le flavonoïde quercétine (Quer) présentant diverses activités biologiques mais des 

propriétés physicochimiques problématiques. Ainsi, l’objectif de notre travail a été 

d’encapsuler ces composés actifs dans les cyclodextrines (CDs), les liposomes conventionnels 

(LCs) et le système mixte cyclodextrine-liposomes (DCLs) afin de développer des systèmes 

naturels et éco-compatibles ayant des applications potentielles dans les domaines alimentaires. 

Trois axes ont été abordés. Le premier axe a porté sur la préparation et la caractérisation des 

complexes d’inclusion CD/invité en solution et à l’état solide. Les techniques de spectroscopie 

UV-visible, Chromatographie Liquide à Haute Performance (CLHP), Carbone Organique Total 

(TOC), 1H Résonance magnétique nucleaire (RMN), 2D ROESY RMN et de la modélisation 

moléculaire ont été utilisées comme outils pour la caractérisation des complexes obtenus. Des 

études de phase de solubilité ont également été réalisées. Le deuxième axe a porté sur la 

préparation des LCs et DCLs par la méthode d’injection éthanolique et leur caractérisation. Les 

préparations des LCs encapsulant la quercétine a été réalisée à partir de phospholipides naturels 

de jaune d’œuf (Lipoid Eκ0) et de soja insaturés (Lipoid S100) ou saturés (Phospholipon λ0H) 

afin d’étudier l’effet de la composition lipidique sur les caractéristiques des liposomes. La 

formulation optimale a été par la suite appliquée pour préparer des LCs encapsulant le nérolidol 

et DCLs encapsulant les deux molécules. Ce dernier est produit par l’incorporation des 

complexes d’inclusion HP-β-CD/Ner (à différents rapport molaire CD:Ner) et SBE-β-CD/Quer 

dans la cavité aqueuse des liposomes. Le dernier axe a été orienté vers l’évaluation de l’effet 

de l’encapsulation sur les propriétés physicochimiques du nérolidol et de la quercétine 

(libération in vitro, photostabilité, stabilité dans les milieux gastro-intestinales, stabilité de 

stockage) et leur activité antioxydante. Les résultats ont montré que les CDs ont été capables 

d’encapsuler les composés actifs étudiés, d’augmenter leur solubilité, leur photostabilité ainsi 



 
 

que leur activité antioxydante. En outre, les liposomes à base de Lipoid E80 ont été trouvés 

majoritairement de taille nanométrique et ont conféré aux molécules une efficacité 

d’encapsulation (EE) élevée ainsi qu’une meilleure stabilité par rapport aux deux autres types 

de liposomes. De plus, la taille des DCLs ainsi que leur EE ont été prouvées dépendante du 

rapport molaire CD:invité. Par rapport aux LCs, les DCLs ont assuré une libération prolongée 

du nérolidol, ont augmenté la photostabilité des composés et la stabilité de la quercétine dans 

les milieux biologiques. Les résultats de cette étude suggèrent que les ces systèmes peuvent être 

considérés comme outils prometteurs pour l’optimisation des formulations alimentaires 

incorporant le nérolidol et/ou la quercétine. 

 

Mots clés: Cyclodextrines, composition lipidique, constante de formation, drug-in-

cyclodextrin-in-liposomes, hydroxyl-β-cyclodextrine, injection éthanolique, libération, 

liposomes conventionnels, nérolidol, quercétine, sulfobutyléther- β-cyclodextrine, stabilité. 

 

  



 
 

Abstract 

Phytochemicals are widely distributed secondary metabolites, divided into three major classes: 

terpenoids, flavonoids and alkaloids. They are shown to possess important biological properties 

such as anti-cancer, anti-inflammatory and anti-microbial properties. Therefore, increasing the 

use of these bioactive molecules in food products may reduce the risk of widespread diseases 

referred to as “diseases of civilization”. However, their low solubility, susceptibility to 

degradation and their rapid release reduce their bioavailability in the human body and thus their 

biological effect. To solve the aforementioned physicochemical drawbacks, encapsulation 

systems were developed to allow the incorporation of phytochemicals in food. In this study, 

two food ingredients: the sesquiterpene nerolidol and the flavonol quercetin were selected du 

to their potent biological activities but their problematic physicochemical properties. Therefore, 

the aim of this work was to encapsulate these molecules into cyclodextrins (CDs), conventional 

liposomes (CLs) and the double system drug-in-cyclodextrin-in-liposomes (DCLs), in order to 

develop natural and biocompatible formulations that may find applications in food fields. This 

project was built around three main research axes. The first part dealt with the preparation and 

the characterization of CD/guest inclusion complexes both in solution and in solid state. 

Characterizations were performed with UV-visible spectroscopy, High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC), Total Organic Carbon (TOC), 1H NMR, 2D ROESY NMR, and 

molecular modeling. These investigations were complemented with phase solubility studies. 

The second axis addressed the preparation of CLs and DCLs by ethanol injection method and 

characterization of the vesicles. CLs encapsulating quercetin were prepared from three different 

types of phospholipids (Lipoid E80, Lipoid S100, Phospholipon 90H) in order to study the 

effect of lipid composition on the characteristics of liposomes. The optimal formulation was 

then selected to prepare nerolidol loaded-CLs and DCLs encapsulating the two compounds. 

HP-β-CD/Ner (at different CD:Ner molar ratios) and  SBE-β-CD/Quer inclusion complexes 

were used as the aqueous phase in the DCL system. The last part focused on the effect of 

encapsulation on the physicochemical properties of nerolidol and quercetin (in vitro release, 

photostability, stability in gastro-intestinal fluids, storage stability) and their antioxidant 

activities. Results demonstrated that CDs could successfully encapsulate bioactive compounds, 

enhance their solubility, photostability and antioxidant activity. Furthermore, Lipoid E80-

liposomes were nanometric in size, exhibited a high entrapment efficiency and higher stability 

in comparison to the other formulations. Moreover, CD:guest molar ratio influenced the size of 

DCLs and their encapsulation efficiency. When compared to CLs, DCLs extended the release 



 
 

of nerolidol, enhanced the photostability of both compounds and increased the stability of 

quercetin in biological fluids. These results could be considered as a promising tool to achieve 

an optimized and efficient formulations incorporating nerolidol and quercetin in food industry. 

 

Keywords: Cyclodextrins, lipid composition, formation constant, drug-in-cyclodextrin-in-

liposomes, hydroxyl-β-cyclodextrin, ethanol injection, release, conventional liposomes, 

nerolidol, quercetin, sulfobutylether- β-cyclodextrin, stability. 
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Introduction 

 De nos jours, l’alimentation n’est plus seulement considérée comme un élément de 

survie, assurant la croissance et le développement du corps humain mais, elle s’avère 

importante dans la prévention et la réduction de diverses maladies chroniques tels que diabète, 

obésité, cardiopathies, affections respiratoires, cancers…  

 De ce fait, la demande pour une alimentation équilibrée et des produits alimentaires 

fonctionnels qui répondent à des besoins spécifiques de santé est en croissance constante. De 

telles attentes ont suscité le développement d’aliments apportant une valeur ajoutée au-delà de 

leur simple valeur nutritive en incorporant à ces aliments des ingrédients bioactifs. Ces 

ingrédients appartiennent majoritairement aux métabolites secondaires de plantes tels que les 

alcaloïdes, les terpénoides et les phénylpropanoïdes. 

 Parmi ces ingrédients, le sesquiterpene nérolidol et le flavonoïde quercétine ont été 

choisis et ont fait l’objet de notre étude. Ces molécules possèdent de nombreuses propriétés 

biologiques (antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire, anticancéreuse, etc.) et sont 

considérées comme sans danger (Generally Recognized as Safe, GRAS) et approuvées par 

l’agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (Food and Drug 

Administration, FDA). Ce statut permet leur incorporation dans les aliments afin d’assurer une 

meilleure protection et pour fournir des propriétés fonctionnelles à long terme. 

 Toutefois, ces molécules sont très faiblement solubles dans l’eau et sensibles aux 

conditions environnementales (chaleur, lumière, oxygène). De plus, la quercétine possède un 

goût amer et une faible biodisponibilité. Afin de contourner ces problèmes, divers systèmes 

d'encapsulation, à base de lipides, à base de polysaccharide et à base de protéines, ont été 

développés pour améliorer les propriétés physicochimiques des composés et empêcher ainsi 

leur inactivation durant les procédés industriels. Dans notre travail, nous nous sommes 

intéressées à l’encapsulation du nérolidol et de la quercétine dans trois types de systèmes : les 

CDs, LCs, et le système mixte DCL. 

 Ce travail de thèse a été réalisé en collaboration entre le Laboratoire des Molécules 

Bioactives (Faculté des Sciences, Section II, Université Libanaise) et l’Unité de Chimie 

Environnementale et Interactions sur le Vivant (Université du Littoral Côte d’Opale, 

Dunkerque). Cette étude vise à encapsuler le nérolidol et la quercétine dans les trois types de 

systèmes, de les caractériser et d’examiner leur effet sur la protection, la libération ainsi que 

l’activité antioxydante des molécules bioactives. 
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 Dans ce contexte, nous avons étudié l’interaction de ces deux composés avec différents 

types de CDs afin de choisir le meilleur complexe pour la formation des DCLs. Des techniques 

expérimentales et théoriques ont été utilisées pour la caractérisation des complexes d’inclusion 

afin de trouver les facteurs qui conditionnent la stabilité des liaisons entre les CDs et les deux 

molécules. Nous avons ensuite recherché la formulation lipidique optimale pour l’encapsulation 

du nérolidol. De ce fait, nous avons utilisé la quercétine comme molécule modèle pour la 

préparation des liposomes à partir de trois types de lipides par la méthode d’injection 

éthanolique : deux phospholipides insaturés (Lipoid E80, Lipoid S100) et un saturé 

(Phospholipon λ0H). Par la suite, nous avons étudié l’effet de la composition lipidique sur les 

caractéristiques des liposomes. La meilleure formulation a été ainsi choisie pour l’incorporation 

du nérolidol et de la quercétine dans les LCs. Nous avons aussi préparé des liposomes 

encapsulant des complexes d’inclusion d’hydroxypropryl-β-CD/Ner et de sulfobutyléther-β-

CD/Quer, dissouts dans la phase aqueuse formant le DCL, dans le but d’améliorer les 

caractéristiques des liposomes obtenus par la méthode conventionnelle. Des techniques 

analytiques et microscopiques ont été employées pour caractériser les liposomes en termes de 

taille, d’efficacité et rendement d’encapsulation. Après avoir compris et optimisé le procédé 

d'encapsulation, nous avons par la suite évalué l’effet de ces trois systèmes sur despropriétés 

physico-chimiques et biologiques du nérolidol et de la quercétine.  

 

Ce manuscrit est organisé en trois grandes parties constituées de cinq chapitres : 

- La première partie présente une synthèse bibliographique divisée en deux chapitres. Le 

premier chapitre porte sur les aliments fonctionnels et leurs ingrédients bioactifs (Chapitre I). 

Les systèmes d’encapsulation et leurs applications font l’objet du deuxième chapitre (Chapitre 

II). 

-La deuxième partie développe la stratégie de travail que nous avions suivie pour la préparation 

et la caractérisation des complexes d’inclusion CD/invité, LCs et DCLs ainsi que les méthodes 

expérimentales utilisées dans ce but (Chapitre III).  

- La troisième partie de ce manuscrit s’intéresse aux résultats obtenus et à leur discussion à 

l’égard de la littérature (Chapter IV).  

Ce manuscrit s’achève par une conclusion générale et des perspectives.   

             



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Partie 1. Etude Bibliographique 
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Partie 1. Etude Bibliographique 
Chapitre I. Les aliments fonctionnels et leurs composés bioactifs 

I. Aliments 

 La présence de macronutriments (protéines, matières grasses, glucides, fibres) et de 

minéraux confèrent aux aliments une source d’énergie indispensable au bon fonctionnement de 

l’organisme. On parle alors de la propriété nutritionnelle des aliments. À ceci, s’ajoute les 

qualités organoleptiques attribuées aux caractéristiques physiques et chimiques perçus par les 

organes des sens chez l’homme. En effet, les aliments sont choisis non seulement pour leurs 

valeurs nutritionnelles mais aussi pour leur apparence, leur bon goût et leur odeur agréable. 

 Toutefois, les recherches scientifiques qui ont débuté au 20ème siècle ont montré qu’au-

delà de ces qualités, les aliments peuvent réduire le risque des maladies dites «de civilisation » 

comme le diabète, l’obésité ou le cancer. Ceci est dû principalement à la présence d’ingrédients 

bioactifs possédant diverses activités biologiques. Une troisième propriété est ainsi accordée 

aux aliments : la propriété fonctionnelle (Roberfroid, 2000; El Sohaimy, 2012). 

I.1 Histoire et définition des aliments fonctionnels 

 Le concept des aliments fonctionnels n’est pas un concept nouveau puisqu’il a été 

abordé, il y a ~2500 années, par le médecin grec Hippocrate qui affirmait que « l’alimentation 

soit ta première médecine ». Des recommandations nutritionnelles visant à traiter ou à prévenir 

certaines maladies ont été documentées dans les textes d’Hippocrate et de Véda ainsi que dans 

la médicine traditionnelle chinoise (Guha et al., 1985; Pan et al., 2014). Par exemple, le thé à 

base de menthe a été prescrit pour lutter contre les troubles digestifs, le jus de Canneberge 

contre les infections urinaires ou bien le citron utilisé par les marins contre le scorbut. La 

thérapie médicamenteuse ensuite apparut au 19ème siècle ce qui a limité l’utilisation des aliments 

fonctionnels. Durant les années 1λ00, l’importance du régime alimentaire dans la prévention et 

la promotion de la santé a été de nouveau mise en valeur. De ce fait, durant la première moitié 

du 20ème siècle, les scientifiques focalisaient leurs recherches sur l’identification d’ingrédients 

importants, particulièrement les vitamines, et sur leur rôle dans la prévention de nombreuses 

maladies liées à l’alimentation (Hasler, 1998).  

 En 1970, les mauvaises habitudes alimentaires (aliments riches en graisses, 

consommation élevée de viande, etc.) ont conduit à l'accroissement de l'incidence des maladies 

chroniques comme les pathologies cardio-vasculaires, l’obésité, le diabète ainsi qu’à certains 

types de cancers. Ce phénomène est devenu une préoccupation majeure de santé publique, 
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aboutissant ainsi à l’émergence de nombreuses directives en termes de santé (Doyon & 

Labrecque, 2008). Le Japon initia pour la première fois, en 1980, avec la croissance de la 

population vieillissante et du coût de la santé, de vastes recherches visant à définir et 

sélectionner les aliments ayant un effet bénéfique sur la santé ainsi qu’à identifier leurs 

fonctions au niveau de l’organisme.  C’est alors que l’expression « aliments fonctionnels » est 

née. À partir de 1991, le ministère japonais de la Santé et du Bien-être introduisit un système 

d’octroi de permis de distinguer tout aliment fonctionnel sous le label de FOSHU (Food for 

Specified Health Use). Ces aliments ont été ensuite développés aux Etats-Unis et ultérieurement 

en Europe (Obe, 2001; Verschuren, 2002).  

 Il n’existe pas actuellement une définition globale pour les aliments fonctionnels et 

chaque pays possède sa propre interprétation (Day et al., 2009; Martirosyan & Singh, 2015). 

De façon générale, ils sont définis comme des aliments naturels, ou modifiés ou des ingrédients 

alimentaires ayant des propriétés supplémentaires liées à la modulation de certaines fonctions 

physiologiques et qui vont au-delà de leurs propriétés nutritionnelles de base (Hasler, 2002). 

Ces aliments sont utilisés dans la vie courante et leur fonctionnalité dépend du contexte 

géographique et/ou culturel. 

Japon  

 Comme déjà mentionné précédemment, l’apparition des aliments fonctionnels a débuté 

au Japon qui définit les aliments fonctionnels comme suit : 

“Foods which are expected to have certain health benefits, and have been licensed to bear a 

label claiming that a person using them for specified health use may expect to obtain the health 

use through the consumption thereof” (Bigliardia & Galati, 2013).  

 Leur classification repose sur plusieurs critères relatifs au type de produit ou à sa 

fonctionnalité. Onze catégories d’ingrédients ont été reconnues et plusieurs centaines de 

produits ont été labélisés FOSHU. Ils sont destinés, par exemple, à réguler le transit gastro-

intestinal (les pré- et probiotiques dans les produits laitiers fermentés), à améliorer l’absorption 

des minéraux (phosphopeptides de caséine), à régler la pression artérielle (lactotripeptides, 

glycosides dans les feuilles de Eucommiacea) et à diminuer le taux de cholestérol et de sucre 

dans le sang (chitosane, protéines de soja, produits à base d’avoine), etc (Siró et al., 2008). 

Europe  

 L’Union Européenne ne dispose pas, jusqu’à présent, d’une législation harmonisée sur 

les aliments fonctionnels, elle se base alors sur les allégations nationales de santé (Obe, 2001). 
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ont des effets antimicrobiens directs, en prenant la place des bactéries pathogènes (phénomène 

de compétition) et en empêchant leur adhésion aux parois intestinales (Kechagia et al., 2012 ; 

Martínez-Cañavate et al., 2009). Bien que divers effets bénéfiques pour la santé soient attribués 

aux probiotiques, la prévention et le traitement des diarrhées a suscité plus d'attention. Les 

bactéries lactiques, en particulier Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus casei, 

Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium bifidus et la levure Sacharomyces boulardii 

peuvent réduire les risques de diarrhée infectieuse aiguë causée par la gastroentérite d’origine 

virale, tant chez les enfants que chez les adultes (Allen et al., 2004 ; Van Niel et al., 2002).  

 Une méta-analyse, réalisée à Londres, a évalué l'efficacité de certains probiotiques 

(Saccharomyces boulardii, Enterococcus faecium, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus bulgaricus et Bifidobacterium longum) pour la prévention de la 

diarrhée consécutive à la prise d'antibiotiques. Les résultats de cette méta-analyse suggèrent 

que le S. boulardii et le Lactobacillus seraient efficaces dans la prévention de ce type de diarrhée 

(D’Souza et al., 2002). Enfin, des études menées sur l’efficacité des probiotiques contre 

l’infection à Helicobacter pylori (cause de nombreuses gastrites et de la plupart des ulcères 

gastroduodénaux) ont fait l’objet de β méta-analyses. L’une d’elles (10 études, λ6γ participants) 

a montré que les bactéries lactiques de laits fermentés (lactobacilles et bifidobactéries), 

combinées à la trithérapie classique, augmentent de 5 à 15 % les chances de guérison (Zou et 

al., 2009). L’autre (κ études, 1 γ7β participants) a conclu que les lactobacilles améliorent non 

seulement le taux de réussite du traitement classique, mais qu’ils atténuent aussi ses effets 

indésirables (Sachdeva & Nagpal, 2009).  

I.3 Les composés bioactifs des aliments   

 Les propriétés biologiques des aliments, comme déjà décrites précédemment, résultent 

notamment de la présence de molécules bioactives naturelles. On parle de métabolites 

secondaires de plantes qui jouent un rôle crucial dans la défense des plantes contre les 

herbivores ainsi que dans l’interaction plante/environnement (Korkina, 2007). Ces métabolites 

sont divisés en trois grandes classes : 

Les alcaloïdes et les composés azotés  

Les composés terpéniques 

Les composés phénylpropanoïdes (PPs) 
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I.3.1.2.1 La formation des blocs de construction : IPP et DMAPP 

 La première étape de synthèse des terpénoides consiste à la formation de l’unité 

isoprénique de base : isopentényl-pyrophosphate (IPP), obtenue par la voie du mévalonate avec 

l’acétylCoA (AcCoA) comme précurseur. Cette voie est initiée par la condensation de trois 

molécules d’AcCoA pour former le (S)-3-hydroxy-3-méthyleglutaryl-CoA (HMG-CoA). 

Ensuite, le HMG-CoA est réduit en acide mévalonique (MVA) par la HMG-CoA réductase. 

Une série de phosphorylations et une décarboxylation du MVA aboutissent à la formation de 

l’IPP. L’isomérisation de l’IPP par la IPP isomérase donne une autre unité de la voie MVA : le 

DMAPP (Figure 8) (Christianson, 2008; Paduch et al., 2007). 

 
Figure 8 : Voie de biosynthèse de l’IPP et du DMAPP (Paduch et al., β007-modifié). 

 

I.3.1.2.2 Formation des prényl-diphosphates : GPP, FPP et GGPP 

 La seconde étape dans la voie MVA débute par la condensation tête-queue de l’IPP en 

trois prényl-diphosphates : géranyl-diphosphate (GPP), farnésyl-diphosphate (FPP) et 

gérnaylgéranyl-diphosphate (GGPP). Ces réactions sont catalysées par des prényltransférases 

avec les prényl-diposhphate comme substrat : GPP, FPP et GGPP synthases (Dewick, 2002). 

La troisième étape est une série de cyclisations et de réarrangements moléculaires des prényl-

diphosphates aboutissant à la formation des molécules représentatives de chaque classe de 

terpènes.  GPP, FPP et GGPP sont, respectivement, les précurseurs des monoterpènes, des 

sesquiterpènes et des diterpènes. FPP et GGPP peuvent également se dimériser par le couplage 

tête-tête pour produire les tri- et tétraterpènes (Figure 9) (Ashour et al., 2010; Berthelot et al., 

2012). La grande variété des structures terpéniques est due à l’évolution de la superfamille des 

terpènes synthases qui compte jusqu’à présent plus de 100 gènes (Tholl, 2006). 
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Tableau 1 : Classification des terpènes (Breitmaier, 2006). 

Classes Acycliques Monocycliques Bicycliques 
Occurrence 

dans les 
aliments 

Hemiterpènes 
C5 

Pérol 

 

̶ ̶ Citron, 
canneberge, 

myrtilles 

Monoterpènes 
C10 

Linalool 

 

Limonène 

 

α/β-Pinène 

 

Menthe, 
agrumes, 

gingembre 

Sesquiterpènes 
C15 

Nérolidol 

 

α/β-Bisabolol 

 

Germacrène 

 

Bigaradier, 
bergamote, 
pelures de 

Citrus junos 

Diterpènes 
C20 

 

Acide phytanique 

 

Rétinol 

 

Labdane 

 

Produits 
laitiers, 
carottes, 
conifères 

Sesterterpènes  
C25 

Pentaprénol 

 

̶ ̶ Pommes de 
terre 

Triterpènes 
Squalène 

 
̶ ̶ Huile d’olive  

 

Parmi les différentes classes de terpènes, nous nous intéresserons plus particulièrement à la 

famille des sesquiterpènes à laquelle appartient le nérolidol, qui a fait l’objet de notre étude.  

I.3.1.3.1 Sesquiterpènes 

 Les sesquiterpènes sont des composés possédant 15 atomes de carbone qui se trouvent 

généralement sous forme d’hydrocarbures ou de leurs dérivés oxygénés (alcools, aldéhydes, 

cétones, acides carboxyliques et lactones). Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpènes. 

 On distingue des sesquiterpènes linéaires, monocycliques, bicycliques, tricycliques et 
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polycycliques (Figure 10). Ils sont présents dans les HEs et agissent comme phéromones, 

hormones juvéniles et agents de défense (Cordell, 1976; Grabmann, 2005). En outre, les 

sesquiterpènes et surtout les sesquiterpènes lactones constituent un groupe important de 

produits pharmaceutiques très actifs. L’exemple le plus connu est l’artémisinine qui est à la 

base des médicaments antipaludiques les plus efficaces (Lange & Ahkami, 2013).  

 
Figure 10 : Classification des sesquiterpènes. 

I.3.1.3.2 Sesquiterpènes acycliques 

 Farnésènes  

Les farnésènes sont des hydrocarbures ramifiés avec quatre doubles liaisons. E,E-α-farnésènes 

et E,E-β-farnésènes sont des constituants de diverses HEs. La forme α se trouve dans la pelure 

des pommes, des poires et d’autres fruits. Parmi les produits d’oxydation des farnésènes, on 

distingue l’alcool primaire farnésol et l’alcool tertiaire nérolidol (existant sous forme 

d’isomères E et Z) présents dans de nombreuses HEs dont celle des fleurs de neroli, d'oranger 

et de gingembre (Chizzola, 2013; Fraga, 2007). Les aldéhydes α-sinensal et β-sinensal issus de 

α- et β-farnésènes contribuent à l’odeur des HEs de nombreuses espèces de citrus (Breitmaier, 

2006; Chizzola, 2013). 
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I.3.1.3.3 Sesquiterpènes monocycliques 

Ils sont divisés en quatre classes : cyclofarnésanes, bisabolanes, germacranes, élémanes et 

humulanes. 

Les cyclofarnésanes et les bisabolanes 
 Les cyclofarnésanes sont obtenus suite à la cyclisation des carbones C6 et C7 des 

farnésanes. L'acide abscissique est un cyclofarnésane présent dans les feuilles de chou-fleur, de 

pomme de terre et de rose. Il joue le rôle d’hormone végétale impliquée dans le développement 

et la germination des graines et dans la tolérance des plantes aux stress. La fermeture au niveau 

de C1 et C6 des farnésanes aboutit à la formation des bisabolanes, qui représentent la classe la 

plus importante des sesquiterpènes monocycliques. On compte par exemple l’α-zingibérène, 

composant majeur de l’HE du gingembre (Zingiber officinalis) et le β-curcumène, composé 

principal de l’huile de curcuma (Curcuma aromatica  et Curcuma longa). En outre, il existe des 

dérivés oxygénés des bisabolanes comme l’α-bisabolol qui est l’ingrédient caractéristique de la 

camomille allemande (Matricaria recutita).  

Les germacranes et les humulanes 
 Deux autres groupes de sesquiterpènes monocycliques ayant un cycle constitué de 10 et 

11 atomes de carbones sont les germacranes (germacrène A, B et D) et les humulanes (α-

humulène), respectivement. Les germacrènes B se trouvent dans l’HE de Citrus junos et les 

germacrènes D dans l’huile de Citrus bergamia  (la bergamote) alors que les humulènes ont été 

isolés de l’houblon et sont aussi présents dans l’HE de Lauracées (Lindera strychnifolia). 

I.3.1.3.4 Sesquiterpènes polycycliques  

 Vue la diversité de cette catégorie, on détaille uniquement le groupe le plus important, 

les caryophyllanes.  

Caryophyllanes 

 Les caryophyllanes sont obtenus suite à une cyclisation de C2 et C10 des humulanes en 

cyclobutane. Le caryophyllène est un sesquiterpène bicyclique composé d’un macrocycle à λ 

atomes de carbone avec un noyau cyclobutane. Il est un constituant majeur des HEs produites 

par le giroflier, le chanvre cultivé, le romarin, l’eucalyptus et le thym. Sous forme de mélange 

avec son isomère cis l’isocaryophyllène, ils se trouvent dans l’huile de clou de girofle et de 

jasmin (Jasminum sambac). Le β-caryophyllène agit comme agoniste du récepteur des 
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Tableau 2 : Les propriétés physicochimiques essentielles du nérolidol.  

Nom Nérolidol 
Etat physique Liquide 
Couleur Jaune clair 
Odeur Douceâtre- floral 
Formule chimique C15H26O 
Point d’éclair 96,1 ºC  
Point de fusion -75 ºC 
Point d’ébullition  276 °C à 1,013 hPa 
Pression de vapeur  0,1 mmHg à 20 °C 
Densité 0,8744 g/mL  
Solubilité aqueuse 1,532 mg/L à 25 °C 
Soluble dans les solvants organiques (éthanol, acétonitrile, méthanol…) 
LogKoe 5,68 

 

I.3.1.4.2 Propriétés biologiques du nérolidol  

 L’un des défis majeurs de l’industrie alimentaire est de préserver les aliments et de 

garantir leur sécurité sanitaire durant la production industrielle. La détérioration des aliments 

constitue un problème d’une ampleur considérable pour les industries agroalimentaires. Elle 

peut être due à une dégradation physique ou chimique ou à la présence de microorganismes 

(Gould, 1996). Cela conduit généralement à des altérations au niveau du goût, de l’odeur et de 

la couleur des aliments et donc à la perte des qualités organoleptiques et nutritionnelles (Shahidi 

& Ambigaipalan, 2015).  

 L’utilisation à long terme d’antioxydants ou antimicrobiens synthétiques est suspectée 

d’effets tératogènes, mutagènes et cancérigènes (Amorati et al., 2013 ; Botterweck et al., 2000). 

Par conséquent, l’incorporation de molécules bioactives naturelles, comme alternatives aux 

produits synthétiques, semble prometteur pour la préservation des aliments.  Plus 

particulièrement, les terpènes ont pris une place remarquable comme agents antioxydants ou 

antimicrobiens très efficaces grâce à leur caractère lipophile et à la présence de groupements 

fonctionnels. Parmi ces terpènes, le nérolidol possède de puissantes activités biologiques. 

Quelques exemples de ses activités seront mentionnés ci-dessous.  

Propriétés antioxydantes 

 Les HEs contenant du nérolidol présentent des propriétés antioxydantes. Il a été 

démontré que le nérolidol protège les cellules contre le stress oxydant en neutralisant les ERO 

(Nogueira Neto et al., 2013; Vinholes et al., 2014). Par exemple, Vinholes et al. (2014) a évalué 
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l’effet antioxydant du cis-nérolidol par la méthode de piégeage des radicaux libres de DPPH et 

des radicaux hydroxyles. Le cis-nérolidol était capable de réduire plus efficacement les radicaux 

hydroxyles que les radicaux du DPPH. Vue sa capacité à piéger plusieurs types de radicaux, le 

cis-nérolidol a pu également protéger les cellules intestinales (Caco-2) contre le stress oxydant 

généré par l’hydroperoxyde de tert-butyle (Vinholes et al., 2014). Dans une autre étude menée 

par le même auteur, il a été démontré que le cis-nérolidol inhibe la peroxydation lipidique des 

membranes des cellules hépatiques induite par l’hydroperoxyde de tert-butyle, en diminuant le 

taux du malondialdéhyde (MDA) de 36,50 ± 4,47 % (Vinholes et al., 2014).  En outre, le 

nérolidol (mélange de cis et trans) protège les neurones de l’hippocampe chez les souris adultes 

Swiss albinos contre des dommages neuronaux causés par le stress oxydant. Ceci s’effectue en 

diminuant le taux de MDA et de nitrite et en stimulant l’activité des enzymes superoxyde 

dismutase et catalase à des doses de 25, 50 et 75 mg/Kg de nérolidol (Nogueira Neto et al., 

2013).   

Propriété antimicrobienne 

 La présence d’un hydroxyle sur un système d’électrons délocalisés ainsi que la longueur 

de la chaine aliphatique sont des paramètres déterminants dans l’activité antimicrobienne des 

terpènes (Kogen et al., 1999; Togashi et al., 2010). Ils agissent soit par dégradation de la paroi 

cellulaire, de la membrane cytoplasmique et destruction du système enzymatique, soit par 

épuisement de la chaîne de transport des électrons (Burt et al., 2007 ; Dorman & Deans, 2000). 

Les terpènes alcool avec une chaine carbonée entre 10 et 12 carbones comme farnésol et 

nérolidol possèdent une forte activité antibactérienne vis-à-vis de Staphylococcus aureus 

FDA209P en comparaison avec les monoterpènes géraniol (en C8) et linalol (en C6) et les 

diterpènes plaunotol (en C11), géranylgéraniol et phytol (en C16) (Togashi et al., 2010). Le 

nérolidol exerce son effet par la rupture de la membrane cellulaire des bactéries aboutissant 

ainsi à la libération de leur contenu cytoplasmique (libération des ions K+) et donc à la mort 

cellulaire (Hada et al., 2003 ; Inoue et al., 2004; Togashi et al., 2010). Une étude menée par 

Hada et al. (2003) a montré que le nérolidol présente une activité antibactérienne puissante 

contre 14 souches de S.aureus sensibles à l’antibiotique méticilline et β0 souches de S.aureus 

résistants à ce dernier, avec des valeurs de CMI (concentration minimale inhibitrice) comprises 

entre 51β et jusqu’à des valeurs supérieures à 10β4 µg/mL. En outre, il a été rapporté que le 

nérolidol n’agit pas uniquement au niveau des membranes bactériennes mais peut également 

bloquer l’expression de certains gènes responsables de la pathogénicité des bactéries. Lee et al. 

2014 a prouvé que le cis-nérolidol présent dans l’HE du poivre noir inhibe l’expression du gène 
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HLA de l’α-hémolysine produite par S.aureus, protéine responsable de la destruction des 

érythrocytes chez l’homme. Par ailleurs, le nérolidol peut potentialiser l'action de nombreux 

antibiotiques (Brehm-Stecher & Johnson, 2003; Goncalves et al., 2011; Simões et al., 2008) 

comme amoxicilline/acide clavulanique contre S.aureus et celle des amoxicilline/acide 

clavulanique, ceftadizime et imipenème contre E.coli (Goncalves et al., 2011). En conséquence, 

le potentiel effet antibactérien du nérolidol accorde à cette molécule une application 

thérapeutique prometteuse pour lutter contre la multirésistance des bactéries aux médicaments. 

Propriété anticancéreuse 

 De nombreuses études ont montré l’effet antiprolifératif du nérolidol in vitro et in vivo. 

Pour les études in vitro, le nérolidol possède des effets cytotoxiques vis-à-vis des cellules 

cancéreuses du sein BT-β0 et de l’utérus HeLa avec une concentration inhibitrice médiane IC50 

de 2,96 et 3,02 µg/mL, respectivement (Kubo & Morimitsu, 1995). En plus, le trans-nérolidol 

purifié des feuilles de Zornia brasiliensis Vogel a inhibé la croissance de nombreux types de 

cellules cancéreuses : B16-F10 (mélanome de souris), HepG2 (cancer hépatique), HL-60 

(leucémie promyélocytaire) et K562 (leucémie myéloblastique) avec des IC50 >25 ; >25 ; 21,99 

et 17,58 µg/mL, respectivement (Costa et al., 2015). De la même manière, le cis-nérolidol et 

d’autres sesquiterpènes alcools (α-bisabolol, cédrol, patchoulol et santalol) ont exercé leur 

activités anti-tumorales contre les cellules HeLa (Boris et al., 2011).  

 L’effet anticancéreux du nérolidol a été également testé in vivo sur des rats mâles de 

type F344 chez lesquels une carcinogenèse intestinale a été induite par l’azoxyméthane (15 

mg/kg de poids corporel). Les résultats ont montré une diminution de l’incidence de l’occlusion 

intestinale de 82 à 33 % chez les rats traités par le nérolidol (Wattenberg, 1991). En plus, le 

nombre de tumeurs par rat a été réduit de 1,5 à 0,7 chez les rats traités. Ceci est dû à l’inhibition 

des étapes post-prénylation de la protéine proto-oncogène Ras (Casey et al., 1989). Une autre 

étude menée par Costa et al. (β015) a démontré que l’HE de Zornia brasiliensis Vogel contenant 

majoritairement du trans-nérolidol (100 mg/kg) a réduit la taille de la tumeur mélanique de 

38,61 % chez des souris traitées en comparaison avec les contrôles.   

Promoteur de pénétration cutanée 

 Le nérolidol a été démontré comme l’un des potentiels promoteurs de pénétration 

cutanée. Ainsi, sa capacité a été montrée d’augmenter de plus de β0 fois le taux de diffusion du 

5-fuorouacil à travers le stratum corneum. Cet effet a été attribué à l’insertion de la chaine 

carbonée du nérolidol entre les phospholipides de la couche cornée conduisant ainsi à la 

perturbation des chaines lipidiques au niveau de la membrane et donc de sa perméabilité 
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La variété des composés est essentiellement liée au degré 

d’hydroxylation/méthylation/glycosylation de chacun des trois cycles des molécules de base. 

Ils sont alors divisés en plusieurs groupes μ les flavones (flavone, apigénine et lutéoline), les 

flavonols (quercétine, kaempférol, myricétine et fisétine), les flavanones (hespérétine et 

naringinine), les flavan-3-ols (catéchines et epicatéchines), les isoflavones (daidzéine et 

génistéine) et les anthocyanines (pélargonidine et cyanidine) (Tableau 3) (Kumar & Pandey, 

2013). Les flavonoïdes modulent de nombreuses et importantes fonctions chez les plantes, par 

exemple, ilsμ i) inhibent le transport de l’auxine (Peer & Murphy, 2007) et provoquent 

l’accumulation de cette hormone en réduisant son oxydation (Mathesius, 2001) ; ii) jouent un 

rôle d’attraction des pollinisateurs et sont impliqués dans le phénomène de l’allélopathie (Bais 

et al., 2006) ; iii) constituent une source de défense chez les plantes contre l’UV et les parasites 

(Treutter, 2005) et modulent le taux des ERO (Agrawal, 2011; Taylor & Grotewold, 2005). De 

part leur importance chez les plantes, les flavonoïdes présentent un intérêt particulier au niveau 

de la santé humaine vue leurs propriétés pléthoriques pharmacologiques, particulièrement leur 

activité antioxydante (Yao et al., 2004). Cette puissante activité est due à la présence de doubles 

liaisons conjuguées et des groupements fonctionnels (Mierziak et al., 2014). 

 Les flavonols et plus précisément la quercétine, le kaempférol et la myricétine, se 

trouvent abondamment dans les aliments et sont responsables de la couleur, du goût, de la 

prévention de l’oxydation des graisses et de la protection des enzymes et des vitamines (Yao et 

al., 2004). La préparation et le traitement des aliments en industrie peuvent diminuer le taux 

des flavonoïdes selon les méthodes utilisées. L'apport alimentaire en flavonoïdes varie entre 

100 et 1000 mg/jour (Aherne & O’Brien, β00β).  
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myrtilles (Figure 15) (Bischoff, 2008). Dans les plantes, la quercétine se trouve sous forme 

glycosylée ou liée à une fonction éther ou à un acide phénolique. La quercétine présente une 

structure typique des flavonoïdes, avec cinq groupements hydroxyles. Des dérivés glycosylés 

de la quercétine peuvent être obtenus en substituant les hydroxyles par plusieurs types d’oses 

comme le glucose, rhamnose, xylose, galactose, etc...  

 
Figure 15 : Structure chimique de la quercétine et ses sources majeurs d’aliments (Bischoff, 

2008).  

I.3.2.3.1 Propriétés physicochimiques 

 La quercétine se présente sous forme de poudre jaune, faiblement soluble dans l’eau 

(2472 mg/L à 25 °C et LogKoe= 1,48) mais soluble dans les solvants organiques (éthanol, 

méthanol) et dans les lipides (Kelly, β011). Elle dispose de deux bandes d’absorption en UV-

visible μ la bande I varie entre γ00 et γκ0 nm ( max=360 nm) attribuée au noyau B et la bande II 

entre 240 et 280 nm attribuée au système benzoyle A-C ( max=256 nm) (Bancirova, 2015). 

 La quercétine est exposée à l’oxydation durant le traitement et le stockage des aliments 

(Igual et al., 2011; Zafrilla et al., 2001). La stabilité chimique de la quercétine est influencée 

par la concentration en oxygène (Buchner et al., 2006) , le pH (Moon et al., 2008), la 

température (Ranilla et al., 2009) ainsi que par la présence des ions métalliques (Chen et al., 

2009 ; Dehghan & Khoshkam, 2012). L’oxydation de la quercétine aboutit à la formation de 

plusieurs produits d’oxydation, dont majoritairement les quinones (une ortho-quinone et trois 

para-méthylènequinones). L’oxydation peut se produire uniquement sur le noyau B en position 

4’ et 5’ pour donner l’ortho-quinone. En revanche, une oxydation additionnelle sur les noyaux 

A ou C aboutit aux trois para-méthylènequinones. Le clivage de la quercétine en acide 

protocatéchique peut également avoir lieu (Figure 16).  
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Figure 16 : Les réactions de dégradation de la quercétine (Wang et al., 2016). 

 La quercétine-quinone est hautement réactive et réagit instantanément avec la fonction 

thiol du glutathion (GSH). À des faibles concentrations de GSH, la quercétine-quinone agit en 

formant l’adduit glutathionyl-quercétine (GSQ) par une addition de Michael entre la quinone 

et le groupement sulfhydrile d’une protéine (protéine-SH). L’adduit formé n’est pas stable et 

peut se dissocier ultérieurement en quercétine-quinone et GSH. À des concentrations élevées 

de GSH, la quinone dissociée réagit de nouveau avec un GSH pour donner le GSQ (Boots et 

al., 2005) (Figure 17).  

 
Figure 17 : La réactivité biologique de la quercétine-O-quinone. 
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 D’autre part, il a été démontré que la quercétine est peu stable dans les solvants 

organiques à pH>7 et que la vitesse de dégradation de la quercétine est plus élevée dans des 

conditions alcalines (Buchner et al., 2006 ; Moon et al., 2008). Une pression atmosphérique 

(100 °C pour 50 min) ou une pression d’ébullition (1β1 °C pour 10 min), aboutit, par exemple, 

à une perte de 70 % de la quercétine contenue dans les haricots (Phaseoulus vulgaris L.) 

(Ranilla et al., 2009).  Le traitement par pasteurisation (80 °C pour 91 s) réduit de ~17 % la 

quantité de quercétine présente dans le jus de pamplemousse (Igual et al., 2011). 

 

I.3.2.3.2 Propriétés biologiques  

 La quercétine possède de nombreuses activités biologiques. Elle a suscité un grand 

intérêt, durant ces dernières années, grâce à son activité antioxydante et plus récemment son 

activité anticancéreuse contre une variété de cellules cancéreuses. Vu ses effets potentiels sur 

la santé humaine, les scientifiques envisagent l’utilisation de la quercétine comme nutraceutique 

dans les industries alimentaire et pharmaceutique (Boots et al., 2008). Dans ce qui suit nous 

allons aborder les propriétés biologiques de la quercétine. 

Propriétés antioxydantes 

  Il a été démontré que la quercétine présente une forte activité antioxydante in vitro et in 

vivo et ceci à travers sa puissante capacité à réduire les radicaux libres de l’oxygène comme 

l'anion superoxyde O2
·- (Kukongviriyapan et al., 2012), NO·- (Luangaram et al., 2007) et 

ONOO- (Kim et al., 2013). Les dommages cellulaires créés par ses radicaux au niveau des 

cellules et des tissus humains peuvent entrainer l’apparition de nombreuses maladies telles les 

maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabète et autres (Valko et al., 2006). En effet, son 

activité est attribuée : (i) au motif catéchol dans le noyau B ; (ii) à la double liaison en position 

2,3 en conjugaison avec la fonction carbonyle en C4 dans le noyau C (stabilisation du système 

par délocalisation des électrons et donc augmentation de la réactivité de la molécule) ; (iii) aux 

groupements hydroxyle en position γ et 5 de l’hétérocycle qui peuvent interagir avec le noyau 

B et améliorer ainsi la planéité de la molécule (Heijnen et al., 2001 ; Silva et al., 2002). De 

même, une étude a montré que la quercétine pourrait accroître, de façon significative, la 

capacité de piégeage des radicaux ABTS par les antioxydants endogènes, de 6,2 fois plus que 

le Trolox (Arts et al., 2004).   
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Propriété anticancéreuse 

 De nombreuses études in vitro et in vivo ont élucidé le potentiel anticancéreux de la 

quercétine vis-à-vis d’un grand nombre de cancers comme le cancer du sein (Singhal et al., 

1995), du colon (Dihal et al., 2006), du pancréas (Zhou et al., 2010) , de la prostate (Aalinkeel 

et al., 2008), le cancer gastrique (Yoshida et al., 1990) et la leucémie (Larocca et al., 1995), 

etc… (Dajas, 2012 ; Gibellini et al., 2011). L’effet anticancéreux de la quercétine est dû à 

plusieurs mécanismes (antioxydant, antiprolifératif et pro-apoptotique) auxquels s’ajoute sa 

capacité à inhiber les facteurs de croissance et les kinases responsables de la prolifération et la 

métastase cellulaire. Elle agit également en synergie avec les agents chimiothérapeutiques 

(Scambia et al., 1990, 1992). Par exemple, une faible concentration de la quercétine a pu inhiber 

la prolifération des cellules cancéreuses du sein de type MDA-MB et Sk-Br3 (Jeong et al., 

2009). En plus, l’induction de l’apoptose des cellules cancéreuses dans l’ascite à travers 

l’activation des récepteurs de mort par la quercétine a été démontrée chez les rats développant 

un lymphome (Li et al., 2016). Quatre études épidémiologiques de cohorte et six études de cas-

témoins ont révélé une association entre la consommation de flavonoïdes et le risque de cancer. 

Plus précisément, la prise du flavonoïde quercétine pourrait réduire l’incidence du cancer des 

poumons (Neuhouser, 2004). Une étude clinique de phase I, menée chez des personnes atteintes 

de cancer de l’ovaire et résistantes à la cisplatine, a montré la réduction du taux de marqueur 

tumorale CA 1β5 (cancer antigen 1β5), suite à l’administration de deux doses intraveineuses de 

quercétine (420 mg/m2). Dans la même étude, le taux plasmatique d’alpha-fetoprotéine a été 

également diminué chez des patients ayant un cancer hépatique (Ferry et al., 1996).   

Propriété anti-inflammatoire 

 La quercétine est munie d’une capacité anti-inflammatoire puissante (Rubió et al., 2013; 

Ruma et al., 2013). Les recherches suggèrent que cette molécule pourrait inhiber la production 

de cytokines pro-inflammatoires, induite par l’endotoxine le lipopolysaccharide (LPS). Par 

exemple, la quercétine peut inhiber la production du facteur de nécrose tumorale (TNF) dans 

les macrophages stimulés par le LPS (Sah et al., 2011) et de même inhiber la libération de 

l’interleukine κ (IL-8) dans les cellules du poumon (Geraets et al., 2007). En outre, Bureau et 

al. 2008 ont montré que la quercétine peut inhiber le taux d’ARN messager de cytokines dans 

les cellules gliales (le TNF-α et l’interleukine IL-1α) dont l’expression est stimulée par le LPS. 

D’autre part, certains auteurs considèrent que l’effet anti-inflammatoire de la quercétine peut 

être associé à ses propriétés antioxydantes et sa capacité de piégeage des radicaux libres 

(Comalada et al., 2005 ; Nijveldt et al., 2001). En effet, les ERO sont impliqués dans les 
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processus inflammatoires via  l’activation de facteurs de transcription, comme la NF- B 

(nuclear factor-kappa B), associés à la réponse immunitaire (MacNee, 2001). La NF- B 

activera ultérieurement la production de TNF-α. Par conséquent, l’élimination des ERO par la 

quercétine pourrait inhiber l’inflammation (Nair, 2006). 

 Dans ce chapitre, nous avons abordé la fonctionnalité des aliments qui est reliée 

principalement à la présence de diverses classes d’ingrédients bioactifs. Néanmoins, l’activité 

de ces ingrédients est souvent diminuée vu qu’elle est influencée, en grande partie, par leurs 

propriétés physicochimiques (faible solubilité, faible stabilité…). Pour résoudre ce problème et 

donc améliorer les propriétés fonctionnelles des aliments, des systèmes d’encapsulation ont été 

développés. Le chapitre β sera consacré à une présentation des trois systèmes d’encapsulation 

qui ont fait l’objet de notre étude : les liposomes, les cyclodextrines et le système mixte 

cyclodextrine-liposomes.  
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Chapitre II. Les systèmes d’encapsulation 

II.  Développement d’aliments fonctionnels en industrie 

Les consommateurs du monde industrialisé sont de plus en plus conscients de la relation entre 

l'alimentation et la santé. De ce fait, la demande pour une alimentation équilibrée et des produits 

alimentaires fonctionnels qui répondent à des besoins spécifiques de santé est en croissance 

constante. De telles attentes ont suscité le développement d’aliments apportant une valeur 

ajoutée au-delà de leur simple valeur nutritive en ajoutant à ces aliments des ingrédients 

bioactifs (Siró et al., 2008). Ces derniers sont extraits et purifiés de nombreuses plantes et 

utilisés comme suppléments alimentaires ou bien ajoutés à des produits alimentaires. 

Cependant, les procédés technologiques traditionnels de transformation des aliments peuvent 

modifier leurs propriétés organoleptiques et sensorielles du fait que ces composés bioactifs sont 

peu solubles dans les systèmes aqueux et présentent (i) une stabilité limitée contre les 

dégradations chimique ou physique, (ii) une incompatibilité avec la matrice alimentaire ou 

encore (iii) une libération non contrôlée ou une faible biodisponibilité. Pour résoudre ces 

problèmes, de nouveaux procédés industriels comme la microencapsulation ont été développés. 

Ces nouvelles technologies diffèrent des procédés traditionnels puisque qu’elles peuvent 

empêcher l'inactivation des ingrédients bioactifs au cours de la transformation industrielle 

(Palzer, 2009). L’encapsulation est une technique permettant d’emprisonner des liquides ou des 

solides dans une enveloppe qui les isole dans le but de les protéger de l’environnement 

extérieur, ou de maitriser leur libération dans un environnement choisi. À noter que les systèmes 

d’encapsulation doivent être approuvés comme GRAS et agrés par les agences internationales 

de sécurité sanitaire des aliments comme l’Autorité Européenne de Sécurité des Aliments 

(EFSA, European Food Safety Authority) et la FDA pour être utilisés dans l’industrie 

alimentaire (Nedovic et al., 2011).  

On distingue différents systèmes d’encapsulation :   

- À base de lipides : cires (cire d'abeille, cire de paraffine, cire de carnauba), 

émulsions/microémulsions et liposomes.    

- À base de polysaccharides : amidons, amyloses, amylopectines, dextrines, chitosanes, 

maltodextrines, pectines, cyclodextrines, celluloses et ses dérivés. 

- À base de protéines : caséines, gélatines, gliadines, albumines et glutens (Benshitrit et 

al., 2012; Desai & Park, 2005). 
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Figure 24 : Structure du cholestérol et son positionnement dans la bicouche lipidique. 

A l’état gel (au-dessous de Tm), le cholestérol, à de faibles concentrations, tend à augmenter le 

désordre des phospholipides, particulièrement au niveau des chaînes hydrocarbonées et par 

conséquent possède un effet fluidifiant (Figure 24) (Kyrikou et al., 2005). D’autre part, à l’état 

fluide (au-dessus de Tm), le cholestérol exerce un effet condensant ; il rassemble fermement les 

phospholipides et la membrane devient moins fluide aux molécules hydrophiles et aux ions 

(Mills et al., 2009) (Figure 24). Il est alors un modulateur de la fluidité de la membrane 

cellulaire. 

D’autre part, le cholestérol peut également contrôler l'EE et les caractéristiques des liposomes, 

notamment leur stabilité (Johnson et al., 1971). En effet, le cholestérol stabilise la membrane et 

augmente la rigidité des vésicules (Pathak et al., 2012). Des études basées sur l’analyse du 

module d’Young (paramètre mesurant la rigidité de la membrane) par microscopie à force 

atomique (Atomic Force Microscopy : AFM) montrent que le cholestérol peut augmenter la 

rigidité de la membrane composée de lipides insaturés comme EPC, DSPC ou DPPC  

(Henriksen et al., 2006 ; Liang et al., 2004 ; Needham & Nunn, 1990).  Par contre, la présence 

du cholestérol dans des membranes composées de lipides saturés aboutit à une diminution de 

leur rigidité (Takechi-Haraya et al., 2016). 

Il peut diminuer également la perméabilité aux molécules hydrophiles et celle de la bicouche 

aux ions et aux solutés ainsi que la liaison des liposomes aux protéines du sang comme 

l’albumine, la transferrine, les macroglobulines et les opsonines sériques… En outre, le 

cholestérol diminue l'incorporation d’autres molécules hydrophobes dans la bicouche de la 

membrane ; ceci soit par l’augmentation du caractère lipophile de la bicouche ce qui conduit à 

une concurrence entre les molécules hydrophobes et les molécules de cholestérol pour l'espace 

lipophile dans la bicouche lipidique (Fang et al., 2001), soit par la diminution de la flexibilité 

de la bicouche ce qui diminue la possibilité de l'intégration des molécules lipophiles dans la 

membrane lipidique (Mohammed et al., 2004). 
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éthanolique entre en contact avec la phase aqueuse. Enfin, l'éthanol et une partie de l'eau sont 

éliminés par évaporation rotative sous pression réduite (Jaafar-Maalej et al.,  2010) (Figure 27).  

Cette méthode présente plusieurs avantages par rapport à d’autres techniques : 

• Obtention de liposomes de petite taille avec une distribution étroite (Justo & Moraes, 

2005; Sonar et al., 2008). 

• Méthode simple, elle se base sur une seule étape (sans extrusion ou sonication). 

• Rapide, reproductible, simple, peu coûteuse.  

• Obtention de liposomes stables avec un taux d’encapsulation élevé surtout pour les 

molécules hydrophobes (Jaafar-Maalej et al., 2010). 

• Se distingue par des conditions de préparation douces sans utilisation de solvants 

dangereux ni d’étapes mécaniques qui peuvent endommager les lipides ainsi que les 

substances encapsulées (Wagner et al., 2002). 

• Production à grande échelle. 

Le diamètre des liposomes obtenus dépend de la vitesse d’injection, de la vitesse d’agitation et 

de la concentration de phospholipides dissoute dans l’éthanol. Par exemple, plus la 

concentration des lipides dans la phase organique augmente plus la taille des liposomes 

augmente (Jaafar-Maalej et al., 2010; Kremer et al., 1977). En plus, la taille des vésicules 

décroît avec l'augmentation de la vitesse d'agitation de la phase aqueuse (Jaafar-Maalej et al., 

β010) et augmente avec l’augmentation du rapport volumique solvant/eau  (Maitani et al., 2001; 

Yang et al., 2012). En revanche, la vitesse d’injection de la solution organique (Jaafar-Maalej 

et al., 2010 ; Kremer et al., 1977 ; Song et al., 2011), la variation du pH du milieu (Maitani et 

al., 2001) et le contenu en cholestérol n’affectent pas la taille des liposomes (Jaafar-Maalej et 

al., 2010). L’EE est également affectée par plusieurs paramètres. Il a été démontré que 

l’efficacité d’encapsulation de la cytosine arabinoside, une substance hydrophile, augmente 

avec l’augmentation de la concentration des lipides dans la phase organique mais elle diminue 

avec l’augmentation du contenu en cholestérol et la diminution du rapport volumique 

solvant/eau (Jaafar-Maalej et al., 2010). L’EE de cette molécule varie entre 3 et 16 %. Par 

ailleurs, l’EE de la béclométhasone dipropionate, une molécule hydrophobe, est plus élevée 

(entre 87 et 100 %), diminue légèrement en présence du cholestérol, et augmente avec 

l’augmentation de la concentration des lipides (Jaafar-Maalej et al., 2010). Selon les conditions 

utilisées, des OLV ou des LUV peuvent être aussi produites par la méthode d’injection 

éthanolique.  
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dans l’UV-visible alors que la deuxième est intéressante pour les molécules qui ne possèdent 

pas de chromophore. La titration (méthode directe), la plus couramment utilisée, consiste à 

observer la variation du signal de l’une des espèces (dite molécule titrée, l’invité) sous 

l’addition d’une concentration graduelle de la seconde (dite molécule titrante ou la CD) (Landy 

et al., 2000). La méthode indirecte repose sur l’étude des variations spectrales d’une molécule 

tierce désignée sous le nom de compétiteur lors de l’ajout de la CD puis l’invité (Mohamed et 

al., 2009).  

II.3.5.2.2 Méthode de solubilité 

La méthode de solubilité est également connue sous le nom de méthode Higushi et Connors 

(1965). Elle consiste à mesurer la concentration maximale que le substrat peut atteindre en 

présence d’une solution aqueuse de CD. D’un point de vue expérimental, il s’agit de placer le 

substrat en excès dans des solutions à différentes concentrations de CDs, puis de filtrer le 

mélange après 24 h d’agitation et enfin de mesurer la quantité totale de substrat solubilisé.  Un 

diagramme de solubilité est ainsi réalisé en représentant sur un graphique la solubilité apparente 

du composé en fonction de la concentration totale en CD. Différents types de courbes 

caractérisant les interactions CD/invité peuvent être ainsi obtenus (Figure 34) :  

-Le diagramme de type A μ lorsque la concentration de l’invité augmente de manière continue 

sous l’augmentation de la concentration en CD (solubilité du complexe au moins équivalente à 

celle de la CD). On distingue plusieurs profils de type A : AL (le complexe est du 1er ordre et 

l’augmentation est parfaitement linéaire), AP (le complexe est d’ordre supérieur à 1, 

l’augmentation de la concentration de CD aboutit à un plus fort accroissement de la solubilité 

du fait de la formation simultanée de complexes de plus hautes stœchiométries), AN (rarement 

observé) (Loftsson et al., 2005).   

-Le diagramme de type B : obtenu lorsque le complexe présente une solubilité limitée, 

inférieure à celle de la CD. Le type Bs désigne les diagrammes de phase de solubilité où la 

solubilité du complexe est supérieure à celle de l’invité seul ; et le type BI, si le complexe formé 

est moins soluble que l’invité seul. 
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La présence de composés actifs sous forme de complexe d’inclusion dans la phase aqueuse des 

liposomes peut moduler la cinétique de libération in vitro de ces molécules. Dans la plupart des 

cas, les DCLs présentent une libération prolongée en comparaison avec les LCs. En effet, la 

molécule doit franchir plusieurs barrières (les CDs ensuite la bicouche lipidique) pour qu’elle 

diffuse hors des vésicules (Jain et al., 2007). La libération des molécules bioactives à partir des 

DCLs peut se réaliser de deux façons : i) les complexes d'inclusion CDs/molécule sont 

transportés du compartiment aqueux interne vers les bicouches lipidiques, puis libérés dans le 

milieu sous forme de complexe intact ; ii) il y a libération de l’agent actif libre dans la phase 

aqueuse, qui est en équilibre avec sa forme complexée (Figure 36) (Gharib et al., 2015). Vu 

que la bicouche lipidique a été démontrée imperméable à l’HP-β-CD, ainsi la libération du 

composé à partir des DCLs formés par le complexe HP-β-CD/invité se fait probablement selon 

la deuxième route (Joguparthi & Anderson, 2008). Par exemple, la libération du resvératrol, 

dans les LCs et les DCLs a été comparée. Les résultats ont montré que la vitesse de libération 

du resvératrol à partir des LCs (61,6 % à t =1h) était plus rapide que celle à partir des DCLs, 

formés du complexe d’inclusion HP- -CD/resvératrol (45,9 % à t=1h) (Soo et al., 2016). En 

revanche, Cavalcanti et al. (2011), et Fatouros et al. (2001), ont démontré que les LCs 

prolongent la libération du prédnisolone et de la β-lapachone par rapport aux DCLs. En outre, 

le profil de libération dépend également du type de CD inclue dans les DCLs. Ainsi, la vitesse 

de libération de la bétaméthasone à partir de types de DCLs augmente dans le sens suivant : 

HP-β-CD ≈ -CD < RAMEB < HP- -CD ≈ en absence de CD < CRYSMEB à une concentration 

en CD de 10 mM (Piel et al., 2006). Des résultats contradictoires montrent que les CDs : HP- -

CD, CRYSMEB (Gillet et al., 2009), HP-β-CD et β-CD (Chen et al., 2007) n'affectent pas 

significativement le taux de libération du PA. Le type de liposomes semble également influer 

le taux de libération des molécules. Par exemple, les LUV assurent une libération contrôlée du 

kétoprofène suivi par les MLV ensuite les SUV. Les dispersions liposomales LUV possèdent 

une densité et une viscosité élevées ce qui les rend les plus efficaces dans la rétention des 

composés. La libération rapide des SUV est attribuée à leur petite taille (Maestrelli et al., 2006).  

 
Figure 36 : Mécanisme de libération du PA des DCLs (Chen et al., 2014). 
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Tableau 6 : Comparaison de la vitesse de libération entre DCLs et d’autres formulations liposomiales. 

Molécules 

bioactive 

CDs Liposomes Vitesse de libération Références 

Type de CD 

Méthode de préparation 

du complexe 

Composition 

Méthode de préparation 

Structure 

Barbigérone 

HP-β-CD  

PPA 

SPC:Chol:MPEG2000–: 

DSPE:Vitamin E 

Injection éthanolique 

-La vitesse de libération de HP-β-CD/barbigerone est plus 

rapide (80 % à 1 h) que celle du DCL (35 % à 1 h) 

Qiu et al., 

2015 

Bétaméthasone 

HP- -CD; β-CD; 

CRYSMEB; DIMEB; 

RAMEB ; TRIMEB 

PPA 

SPC:Chol:SA 

HFL  

MLV 

-La vitesse de libération des DCLs augmente dans le sens 

: HP-β-CD ≈ -CD < RAMEB < HP- -CD ≈ en absence de 

CD < CRYSMEB à une concentration de CD de 10 mM 

-Une corrélation entre l'EE et la vitesse de libération de la 

bétaméthasone existe quelque soit le type et la 

concentration des CDs. 

Piel et al., 

2006 

HP- -CD; Crysmeb 

PPA 

PC ou DMPC ± désoxycholate 

de sodium 

HFL 

MLV 

-La libération de la bétaméthasone augmente avec la 

température (25 ˚C et 37 ˚C) 

-Pour les MLV classiques et déformables, le type de CD 

utilisé n'affecte pas le pourcentage de la bétaméthasone 

libéré  

-La libération de la bétaméthasone des MLV déformables 

(HP- -CD: 75 %; CRYSMEB: 70 %) est améliorée par 

Gillet et al., 

2009 
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rapport à des MLV non-déformables (HP- -CD: 60 %; 

CRYSMEB: 50 %) 

Célécoxib β -CD 

Pétrissage en phase 

solide 

SPC:Chol: huile neutre 

REV; HFL 

MVV; MLV 

-La vitesse de libération est plus rapide des MLV 

encapsulant la célécoxib (80 % à 48 h) que les MVV (80 

% à 120 h) 

Jain et al., 

2007 

Doxorubicine -CD 

Non déterminé 

DSPE-PEG (pégylé) 

Déshydratation-hydratation 

LUV  

-La vitesse de libération de la célécoxib est plus lente à 

partir de -CD/-PEG LUV que celle à partir de PEG LUV 

encapsulant la doxorubicine 

Hagiwara, 

et al., 2006 

Indométacine  β-CD, HP-β-CD 

Lyophilisation 

SPC:Chol 

HFL 

MLV 

-La vitesse de libération de l’indométacine est plus lente à 

partir de CD/indométacine-MLV comparé à celle de 

l’indométacine-MLV 

-Aucune différence significative de la vitesse de libération 

entre β-CD/indométacine-MLV et HP-β-CD/ 

indométacine-MLV 

Chen et al., 

2007 

Kétoprofène 

β-CD/HP-ß-CD 

Co-évaporation 

PC:Chol 

HFL  

MLV 

-Le kétoprofène se libère à travers la membrane artificielle 

dans l’ordre : kétoprofène-MLV> HP-β-CD/ kétoprofène -

MLV > β-CD/ kétoprofène-MLV 

Maestrelli et 

al., 2005 
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HP-β-CD 

Co-évaporation 

PC:Chol 

HFL ; REV ; extrusion 

MLV ; LUV ; SUV  

-La vitesse de libération du kétoprofène augmente dans le 

sens : HP-β-CD/kétoprofène-LUV < HP-β-CD/ 

kétoprofène -MLV < HP-β-CD/kétoprofène -SUV 

Maestrelli et 

al., 2006 

ß-lapachone HP-β-CD 

Lyophilisation 

SPC:Chol:SA 

HFL  

MLV 

-La vitesse de libération de la β-lapachone est plus lente à 

partir de β-lapachone-MLV comparé à celle de HP-β-CD/ 

ß-lapachone -MLV 

Cavalcanti 

et al., 2011 

Prédnisolone β-CD/HP-β-CD 

PPA 

PC:Chol 

Déshydratation-hydratation 

LUV  

-La vitesse de libération du prédnisolone augmente dans le 

sens : prédnisolone-LUV (9,4 %) < HP-β-CD/ 

prédnisolone-LUV (18,3 %) < β-CD/ prédnisolone-LUV 

(43 %) 

Fatouros et 

al., 2001 

Resvératrol  HP- -CD 

PPA 

DPPC : Chol 

HFL 

-La vitesse de libération du resvératrol à partir des LCs 

(61,6 % à t =1 h) était plus rapide que celle à partir des 

DCLs (45,9 % à t=1 h) 

Soo et al., 

2016 

 

*PPA : préparation en phase aqueuse, MPEG2000-: monométhoxy polyéthylène glycol 2000–distéaroyl phosphatidyl-éthanolamine;  SPC : 

phosphatidylcholine de soja, SA : stéarylamine ; PC : phosphatidylcholine ; HFL : hydratation du film lipidique ; Chol : cholestérol, REV : évaporation 

en phase inverse 
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encapsulé dans les DCLs, son élimination est retardée et le temps de demi-vie est prolongée 

dans l’organisme (Wang et al., 2011). 

II.5 Les différents systèmes d’encapsulation pour la quercétine 

Afin d’améliorer la stabilité, la solubilité ainsi que la biodisponibilité de la quercétine, divers 

systèmes d’encapsulation ont été développés. Dans le tableau ci-dessous (Tableau 7), nous 

présenterons les différents systèmes d’encapsulation utilisés pour incorporer la quercétine. À 

noter que l’encapsulation du nérolidol a été menée pour la première fois dans notre étude.
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Tableau 7 : Les systèmes d’encapsulation de la quercétine. 

Systèmes d’encapsulation Résultats obtenues Références 

Nano-émulsions (Huile/Eau) -Augmentation de la solubilité de 0,17-7,7 µg/mL dans l’eau jusqu’à 4,β mg/mL dans 

les particules 

-Augmentation de la biodisponibilité 

-Libération rapide de la quercétine 

- Faible stabilité dans les milieux gastriques 

Gao et al., 2009 

Takahashi et al., 

2007 

Nanoparticules lipidiques solides 

(SLN) 

-Augmentation de la biodisponibilité (5,71 fois) par rapport à la solution de quercétine 

encapsulée dans 4 % sodium carboxyméthylecellulose 

-Libération biphasique (phase rapide-libération prolongée jusqu’à β4 h)  

-Efficacité d’encapsulation élevée 

-Forte possibilité d’agrégation 

-Risque de recristallisation 

Müller et al., 1997 

Fathi et al., 2012 

Li et al., 2009 

Vecteurs lipidiques nanostructurés 

(NLC) 

-Les NLC encapsulant quercétine montrent une bonne stabilité thermique et un profil 

de libération prolongé 

-Augmentation de la solubilité de 1000 fois 

-Amélioration de l’activité anticancéreuse de la quercétine   

-Efficacité d’encapsulation élevée (κλ %) 

Sun et al., 2014 

Liu et al., 2014 

Nanoparticules 

polymères  

 À base de protéines 

(albumine) 

-Amélioration de la stabilité de la quercétine dans les milieux acides et basiques 

-Augmentation de la stabilité chimique de la quercétine (photostabilité et stabilité 

dans les conditions alcalines) 

Joye & 

McClements, 

2014 
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Patel et al., 2012 

À base de 

polysaccharides 

(chitosane) 

-Augmentation de l’efficacité d’encapsulation  

-Augmentation de la solubilité 

Ha et al., 2013 

Hazra et al., 2015 

Xing et al., 2007 

Synthétiques (PLGA) -Amélioration de la biodisponibilité de la quercétine 

-Libération contrôlée  

Kumar et al., 2015 

Inorganiques (Fe3O4) -Meilleure activité anticancéreuse  Sapino et al., 2015 

Complexes d’inclusion  -Amélioration de la solubilité et des propriétés antioxydantes de la quercétine 

-CD/Quer présente une meilleure activité anticancéreuse in vivo  

-Libération rapide 

Jullian et al., 2007 

Kale et al., 2006 

Micelles 

 

-Amélioration de la capacité de piégeage des radicaux libre  

-Capacité de solubilisation limitée 

Zhou & Wang, 

2015 

Liposomes -Efficacité d’encapsulation élevée 

-Libération biphasique (phase rapide-libération lente et prolongée) 

-Bonne stabilité de stockage 

-Faible stabilité dans les milieux acides 

-Coût élevé des produits de bases 

Jangde & Singh, 

2016 

Shaji and Iyer., 

2012 

Fathi et al., 2012 
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II.6 Conclusion 

À travers cette partie bibliographique, le développement des aliments fonctionnels en industrie 

alimentaire a été exploité. Les différents systèmes d’encapsulation qui permettent d’améliorer 

les propriétés physicochimiques de ces ingrédients ont été présentés. Nous nous sommes 

intéressés à trois systèmes dont deux à bases de lipides (LCs et DCLs) et un troisième à base de 

polysaccharide (CDs). L’utilisation des DCLs, un système regroupant les avantages offerts par 

les CDs et les LCs, semble prometteur pour l’encapsulation des molécules étudiées dans notre 

travail (le nérolidol et la quercétine).  

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objectifs et Stratégie de travail 

  



78 
 

Objectifs et stratégie de travail 

Objectifs 

 Au-delà des propriétés de base des aliments, un nouveau concept est apparu au début du 

20ème siècle : le concept de fonctionnalité. Il est défini comme étant la capacité des aliments à 

intervenir au niveau des fonctions de l’organisme et de moduler son activité. Des recherches 

scientifiques approfondies ont dévoilé la présence de molécules bioactives qui sont en grande 

partie responsables de cette fonctionnalité.  

 Dans notre étude, deux molécules ont été choisies : le sesquiterpène nérolidol et le 

flavonoïde quercétine. Le choix de ces molécules repose sur le fait qu’elles possèdent de 

nombreuses activités biologiques importantes (antioxydantes, antimicrobiennes, 

anticancéreuses et anti-inflammatoires) et qu’elles sont omniprésentes dans une variété 

d’aliments (gingembre, néroli, pomme, brocoli etc…). De plus, ces deux molécules sont 

reconnues comme GRAS et approuvées par la FDA. Par conséquent, elles peuvent être 

introduites dans les aliments comme alternatives aux préservatifs synthétiques. Néanmoins, leur 

application en industrie alimentaire est limitée à cause de leur faible solubilité aqueuse ainsi 

que leur susceptibilité à la dégradation chimique et physique. La nanoencapsulation a été 

développée à petite échelle et puis transmise au niveau industriel dans le but de solubiliser, 

protéger et assurer une libération contrôlée des produits alimentaires. Plus précisément, diverses 

études ont montré la capacité des liposomes et des CDs à améliorer les propriétés 

physicochimiques de principes actifs et d’arômes.   

 Le but de notre travail était de trouver un système d’encapsulation approprié (CDs, LCs 

ou DCLs) pour le nérolidol et la quercétine et par la suite d’étudier l’effet de l’encapsulation 

sur ses propriétés physicochimiques et biologiques. 

 Tout d’abord, nous avons évalué les différents complexes d’inclusion CDs/Ner. 

Ensuite, la quercétine, molécule bien caractérisée dans la littérature, a été encapsulée dans des 

liposomes composés de plusieurs types de phospholipides afin de trouver le meilleur 

phospholipide répondant aux caractéristiques des liposomes visés : une taille de l’ordre d’une 

centaine de nanomètre, une distribution de taille homogène, une efficacité d’encapsulation 

élevée et une bonne stabilité. 

 Nous avons également préparé un système mixte d’encapsulation basé sur des liposomes 

encapsulant des complexes d’inclusion des composés actifs et ceci dans le but d’améliorer les 

caractéristiques des liposomes obtenus par la méthode conventionnelle. 
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Stratégie de travail 

 L’étude des phénomènes d’inclusion entre les différentes CDs, le nérolidol et la 

quercétine, la préparation et la caractérisation des formulations liposomiales (LCs et DCLs) 

ainsi que l’étude de l’effet de l’encapsulation sur les propriétés physicochimiques et biologiques 

de ces deux composés ont été menées dans notre étude. Un schéma récapitulatif montrant la 

stratégie expérimentale adoptée dans notre travail est présenté ci-dessous. 

 

Schéma I : Méthodologie suivie pour l’étude des phénomènes d’inclusion du nérolidol et de la 

quercétine dans différents types de CDs (α-CD, β-CD, -CD, HP-β-CD, CRYSMEB, RAMEB, 

SBE-β-CD). Les complexes d’inclusion ont été préparés et caractérisés en solution et à l’état 

solide.  
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Schéma II : Méthodologie suivie pour l’optimisation, la préparation et la caractérisation des 

formulations liposomiales encapsulant le nérolidol et la quercétine. 

 

Schéma III: Méthodologie suivie pour évaluer l’effet de l’encapsulation sur les propriétés 

physicochimiques des composés actifs. 
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Préparation et caractérisation des complexes d’inclusion CD/invité en solution et à l’état 
solide  

 Des CDs natives (α-CD, β-CD, -CD) et des dérivés de β-CD (HP-β-CD, RAMEB, 

CRYSMEB et SBE-β-CD ou Captisol®) ont été choisis pour préparer et étudier les complexes 

d’inclusions CD/invité (nérolidol ou quercétine). Les différents types de CDs ont été utilisés 

afin de comparer le comportement du nérolidol et de la quercétine en solution ou à l’état solide 

en présence de CDs natives et de CDs modifiées (présentant une meilleure solubilité).  

 L’affinité entre les CDs et les composés actifs a été étudiée en solution par spectroscopie 

UV-visible (méthode directe et méthode de compétition avec l’orange de méthyle) ainsi que 

par phase de solubilité (Higuchi & Connors, 1965; Landy et al., 2000). Les complexes 

d’inclusion ont été caractérisés sur le plan stabilité et sur le plan structurel.  

 Sur le plan stabilité, les Kf, la stœchiométrie des complexes ainsi que l’effet de 

l’encapsulation sur la solubilité de ces deux molécules ont été ainsi déterminées.  

 De plus, la caractérisation structurale des complexes d’inclusion CD/Ner a été menée 

par spectroscopie RMN. En effet, l’interaction du nérolidol avec la cavité de la β-CD peut être 

confirmée tout en observant les variations de plusieurs types de signaux plus particulièrement 

les déplacements chimiques (δ) à partir de la 1H RMN. Les variations du déplacement chimique 

traduisent une modification de l’environnement chimique des noyaux étudiés, et donc il est 

possible de suivre les réponses spectrales des protons situés dans la cavité de la CD (H3, H5 et 

H6) ou des protons de la molécule invitée (Schneider et al., 1998). Une étude théorique de 

modélisation moléculaire a été également menée pour simuler la géométrie et la structure des 

complexes d’inclusion et conforter les résultats expérimentaux.  

 L’application de complexes d’inclusion CD/molécules bioactives, sous forme liquide, 

en industrie pharmaceutique ou alimentaire est soumise à de très fortes contraintes (stabilité, 

libération rapide, etc). Par conséquent, des formulations sous forme de poudre peuvent être 

développées afin d’augmenter leur durée de vie (Bilia et al., 2014; Desai & Park, 2005). La HP-

β-CD est largement utilisée en industrie agroalimentaire vu qu’elle est hautement hydrosoluble 

(>500 mg/mL) et approuvée par la FDA. Des formulations d’HP-β-CD (à différentes 

concentrations en CDs) encapsulant le nérolidol ont été préparées et leurs teneurs et efficacités 

d’encapsulation ont été ainsi déterminées.  

Préparation et caractérisation des LCs et des DCLs : 

 En raison de leur structure et leur composition, les liposomes ont été largement utilisés 

comme modèle membranaire. Vue leur biocompatibilité, leur biodégradabilité ainsi que leur 
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sécurité d’emploi, l’application des liposomes est actuellement très variée en industrie 

pharmaceutique, cosmétique et alimentaire. En industrie alimentaire, les liposomes sont utilisés 

pour encapsuler des protéines, des enzymes, des vitamines, des antioxydants ainsi que des 

arômes (Mozafari et al., 2006, 2008, Taylor et al., 2005); L’avantage de ce système par rapport 

à d’autres systèmes réside dans la stabilité accrue qu’il confère dans les produits alimentaires 

présentant une activité importante de l’eau (boissons et laits…) (Mozafari et al., 2008; Mozafari 

et al., 2008). 

 Trois types de phospholipides ont été choisis dans notre étude dont deux insaturés 

(Lipoid E80 et Lipoid S100) et un saturé (Phospholipon 90H).  Le Lipoid E80 est un 

phospholipide provenant du jaune d’œuf alors que le Lipoid S100 et le Phospholipon λ0H 

proviennent du soja.  Ces phospholipides sont naturels, peu coûteux comparés aux 

phospholipides synthétiques et contiennent en majorité de la phosphatidylcholine qui est un 

constituant majeur de la membrane biologique. Nous nous sommes intéressées à comparer les 

caractéristiques des liposomes obtenus par ces trois types de phospholipides libres et 

encapsulant la quercétine afin d’élaborer la formulation liposomiale adéquate pour 

l’encapsulation du nérolidol. En premier lieu, les LCs sont préparés par la méthode d’injection 

éthanolique. Nous avons choisi cette méthode vue qu’elle est simple, rapide, reproductible, peu 

coûteuse et transposable à grande échelle (Jaafar-Maalej et al., 2010). En plus, les méthodes 

courantes de préparation des liposomes, notamment l’hydratation du film lipidique et 

l’évaporation en phase inverse, nécessitent des traitements mécaniques tels que la sonication, 

l’extrusion et l’utilisation de solvants toxiques (chloroforme, diéthyleéther ou 

isorpropyleéther).  

 La caractérisation des structures liposomiales a été ensuite menée par des analyses de la 

rigidité membranaire par AFM de liposomes blancs, par la mesure de la taille de toutes les 

formulations liposomiales par granulométrie laser ainsi que par la détermination de l’efficacité 

d’encapsulation et du rendement par CLHP de ces différents liposomes vis-à-vis de la 

quercétine. L’AFM est un microscope d’imagerie, développé en 1λκ6 par Binnig, Quate et 

Gerber, permettant de visualiser la topographie 3D de la surface d'un échantillon physique ou 

biologique, de l’ordre du nanomètre, se trouvant dans son environnement naturel avec une 

résolution élevée. L’AFM s’avère actuellement une technique puissante pour étudier les 

propriétés mécaniques (rigidité, élasticité, viscosité, viscoélasticité, adhésion) de diverses 

structures biologiques (Carvalho & Santos, 2012).  

 Le meilleur type de phospholipide (Lipoid E80) a été ultérieurement utilisé pour 

produire des LCs encapsulant le nérolidol. Comme les complexes d’inclusion sont instables 
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dans un milieu aqueux (Chen et al., 2014) et que les molécules hydrophobes peuvent être 

rapidement libérées à partir des bicouches lipidiques après administration in vivo (Maestrelli et 

al.,2005; Takino et al., 1994), l’encapsulation dans les DCLs permet de contourner les 

problèmes associés à chaque système et de combiner leurs avantages. Les DCLs augmentent 

davantage la stabilité et l'efficacité d'encapsulation  des molécules que la simple incorporation 

dans les liposomes par la méthode dite conventionnelle (Chen et al., 2014). Les DCLs ont été 

ainsi formés et caractérisés à partir des complexes d’inclusion SBE-β-CD/Quer et HP-β-

CD/Ner.  

 L’effet de l’encapsulation sur les caractéristiques physicochimiques et biologiques du 

nérolidol et de la quercétine a été finalement évalué : i) la taille des liposomes par granulométrie 

laser ; ii) l’efficacité d’encapsulation et le rendement par la méthode de CLHP optimisée ; iii) 

la libération du nérolidol à travers les CLs et DCLs ; iv) la photostabilité des deux molécules 

au cours du temps ; v) la capacité des formulations liposomiales à retenir le nérolidol après un 

an de stockage à 4 °C ; vi) la stabilité de la quercétine dans les milieux gastrique et intestinale ; 

vii) l’activité antioxydante du nérolidol et de la quercétine en absence et en présence des 

différentes CDs suivie par spectrophotométrie suite au piégeage du radical libre DPPH•. Cette 

méthode est simple et rapide et elle est recommandée pour les composés ayant des groupements 

hydroxyles. Elle s’effectue à température ambiante, ce qui permet d’éliminer tout risque de 

dégradation thermique des molécules thermolabiles (Popovici et al., 2010).  

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Partie 2 : Eperimentale 
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Partie 2. Experimentale 
Chapitre III. Matériels et Méthodes 

III. Matériels et Méthodes 

III.1 Produits chimiques 

 Nérolidol (98 %, mélange des isomères cis (40 %) et trans (60 %)), le trans-nérolidol 

(≥κ5 %), Quercitine (≥λ5 %, standard analytique), le thymol (>99 %), l’anéthole (99 %) et le 

cholestérol (>95 %) sont fournis par Sigma-Aldrich, France. L’HE de Cabreuva (Myrocarpus 

fastigiatus) (64,54 % de trans-nérolidol) est fournie par Herbes et Traditions (Comines, 

France). L’orange de méthyle (MO) est fourni par Acros Organics (Massachusetts, Etats-Unis). 

α-CD, β-CD, HP-β-CD (DS = 5,6) et RAMEB (DS = 12,6) sont fournies par Wacker-Chemie 

(Lyon, France). La CRYSMEB (DS = 4,9) provient de Roquette Frères (Lestrem, France). La 

SBE-β-CD (DS = 6,5) est fournie par Ligand Pharmaceuticals Incorporated (La Jolla, Etats-

Unis). La pepsine, la pancréatine (d’origine porcine), l’acide taurocholique, le phosphate de 

potassium (KH2PO4), NaCl, HCl et NaOH sont fournis de Sigma Aldrich. Les trois 

phospholipides sont fournis par Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Allemagne) : Lipoid E80 

(composé de 80-85 % phosphatidylcholine de jaune d’œuf, 7-9.5 % phosphatidyléthanolamine, 

2 % eau, 0.2 % éthanol), Lipoid S100 (phospholipide non hydrogéné composé de 94 % 

phosphatidylcholine de soja, 3 % lysophosphatidylcholine, 0,5 % N-acyl-

phosphatidyléthanolamine, 0,1 % phosphatidyléthanolamine, 0,1 % phosphatidylinositol, 2 % 

eau et 0,2 % éthanol) et Phospholipon 90H (phospholipide hydrogéné composé de 90 % 

phosphatidylcholine de soja, 4 % lysophosphatidylcholine, 2 % triglycérides, 2 % eau, 0,5 % 

éthanol et 1% iode). Les membranes de dialyse (MWCO : 0,5-1 kDa et 8-12 kDa) sont fournies 

par Spectrum Lab (Breda, Hollande). Méthanol (HPLC-grade) est fourni par Sigma Aldrich 

(France). L'eau est purifiée par un système Milli-Q obtenue à partir d'un système de synergie 

Millipore (Millipore, Billerica, Massachusetts, USA). 

 

III.2 Etude du phénomène d’inclusion  
 Dans cette partie, l’interaction entre les différentes CDs et les deux composés actifs a 

été évaluée afin de mettre en évidence la formation de complexes d’inclusion CD/Ner et 

CD/Quer. Ces études de caractérisation étaient indispensables afin d’optimiser le choix des 

systèmes CD/invité pour le développement des DCLs. Dans un premier temps, nous avons 
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puis filtrés à l’aide d’un filtre à membrane en acétate de cellulose de 0,45 µm, pour retenir tout 

excès d’invité insoluble.  

 La concentration du nérolidol en absence et en présence de CD a été déterminée par 

CLHP (décrite dans le chapitre III, paragraphe III.4). La quantité de la quercétine dans les 

filtrats a été déterminée par spectroscopie UV-visible.  Pour se faire, une gamme d’étalon a été 

préparée dans l’éthanol à partir d’une solution mère de 100 μg/mL pour obtenir des solutions 

filles de concentrations entre 1 et 10 μg/mL. La longueur d’onde maximale de la quercétine 

utilisée dans l’analyse est de 370 nm.  

 Les profils des diagrammes de solubilité sont obtenus en traçant la solubilité apparente 

du nérolidol ou de la quercétine en fonction de la concentration totale en CD. Le calcul de Kf 

et de CE se fait notamment à partir des courbes de type AL où le diagramme de solubilité est 

linéaire (Voir chapitre II, paragraphe II.3.5.2.2,). Comme les concentrations mesurées sont au 

moins égales à la solubilité de l’espèce invitée seule, la complexation se traduit généralement 

par une variation de signal plus intense que dans le cas des méthodes directes telles que la 

titration.  

III.2.1.1.2 Mesure par carbone organique total (TOC) 

 Dans le but d’étudier la capacité de solubilisation de la CD vis-à-vis de l’HE de 

Cabreuva (contenant majoritairement du trans-nérolidol), une nouvelle méthode, récemment 

développée dans notre équipe a été utilisée (Miriana et al., 2016). Cette méthode utilise la 

mesure de carbone organique total (Total Organic Carbon, TOC) qui est basée sur l’oxydation 

complète des composés organiques (la CD, l’invité ou le complexe CD/I) en CO2. Le CO2 ainsi 

libéré est détecté à l'aide d'un détecteur infrarouge non dispersif (NDIR) à partir d’un analyseur 

Shimadzu TOC-VCSH (Etats-Unis).  

 De point du vue pratique, la phase de solubilité est réalisée en mélangeant l’huile de 

Cabreuva en excès avec différentes solutions de HP-β-CD (0; 1,25; 2,5; 5; 7,5 et 10 mM). 

Ensuite, les mélanges sont soumis à une agitation continue de 120 rpm pour 2 h puis sont filtrés 

à l’aide d’un filtre à membrane en acétate de cellulose de 0,45 µm. Des solutions de HP-β-CD 

seule ont été aussi préparées aux mêmes concentrations utilisées pour la phase de solubilité 

dans l’eau. 

1 mL de chaque filtrat ou de solution de CD seule a été ajouté à 14 mL d’eau distillée et analysé 

par TOC afin de déterminer la valeur de TOCT et TOCCD, respectivement.  

La quantité de l’HE dans le filtrat (TOCHE) est ainsi calculée suivant l’équation :  

TOCHE = TOCT − TOCCD (Eq.5) 
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avec TOCT et TOCCD correspondent aux valeurs de TOC mesurées pour le filtrat et la solution 

de CD ne contenant pas d’invité, respectivement. La solubilité d’HE est ensuite déduite d’une 

concentration connue d’HE (déterminée par l’analyseur). Les résultats ainsi obtenus sont 

exprimés en concentration massique de l’HE (g.L-1). 

III.2.1.1.3 Spectroscopie UV-visible 

 La spectroscopie UV-visible est adaptée afin de caractériser les complexes d’inclusion 

CD/invité. Une méthode de titration est alors réalisée pour calculer les Kf. Il existe deux 

méthodes de titration μ l’une directe appliquée aux molécules ayant un chromophore et l’autre 

indirecte ou de compétition pour les molécules ne présentant pas de spectre d’absorption dans 

l’UV-visible. Dans notre étude, les Kf pour CD/Quer et CD/Ner sont déterminées par la 

méthode directe et la méthode de compétition, respectivement.  

Principe de la méthode directe de titration 

 La titration directe consiste à observer les variations spectrales d’une espèce 

(quercétine), à une concentration fixe, en ajoutant une concentration graduelle d’un autre 

composé (CDs). Plus ces variations sont importantes, meilleure est l’interaction entre ces deux 

molécules et donc plus la Kf sera élevée. Les spectres d’absorption de la quercétine sont 

uniquement enregistrés vu que la CD ne présente pas de spectres d’absorption dans la zone de 

mesure choisie. Les propriétés spectrales de la quercétine seront modifiées suite à 

l’incorporation de cette dernière dans la cavité de la CD. Cette différence spectrale permet de 

calculer les Kf CD/Quer via  un calcul numérique (Landy et al., 2000).  

 La stœchiométrie, étant supposée correspondre au modèle 1-1, la concentration du 

complexe est calculée comme suit : [CD]
[I]⁄ = - 1

β
 √[ 1

Kf
+[CD]T+ [I]T 

β
-4 [CD]T [I]T +  1

β
 ( 1

Kf
+[CD]T+[I]T) (Eq.6) 

avec T total.  

Pour une certaine valeur de Kf, la [CD/I] est connue ce qui nous permet de déterminer les 

caractéristiques spectrales du complexe, telles que CD/G.   

En présence de la CD, l’absorbance de la solution varie selon le coefficient d’absorption molaire 

de l’invité ( invité) et du complexe ( CD/I) ainsi que de leurs concentrations à l’équilibre :  

A= AI + ACD/I= l.(ϵI .[I]+ ϵCD I⁄  .[CD/I]   Eq.  
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avec A l’absorbance, l la largeur de la cuve (cm), [I] et [CD/I] les concentrations de l’invité et 

du complexe (mol.L-1), respectivement et  le coefficient d’absorptivité moléculaire (L.mol-

1.cm-1) à la longueur d’onde  à laquelle la mesure a été réalisée (500-310 nm).  

 L’absorbance de la solution varie selon le coefficient d’absorption molaire de l’invité 

( I). Si le coefficient d’absorption molaire de l’invité est supérieur à celui du complexe ϵI  > 

ϵCD I⁄  , l’absorption de la solution comprenant les deux espèces CDs et invité sera plus forte que 

celle de l’invité seul. Alors qu’elle sera plus faible s’il lui est inférieur. Les calculs sont traités 

sur Excel à l’aide d’un algorithme adéquat (Newton–Raphson) développé par Landy et al. 

(2000).  

 Dans notre travail, nous avons utilisé la méthode directe pour déterminer la 

stœchiométrie des complexes d’inclusion SBE-β-CD/Quer. La molécule titrée (quercétine) est 

maintenue à une concentration fixe de 0,1 mM alors que la CD (molécule titrante) est ajoutée à 

des concentrations variées (0,1 ; 0,25 ; 0,5 ; 0,75 et 1 mM).  Le mélange est mis à l’équilibre 

pour 1 h à 25 °C. L’évolution de l’absorbance de la quercétine est suivie à 25 °C avec un 

spectromètre Perkin Elmer Lambda 2S entre 310 et 500 nm. La dérivée de l’aire sous la courbe 

a été calculée dans la zone ente 380 et 370 nm, où les spectres ne se chevauchent pas. À l’aide 

d’un traitement numérique utilisé si les complexes possèdent une stœchiométrie 1μ1, la Kf  est 

alors obtenue (Landy et al., 2000).   

Principe de la méthode de compétition 

 L’étude du phénomène d’inclusion entre une molécule hôte et une molécule invitée peut 

être réalisée par la méthode de compétition (Landy et al., 2000). Elle consiste à suivre 

l’absorbance d’une molécule compétitrice (Co) en présence de différentes concentrations de 

CDs et puis avec l’ajout de l’invité. L’application de cette méthode conduit à l’obtention des 

stabilités entre les CDs et les invités sous forme de Kf.  

 Tout d’abord, le complexe d’inclusion CD/Co est caractérisé par la méthode de titration 

directe en variant la concentration de CD. Ensuite, une certaine quantité de la molécule invitée 

est ajoutée à une solution contenant la CD et le Co. L’addition de la CD aboutit à une diminution 

de l’absorbance du Co vu qu’il y a eu formation de complexe d’inclusion CD/Co. Par la suite, 

l’ajout de l’invité à la solution de CD/Co conduit par effet de compétition à l’expulsion de la 

molécule de Co vers l’extérieur de la cavité de la CD et donc son remplacement par la molécule 

invitée (Figure 37). Ceci résulte d’une diminution de la quantité de CD disponible pour le Co 

et donc à l’augmentation de son absorbance.  
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Figure 37 : Principe de la méthode de compétition.  

 Le compétiteur le plus couramment utilisé en UV-visible, pour caractériser les 

complexes d’inclusion CD/I, est l’indicateur MO puisqu’il présente une forte différence entre 

l’absorptivité de sa forme libre et de sa forme complexée (Decock et al, 2006 ; Landy et al, 

2000). L’absorbance de la solution MO+CD+I obtenue sera d’autant plus élevée et plus proche 

de la courbe de MO que la quantité de substrat introduite sera élevée et que l’affinité CD/I sera 

forte.  

 Dans notre cas, nous avons observé les variations spectrales successives du MO sous 

l’addition de différents types de CDs (α-CD, β-CD et HP-β-CD) puis du nérolidol. Dans une 

solution aqueuse de MO à 0,1 mM, les solutions mères de CDs sont préparées à des 

concentrations finales de 0,5 mM pour la β-CD et de 0,β mM pour l’α- CD et l’HP-β-CD. Des 

solutions diluées de β-CD +MO sont ensuite préparées pour obtenir des solutions de 0,5 ; 0,25 

et 0,1 mM. Les solutions diluées d’α-CD et d’HP-β-CD sont obtenues à des concentrations de 

0,2 ; 0,1 et 0,05 mM. Le nérolidol est ajouté à une concentration de 0,1 mM dans un volume 

approprié de la solution de (MO + CD). Les solutions obtenues sont mises à l’équilibre à β5 °C. 

L’enregistrement des spectres est réalisé avec un spectromètre Perkin Elmer Lambda βS entre 

520 et 530 nm, ce qui correspond à la zone optimale où le MO présente une différence 

d’absorption significative entre la forme libre et complexée, à 25 °C.  

 Pour calculer les Kf des complexes d’inclusion CD/Ner, la procédure suivie est décrite 

ci-dessous : 

La Kf du complexe d’inclusion CD/MO est déterminée par la méthode de titration directe en 

suivant l’absorbance du MO suite à l’addition des solutions de CD. L’absorbance mesurée est 

définie par l’équation (Eq.7). Cette relation permet de calculer la concentration de [CD/MO] et 

par la suite la Kf du complexe d’inclusion CD/MO.  
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La connaissance de cette Kf et l’enregistrement préalable des spectres des solutions MO, 

MO+CD et MO+CD+I permettent alors la détermination de la Kf des complexes CD/I. Cette 

dernière est obtenue par la combinaison de deux algorithmes.  

Le premier algorithme permet de calculer les concentrations de chacune des espèces à 

l’équilibre à partir d’une valeur postulée de Kf du complexe CD/I. Le deuxième consiste à 

calculer l’absorbance théorique à partir des concentrations précédemment estimées. 

L’algorithme répète cette procédure en faisant varier la valeur de Kf jusqu’à ce que l’absorbance 

théorique corresponde à l’absorbance expérimentale. 

Etape 1 : l’algorithme postule une valeur de Kf pour le complexe CD/Ner 

Etape 2 : la concentration [CD/MO]1 est calculée à partir de l’équation (Eq.6) avec [CD]D = 

[CD]T 

Etape γ μ l’algorithme calcule la concentration [CD/I]1 à partir de l’équation (Eq.6) en 

considérant que [CD]D= [CD]T - [CD/MO]1  

Etape 4 μ l’algorithme calcule la concentration [CD/MO]n+1 à partir de l’équation (Eq.6) en 

considérant que [CD]D = [CD]T - [CD/I]1 

Etape 5 μ l’algorithme lance une comparaison des deux concentrations successives [CD/MO]1 

et [CD/MO]2 

Si [CD/MO]2 ≠ [CD/MO]1 ⇒ [CD/MO]1 prend la valeur de [CD/MO]2 ⇒ la procédure 

retourne à l’étape γ. 

Si [CD/MO]2 = [CD/MO]1 ⇒ respect de la coexistence des deux équilibres ⇒ la procédure 

passe à l’étape 6. 

Etape 6 μ l’algorithme calcule l’absorbance théorique de la solution CD+MO+I à partir de la 

relation (3) sur la base des concentrations obtenues à l’étape 5. 

Etape 7 μ l’algorithme compare des absorbances théoriques et observées μ 

Si Abs théorique ≠ Abs observée ⇒ la valeur postulée pour la valeur de Kf du complexe CD/I 

n’est pas valable donc une nouvelle valeur est postulée pour la Kf du complexe CD/I et la 

procédure reprend à l’étape 1. Si Abs théorique = Abs observée ⇒ La Kf est égale à la valeur 

postulée. 

Cette méthodologie développée mène à la détermination de valeurs précises et fiables des Kf. 

En effet, les constantes calculées sont de vraies constantes de stabilité et non pas des constantes 

apparentes (Landy et al., 2000). 
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énergies de la MM, en appliquant les lois de la mécanique classique. Elle permet de simuler 

l'évolution des systèmes dans le temps (Lesyng & McCammon, 1993). 

Ces méthodes sont souvent utilisées pour déterminer la géométrie et l’énergie d’interaction des 

complexes d’inclusion. Précisément, par MM, l’approche employée consiste à étudier le 

comportement des invités durant la complexation en utilisant le système des coordonnées XYZ 

(Eid et al., 2011; Shi & Ye, 2010). 

 Dans notre cas, nous avons mené des recherches conformationnelles sur le complexe 

d’inclusion β-CD/Ner par la méthode de Monte Carlo associée à la MM. La méthode de Monte 

Carlo consiste à échantillonner de façon aléatoire et plus exhaustive la surface de potentiel 

définie par le complexe étudié en effectuant des translations et des rotations aléatoires de la 

molécule invitée selon les trois axes de coordonnées XYZ (Alcaro et al., 2003, 2004 ; Kim et 

al., 2002). Avant la simulation du complexe, l’invité est optimisé afin d’obtenir la conformation 

la plus stable de la molécule. Ensuite, la structure de la β-CD est fixée avec les sept oxygènes 

glycosidiques dans le plan XY et l’axe Z qui passe par le centre de la β-CD. La conformation 

la plus stable de l’invité est par la suite placée sur l’axe Z, à une certaine distance de la molécule 

hôte, et peut être orientée soit vers la partie positive de l’axe des Z soit vers la partie négative. 

En effet, l’orientation de l’invité dépend du groupement fonctionnel qui pénètre dans la β-CD. 

Enfin, l’invité est déplacé le long de l’axe Z, vers l’intérieur de la cavité de la β-CD pour trouver 

des conformations de plus en plus stables.  

 Le logiciel Schrödinger est utilisé dans notre étude avec l’interface graphique Maestro 

9.7 et le module de MM Macromodel afin d’obtenir les conformations les plus stables dans 

lesquelles le nérolidol peut se trouver dans la cavité de la β-CD. Ce logiciel permet de supprimer 

les conformations dupliquées, de minimiser l’énergie d’une structure ou d’une série de 

structures, de réaliser des recherches conformationnelles et des simulations de DM ainsi que 

d’effectuer un traitement implicite de la solvatation (Kimura et al., 2007 ; Lino et al., 2002 ; 

Pinto et al., 2004). La recherche se fait dans des conditions bien précises et fixées au départ : 

température constante, milieu gazeux ou en présence de solvant. 

Durant les simulations, la structure de la β-CD est maintenue figée avec l’option Freeze Atoms, 

du menu Substructure. En effet, on a choisi de fixer la structure de la CD puisque qu’on vise à 

interpréter la capacité d’inclusion et non pas son comportement interne. En plus, le temps 

nécessaire pour une simulation avec la β-CD libre est très important étant donné le grand 

nombre de degrés de liberté de cette structure. L’optimisation d’une CD non maintenue rigide 

conduirait à des minima locaux et non au minimum global, ce qui rend impossible la 
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6) les liposomes Lipoid E80:Chol:SBE-β-CD/Quer de rapport molaire 100:98:190:38, 

composés de Lipoid E80 (40 mg/mL) et de cholestérol (20 mg/mL) encapsulant le complexe 

d’inclusion SBE-β-CD/Quer (à un rapport molaire 5:1) ajoutés à la phase aqueuse. 
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Tableau 8 : Présentation des formulations liposomiales encapsulant la quercétine.  

Formulations 
Phase aqueuse Phase organique 

Rapport molaire Lipide/Chol/CD/Quer 
Compositions et concentrations  Compositions et concentrations 

Liposomes témoins 
 

Eau ultrapure 
 

Lipoid E80 (40 mg/mL) et cholestérol (20 
mg/mL) 

100: 98:0:0 

Lipoid S100 (10 mg/mL) et cholestérol (5 
mg/mL) 

100:117:0:0 

Phospholipon 90H (10 mg/mL) et cholestérol (5 
mg/mL) 

100:98:0:0 

LCs 
Eau ultrapure 

 

Lipoid E80 (40 mg/mL), cholestérol (20 mg/mL) 

et quercétine (3,02 mg/mL) 
100:98:0:20 

Lipoid S100 (10 mg/mL), cholestérol (5 mg/mL) 

et quercétine (0,66 mg/mL) 
100:117:0:20 

Phospholipon 90H (10 mg/mL), cholestérol (5 

mg/mL) et quercétine (0,79 mg/mL) 
100:98:0:20 

DCLs SBE-β-CD (50 mM) /Quer (10 mM) 
Lipoid E80 (40 mg/mL) et cholestérol (20 

mg/mL) 
100:98:190:38 
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III.3.1.4.2  Liposomes encapsulant le nérolidol 

 Les formulations liposomiales encapsulant le nérolidol ont été préparées à partir du 

phospholipide Lipoid E80 (50 mg/ml) à différents rapports molaires Lipoid E80:Ner. Le 

nérolidol a été dissous dans la phase organique. Les complexes d’inclusion HP-β-CD/Ner ont 

été ajoutés à la phase aqueuse pour la formation des DCLs. 

 Les formulations liposomiales sont :  

1) liposomes témoins préparés en absence du nérolidol 

2) LCs encapsulant nérolidol où les rapports molaires Lipoid E80:Ner sont de 

100:1 ; 100:2,5 ; 100:5 et 100:10.  

2) les liposomes Lipoid E80:HP-β-CD de rapport molaire 100:30. La concentration massique 

dans la phase organique du Lipoid E80 est de 50 mg/mL et celle de HP-β-CD libres est de 10 

mM dans la phase aqueuse. 

 Les DCLs préparés à partir de différents rapports molaires CD/Ner sont :   

3) les liposomes Lipoid E80:HP-β-CD/Ner de rapport molaire 100:30:30. La concentration 

massique dans la phase organique du Lipoid E80 est de 50 mg/mL. Dans la phase aqueuse, le 

complexe HP-β-CD/Ner est préparé à un rapport molaire égal à 1:1.  

4) les liposomes Lipoid E80:HP-β-CD/Ner de rapport molaire 100:75:30. La concentration 

massique dans la phase organique du Lipoid E80 est de 50 mg/mL. Dans la phase aqueuse, le 

complexe HP-β-CD/Ner est préparé à un rapport molaire égal à 2,5:1.   

5) les liposomes Lipoid E80:HP-β-CD/Ner de rapport molaire 100:150:30. La concentration 

massique dans la phase organique du Lipoid E80 est de 50 mg/mL. Dans la phase aqueuse, le 

complexe HP-β-CD/Ner est préparé à un rapport molaire égal à 5:1.   

6) les liposomes Lipoid E80:HP-β-CD/Ner de rapport molaire 100:303:30. La concentration 

massique dans la phase organique du Lipoid E80 est de 50 mg/mL. Dans la phase aqueuse, le 

complexe HP-β-CD/Ner est préparé à un rapport molaire égal à 10:1.   
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Tableau 9 : Présentation des formulations encapsulant le nérolidol. 

Formulations 
Phase aqueuse Phase organique 

Rapport molaire Lipide/CD/Ner 
Compositions et concentrations Compositions et concentrations 

Liposomes témoins 

 

Eau ultrapure 

Lipoid E80 (50 mg/mL) 100 

LCs 

Lipoid E80 (50 mg/mL) et nérolidol (0,15 
mg/mL) 

100:0:1 

Lipoid E80 (50 mg/mL) et nérolidol (0,38 
mg/mL) 

100:0:2,5 

Lipoid E80 (50 mg/mL) et nérolidol (0,75 
mg/mL) 

100:0:5 

Lipoid E80 (50 mg/mL) et nérolidol (1,5 
mg/mL) 

100:0:10 

DCLs 

HP-β-CD (10 mM) 

Nérolidol (10 mM) Lipoid E80 (50 mg/mL) 

100:30:30 

HP-β-CD (25 mM) 100:75:30 

HP-β-CD (50 mM) 100:150:30 

HP-β-CD (100 mM) 100:303:30 
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lumière. Les mélanges sont mis en agitation à β5 °C et à l’obscurité pendant 48 h pour le 

Nérolidol et pendant 2 h pour la quercétine. L’absorbance est ensuite enregistrée à 517 nm en 

utilisant un spectrophotomètre UV-visible (Perkin Elmer Lambda 2S, Allemagne). L’activité 

antioxydante (AA%) est calculée selon la relation suivante : 

AA % = (1-
AbsS

Abs0
) ×100 Eq.  

Avec AbsS et Abs0 : les absorbances de la solution à tester et du contrôle, respectivement. 

III.7 Analyse statistique 

Les différences significatives entre les caractéristiques de différentes formulations liposomiales 

ont été évaluées par le t-test (independent samples t-test). P< 0,05 correspond au résultat 

statistiquement significatif 
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 La solubilité intrinsèque (S0) du cis et trans-nérolidol dans l’eau a été trouvée de 0,0β4κ 

et 0,0346 mM, respectivement. Celle de la quercétine a été trouvée de 0,02 mM, ce qui est tout 

à fait en corrélation avec la littérature (Pralhad & Rajendrakumar, 2004; Sri et al., 2007).  

 À la vue des profils de phase de solubilité obtenus (Figure 39), nous pouvons remarquer 

que la solubilité des composés augmente d’une façon linéaire avec la concentration en CD. Par 

exemple, une augmentation de la solubilité de ~50, 80 et 12 fois est observée pour les isomères 

cis-nérolidol (1,28 mM) et trans-nérolidol (2,6 mM) (Figure 39a-c) et la quercétine (0,24 mM) 

(Figure 40), respectivement, en présence de 10 mM de HP-β-CD.  

 
Figure 39 :  Profils de solubilité des isomères cis (a) et trans-nérolidol (b) et de leur mélange 

racémique (c). Ils représentent la concentration en molécule invitée solubilisée en fonction de 

la concentration en CD (les expériences de phase de solubilité ont été réalisées deux fois). 
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Figure 40 : Diagramme de solubilité de la quercétine. 

 Cette linéarité indique que toutes les courbes de solubilité appartiennent au profil 

de type AL, ce qui signifie la formation de complexes d’inclusion solubles. Toutefois, 

des profils de type Bs ont été obtenus pour les complexes d’inclusion β-CD et -CD/Ner 

à des concentrations supérieures à 1 mM (les courbes de solubilité présentées sont au-

dessous de cette concentration). Ceci est dû à la faible solubilité aqueuse de la β-CD et 

du nérolidol. En plus, la substitution des molécules d’eau dans la cavité large de la -

CD par le nérolidol est peu favorable vue la petite taille de cette molécule qui empêche 

son inclusion dans la CD. Ceci aboutit à l’agrégation des complexes d’inclusion CD/Ner 

et parfois à la formation des structures micellaires (Del Valle, 2004; Messner et al., 

2010; Szejtli, 1997). 

 En outre, à des concentrations supérieures à 5 mM de SBE-β-CD, la courbe de 

solubilité de la quercétine n’est plus linéaire, ce qui suggère la formation d’agrégats ou 

de complexes d’inclusion de stœchiométrie supérieure à 1μ1 (βμ1 ou 1μβ). Par 

conséquent, le diagramme de solubilité de la quercétine est représenté à des 

concentrations inferieures à 5 mM (Figure 40).  
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 Une pente inférieure à l’unité est obtenue pour tous les profils AL et pour la 

portion linéaire des profils de type Bs, ce qui confirme la formation des complexes de 

stœchiométrie 1μ1 (CD/Ner et CD/Quer) (Thorsteinn Loftsson & Duchêne, 2007). 

 D’autre part, les Kf ont été calculées à partir de la valeur de la pente des profils AL et de 

la portion linéaire des profils B conformément à l’équation 3 (Chapitre 2, paragraphe II.3.5.2.2). 

Tous les résultats sont présentés dans le Tableau 10. 

Tableau 10 : Valeurs de Kf (M-1), gain de solubilité St/S0 et CE obtenues à partir des 

diagrammes de phase de solubilité. 

  α-CD β-
CD 

-CD HP-β-
CD 

RAMEB CRYSMEB SBE-β-
CD 

cis-
nérolidol 

Kf (M-1) 81 769 1866 5540 8149 8787 9240 

St/S0 1,85 1,49 2,76 51,53 72,62 72,77 80,20 

CE 0,002 0,019 0,046 0,137 0,202 0,217 0,229 

 

trans-
nérolidol 

Kf (M-1) 619 1233 752 9515 15577 14036 13264 

St/S0 8,80 1,80 1,68 75,37 104,40 98,80 94,66 

CE 0,021 0,043 0,026 0,328 0,537 0,484 0,457 

 

nérolidol 
Kf (M-1) 418 1238 1435 10365 19450 15412 17768 

St/S0 6,12 2,46 2,96 68,91 95,93 87,61 93,67 

CE 0,0233 0,069 0,080 0,578 1,084 0,859 0,990 

 

quercétine 
Kf (M-1) 44 117 297 1146 1177 294 5335 

St/S0 1,45 2,17 4,13 11,73 13,55 4,26 123,47 

CE 0,0008 0,002 0,006 0,023 0,024 0,006 0,107 

* St et S0 sont les solubilités de l’invité dans une solution de 10 mM de CD (à l’exception de la 
β-CD et la -CD ou St de nérolidol est calculée à partir de 1 mM CD) et dans l’eau, 
respectivement.  

  Premièrement, nous pouvons remarquer d’après le Tableau 10 que les valeurs de Kf du 

trans-nérolidol sont supérieures à celles du cis-nérolidol. Ceci peut être attribué à la différence 

dans l’orientation spatiale de ces isomères. En effet, les isomères trans adoptent une 

conformation linéaire, réduisant ainsi l’encombrement stérique et aboutissant à la formation de 

complexes d’inclusions plus stables (le trans-nérolidol s’enfonce plus profondément dans la 

cavité de la CD que le cis-nérolidol). Concernant les isomères cis, la présence de groupes 

prioritaires du même côté empêche la rotation de la molécule et donc cause une gêne stérique. 

Néanmoins, une exception est observée pour la -CD, où l’affinité de -CD envers le cis-

nérolidol est supérieure à celle du trans-nérolidol. Ceci peut être expliqué par la plus grande 
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cavité de cette CD. Des résultats similaires ont été obtenus pour le cis- et trans-o-cimène ainsi 

que pour les isomères du citral (Kfoury et al., 2015; Rungsardthong Ruktanonchai et al., 2011). 

À notre connaissance, il n’y a pas de données dans la littérature pour les études de phase de 

solubilité des complexes CD/Ner. 

 Deuxièmement, l’affinité des CDs vis-à-vis de la quercétine suit la hiérarchie 

suivante : Kf (SBE-β-CD/Quer) = 5335 M-1 > Kf (RAMEB/Quer) = 1177 M-1 > Kf (HP-β-

CD/Quer) = 1146 M-1 > Kf ( -CD/Quer) = 297 M-1 ≈ Kf (CRYSMEB/Quer) = 294 M-1 > Kf (β-

CD/Quer) = 117 M-1 > Kf (α-CD/Quer) = 44 M-1. Nous pouvons constater que l’interaction 

entre la quercétine et la SBE-β-CD est la meilleure par rapport aux autres CDs. Cela peut être 

expliqué par le fait que la SBE-β-CD est hautement soluble dans l’eau et que la présence des 

chaînes butyle augmente l’hydrophobicité de sa cavité, résultant alors d’une meilleure 

complexation avec des invités hydrophobes.  La complexation de la quercétine avec la β-CD et 

la HP-β-CD est bien étudiée dans la littérature, toutefois les valeurs de Kf obtenues sont souvent 

divergentes (Alvarez-Parrilla et al., 2005; Borghetti et al., 2009; Calabrò et al., 2004 ; Dias et 

al., 2008 ; Jullian et al., 2007 ; Lucas-Abellán et al., 2008 ; Pralhad & Rajendrakumar, 2004 ; 

Sri et al., 2007). Nos résultats sont cohérents avec ceux obtenus par Calabro et al. (2004) pour 

la β-CD et avec Lucas-Abellan et al. (2008) pour l’HP-β-CD. De même, des études menées 

avec l’α, la  et la SBE-β-CD (Calabrò et al., 2004; Jullian et al., 2007; Lucas-Abellán et al., 

2008) ont donné des valeurs de Kf dans le même ordre que les valeurs déterminées dans ce 

travail.  

 Les études de phase de solubilité permettent également de déterminer le CE des CDs 

vis-à-vis des invités. Le CE, paramètre évaluant le potentiel solubilisant des CDs, est calculé 

soit à partir de la pente des courbes de solubilité soit en divisant la concentration de CD sous sa 

forme complexée ([CD/Ner] ou [CD/Quer]) sur sa concentration sous forme libre (chapitre 2, 

paragraphe II.3.5.2.2, équation 4).  

 D’après le Tableau 10, nous pouvons remarquer que les CDs modifiées possèdent un 

meilleur potentiel solubilisant que les CDs natives. Par exemple, les valeurs de CE de HP-β-

CD, RAMEB et SBE-β-CD vis-à-vis du trans-nérolidol sont de 0,328 ; 0,537 et 0,457 ; 

respectivement, alors que la CE de β-CD est de 0,043 (Tableau 10). Le faible pouvoir 

solubilisant de la β-CD peut être dû au fait qu’elle peut former des complexes insolubles ou 

bien que les quantités d’invités solubilisées soient faibles et donc non détectables. De plus, les 

résultats montrent que la RAMEB possède le meilleur potentiel de solubilisation, ce qui est tout 
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à fait cohérent avec la littérature (Badr-Eldin et al., 2008; Loftsson & Duchêne, 2007; Kfoury 

et al., 2014). 

La capacité de solubilisation des CDs a été aussi évaluée en termes de gain de solubilité (St/S0) 

(Tableau 10). Une augmentation de la solubilité du nérolidol et de la quercétine de ~104 et ~14 

fois, respectivement, a été observée en présence de 10 mM de RAMEB, ce qui confirme de 

nouveau que cette CD possède le meilleur potentiel de solubilisation.  

 

IV.1.1.1.2 Carbone Organique Total  

 Des mesures par TOC ont été menées afin de déterminer la capacité de l’HP-β-CD à 

solubiliser l’HE de Cabreuva, contenant majoritairement du trans-nérolidol. Le profil de phase 

de solubilité a été établi à partir de la solubilité apparente de l’HE de Cabreuva, exprimée en 

g.L-1, en fonction de la concentration en CD (Figure 41).  

Comme l’illustre la Figure 41, la solubilité aqueuse apparente de l’HE de Cabreuva augmente 

de 0,63 (S0) à 1,7 g/L en présence de 10 mM HP-β-CD. Ces résultats montrent la capacité de la 

CD à accroître la solubilité de l’huile contenant le nérolidol. Les études de la littérature ont 

démontré également la capacité des CDs à solubiliser des HEs et leur composants (Ciobanu et 

al., 2012; Decock et al., 2006; Samperio et al., 2010). 

 
Figure 41 : Diagramme de phase de solubilité de l’HE de Cabreuva obtenu par TOC montrant 

la concentration massique de l’huile en fonction de la concentration de HP-β-CD. 
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IV.1.1.1.3 Méthode directe 

 Afin de vérifier la stœchiométrie des complexes d’inclusion SBE-β-CD/Quer, la 

méthode directe a été employée. La Figure 42 illustre la variation de l’absorbance de la 

quercétine en fonction de la concentration en CD. Nous pouvons observer, d’après Figure 42 

que les points expérimentaux collent bien avec la courbe théorique du modèle 1:1 ce qui 

confirme que le complexe étudié est bien de stœchiométrie 1μ1.  

En effet, il a été démontré que la SBE-β-CD ne peut former que des complexes 1:1 en vue de 

la répulsion électrostatique entre les molécules de CDs chargées négativement  (Loftsson et al., 

2004). La Kf a été calculée et une valeur de 5477 M-1 est obtenue. Cette valeur est presque égale 

à celle donnée par les études de phase de solubilité (5335 M-1).    

 
Figure 42 : Tracé des variations de l’absorbance de la quercétine en fonction de la 

concentration de SBE-β-CD. 

IV.1.1.1.4 Méthode par compétition 

 Deux CDs natives (α-CD et β-CD) et deux CDs modifiées (HP-β-CD et SBE-β-CD) ont 

été choisies afin de confirmer les valeurs de Kf obtenues par les études de phase de solubilité. 

 L’étude par spectroscopie UV-visible en appliquant la méthode par compétition a été 

alors appliquée. Les Kf des complexes d’inclusion CD/MO ont été déterminées par la méthode 

de titration directe et sont présentées dans le Tableau 11.  
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Figure 43 : Etude par 1H RMN de la complexation entre le trans-nérolidol et la β-CD : 

déplacement chimique des protons de la β-CD en absence et en présence du trans-nérolidol 

(a) et récapitulatif des variations de déplacements chimiques (Δδ) des protons de la β-CD sous 

forme libre et complexée (b). 

 Nous pouvons remarquer d’après la Figure 43 que la présence du trans-nérolidol a 

induit des variations du déplacement chimique des protons H3, H5 et H6 plus importantes que 

celles des protons H1, H2 et H4. Ceci est cohérent avec l’inclusion du nérolidol dans la cavité 

de la CD. En plus, les déplacements des protons de la CD ont été observés vers les hauts champs 

ce qui suggère la présence d’interactions hydrophobes entre le trans-nérolidol et la cavité 

apolaire de la CD (Ribeiro et al., 2005). La variation du déplacement chimique du proton H5 

(−0,12 ppm) est la plus élevée parmi les autres protons (Figure 43). Cela permet de supposer 

que le nérolidol pénètre dans la cavité par la face la plus large de la CD (Fernandes et al., 2003).  

À la vue de ces résultats, deux possibilités peuvent être proposées : (a) la présence simultanée 

de deux types de complexes de stœchiométrie 1μ1 où le groupement hydroxyle est localisé soit 

au côté le plus large soit à la face étroite de la CD, (b) la formation de complexes d’inclusion 

de stœchiométrie 2:1 (CD:trans-nérolidol). Néanmoins, la structure chimique du trans-

nérolidol et les résultats obtenus par phase de solubilité et par UV-visible excluent l’hypothèse 

de la formation d’un complexe βμ1. 

 La βD ROESY a été ensuite utilisée pour mieux comprendre l’interaction du trans-

nérolidol avec la cavité de la β-CD et de trouver la structure tridimensionnelle du complexe 

d’inclusion formé. La carte ROESY du complexe β-CD/trans-nérolidol est présentée dans la 

Figure 44. 
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Figure 44 : Carte βD ROESY du complexe β-CD/Ner. 

 
 Nous pouvons observer à partir de la carte ROESY, une corrélation NOE montrant les 

interactions intermoléculaires entre les protons H3 et H5 de la β-CD et les protons des 

groupements méthyles du trans-nérolidol (H-1, H-4, H-14 et H-16). Nous pouvons également 

remarquer que le proton H-16 du trans-nérolidol interagit uniquement avec le proton H3 de la 

β-CD. De plus, cette carte démontre une forte corrélation entre les protons H-14 du trans-

nérolidol avec les protons de la cavité interne de la CD plus particulièrement avec H5. Toutefois, 

aucune interaction n’est observée entre les protons H-1 et H-4 du trans-nérolidol et les protons 

de la cavité de la CD (Figure 44).  

Ces résultats confirment de nouveau la présence du nérolidol dans la cavité de la CD avec le 

groupement hydroxyle orienté vers le côté le plus large de la CD et les groupements méthyles 

(position 1 et 4) à l’extérieur de la face étroite de la CD.  
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IV.2 Caractérisation des complexes d’inclusion à l’état solide  

 L’EECD ainsi que la teneur en nérolidol dans le complexe d’inclusion HP-β-CD/Ner ont 

été déterminées en présence de différentes concentrations en CD (10, 25, 50 et 100 mM) afin 

d’examiner l’effet du rapport molaire CDμNer sur ces paramètres. À la vue de la Figure 46, une 

nette augmentation a été observée avec l’augmentation de la concentration en CD dans la 

solution. Au plus faible rapport molaire (CD/Ner 1:1), une valeur de EE de 36 % est obtenue, 

alors qu’en variant le rapport molaire à β,5μ1 une augmentation brutale de EE est observée (93 

%). Au-delà de ce rapport molaire (à 5:1 et 10:1 CD/Ner) une encapsulation totale du nérolidol 

est atteinte. 

 
Figure 46 : Histogrammes montrant les valeurs d’EE % des complexes d’inclusion CD/Ner 

(a) et la teneur en nérolidol (b) à différents rapports molaires CD:Ner. 

 Nous avons également étudié l’effet du rapport molaire sur la teneur finale en nérolidol 

dans les complexes d’inclusion. Il est intéressant de noter que la teneur en nérolidol diminue 

avec l’augmentation de l’EECD sur toute la plage de rapports étudiée. La teneur en nérolidol 

passe de 50 mg/g de complexe au rapport molaire 1μ1 jusqu’à 0,0β0 mg/g de complexe au 

rapport molaire 10μ1. Ceci signifie qu’une quantité importante de complexes d’inclusion est 

nécessaire pour atteindre une concentration voulue en nérolidol encapsulé.  

 Ainsi en modifiant la concentration de CD dans le milieu de préparation nous pouvons 

moduler les quantités encapsulées d’invité et donc l’EE. Toutefois, pour des considérations 

toxicologiques et économiques surtout en industrie alimentaire, il est nécessaire de préparer des 

complexes avec une teneur en nérolidol satisfaisante et une quantité tolérée en CD.  
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IV.3 Conclusion 

 Dans cette première partie expérimentale, l’interaction du nérolidol et de la quercétine 

avec différentes CDs a été étudiée à l’aide de plusieurs techniques spectroscopiques et 

chromatographiques.  

 Nous avons mis en évidence, pour la première fois, la formation de complexes 

d’inclusion CD/Ner et nous avons confirmé les résultats de la littérature obtenus pour les 

complexes CD/Quer. Ceci a été évalué à travers le calcul des Kf, le CE et le gain de solubilité 

des deux composés en présence de CDs. La solubilité du nérolidol présent dans l’HE de 

Cabreuva a été également déterminée suivant une nouvelle méthode utilisant la mesure par 

TOC. 

 Des études au niveau structural (1H RMN et 2D ROESY RMN) ont été menées et ont 

confirmé l’inclusion du nérolidol dans la cavité de la CD suivant une orientation bien précise. 

Cela a été par la suite confirmé par des études théoriques de modélisation moléculaire. 

 D’autre part, l’encapsulation du nérolidol dans les CDs sous forme solide a démontré la 

capacité des CDs à inclure efficacement le nérolidol. L’efficacité d’encapsulation des CDs a 

été trouvée dépendante du rapport molaire CD:Ner (EE augmente avec l’augmentation du 

rapport molaire). 

 Les résultats obtenus dans cette partie se révèlent importants et sont considérés pour la 

suite du travail dans le développement des formulations liposomiales encapsulant les complexes 

d’inclusion (DCLs). 
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(eau/méthanol). Le thymol et l’anéthole ont été utilisés comme étalon interne pour la 

quantification du nérolidol et de la quercétine, respectivement. Les chromatogrammes de ces 

deux composés sont représentés dans la Figure 48.  

 Les temps de rétention de cis-nérolidol, trans-nérolidol et du thymol sont 

respectivement de 20,6 ± 0,07 ; 22,8 ± 0,13 et 5,2 ± 0,01 min. Les temps de rétention de la 

quercétine et de l’anéthole sont de 2,9 ± 0,01 et 13,0 ± 0,12 min, respectivement. Les limites 

de détection du nérolidol et de la quercétine sont de 0,25 et 0,05 µg/mL. À noter que la 

quantification du nérolidol dans les différentes formulations liposomiales a été menée 

uniquement pour le mélange cis et trans-nérolidol vu qu’on ne peut pas prévoir l’affinité de 

chacun des isomères vis-à-vis des liposomes pour pouvoir calculer leur concentration totale 

dans le milieu.  

 

 

Figure 48 : Chromatogrammes obtenus par CLHP pour le nérolidol (10 µg/mL) (a) et la 

quercétine (10 µg/mL) (b). 
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Figure 50 : Graphes représentatifs des différentes formulations liposomiales montrant la 

distribution de la taille des vésicules par granulométrie. 

 Tout d’abord, nous pouvons remarquer qu’il existe deux populations en solution : une 

population ayant une taille nanométrique (population 1) et une autre micrométrique (population 

2) (Figure 50).  

 En comparant les trois liposomes témoins, nous pouvons observer que les Lipoid E80-

liposomes possèdent une meilleure distribution de taille que les Lipoid S100- et les 

Phospholipon 90H-liposomes (Figure 50, Tableau 12). Le pourcentage de la population 
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micrométrique est de 5, 14 et 28 % pour Lipoid E80-, Lipoid S100- et Phospholipon 90H-

liposomes, respectivement (Tableau 12). Cette différence peut être reliée à la différence de la 

surface de charge de ces liposomes. En effet, il a été démontré que la surface de charge est 

d’autant plus négative que le diamètre des vésicules est plus faible. Il en résulte alors une 

meilleure stabilité physique des liposomes en solution (Gentine et al., 2012; Morini et al., 2015 

; Srisuk et al., 2012). Des études précédentes ont montré que la surface de charge des Lipoid 

E80 est supérieure à celle des Lipoid S100 et Phospholipon 90H, qui possède la plus faible 

valeur (Gharib et al., 2017; Sebaaly et al., 2016). Ceci peut être attribué à la présence de la 

phosphatidyléthanolamine dans les Lipoid E80 qui confère aux liposomes une surface de charge 

négative additionnelle (Roy et al., 1998; Sebaaly et al., 2016). Par conséquent, les Lipoid E80-

liposomes sont moins susceptibles à l’agrégation que les deux autres types de lipides et donc 

possèdent une meilleure distribution de taille.  

Ces résultats sont en accord avec les résultats de la littérature qui montrent que le taille des 

liposomes formés par des lipides de jaune d’œuf ou de soja varie entre 100 et γ00 nm et que la 

taille des Phospholipon 90H est la plus élevée (Alexopoulou et al., 2006; Goniotaki et al., 2004; 

Landi-Librandi et al., 2012 ; Sebaaly et al., 2016; Shaji & Iyer, 2012). 

 En outre, l’ajout de la quercétine aux différentes formulations liposomiales a entrainé 

des modifications de la distribution de taille des vésicules et ceci en fonction du type de lipide.  

À la vue de la Figure 50, nous pouvons observer une légère augmentation de la population 2 

pour les liposomes constitués de Lipoid E80 en présence de la quercétine. Toutefois, la présence 

de la quercétine dans les liposomes formés des deux autres types de lipides (Lipoid S100 et 

Phospholipon 90H) a abouti à une augmentation significative de la population micrométrique 

et donc à l’obtention de larges liposomes (Figure 50, Tableau 12). Le pourcentage de la 

population 1 des liposomes témoins constitués de Phospholipon 90H était de 72,05 ± 4,84 % 

alors qu’après insertion de la quercétine, le pourcentage a diminué de façon significative jusqu’à 

22,62 ± 6,68 % (Tableau 12).   
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Tableau 12 : Caractéristiques des différentes formulations liposomiales (pourcentage et taille 

des deux populations de liposomes).  

Formulations 
Population 1 Population 2 

(%) Taille (nm) (%) Taille (μm) 
Lipoid E80:Chol (100:98) 92,56 ± 3,44 131 ± 0,00 4,98 ± 0,66 7,44 ± 3,44 

Lipoid E80:Chol:Quer  
(100:98:20) 

87,52 ± 4,18 150* ± 0,00 12,48 ± 4,18 3,94* ± 0,75 

Lipoid S100:Chol (100:117) 86,03 ± 8,00 123 ± 0,00 13,96 ± 7,32 5,80 ± 1,89 

Lipoid S100:Chol:Quer 
(100:117:20) 

62,28* ± 4,55 131 ± 0,00 37,72* ± 4,55 7,37 ± 0,56 

Phospholipon 90H:Chol (100:98) 72,05 ± 4,84 150 ± 0,00 27,94 ± 4,85 5,68 ± 0,37 

Phospholipon 90H:Chol:Quer 
(100:98:20) 

22,62* ± 6,68 226* ± 0,00 77,38* ± 6,68 14,21* ±1,36 

*P< 0,05 par rapport aux liposomes témoins.  

 

 Cette distribution de taille relativement large peut être attribuée à la formation de 

vésicules géantes ou d’agrégats de liposomes (Domazou & Luisi, 2002). En effet, les Lipoid 

E80, Lipoid S100 et les Phospholipon 90H contiennent diverses quantités de 

phosphatidylcholine (entre 80 et 94 %) et diffèrent par leur teneur en 

phosphatidyléthanolamine. Ce dernier n’entre pas dans la composition du Phospholipon 90H. 

Par conséquent, la nature des groupements des têtes polaires des phospholipides peut affecter 

d’une manière significative la courbure de la membrane et par la suite la taille des vésicules 

(McMahon & Gallop, 2005). Ce résultat est en accord avec ceux de Sebaaly et al. (2015) qui 

ont obtenu une distribution de taille très large (PDI > 0,5) pour les Phospholipon 90H-liposomes 

encapsulant l’eugénol.  

 D’autre part, les mesures de taille ont révélé que les liposomes encapsulant la quercétine 

possèdent une taille supérieure à celle des liposomes témoins (Tableau 12). Par exemple, la 

taille des liposomes témoins constitués de Lipoid E80, Lipoid S100 et Phospholipon 90H est 

de 131, 123 et 150 nm, respectivement. Toutefois, la taille des liposomes encapsulant la 

quercétine sont respectivement de 150, 131 et 226 nm (Tableau 12). Cette augmentation de 

taille peut être due à l’insertion de la quercétine, molécule hautement hydrophobe, dans la 

bicouche lipidique. Ceci perturbe ainsi les interactions entre les chaînes d’acides gras ce qui 

conduit à l’augmentation du volume de la bicouche lipidique (Sikkema et al., 1995).  
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Figure 51 : Photostabilité de la quercétine libre en solution aqueuse et encapsulée dans les 

liposomes après irradiation aux rayons UV. 

 Nous pouvons observer à partir de la Figure 51, qu’au bout de κ h d’irradiation, 

seulement 25  % de la quercétine sous forme libre restent en solution aqueuse. La dégradation 

de la quercétine par les rayons UV est généralement liée à l’oxydation des groupements OH ou 

à l’ouverture du noyau C (Dall’Acqua et al., 2012; Fahlman & Krol, 2009; Zvezdanovic et al., 

2012). La Figure 52 représente les mécanismes d’oxydation possible de la quercétine.  

 
Figure 52 : Mécanisme générale d’oxydation de la quercétine (Dangles, 2012). 
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 Le radical aryloxyle est généré par l’arrachement d’un atome d’hydrogène sur l’un des 

OH les plus labiles de la quercétine (en position γ, γ’-H et 4’). L’arrachage d’un second atome 

H ou la dismutation des radicaux aryloxyles conduit à une o-quinone et trois p-

méthylènequinone. Deux voies distinctes sont alors possibles selon le nucléophile (eau ou 

quercétine). Selon une voie, une molécule d'eau est additionnée sur l'intermédiaire p-

méthylènequinone pour former un composé de type benzopyranone, rapidement converti en 

une forme plus stable de structure benzofuranone. La coupure oxydante de celle-ci conduit aux 

acides protocatéchique (3,4-dihydroxybenzoïque) et 2,4,6-trihydroxyphényleglyoxylique 

(Krishnamachari et al., 2002). La deuxième voie implique que la quercétine, à fortes 

concentrations, puisse elle-même jouer le rôle du nucléophile. Son addition via le noyau 

catéchol sur la p-méthylènequinone entraine la formation d’un dimère (Figure 52).  

Néanmoins, l’encapsulation dans les liposomes a protégé la quercétine contre la dégradation 

induite par les rayons UVC. L’effet protecteur des liposomes varie selon le type de lipide. Ainsi, 

le pourcentage de la quercétine restant après κ h d’irradiation était de 76,41 ; 64,79 et 59,77 % 

pour les liposomes constitués de Lipoid E80, Lipoid S100 et Phospholipon 90H, respectivement 

(Figure 51). À noter qu’après 7β h d’exposition, les liposomes composés de Lipoid E80 ont 

retenu plus de 40 % de la quercétine.  

 Ces résultats montrent que les liposomes composés de Lipoid E80 assurent la meilleure 

protection de la quercétine vis-à-vis des rayons UV par rapport aux deux autres types de 

formulations. Cette différence peut être due à la quantité élevée de la quercétine présente dans 

la bicouche lipidique des Lipoid E80-liposomes (EE % = 99 %). De plus, l’insertion de la 

quercétine dans la membrane peut masquer les groupements réactifs et donc ralentir sa 

photodégradation (Scalia & Mezzena, 2009). Il a été également démontré que l’effet protecteur 

des liposomes varie selon la composition lipidique, la concentration en cholestérol ainsi que la 

rigidité membranaire (Anderson & Omri, 2004; Briuglia et al., 2015 ; Monteiro et al., 2014 ; 

Yadav et al., 2011). En ce qui concerne l’effet de la composition lipidique, les liposomes formés 

de lipides provenant du jaune d’œuf (Lipoid Eκ0) contiennent un taux d’insaturation inférieur 

à ceux formés de lipides de soja (Lipoid S100) (Budai, 2013; Hager et al., 1993 ; Terao et al., 

1981). Ceci confère aux Lipoid E80-liposomes une meilleure stabilité oxydative par rapport 

aux Lipoid S100-liposomes vu que les lipides insaturés sont plus susceptibles à l’oxydation que 

ceux saturés (Palacios & Wang, 2005; Shahidi & Zhong, 2010).   
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Figure 54 : Images bidimensionnelles obtenues par AFM montrant les liposomes constitués 

de Lipoid E80 (a), Lipoid S100 (b) et Phospholipon 90H (c) avant irradiation par les rayons 

UVC. 

 Le module d’élasticité d’Young (E) a été calculé par AFM afin de déterminer l’effet du 

type de phospholipide sur la rigidité de la bicouche lipidique. À la vue de la Figure 55, nous 

pouvons remarquer que les liposomes constitués de Lipoid E80 possèdent la valeur de E la plus 

élevée (2965,81 ± 102,98 kPa) suivie par les Lipoid S100-liposomes (1754,69 ± 111,47 kPa) et 

enfin par les Phospholipon 90H-liposomes (1450,30 ± 92,44 kPa). Nous pouvons alors 

constater que les membranes des liposomes formées par les lipides insaturés sont plus rigides 

que celles composées de lipides saturés, plus particulièrement celle des Lipoid E80-liposomes.  

a. b. 

c. 
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Figure 55 : Histogramme montrant les valeurs du module d’Young (E) obtenues pour les 

trois types de liposomes avant irradiation UV. 

 Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par Takechi-Haraya et al. (2016) qui ont 

montré que l’incorporation du cholestérol dans les bicouches lipidiques module différemment 

la rigidité membranaire à température ambiante. Ainsi, la rigidité des membranes formées de 

lipides saturés diminue suite à l’addition du cholestérol alors que l’effet contraire est observé 

au niveau des liposomes formés de lipides insaturés. En effet, la rigidité est un paramètre 

déterminant dans la stabilité des vésicules lipidiques (Liang et al., 2004). Plus les membranes 

sont rigides plus la capacité des liposomes à retenir les molécules augmente. Cela explique le 

fait que les Lipoid E80-liposomes fournissent une meilleure stabilité (photostabilité ou stabilité 

de stockage) de la quercétine vu qu’ils possèdent une rigidité membranaire élevée par rapport 

aux deux autres types de lipides. Les résultats rapportés dans la littérature ont démontré 

également que l’addition du cholestérol (à un pourcentage molaire de 50 %) à des membranes 

de phosphatidylcholine de jaune d’œuf (EggPC), augmente le module d’Young de 40-fois par 

rapport aux liposomes sans cholestérol (Liang et al., 2004).   

 Par la suite, les liposomes témoins ont été irradiés par les rayons UVC pendant 48 h. 

Leur topographie ainsi que leur rigidité membranaire ont été ainsi déterminées par AFM 

(Figure 56). Nous pouvons remarquer une légère modification de la taille de toutes les 

formulations liposomiales après irradiation (Figure 56).  



136 
 

 

 
Figure 56 : Images bidimensionnelles obtenues par AFM (A) montrant les liposomes 

constitués de Lipoid E80 (a), Lipoid S100 (b) et Phospholipon 90H (c) et histogramme 

montrant les valeurs du module d’Young (E) (B) après irradiation par les rayons UVC. 

 Concernant les valeurs de rigidité, une augmentation des valeurs de E a été observée : 

EE80:Chol =3125,96 ± 242,43 kPa ; ES100:Chol= 2145,08 ± 55,40 kPa et  E90H:Chol= 1728,26 ± 33,62 

kPa  (Figure 56).  Il est bien connu dans la littérature que l’irradiation a tendance à rigidifier 

les membranes lipidiques. Cet effet peut être dû à la rupture des chaînes d’acides gras suivie 

par la formation d’hydroperoxydes en présence de molécules d’oxygène singulet (1O2). Ceci 

permet la formation de liaisons hydrogènes entre les hydroperoxydes aboutissant ainsi à une 

membrane plus rigide (Kölling et al., 1994; Sakanashi et al., 1988). 

Ces résultats confirment de nouveau l’effet protecteur élevé des Lipoid Eκ0-liposomes envers 

la quercétine en comparaison avec les autres types de lipides.  

A. 

B. 
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donc augmente celui de la population 2 en comparaison avec les liposomes témoins (Figure 

58, Tableau 15). Par exemple, le pourcentage de la population 1 des liposomes témoins est de 

89,33 ± 5,13 % alors que celui des liposomes Lipoid E80:Ner au rapport molaire 100:1 diminue 

à 64,66 ± 4,73 %. Ceci peut être attribué à la perturbation de l’assemblage des phospholipides 

lors de la préparation des liposomes aboutissant ainsi à la formation de vésicules plus larges. 

En effet, vu que le nérolidol est une molécule hautement hydrophobe, son insertion dans la 

bicouche lipidique est favorisée.  
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Figure 58 : Graphes représentatifs des différentes formulations liposomiales : a) LCs, b) CDs 

libres encapsulées dans les liposomes, c) DCLs montrant la distribution de taille des vésicules 

obtenue par granulométrie laser. 
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Tableau 15 : Caractéristiques des LCs et DCLs témoins et encapsulant le nérolidol et la quercétine (pourcentage et taille des deux 
populations de liposomes). 

Formulations 
Rapport molaire Lipoid 

E80:Chol:CD:molécules 

Population 1 Population 2 

(%) Taille (nm) (%) Taille (μm) 

Liposomes témoins 100:0:0:0 89,33 ± 5,13 87 ± 0,00 10,66 ± 5,13 4,94 ± 1,87 

Lipoid E80:Ner 

100:0:0:1 64,66 ± 4,73* 131* ± 0,00 35,33 ± 4,73* 5,68 ± 1,34 

100:0:0:2.5 63,33 ± 5,77* 131* ± 0,00 36,66 ± 5,77* 6,72 ± 0,00 

100:0:0:5 58,00 ± 4,24* 131* ± 0,00 42,00 ± 4,24* 5,97 ± 1,29 

100:0:0:10 63,66 ± 6,02* 131* ± 0,00 36,33 ± 6,02* 6,50 ± 1,30 

Lipoid E80:HP-β-CD 100:0:30:0 96,66 ± 1,53 87 ± 0,00 3,33 ± 1,53 2,38 ± 1,04 

Lpoid E80:HP-β-CD/Ner 

 

100:0:30:30 67,93 ± 6,32* 150* ± 0,00 32,07 ± 6,32* 5,49 ± 0,53 

100:0:75:30 67,18 ± 4,72* 150* ± 0,00 32,82 ± 4,72* 5,37 ± 0,43 

100:0:150:30 83,36 ± 5,89 150* ± 0,00 20,03 ± 0,62* 3,65 ± 0,97 

100:0:303:30 93,70 ± 1,37 150* ± 0,00 6,30 ± 1,37 2,64 ± 0,57 

      

Lipoid E80:Chol  100:98:0:0 92,56 ± 3,44 131 ± 0,00 4,98 ± 0,66 7,44 ± 3,44 

Lipoid E80:Chol:Quer  100:98:20 87,52 ± 4,18 150* ± 0,00 12,48 ± 4,18 3,94* ± 0,75 

Lipoid E80:Chol:SBE-β-CD 100:98:190 94,25 ± 2,60 131 ± 0,00 5,75 ± 2,60 5,12 ± 0,00 

Lipoid E80:Chol:SBE-β-CD/Quer 100:98:190:38 68,45 ± 8,39 172 ± 0,00 31,54 ± 8,69 5,49 ± 0,52 

*P< 0,05 par rapport aux liposomes temoins 
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 D’autre part, nous pouvons observer que la distribution de taille des liposomes n’est pas 

modifiée par la présence de la CD libre dans la cavité aqueuse des liposomes en comparaison 

avec les liposomes témoins (Tableau 15). Ceci peut être dû au fait que la HP-β-CD est 

hautement soluble dans l’eau ce qui minimise l’effet de la CD sur l’assemblage des lipides. En 

ce qui concerne les DCLs, nous pouvons remarquer que la distribution de taille des DCLs 

dépend du rapport molaire CD:Ner. En effet, le pourcentage des liposomes de taille 

nanométrique a été significativement diminué aux rapports molaires 1:1 et 2,5:1 HP-β-CD:Ner 

(67,93 ± 6,32 et 67,18 ± 4,72 %, respectivement) alors qu’aux rapports molaires 5μ1 et 10μ1, le 

pourcentage de la population 1 a été proche de celui des liposomes témoins (83,36 ± 5,89 et 

93,70 ± 1,37 %, respectivement) (Tableau 15). Les résultats obtenus avec les DCLs à des 

rapports molaires CD:Ner élevés (5:1 et 10:1) peuvent être expliqués par l'incorporation 

complète du nérolidol à l'intérieur de la cavité hydrophobe de l’HP-β-CD, empêchant ainsi 

l'interaction de ce dernier avec les chaînes d’acides gras des phospholipides dans la bicouche, 

réduisant ainsi l'effet du nérolidol sur la membrane. 

 La taille moyenne de la population nanométrique des LCs et des DCLs varie entre 87 et 

200 nm (Tableau 15). Ceci est tout à fait en corrélation avec les valeurs obtenues dans la 

littérature (autour de 100 nm) pour des liposomes préparés par la méthode d’injection 

éthanolique (Sebaaly et al., 2015; Pons et al., 1993).  

 D’après le Tableau 15, nous pouvons constater que toutes les formulations liposomiales 

(LCs et DCLs) présentent une taille moyenne (150 nm) supérieure à celle des liposomes témoins 

(87 nm). Les études de la littérature montrent également une augmentation de la taille des LCs 

encapsulant des HEs et leurs constituants comme Eucalyptus camaldulensis (Moghimipour et 

al., 2012) et l’eugénol ( Sebaaly et al., 2015). De même, des études menées sur les DCLs ont 

trouvé un effet similaire des complexes d’inclusion CD/invité sur la taille des liposomes 

(Cavalcanti et al., 2011 ; Maestrelli et al., 2006, 2005).   

 En outre, nous pouvons remarquer que les DCLs formés à partir des complexes 

d’inclusion SBE-β-CD/Quer présentent une taille moyenne (172 nm) supérieure à celle des 

liposomes témoins (131 nm). De plus, le pourcentage de la population 1 a diminué 

considérablement avec les DCLs (68,45 ± 8,39 %) par rapport aux liposomes témoins et LCs 

(92,56 ± 3,44 % et 87,52 ± 4,18 %, respectivement) (Tableau 15). Ceci peut être attribué à la 

présence des complexes d’inclusion CD/Quer à la surface des liposomes vue la solubilité élevée 

de la SBE-β-CD ou à la charge négative de cette CD. En effet, les Lipoid E80-liposomes 

possèdent une charge de surface négative élevée (Karn et al., 2013) ce qui crée une répulsion 
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56,57 ± 0,31 % pour des rapports molaires 5:1 et 10:1, respectivement. Cela peut être dû à la 

faible capacité d’incorporation par les liposomes de quantités élevées de CDs dans leur cavité 

aqueuse. Des résultats similaires ont été rapportés dans la littérature pour les DCLs encapsulant 

la prednisolone et le kétoprofène en présence de concentrations élevées de HP-β-CD/PA 

(Fatouros et al., 2001 ; Maestrelli et al., 2006). 

 En ce qui concerne le RE, nous pouvons remarquer qu’à des faibles rapports molaires 

E80:Ner (100:1 et 100:2,5), le RE  était supérieur à 90 %, montrant de nouveau la capacité 

élevée des liposomes à incorporer le nérolidol. Néanmoins, le RE diminue avec l’augmentation 

du rapport molaire E80:Ner (par exemple, RE = 63,92 ± 5,68 % pour le rapport molaire 5:1). 

Ce résultat est en corrélation avec l’augmentation de la population micrométrique des liposomes 

(Tableau 15).  

En outre, en augmentant le rapport molaire du complexe d’inclusion CD:Ner de 1:1 à 2,5:1 ;  le 

RE  du nérolidol dans les DCLs augmente de façon remarquable de 17,65 ± 0,74 % à 70,76 ± 

4,40 % (Tableau 16). La solubilisation accrue du nérolidol en présence de 25 mM de CD 

permettrait ainsi sa meilleure incorporation dans la phase aqueuse des vésicules lipidiques. 

Cependant, à des rapports molaires supérieurs à 2,5:1, le RE du nérolidol dans les DCLs 

diminue, ce qui confirme la capacité limitée des liposomes à encapsuler des quantités élevées 

de complexes d’inclusion CD/Ner.  

 Ainsi, nous pouvons constater que le meilleur système d’encapsulation du nérolidol est 

le DCL préparé à un rapport molaire HP-β-CDμNer de β,5μ1 vu qu’il assure une incorporation 

élevée du nérolidol dans les liposomes.  

Les valeurs de EE et de RE de la quercétine dans les DCLs sont inférieures à celles obtenues 

dans les LCs (Tableau 16). Ceci peut être dû au fait que l’encapsulation des complexes 

d’inclusion SBE-β-CD/Quer est peu favorable dans la petite cavité aqueuse des liposomes. Une 

faible valeur de EE a été également obtenue pour les liposomes encapsulant le complexe 

d’inclusion SBE-β-CD/flurbiprofène (Zhang et al., 2015). À noter qu’il n’existe pas de 

littérature sur les DCLs produits à partir du complexe d’inclusion SBE-β-CD/Quer.  
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V.4 Effet de l’encapsulation sur les propriétés physicochimiques du 

nérolidol et de la quercétine 

 Dans cette troisième partie, nous nous sommes intéressées à étudier l’effet de 

l’encapsulation par les CDs et les liposomes sur les propriétés physicochimiques et biologiques 

du nérolidol et de la quercétine telles que i) la cinétique de libération in vitro ; ii) la 

photostabilité contre les irradiations UV ; iii) la stabilité de stockage pendant 1 an à 4 °C ; vi) 

la stabilité dans les milieux biologiques ; v) l’activité antioxydante de ces composés.  

V.5 Etude de libération in vitro du nérolidol 

 L’un des facteurs primordiaux qui doit être considéré en industrie agroalimentaire est 

d’assurer une libération contrôlée d’ingrédients alimentaires afin de maintenir les propriétés 

organoleptiques et sensorielles des aliments ainsi que de prolonger l’effet bénéfique de ces 

molécules bioactives. De ce fait, l’encapsulation dans les nanoparticules a été conçue dans le 

but de retenir ces ingrédients pour une longue durée (Rodríguez-Casado, 2016). L’effet de 

l’encapsulation par les CDs, LCs et DCLs sur la libération in vitro du nérolidol a été évalué par 

dialyse. La Figure 59 illustre le pourcentage du nérolidol libéré au cours du temps à partir des 

CDs pour tous les rapports molaires CD:Ner (Figure 59a) et les formulations liposomiales 

(Figure 59b).  

 
Figure 59 : Profils de libération du nérolidol à partir des CDs (a) et des formulations 

liposomiales (b) en solution au cours du temps. 
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 La Figure 59 montre une libération rapide du nérolidol à partir de toutes les 

formulations (CDs, LCs et DCLs) au bout de κ h (phase 1) suivie d’une libération plus lente 

pour une semaine (phase 2). Durant les 8 h, plus que 45 % du nérolidol sont libérés dans le 

milieu, alors que le taux de libération diminue dans la deuxième phase jusqu’à atteindre une 

libération totale au bout de 166 h (7 jours).  

 Comme prévu, les DCLs ont prolongé la libération du nérolidol plus efficacement que 

les complexes d’inclusion CD/Ner et les LCs. Plus précisément, les DCLs de formulation 

Lipoid E80:HP-β-CD:Ner 100:303:30 ont abouti à une libération du nérolidol moins prononcée 

par rapport aux autres formulations (CDs et LCs) durant les 8 h. Par exemple, la quantité libérée 

du nérolidol était de 57 % pour les LCs au rapport molaire Lipoid E80:Ner 100:10 tandis que 

seulement 39 % du nérolidol sont libérés des DCLs au plus grand rapport molaire (Figure 59b).  

La première phase peut être due à la libération du nérolidol présent dans la partie externe de la 

bicouche lipidique ; toutefois la deuxième phase de libération peut être expliquée par la 

libération du nérolidol incorporé dans la bicouche interne des vésicules ou sous forme de 

complexes d’inclusion CD/Ner dans la cavité aqueuse des liposomes. De plus, nous pouvons 

observer que durant la deuxième phase, la libération du nérolidol à partir des DCLs était plus 

lente que celle à partir des LCs. En effet, la molécule doit franchir plus de barrières dans les 

DCLs (CDs et la bicouche lipidique) que dans les LCs pour qu’elle soit libérée (Chen et al., 

2014). Ces observations corrèlent bien avec les résultats de la littérature démontrant une 

libération plus lente à travers les DCLs que les LCs (Chakraborty & Naik, 2003; Chen et al., 

2007 ; Zhang et al., 2015). 

 On remarque également qu’en augmentant le rapport molaire CDμNer, le taux de 

libération à travers les DCLs diminue. En effet, 82, 79, 74 et 60 % du nérolidol sont libérés 

dans le milieu pour les rapports molaires 1:1 ; 2,5:1 ; 5:1 et 10:1, respectivement (Figure 59b). 

Cela est dû au fait qu’avec l’augmentation du rapport molaire CD:Ner, la présence du nérolidol 

sous forme de complexe d’inclusion augmente dans la cavité aqueuse des liposomes.  

 Nos résultats montrent que l’encapsulation dans les DCLs offre un intérêt majeur en 

industrie agroalimentaire, pour prolonger efficacement la libération du nérolidol.  

 

 





148 
 

 
Figure 60 : Profils de photodégradation de : a) cis-nérolidol, b) trans-nérolidol, c) nérolidol 

libre ou en présence d’une solution de HP-β-CD à différentes concentrations et d) de l’HE de 

Cabreuva libre ou complexée avec 1 mM HP-β-CD. Les résultats sont exprimés en 

pourcentage de nérolidol restant en solution à chaque intervalle de temps. 

 Les profils de photodégradation du nérolidol sous forme libre ou complexé suivent une 

cinétique du premier ordre. Cela nous permet de calculer les constantes de vitesse de 

dégradation K (min-1) regroupées dans le Tableau 17. Nous pouvons observer que le nérolidol 

libre a été dégradé au bout de 180 min d’irradiation, où il ne reste que 15,10 et 12 % de cis, 

trans et le mélange intacts en solution (Figure 60a-c).  

 
Tableau 17 : Vitesse de dégradation K (min-1) du nérolidol libre ou complexé en solution sous 
irradiation UVB. 

K (min-1) cis-nérolidol trans-nérolidol Nérolidol Facteur de protection 

 Nérolidol libre 0,0121 0,0145 0,0134  

HP-β-CD 
0,5 mM 0,0034 0,0028 0,003 4,47 
1 mM 0,0017 0,0012 0,0014 9,57 
10 mM 0,0005 0,0002 0,0003 44,66 

α-CD 0,0051 0,0051 0,0051 2,62 
β-CD 0,0019 0,0010 0,0013 10,31 
SBE-β-CD 0,0012 0,0007 0,0009 14,88 
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 Une valeur élevée de K indique une sensibilité plus importante du composé. L’analyse 

des valeurs de K dans le Tableau 17 permet de conclure que le trans-nérolidol sous forme libre 

est plus sensible à la photodégradation que le cis-nérolidol. Ceci peut être lié à la conversion 

des isomères trans en leurs isomères cis sous l’effet de l’irradiation par UV (Ahmad et al., 2016 

; Turek & Stintzing, 2013). Ce processus d’isomérisation cis/trans est fréquemment rencontré 

en photochimie organique (Castro et al., 2010). Notons que les isomères cis sont généralement 

plus toxiques que les isomères trans et qu’ils possèdent des odeurs et saveurs fortes et 

désagréables (Turek & Stintzing, 2013). 

 Toutefois, l’encapsulation dans l’HP-β-CD ralentit considérablement la 

photodégradation du nérolidol (Figure 60; Tableau 17). Cet effet devient plus important 

lorsque la concentration en CD augmente. Après 1β0 min d’irradiation, 60 et 90 % du nérolidol 

restent intactes en présence de 0,5 et 10 mM de CDs, respectivement (notons que même après 

κ h d’irradiation plus que γ0 % du nérolidol restent en solution) (Figure 60). En comparant les 

vitesses de dégradation, nous remarquons que l’encapsulation en présence de 0,5 ; 1 et 10 mM 

de CD permet d’accroître la stabilité du nérolidol de 5, 10 et de 45 fois, respectivement 

(Tableau 17). Ces résultats montrent clairement l’effet protecteur de l’HP-β-CD vis-à-vis du 

nérolidol. La concentration du nérolidol complexé augmente en présence d’une quantité élevée 

de CDs ce qui explique la photostabilité la plus prononcée du nérolidol à 10 mM d’HP-β-CD. 

 En outre, la photodégradation de l’HE de Cabreuva contenant majoritairement du trans-

nérolidol a été suivie en présence de 1 mM de HP- β-CD (Figure 60d). Nous pouvons observer 

que le trans-nérolidol dans l’huile a été rapidement dégradé après 1κ0 min d’irradiation (κ % 

de nérolidol sont restés en solution) alors que la complexation de l’HE de Cabreuva avec l’HP-

β-CD accroît la photostabilité de trans-nérolidol (seulement 40 % sont dégradés après 180 min 

d’irradiation UV) (Figure 60d). En comparant la photostabilité du trans-nérolidol sous sa 

forme pure ou dans l’huile, nous pouvons constater que la dégradation du nérolidol pur est 

légèrement plus rapide (K = 0,0145 min-1) que celle dans l’huile (K = 0,0127 min-1). Ceci peut 

être attribué à la présence d’autres constituants dans l’huile qui peuvent retarder la dégradation 

du nérolidol.  

 Par la suite, nous avons comparé l’effet de différents types de CDs à une concentration 

fixe (1 mM) sur la photostabilité du nérolidol. D’après le Tableau 17, nous pouvons constater 

que la photodégradation de trans-nérolidol est plus lente que celle de cis-nérolidol suite à leur 

complexation dans les CDs. Par exemple, la constante de dégradation de cis et de trans-

nérolidol en présence de SBE-β-CD est de 0,0012 et 0,0007 min-1, respectivement. Ceci peut 
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nérolidol libre en solution. En effet, le nérolidol a été dégradé rapidement au bout de 180 min 

alors qu’il reste plus que 40 % dans les différentes formulations liposomiales (Figure 61a).  

 Nous pouvons remarquer également que les DCLs présentent un effet protecteur vis-à-

vis du nérolidol plus élevé que les LCs (Figure 61b). Par exemple, le pourcentage du nérolidol 

restant dans les LCs varie entre 40 et 50 %, cependant celui des DCLs varie entre 65 et 85 % 

après 1κ0 min d’irradiation (Figure 61a). Cette différence peut être attribuée au fait que les 

rayons UV doivent premièrement traverser la bicouche lipidique ensuite les CDs avant 

d’atteindre le nérolidol.  

En outre, les valeurs de K montrent que le DCL au rapport molaire 100:75:30 confère au 

nérolidol la meilleure photostabilité en comparaison avec les autres formulations (Tableau 18). 

En effet, l’efficacité d’encapsulation et le rendement du nérolidol dans ces DCLs étaient très 

élevés (EE = 92,54 ± 2,97 % et RE = 70,76 ± 4,40 %) par rapport aux autres DCLs ; cela signifie 

que le nérolidol encapsulé dans les liposomes ou bien sous forme de complexes d’inclusion sera 

hautement protégé des rayons UV. 

 La photoprotection des molécules photosensibles comme l’anéthole et la barnidipine par 

les DCLs a été également trouvée supérieure en comparaison aux LCs (Gharib et al., 2017; 

Ioele et al., 2014).    

Tableau 18 : Constantes de vitesse de dégradation K (min-1) du nérolidol libre ou encapsulé 

dans les liposomes sous irradiation UVB. 

Échantillons K (min-1) 
Facteur de 
protection 

Nérolidol libre 0,013  

Lipoid E80:Ner 
 

100:1 0,004 3,35 

100:2,5 0,004 3,35 

100:5 0,004 3,35 

100:10 0,005 2,68 

Lipoid E80:HP-β-CD:Ner 
 

100:30:30 0,004 3,35 

100:75:30 0,001 13,40 

100:150:30 0,004 3,35 

100:303:30 0,003 4,47 

 Nos résultats montrent l’importance de l’encapsulation dans la réduction de la 

photodégradation du nérolidol et sa protection contre les rayons UVB. Cela est dû au fait que 

ces différents systèmes constituent une barrière physique pour les composés actifs ce qui 

empêche l’attaque directe des rayons UV. Cet effet protecteur est généralement recherché par 

les industries alimentaires afin de garantir la qualité et la sécurité des produits alimentaires.  





153 
 

V.7 Stabilité physico-chimique des liposomes encapsulant le nérolidol 

 La taille des liposomes et leur capacité à retenir le nérolidol a été examinée après 1 an 

de stockage à 4 °C. Les valeurs de la taille et le pourcentage du nérolidol restant dans les 

liposomes sont présentés dans le Tableau 19. 

 Les liposomes encapsulant le nérolidol ont conservé leur taille durant leur stockage à 4 

°C, néanmoins, la distribution de taille a été modifiée où le pourcentage de la population 

nanométrique a été diminué et celui de la population micrométrique a été donc augmenté 

(Tableau 19). Ceci peut être dû au fait que les liposomes peuvent subir une agrégation/fusion 

en solution au cours du temps (Anderson & Omri, 2004). 

 D’autre part, nous pouvons constater d’après le Tableau 19 que plus de 98 % du 

nérolidol sont retenus dans les LCs et DCLs à des faibles rapports molaires CD:Ner. La capacité 

des DCLs diminue au rapport molaire CD:Ner élevée : 86 et 65 % du nérolidol restent dans les 

DCLs aux rapports molaires E80:HP-β-CD:Ner 100:150:30 et 100:303:30, respectivement 

(Tableau 19). Ceci peut être lié à la perturbation de la membrane lipidique en présence de 

quantités élevées de CDs ce qui aboutit à la libération du nérolidol au cours du stockage.  
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Tableau 19 : Caractéristiques des liposomes après un an de stockage à 4 °C (taille et pourcentage du nérolidol restant dans les liposomes). 

Formulations 
Rapport molaire Lipoid 

E80:CD:Ner 

Population 1 Population 2 Nérolidol restant 
(%) 

(%) Taille (nm) (%) Taille (μm) 

Liposomes témoins 100:0:0 87,33 ± 0,35 87 ± 0,00 12,67 ± 0,35 5,94 ± 1,63  

Lipoid E80:Ner 

100:0:1 45,10 ± 0,87 131 ± 1,35 54,89 ± 0,87 7,692 ± 2,35 99,99 ± 0,53 
100:0:2,5 58,40 ± 1,56 226 ± 0,24 41,6 ± 1,56 8,81 ± 0,87 99,79 ± 1,08 
100:0:5 76,18 ± 0,22 131 ± 0,00 23,82 ± 0,22 5,12 ± 1,65 99,83 ± 1,30 

100:0:10 69,34 ± 0,24 131 ± 0,00 30,66 ± 0,24 5,12 ± 0,43 99,85 ± 0,75 

Lipoid E80:HP-β-CD/Ner 
 

100:30:30 40,76 ± 1,03 150 ± 0,05 59,24 ± 1,03 4,472 ± 0,54 98,61 ± 1,05 
100:75:30 44,80 ± 0,40 150 ± 0,08 55,20 ± 0,40 4,472 ± 1,35 98,67 ± 2,12 
100:150:30 59,20 ± 0,68 150 ± 0,00 40,80 ± 0,68 3,409 ± 0,78 85,92 ± 5,23 

100:303:30 46,21 ± 1,25 150 ± 0,00 53,79 ± 1,25 6,72 ± 2,85 65,03 ± 0,94 
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V.8 Etude de la stabilité de la quercétine dans les milieux biologiques 

 La quercétine possède d’importantes activités biologiques dont l’activité antioxydante, 

anticancéreuse et anti-inflammatoire (Maalik et al., 2014). Son application dans le secteur 

pharmaceutique comme agent thérapeutique ou en industrie agroalimentaire comme 

nutraceutique est toutefois limité par sa faible solubilité et sa biodisponibilité réduite (Erlund et 

al., 2002; Graefe et al., 2001; Gugler et al., 1975; Hollman et al., 1997; Khaled et al., 2003). 

Les voies d’administration les plus couramment utilisées pour l’administration des PA sont la 

voie orale et parentérale. Cependant, le pH et les enzymes présentes dans les fluides biologiques 

ainsi que l’absorption restreinte de certains PA à travers la barrière gastro-intestinale diminuent 

leur biodisponibilité. De ce fait, afin d’améliorer l’absorption de la quercétine dans l’organisme, 

sa solubilité et sa stabilité sous forme encapsulée dans les CDs, LCs et DCLs a été comparée à 

sa forme libre dans les milieux gastrique et intestinale au cours du temps.  La concentration de 

la quercétine restante en solution est illustrée dans la Figure 63. 

 
Figure 63 : Graphes montrant la concentration de la quercétine restante au cours du temps 

dans les milieux gastrique (a) et intestinal (b). 
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 Nous pouvons remarquer d’après la Figure 63, que la quercétine a été fortement 

solubilisée après son inclusion dans la SBE-β-CD ou son encapsulation dans les LCs et DCLs, 

vu que sa concentration a varié entre 100 et 500 µg/mL, en comparaison avec la quercétine 

libre. Dans les deux milieux, les Lipoid E80-liposomes ont augmenté efficacement la solubilité 

de la quercétine par rapport aux Lipoid S100 et Phospholipon 90H -liposomes. 

En outre, nous pouvons observer que la quercétine libre a été dégradée après 4 h d’incubation 

dans le milieu SGF où il ne reste que 5 µg/mL en solution par rapport à 10 µg/mL à t=0 (Figure 

63). Par contre, la quercétine a été démontrée presque stable dans le SIF.   

L’encapsulation de la quercétine dans les CDs, CLs et DCLs accroît sa stabilité dans le SGF 

(Figure 63). Par exemple, la concentration à t=0 de la quercétine dans les Phospholipon 90H, 

Lipoid E80 et Lipoid S100-liposomes était de 150, 280 et 86 µg/mL ; alors que la concentration 

était de 80, 230 and 80 µg/mL, respectivement, après 4 h d’incubation (Figure 63). Ceci peut 

être dû au fait que les Phospholipon 90H-liposomes possèdent une membrane moins rigide et 

donc la libération de la quercétine de la membrane lipidique sera plus rapide dans le milieu par 

rapport aux autres formulations. 

 D’autre part, la stabilité des formulations dans le milieu SIF par rapport au SGF, peut 

être expliquée par le fait qu’en milieu acide les liposomes peuvent être dégradés par hydrolyse 

de leurs groupements ester. De plus, la présence de la phosphatidyléthanolamine dans les 

membranes stabilise les liposomes à un pH basique (Yang et al., 1997), ce qui explique 

l’efficacité élevée des Lipid Eκ0 dans le milieu SIF.  

Des études précédentes ont également montré la désintégration de la membrane lipidique en 

milieu acide suite à l’hydrolyse des phospholipides (Hu et al., 2013 ; Jain et al., 2013; Tang et 

al., 2017).De plus, l’effet protecteur offert par l’encapsulation peut être attribué à 

l’incorporation de la quercétine dans la membrane lipidique ou son inclusion dans la cavité de 

la SBE-β-CD qui empêche l’interaction directe de la quercétine avec les milieux biologiques.  

Les résultats obtenus dans cette étude sont tout à fait en corrélation avec d’autres études 

montrant la stabilité élevée de la quercétine encapsulée dans les CDs, nanoparticules lipidiques, 

poloxamères et chitosanes par rapport à sa forme libre (Ahmad et al., 2016 ; Anandam & 

Selvamuthukumar, 2014 ; Caddeo et al., 2017; Fang et al., 2011; Fraile et al., 2014).    

 Ces résultats montrent que les CDs et les liposomes peuvent être des systèmes efficaces 

de transport de la quercétine à travers le tractus gastro-intestinal en augmentant ainsi son 

absorption intestinale.  
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VI. Etude de l’activité antioxydante 

 Enfin, nous avons examiné l’effet de l’encapsulation par les CDs sur le pouvoir de 

piégeage du DPPH• par le nérolidol et la quercétine.  À noter que l’activité antioxydante des 

deux composés n’a pas pu être évaluée en présence des formulations liposomiales à cause de 

l’absorbance des liposomes dans la même plage de mesure du DPPH•. L’activité antioxydante 

(AA %) a été calculée en absence et en présence de CDs selon l’équation 19 (Chapitre 3). Les 

valeurs de AA % obtenues sont illustrées dans la Figure 64.  

 
Figure 64 : Diagrammes montrant l’activité antioxydante du nérolidol (a) et de la quercétine 

(b) en l’absence et en présence de CDs. 

 En comparant l’activité antioxydante des deux molécules, la quercétine s’est montrée le 

composé le plus actif (Figure 64), ce qui confirme les données de la littérature (Arts et al., 2004 

; Kim et al., 2013 ; Kukongviriyapan et al., 2012 ; Luangaram et al., 2007). Les valeurs de AA% 

sont de 11 % et 90 % pour le nérolidol et la quercétine, respectivement. En effet, l’activité anti-

radicalaire potentielle de la quercétine est attribuée : i) au motif catéchol dans le noyau B, ii) à 

la double liaison en position 2,3 en conjugaison avec la fonction carbonyle dans le noyau C (le 

radical formé suite à la réaction de la quercétine avec le DPPH• est stabilisé par la résonnance 

de la double liaison avec la fonction carbonyle), iii) aux groupements OH en positions 3 et 5 de 

l’hétérocycle (Heijnen et al., 2001; Silva et al., 2002). D’autre part, nous pouvons remarquer 

que la complexation par les dérivés de la β-CD a entrainé une augmentation de l’activité 

antioxydante du nérolidol et de la quercétine alors qu’aucune modification de l’activité n’est 

observée en présence de CDs natives (Figure 64). Ceci peut être dû au fait que la solubilisation 

des deux composés par les dérivés de la β-CD est meilleure que celle par les CDs natives. En 
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conséquent, l’interaction du nérolidol et de la quercétine avec le DPPH• sera favorisée vue la 

présence d’une quantité plus élevée de ces composés en solution. De plus, nous pouvons 

constater qu’après la complexation par les CDs, les groupements actifs restent disponibles et 

peuvent ainsi réagir avec le DPPH•. Toute augmentation observée dans l’activité antioxydante 

est due probablement aux liaisons hydrogènes intermoléculaires entre le nérolidol ou la 

quercétine et les hydroxyles des CDs. Parmi les dérivés de la β-CD, les complexes d’inclusion 

RAMEB/composés actifs possèdent l’activité antioxydante la plus élevée par rapport aux autres 

complexes (Figure 64).  

 En conclusion, ces résultats montrent que les CDs permettent de conserver ou augmenter 

l’activité antioxydante du nérolidol et de la quercétine. Des résultats similaires sont reportés 

dans la littérature pour la quercétine (Alvarez-Parrilla et al., 2005; Calabrò et al., 2004; Jullian 

et al., 2007). À notre connaissance, c’est la première fois que l’effet de l’encapsulation par les 

CDs a été évalué pour le nérolidol.  

 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusion générale et perspectives 
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Conclusions et Perspectives 

Ce travail de thèse s’intègre dans le contexte du développement de nouveaux systèmes 

d’encapsulation mixtes à base de CDs et de liposomes afin de lever les verrous technologiques 

limitant l’incorporation des composés bioactifs dans l’alimentation.   

 L’objectif de ce travail était de trouver la formulation adéquate pour l’encapsulation du 

nérolidol et de la quercétine dans les CDs, LCs et DCLs. Le choix de ces molécules a été guidé 

par leurs propriétés biologiques intéressantes, leur abondance dans de nombreux produits 

alimentaires et leur non-toxicité. De plus, à notre connaissance, aucune étude n’avait été menée 

sur l’encapsulation du sesquiterpene nérolidol dans les CDs et les liposomes.  

 

 Dans la première phase de caractérisation physico-chimique des complexes d’inclusion, 

nous avons mis en évidence pour la première fois la formation de complexes d’inclusion entre 

les CDs natives et leurs dérivés et le nérolidol (pur ou dans l’HE de Cabreuva) en solution et à 

l’état solide. De plus, nous avons confirmé les résultats de la littérature concernant la 

complexation de la quercétine par les CDs.  Pour chacun des complexes d’inclusion, les 

paramètres suivants ont été déterminés : Kf, CE et augmentation de la solubilité. La teneur en 

nérolidol et l’efficacité d’encapsulation pour les complexes d’inclusion CD/Ner solide ont été 

également obtenues. Enfin, des études expérimentales et théoriques révélant les orientations 

possibles du nérolidol dans la cavité des CDs ont été menées.   

 Ces études ont montré l’existence de complexes d’inclusion (CD/Ner ou CD/Quer) 

stables de stœchiométrie 1μ1 ainsi qu’une capacité accrue des CDs à augmenter la solubilité de 

ces molécules. En effet, les dérivés de la β-CD ont démontré une meilleure capacité de 

solubilisation que les CDs natives, ce qui est reliée principalement à leur solubilité aqueuse 

élevée. D’autre part, nous avons observé une corrélation entre la Kf et la géométrie de l’invité 

où l’isomère trans du nérolidol était plus efficacement incorporé dans la cavité des CDs que 

l’isomère cis. De plus, des analyses par TOC ont montré la capacité de l’HP-β-CD à solubiliser 

l’HE de Cabreuva contenant majoritairement du trans-nérolidol. La spectroscopie RMN et les 

études de modélisation moléculaire ont permis d’élaborer la structure du nérolidol dans la cavité 

de la CD. Cette étude a également mis en évidence une dépendance de l’efficacité 

d’encapsulation et la teneur en nérolidol en fonction du rapport molaire CD:Ner durant la 

préparation des complexes d’inclusion à l’état solide.  
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 La deuxième phase de ce travail a porté sur la préparation et la caractérisation des LCs 

encapsulant la quercétine à partir de différents types de phospholipides (Lipoid E80, Lipoid 

S100 et Phospholipon 90H) afin de trouver le meilleur phospholipide répondant aux 

caractéristiques des liposomes visés. Les liposomes formés à partir du Lipoid E80 ont assuré 

une meilleure distribution de taille, une EE et un RE élevés et une stabilité physicochimique 

supérieure en comparaison avec les autres types de liposomes. Les Lipoid E80-liposomes 

encapsulant la quercétine présentent majoritairement une taille de l’ordre du nanomètre alors 

qu’une population liposomiale de taille micrométrique a été généralement observée pour le 

Lipoid S100 et Phospholipon 90H. En outre, le RE de la quercétine dans les liposomes 

composés de phospholipides insaturés a été supérieur à ceux composés de phospholipides 

saturés. Ceci peut être dû à la température élevée utilisée pendant la préparation des liposomes 

constitués de Phospholipon 90H aboutissant probablement à la dégradation de la quercétine 

sous l’effet de la chaleur. Les résultats de photostabilité ont montré que les Lipoid Eκ0 

liposomes protègent plus efficacement la quercétine contre les irradiations UV que les deux 

autres types de liposomes. De même, les liposomes formés de Lipoid E80 se sont avérés plus 

stables à 4 °C pendant 12 mois de stockage que ceux constitués de Lipoid S100 et Phospholipon 

90H. Ces études ont prouvé que la composition lipidique et la présence du cholestérol peut 

influencer les caractéristiques des liposomes. La présence de la phosphatidyléthanolamine 

uniquement dans la composition des Lipoid E80 joue un rôle important dans la stabilité de ces 

derniers. En effet, ce type de phospholipides confère à la membrane une surface de charge 

négative élevée ce qui diminue la possibilité d’agrégation des liposomes et donc leur assure une 

meilleure distribution de taille par rapport au deux autres types de formulations. Par la suite, 

des études de rigidité par AFM ont été réalisées afin d’expliquer l’effet de la composition sur 

la stabilité des liposomes. Les résultats de rigidité ont montré que la stabilité des vésicules 

lipidiques pourrait dépendre de la présence de la phosphatidyléthanolamine, du degré de 

saturation des chaînes d’acide gras et du cholestérol. Grâce aux liaisons hydrogènes qui se 

forment entre les petites têtes polaires de la phosphatidyléthanolamine, la membrane des Lipoid 

E80-liposomes a été démontrée la plus rigide suivie par celle des Lipoid S100- et Phospholipon 

90H-liposomes. La présence du cholestérol dans les liposomes formés par les lipides insaturés 

pourrait rendre la membrane plus rigide que celle composée de lipides saturés. Ceci révèle 

l’influence de la rigidité sur la stabilité des liposomes : plus la membrane est rigide, meilleure 

est la stabilité.  

 Dans la troisième phase de notre étude, le nérolidol et la quercétine ont été encapsulés 

dans les LCs et les DCLs composés de Lipoid E80. Afin d’obtenir un système DCL adéquat 
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pour les deux composés, les complexes d’inclusion HP-β-CD/Ner (à différents rapports 

molaires CD:Ner) et SBE-β-CD/Quer (au rapport molaire 5:1 CD:Quer) ont été choisis pour 

être incorporer dans la phase aqueuse des liposomes. Le choix de ces CDs repose sur leur 

capacité de complexation élevée vis-à-vis des deux composés, leur solubilité accrue dans l’eau 

(>500 mg/mL) ainsi que leur faible toxicité envers les membranes biologiques par rapport aux 

CDs méthylées. La caractérisation de ces systèmes a été ensuite menée en termes de taille, 

d’efficacité et de rendement d’encapsulation. Les résultats ont montré que l’incorporation du 

nérolidol et de la quercétine a augmenté la taille des LCs ou DCLs qui leurs constituent, vue 

l’insertion de ces molécules hydrophobes dans la bicouche lipidique. De plus, l’ajout du 

nérolidol à différents rapports molaires Lipoid E80:Ner a diminué de façon significative le 

pourcentage de la population nanométrique en comparaison avec les liposomes témoins. La 

distribution de taille des DCLs encapsulant le nérolidol a été affectée par le rapport molaire 

CD:Ner. Aux rapports molaires élevés (5:1 et 10:1), une distribution de taille des DCLs proche 

de celle des liposomes témoins a été observée alors qu’une distribution plus large est obtenue 

aux faibles rapports molaires (1:1 et 2,5:1). Ceci peut être attribué à une meilleure solubilisation 

du nérolidol en présence de concentrations élevées de HP-β-CD. Concernant la quercétine, 

l’encapsulation du complexe d’inclusion SBE-β-CD/Quer dans les liposomes a abouti à une 

augmentation de la taille et du pourcentage de la population micrométrique des liposomes, à 

cause de la charge négative de cette CD qui perturbe l’assemblage des lipides.  

Par ailleurs, les LCs ont présenté des valeurs d’EE et de RE du nérolidol et de la quercétine les 

plus élevées (> 97 %). Les DCLs formés à partir de faibles rapports molaires HP-β-CD:Ner ont 

encapsulé très efficacement le nérolidol (des valeurs supérieures à 92 % ont été obtenues). 

Toutefois cette capacité a diminué aux rapports molaires élevés du fait de la faible capacité 

d’incorporation de quantités élevées de complexes d’inclusion par les liposomes au sein de la 

cavité aqueuse. Les mêmes résultats ont été obtenus pour la quercétine.  

 

 Dans la dernière partie de ce travail, nous avons évalué, in vitro, l’influence de 

l’encapsulation sur la libération, la photostabilité, la stabilité dans les milieux gastrointestinaux 

ainsi que sur l’activité antioxydante du nérolidol et de la quercétine. L’encapsulation par les 

CDs, LCs et DCLs a permis de prolonger efficacement la libération du nérolidol en solution 

aqueuse. Les DCLs ont été les plus efficaces parmi les autres systèmes et ceci en fonction du 

rapport molaire CD:Ner : en augmentant le rapport molaire , le taux de libération du nérolidol 

a diminué. Les études de photostabilité ont également prouvé que l’encapsulation ralentissait la 

dégradation du nérolidol suite à son exposition aux rayonnement UV. En effet, les résultats ont 
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montré qu’en augmentant la concentration en CD, l’effet protecteur vis-à-vis du nérolidol 

augmentait. De plus, la photodégradation du trans-nérolidol est plus lente que celle de cis-

nérolidol, vue la meilleure complexation de l’isomère trans par les CDs que l’isomère cis. 

Concernant les formulations liposomiales, les DCLs ont conféré au nérolidol une photostabilité 

plus élevée par rapport aux LCs vu qu’ils assurent une double encapsulation des composés. 

L’encapsulation dans les DCLs a assuré également une meilleure photoprotection de la 

quercétine que les LCs. 

D’autre part, la stabilité de la quercétine dans le milieu gastrique a été améliorée efficacement 

suite à son encapsulation dans les CDs, LCs et DCLs. Cela permettrait d’augmenter la 

biodisponibilité de la molécule et donc son effet biologique.  

 Toutes les formulations liposomiales encapsulant le nérolidol ont été démontrées 

comme stables durant leur stockage à 4 °C pendant 1 an (plus de 65 % de nérolidol sont encore 

incorporés dans les liposomes). Enfin, les CDs ont conservé, voire amélioré, les propriétés 

antioxydantes du nérolidol et de la quercétine.  

 À partir de ces résultats, l’encapsulation permet d’envisager des systèmes de libération 

contrôlée ainsi que des systèmes de stockage et de conservation des molécules labiles leur 

permettant ainsi d’être incorporer dans les aliments. 

 

Comme perspectives de ce travail, des études supplémentaires peuvent être envisagées : 

- Nous proposons encapsuler l’HE de Cabreuva dans les LCs et DCLs afin d’étudier l’effet des 

constituants sur la taille des vésicules, l’efficacité d’encapsulation du trans-nérolidol (forme 

présente uniquement dans l’huile) ainsi que la stabilité de l’huile dans ces systèmes.  

-Il serait important de suivre la libération des molécules à partir des systemes d’encapsulation 

dans le plasma humain à 37 °C.  

-Afin d’augmenter la durée de vie des formulations liposomiales, il serait nécessaire de réaliser 

la lyophilisation des LCs et DCLs et d’étudier la stabilité des lyophilisats à long terme.  

-Il serait intéressant de tester l’activité antimicrobienne du nérolidol et de la quercétine sous 

forme de complexe d’inclusion, encapsulés dans les LCs ou DCLs et de les comparer avec celle 

des molécules sous forme libres. Ceci dans le but de pouvoir utiliser ces molécules comme 

alternatives naturelles aux antioxydants et/ou antimicrobiens synthétiques.  

-Des études in vivo peuvent être envisagées afin d’évaluer la toxicité du système DCL avant 

son incorporation dans les aliments. 
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Abstract
Nerolidol (Ner), a major component of many plant essential oils, is known for its various biological properties. However, the low

solubility of Ner in water and its susceptibility to degradation limit its application. The aim of our study was to improve the solu-

bility and photostability of Ner through its encapsulation in different cyclodextrins (CDs). The formation constants of cis-, trans-

Ner and their commercial mixture with various CDs (α-CD, β-CD, γ-CD, HP-β-CD, RAMEB, CRYSMEB and SBE-β-CD) were

determined by phase solubility studies and confirmed by the spectral displacement UV-visible method. The solubility of cabreuva

essential oil (EO) rich in trans-Ner was also evaluated by total organic carbon (TOC) analysis. The encapsulation efficiency (EE %)

of Ner in HP-β-CD solid complexes was assessed by HPLC. The structural characterization of CD/trans-Ner inclusion complex

was then conducted by NMR spectroscopy followed by molecular modelling studies. The effect of encapsulation on the Ner photo-

stability was also carried out over time under UVB irradiation. AL-type phase-solubility diagrams were obtained, suggesting the

formation of 1:1 CD/Ner inclusion complexes. The solubility of Ner was enhanced by approximately 70-fold in the presence of

10 mM HP-β-CD. Moreover, high EE % values were obtained for 5:1 and 10:1 HP-β-CD:Ner molar ratios. NMR and molecular

modelling studies revealed the most stable structure for trans-Ner inside the CD cavity with the OH group oriented towards the

wider rim of the CD. Finally, CD encapsulation of Ner as pure compound or as main component of the cabreuva EO, protected it

from degradation. This effect was more pronounced as the concentration of CD increased. These findings suggested that CDs are

promising encapsulating carriers for Ner by enhancing its solubility and stability and thereby its application in food industry.
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tant as the concentration of HP-β-CD increased, due to the

larger amount of complexed Ner. Furthermore, the photosta-

bility of trans-Ner in the cabreuva EO was investigated with

1 mM HP-β-CD (Figure 5b). We can observe that trans-Ner in

cabreuva EO was totally degraded after 180 min of irradiation;

whereas the complexation of EO with HP-β-CD enhanced the

stability of trans-Ner (only 40% of trans-Ner was degraded in

HP-β-CD solution after 180 min, Figure 5b). The existing litera-

ture also showed the protective effect of CD towards other

guests [13,30-33]. When comparing the photostability of trans-

Ner in its pure form and in the EO, it can be noted that the deg-

radation of trans-Ner alone (K = 0.0145 min−1) was slightly dif-

ferent than trans-Ner in EO (K = 0.0127 min−1). This finding

could be explained by the presence of other chemical com-

pounds in the EO that may be influence the degradation of

trans-Ner [34].

Then, we compared the effect of different CDs at a fixed con-

centration (1 mM) on the photostability of Ner upon UVB irra-

diation. From Table 4, we can notice that in the absence of CD,

t rans -Ner  i s  more  rapid ly  degraded than cis -Ner

(K = 0.0145 min−1 and K = 0.0121 min−1 for trans and cis

isomers, respectively). The main reason behind its instability is

that trans-Ner isomerizes to its cis form during irradiation

[34,35]. However, the presence of CD improved the photosta-

bility of trans-Ner more efficiently compared to cis-Ner

(Table 4). This could be explained by the fact that trans-Ner is

better encapsulated in CD than cis-Ner (Table 1). For example,

in the presence of SBE-β-CD, the K value of trans-Ner was

0.0007 min−1 while that of cis-Ner was 0.0012 min−1. This

difference could be attributed to the difference in Kf values be-

tween the two isomers (Kf cis-Ner = 9240 M−1 and Kf trans-Ner =

13264 M−1). It is worth noting that the higher the Kf value, the

higher the photoprotective effect of CD; thus, SBE-β-CD (Kf =

17768 M−1) > HP-β-CD (Kf = 10365 M−1) > β-CD (Kf =

1238 M−1) > α-CD (Kf = 418 M−1).

Table 4: Photodegradation rate constants (K, min−1, Equation 5) of

CD/Ner inclusion complexes upon UVB irradiation.

K (min−1) cis-Ner trans-Ner Ner

No CD 0.0121 0.0145 0.0134

α-CD 0.0051 0.0051 0.0051

β-CD 0.0019 0.0010 0.0013

HP-β-CD 0.0017 0.0012 0.0014

SBE- β-CD 0.0012 0.0007 0.0009

Conclusion
In this study, inclusion complexes of Ner (cis, trans and the

isomer mixture) with seven CDs were successfully formed in

aqueous solution. All inclusion complexes exhibited an 1:1

(CD:Ner) stoichiometry, with Kf values of CD/trans-Ner superi-

or to those of CD/cis-Ner. The solubility of Ner and of the

cabreuva EO (containing 64.54% of trans-Ner) was greatly en-

hanced in the presence of CDs. Moreover, solid HP-β-CD/Ner

inclusion complexes were obtained with a high encapsulation

efficiency (EE %). Structural characterization by NMR and mo-

lecular modelling confirmed once again the formation of the

inclusion complex between trans-Ner and β-CD. The most

stable structure was obtained for the hydroxy group oriented

towards the wide rim of the CD. Finally, the photostability of

Ner and of trans-Ner in cabreuva EO was remarkably im-

proved upon CD complexation, thereby proving the protective

effect of CD. From the above results, we could conclude that

CDs are effective encapsulating agents for Ner, able to enhance

its solubility and photostability.

Experimental
Materials
Nerolidol (98%, mixture of cis (40%) and trans (60%) isomers),

trans-nerolidol (≥85%, analytical standard) and thymol (>99%)

were purchased from Sigma-Aldrich (Missouri, United States).

Cabreuva (Myrocarpus fastigiatus) essential oil (64.54% of

trans-Ner) was purchased from Herbes et Traditions (Comines,

France). Methylorange (MO) was provided by Acros Organics

(Massachusetts, United States). α-CD, β-CD, HP-β-CD

(DS = 5.6) and RAMEB (DS = 12.6) were purchased from

Wacker-Chemie (Lyon, France). CRYSMEB (DS = 4.9) was

provided from Roquette Frères (Lestrem, France). SBE-β-CD

(DS = 6.5, Captisol®) was donated by Ligand Pharmaceuticals

Incorporated (La Jolla, USA). Methanol HPLC-grade was pur-

chased from VWR Chemicals (Atlanta, United States).

Methods
HPLC assay

Chromatographic analysis was performed with a Waters 600E

multisolvent delivery system HPLC. The method development

for estimation of Ner quantity in CD was carried out using the

analytical column Xterra RP C18 (150 × 4.6 mm, 5 µm). The

column temperature was maintained at 25 °C. The mobile phase

consisted of methanol/water (70:30 v/v). The flow rate was set

at 1 mL/min. The injection volume was 20 µL. The wavelength

of UV detector was set at 212 nm. Stock solutions of Ner

(1 mg/mL) and thymol (1 mg/mL) were prepared in methanol.

Then, diluted concentrations of Ner ranged from 5 to

250 µg/mL and 100 µg/mL thymol, used as internal standard,

were prepared in methanol. For HPLC measurement, 100 µL of

each sample was added to thymol (100 µL) and methanol

(200 µL). The mixture was then sonicated at 4 °C and

centrifuged at 15000 rpm at 4 °C. The HPLC method was vali-

dated in terms of linearity, repeatability and limit of detection.
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Formation constants determination
UV–visible spectroscopy

The UV–visible competition method described by Landy et al.

[23] was used to determine the formation constants (Kf) of

HP-β-CD/Ner inclusion complexes. Methylorange (MO), an azo

dye, was used as a competitor. First, the Kf of the HP-β-CD/MO

inclusion complex was calculated by a direct titration method.

Then, a spectral displacement method was performed by adding

Ner to a solution containing constant concentrations of HP-β-

CD and MO. The expulsion of MO from HP-β-CD cavity in-

duced an absorbance increment. The spectrum of MO solution

(0.1 mM) was recorded between 520 and 530 nm. In this range

of wavelengths, there was an optimal difference in absorbance

between the free and encapsulated forms of MO. The HP-β-CD/

Ner Kf values were calculated by an algorithmic treatment to

minimize the difference between the experimental and theoreti-

cal values of the peak area. The Kf calculation is based on 1:1

stoichiometry for HP-β-CD/MO and HP-β-CD/Ner. All mea-

surements were done using a UV–visible dual-beam spec-

trophotometer with a 1 cm thick quartz cuvette (Perkin Elmer

Lambda 2S).

Phase solubility studies

Phase solubility studies were performed according to Higuchi

and Connors [36]. Excess amounts of Ner were added to 2 mL

of CD solution (α-CD, RAMEB, CRYSMEB, HP-β-CD or

SBE-β-CD) at concentrations varying from 0 to 10 mM, except

for γ- and β-CD where lower concentrations were used

(0–1 mM). The mixtures were shaken for 24 h at 25 °C. After

the equilibrium was reached, the solution was filtered through a

0.45 μm filter. The concentrations of cis and trans-Ner were de-

termined using the HPLC method described above. The solu-

bility of Ner was plotted against CD concentration. Formation

constant (Kf) values of CD:Ner inclusion complexes were

calculated from phase-solubility diagrams using the following

equation:

(1)

where S0 is the intrinsic solubility of Ner in aqueous solution

without CD.

The solubilizing effect of CD was also determined by calcu-

lating complexation efficiency (CE) parameter which is the con-

centration ratio between CD in a complex and free CD:

(2)

Total organic carbon (TOC) analysis
Phase solubility studies of cabreuva EO with HP-β-CD were in-

vestigated by TOC analysis using a Shimadzu TOC-VCSH

analyzer. It is based on the production of carbon dioxide (CO2)

following oxidation of organic compounds. CO2 is then

detected using a high-sensitivity infrared gas analyzer (NDIR).

First, TOC was measured for the CD solution (TOCCD). Then,

the amount of EO in the filtrate was calculated using the

following equation: TOCEO = TOCT − TOCCD, where TOCT is

the TOC value obtained for the filtrate by the TOC analyzer.

Results were reported in g/L of organic carbon. The solubility

of EO was determined from standard curves constructed with

known EO concentrations.

Preparation of the solid inclusion complex by

freeze-drying
Ner (10 mM) was added to different HP-β-CD (50 and

100 mM) aqueous solutions. Solutions were stirred at 300 rpm

for 24 h at 25 °C. After equilibrium was reached, the suspen-

sions were filtered, frozen at −20 °C for 24 h and lyophilized.

The lyophilization process was carried out at −85 °C and 0 Pa

in a Christ Alpha 2-4 LD Freeze dryer until all moisture had

been sublimated.

Encapsulation efficiency
Encapsulation efficiency (EE %) of Ner as a mixture (10 mM)

into HP-β-CD (50 and 100 mM CD) was carried out by

dissolving 10 mg of solid inclusion complexes in ethanol

(10 mL). An aliquot of each sample was taken and analyzed by

the HPLC method described above.

The EE % was calculated as follows:

(3)

where mexp and mt are the experimental and theoretical (amount

of Ner initially added to prepare the solid inclusion complex)

quantities of Ner in the solid inclusion complexes, respectively.

Molecular modelling studies
Molecular mechanics simulation was done using the Macro-

model-MMFFs force field in the presence of water (GB/SA

implicit model) as implemented in the Schrodinger software

(release 2014). The CD hosts were based on a non-distorted

monomeric β-CD with C7 symmetry. trans-Ner were

constructed manually. Fifty conformations of trans-Ner/CD

complexes were selected (Monte Carlo conformational

searches: Mixed torsional/low mode sampling, 10000 struc-

tures generated, FMNR conjugate gradient minimization,
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convergence fixed to 0.01 kJ Å−1 mol−1). The total energy

difference (ΔE, kJ/mol) between the inclusion complex and the

sum of their individual components in their optimized funda-

mental states was calculated (ΔE = ECD/Ner – (ECD + ENer)) and

used as the theoretical parameter to evaluate the complexation

energy of the inclusion complex.

NMR spectroscopy
NMR experiments were realized for β-CD/trans-Ner inclusion

complex solution. 1H NMR spectra were acquired on a

400 MHz Bruker Avance III spectrometer at room temperature

equipped with a multinuclear z-gradient PABBO probe head

capable of producing magnetic field pulse gradients in the

z-direction of 48.15 G·cm−1. trans-Ner and β-CD were dis-

solved in 99.98% D2O. Two-dimensional (2D) ROESY off

resonance spectra were acquired at 25 °C with presaturation of

the residual water resonance and a mixing (spin-lock) time of

600 ms, using the States-TPPI method with a 2048 K time

domain in F2 and 512 experiments in F1. Sixty-four scans were

recorded to obtain a good resolution 2D ROESY spectra.

Photostability study
The Ner photodegradation experiment was realized under an

artificial UV source (UVB, 310 nm) in a 100 mL quartz reactor,

with continuous stirring, using a Multirays apparatus

(Heliosquartz, Italy). The photostability of Ner, cabreuva EO

and their inclusion complexes with CDs was investigated under

UVB irradiation as a function of time.

Ner (0.1 mM) was added to solutions of various HP-β-CD con-

centrations (0.5, 1 and 10 mM) and to 1 mM solutions of α-, β-

and SBE-β-CD. Cabreuva EO (1.27 µL) was also added to

1 mM HP-β-CD aqueous solution. Ner and cabreuva EO

aqueous solutions without CD were also prepared. Irradiated

aliquots were withdrawn every 60 min, over 8 h of total irradia-

tion and the remaining Ner concentration was then determined

by HPLC.

The percentage of Ner remaining was calculated as follows:

(4)

where Ct is Ner concentration in solution after irradiation at

time t and Ci is Ner concentration before irradiation.

The photodegradation constant (K, min−1) was also calculated

using the following equation:

(5)

Supporting Information

Supporting Information File 1
1H NMR spectra.
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Abstract 

Nerolidol, a naturally occurring sesquiterpene with antimicrobial activities, is a promising 

candidate as a natural alternative for food synthetic preservatives. However, its application is 

limited by its low aqueous solubility and stability. In this study, conventional liposomes and 

drug-in-cyclodextrin-in-liposomes (DCLs) were evaluated for the first time as encapsulating 

materials for nerolidol. The size, encapsulation efficiency (EE%), loading rate (LR%), and 

photo- and storage stabilities of both systems were characterized. Moreover, the in vitro release 

of nerolidol from liposomes and DCLs was investigated over time. Nerolidol was efficiently 

entrapped in both carriers with high EE% and LR% values. In addition, DCLs prolonged the 

release of nerolidol over one week and enhanced the photostability more effectively than 

conventional liposomes. Finally, all formulations were stable after 12 months of storage at 4 ºC 

(> 60% incorporated nerolidol). Therefore, DCLs are promising carriers for new applications 

of sesquiterpenes in the pharmaceutical and food industries. 

 

Keywords: drug-in-cyclodextrin-in-liposomes; liposomes; nerolidol; photostability; release.  
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1. Introduction 

Currently, the primary concern of the food industry is to produce and provide safe food products 

with added functionality and extended shelf-lives. Therefore, research is 

directed toward replacing synthetic carcinogenic preservatives with natural, non-toxic 

molecules (Palzer, 2009). Nerolidol is an acyclic sesquiterpene alcohol (Fig. 1) that is naturally 

found in the essential oils of citronella, neroli, lemongrass, ginger and rose. Nerolidol has a 

wide range of important biological functions, such as antimicrobial (Brehm-Stecher & Johnson, 

2003; Tao, Wang, & Kong, 2013) anticancer (Sun et al., 2010) and anti-inflammatory (Ku & 

Lin, 2013) activities. In addition, nerolidol is considered safe by the European Food Safety 

authority (EFSA) and classified as generally recognized as safe (GRAS) by the Food and Drug 

Administration (Lapczynski, Bhatia, Letizia, & Api, 2008). Therefore, its incorporation into 

food products may be a promising strategy for food preservation. Nevertheless, several factors 

limit the use of nerolidol, such as low water solubility and susceptibility to photodegradation 

(Brehm-Stecher & Johnson, 2003; McGinty, Letizia, & Api, 2010). Hence, a promising 

approach to enable more widespread use of nerolidol is the development of encapsulating 

systems that could improve its physicochemical properties. 

Liposomes, cyclodextrins (CDs) and, more recently, drug-in-cyclodextrin-in-liposomes 

(DCLs) are promising encapsulating systems that can enhance both the solubility and 

photostability of various compounds, such as aromatics, essentials oils and hydrophobic drugs 

(Aloisio, Antimisiaris, & Longhi, 2017; Astray, Gonzalez-Barreiro, Mejuto, Rial-Otero, & 

Simal-Gándara, 2009; Gharib, Auezova, Charcosset, & Greige-Gerges, 2017; Kfoury et al., 

2016; Laouini et al., 2012; Szente &Szejtli, 2004). 

 Liposomes are spherical vesicles with concentric phospholipid bilayers that spontaneously 

form in aqueous solution. A lipid bilayer membrane encloses an aqueous core where 

hydrophilic drugs may be encapsulated, while lipophilic drugs can be trapped within the 

membrane (Rodríguez, Martín, Ruiz, & Clares, 2016). Nevertheless, the incorporation of 
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highly hydrophobic molecules into liposomes can destabilize the lipid membrane, causing the 

rapid release of the drug from the bilayer. To circumvent this problem, a combined system 

of CDs and liposomes was developed by McCormack and Gregoriadis (1994). The so-called 

drug-in-cyclodextrin-in-liposomes (DCLs) system entraps the CD/drug inclusion complex into 

liposomes. 

CDs are natural oligosaccharides obtained by the enzymatic degradation of starch; they belong 

to the family of cage molecules due to their structure, which is composed of a hydrophobic 

cavity that can encapsulate a variety of hydrophobic compounds through host-guest 

interactions. The native and most common CDs are composed of six (α-CD), seven (β-CD) and 

eight ( -CD) glycosyl units (Szejtli, 1998). Numerous CD derivatives with increased solubility 

are commercially available. Hydroxypropyl-β-CD (HP-β-CD), an FDA-approved β-CD 

derivative, is widely used in the food industry due to high solubility (>500 mg/mL) and low 

toxicity toward biological membranes (Miranda, Martins, Veiga & Ferraz, 2011; Piel et al., 

2007; Yuan, Jin, & Li, 2008). The presence of CD in the aqueous compartments of liposomes 

do not affect liposome characteristics and preserve membrane integrity (Hatzi, Mourtas, 

Klepetsanis, & Antimisiaris, 2007; Maestrelli, González-Rodríguez, Rabasco, Ghelardini, & 

Mura, 2010). 

DCLs combine the advantages of both carriers and thereby provide a controlled drug release 

(Chen et al., 2014; Gharib, Greige-Gerges, Fourmentin, Charcosset, & Auezova, 2015). The 

DCL system was applied to encapsulate a variety of lipophilic drugs (Bragagni, Maestrelli, 

Mennini, Ghelardini, & Mura, 2010; Fatouros, Hatzidimitriou, & Antimisiaris, 2001; 

Maestrelli, Gonzalez-Rodriguez, Rabasco, & Mura, 2005; Gharib, Auezova, Charcosset, & 

Greige-Gerges, 2017; Sebaaly, Charcosset, Stainmesse, Fessi, & Greige-Gerges, 2016). In this 

study, nerolidol was encapsulated into liposomes and DCLs. Then, the size, encapsulation 

efficiency and storage stability of both systems were characterized. The effects of encapsulation 

on the solubility, photostability and release kinetics of nerolidol were also assessed. 
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2. Materials and methods 

2.1. Materials 

Nerolidol (98%, mixture of cis and trans isomers), thymol (>99%), absolute ethanol, and 

HPLC-grade methanol were purchased from Sigma Aldrich (St Louis, Missouri, United States). 

Hydroxypropyl-β-CD (HP-β-CD, DS = 5.6) was a kind gift from Roquette (Lestrem, France). 

Lipoid E80 (80-85% egg phosphatidylcholine, 7-9.5% phosphatidylethanolamine, 2% water, 

and 0.2% ethanol) was obtained from Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Germany). Dialysis 

membranes (MWCO 0.5-1 kDa and 8-10 kDa) were purchased from Spectrum Laboratories 

(California, United States). All products were analytical grade and used as received. Distilled 

deionized water was used all over the study. 

 

2.2. HPLC analysis 

The concentration of nerolidol in all formulations was determined using a Hitachi LaChrom 

Elite® HPLC system (pump L-2130, autosampler L-2200) coupled to a diode array detector 

(L-2455). Thymol was used as an internal standard. Stock solutions of nerolidol (1 mg/mL) and 

thymol (1 mg/mL) were prepared in methanol. The nerolidol stock solution was then diluted to 

obtain final concentrations in the range of 1-β50 μg/mL. The standard solution of thymol (100 

µg/mL) was also prepared in methanol. To determine nerolidol concentration, 100 µL of the 

sample and 100 µL of the thymol standard solution were added to 200 µL of methanol. The 

mixture was then sonicated at 4 ºC and centrifuged at 15000 rpm at 4 °C. The supernatant (20 

µL) was then injected into a reverse-phase C18 Supelco column (15 cm x 4.6 mm, 5 µm). HPLC 

analysis was achieved in an isocratic mode consisting of water and methanol (75:25) at a flow 

rate of 1 mL/min. The column temperature was maintained at 25 ºC. The wavelength of the UV 

detector was 212 nm. The HPLC method was validated with respect to linearity, repeatability 

and limit of detection. 
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2.3. Preparation of aqueous solutions of CD/nerolidol inclusion complexes 

Nerolidol (44.47 mg) was added to 20 mL of water or 20 mL of HP-β-CD aqueous solutions 

(10, 25, 50 and 100 mM) and agitated at a stirring rate of 300 rpm for 24 h at 25 °C. The 

solutions were then filtered using a 0.45-μm filter, and the amount of nerolidol solubilized in 

the filtrate was determined by HPLC. The filtrates, containing the HP-β-CD/nerolidol inclusion 

complexes, were later used as the aqueous phase in the DCLs preparations, while the filtrate 

without CD was used to determine the aqueous solubility of nerolidol. 

 

2.4. Preparation of liposomes 

Liposomes were prepared with the ethanol injection method (Sebaaly, Jraij, Fessi, Charcosset, 

& Greige-Gerges, 2015b). An ethanol solution (10 mL) containing E80 phospholipids (50 

mg/mL) was injected into an aqueous solution (20 mL) using a syringe pump (Fortuna optima, 

GmbH-Germany) at an injection flow rate of 1 mL/min under magnetic stirring (400 rpm) at 

room temperature. The obtained liposomal suspension was maintained for 15 min while stirring 

(400 rpm). Ethanol was finally removed using a rotary evaporator under reduced pressure at 40 

°C (Heidolph GmbH, Germany). 

The same procedure was applied to prepare nerolidol-loaded liposomes except that, in this case, 

the organic phase contained nerolidol at various E80 to nerolidol molar ratios (100:1; 100:2.5; 

100:5 or 100:10). 

DCLs were prepared using the different HP-β-CD/nerolidol inclusion complex solutions as the 

aqueous phase. The obtained DCLs were maintained at 4 °C for further characterization. Each 

preparation was performed in triplicate. 

2.5. Characterization of liposomes 

2.5.1. Particle size measurements 

The diameter and size distribution of the particles were determined by laser granulometry using 

a Partica LA-950V2 laser diffraction particle size distribution analyzer (Horiba, Japan). This 
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instrument enables the measurement of particles ranging from 0.01 μm to 3000 μm and is 

suitable for liposomes. 

 

2.5.2. Determination of encapsulation efficiency and loading rate 

The liposomal suspensions were centrifuged at 15000 rpm for 1 h at 4 °C using Vivaspin 500 

centrifugal concentrators (Sartorius Stedim Biotech, Germany, MWCO = 10 kDa) to recover 

the free nerolidol present in the filtrate. The concentration was then determined by HPLC, as 

described in Section 2.2. 

 

The EE% of nerolidol in liposomes and DCLs was calculated according to the following 

formula: 

EE % =  [nerolidol]liposomes
[nerolidol]total  ×   

where [nerolidol]liposomes = [nerolidol]total − [nerolidol]free. 

 

The LR% of nerolidol in conventional liposomes was calculated as follows: 

LR % = m i emi i ia  ×100 (β) 

where mliposomes stands for nerolidol amount incorporated in the vesicles and determined by 

HPLC, and minitial is the initial mass of nerolidol added in the organic phase to prepare the 

liposomes. 

The LR% for nerolidol in DCLs was calculated as follows: LR L % =  m Lmi i ia  ×   

where mDCL is the nerolidol amount incorporated in the vesicles in the presence of CD and 

determined by HPLC, and minitial is the initial mass of nerolidol used to prepare the CD/nerolidol 

inclusion complex. 
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2.5.3. In vitro release kinetics of nerolidol 

The in vitro release of nerolidol from CD/nerolidol inclusion complexes, conventional 

liposomes and DCLs was assessed in distilled water using dialysis tubing. For liposomes and 

DCLs, 5 mL from each liposomal preparation was centrifuged at 15000 rpm for 1 h to remove 

unretained molecules. The pellet was resuspended in distilled water (5 mL) and placed in the 

dialysis membrane. The filtrates containing CD/nerolidol inclusion complexes, prepared as 

described above, were also placed in the dialysis tubes. The dialysis membranes (MWCO 0.5-

1 kDa for CD/nerolidol complexes and MWCO 8-10 kDa for liposomes and DCLs) were first 

soaked in water for 30 min at room temperature, then rinsed thoroughly in distilled water. The 

dialysis tubing was placed in a 500 mL beaker containing distilled water, and the dialysate was 

stirred at 200 rpm. The exterior media was replaced with fresh media every 2 h. Then, 100 µL 

was withdrawn from the dialysis tube at the specified time intervals and analyzed by HPLC, as 

described previously. 

The results were expressed as the percentage of nerolidol released from suspensions using the 

following equation: 

Released nerolidol % =  [nerolidol] 0-[nerolidol][nerolidol] 0  ×     

where [nerolidol] 0 is the initial concentration of nerolidol in the dialysis tube and [nerolidol]  

is the concentration of nerolidol in the dialysis tube at time t. 

 

2.5.4. Photostability study 

Aqueous solutions of nerolidol (0.045 mM), nerolidol-loaded conventional liposomes and 

DCLs were exposed to UVB light (310 nm, 15 W each) using a Multirays apparatus 

(Heliosquartz, Italy). The irradiation was performed in a 100-mL quartz reactor under magnetic 

stirring over 7 h. At different time intervals (0, 60, 120, 180, 240, 330, 390 and 450 min), 
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aliquots were removed and the concentration of nerolidol remaining in solution was determined 

by HPLC. 

The percentage of remaining nerolidol was calculated as follows:  

Remaining nerolidol (%) = [nerolidol]t
[nerolidol] 0  ×100   

where  [nerolidol]  is the concentration of remaining nerolidol determined after irradiation at 

time t and [nerolidol] 0 is the initial nerolidol concentration. 

The degradation rate constant (K, min-1) was calculated using the following equation: 

Ln [nerolidol]= − Kt + b (6) 

 

2.5.5. Storage stability of liposomes 

The remaining nerolidol concentration in liposomes and DCLs was determined after 12 months 

of storage at 4 ºC by HPLC. The percentage of remaining nerolidol was determined by the 

following equation: 

Remaining nerolidol %  after storage = 
[nerolidol][nerolidol] 0  ×  7  

where [nerolidol]t and [nerolidol] 0 are the concentrations of incorporated nerolidol in the 

formulations obtained after one year of storage at 4 °C and at time t0, respectively. All 

experiments were performed in triplicate.  

 

2.6. Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using the two-sample Student’s t-tests. The results are 

expressed as the mean values ± SD. Statistical significance was reported when the p-value was 

≤ 0.05. 
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3. Results and discussion 

3.1. Determination of nerolidol concentration in HP-β-CD/nerolidol aqueous solution 

The amount of solubilized nerolidol in water or in the presence of different HP-β-CD 

concentrations (10, 25, 50 and 100 mM) was determined by HPLC. The water solubility of 

nerolidol was equal to 0.055 mM. The addition of HP-β-CD leads to an enhancement of 

nerolidol solubility up to 170 times. Increasing the CD:nerolidol molar ratio from 1:1 to 2.5:1 

increased the nerolidol concentration from 3.12 to 7.59 mM (approximately 2.4-fold). A slight 

increase in nerolidol concentration was then obtained at a CD:nerolidol molar ratio of 5:1 (8.95 

mM) and 10:1 (9.25 mM). Previous studies have shown that increased solubility of natural 

antimicrobials, by CD, enhanced antimicrobial effects in bacterial culture media (Arana-

Sánchez et al., 2010; Corciova et al., 2015; Kamimura, Santos, Hill, & Gomes, 2014; Pinho, 

Soares, & Henriques, 2015; Santos, Kamimura, Hill, & Gomes, 2015) and in food matrices, 

such as fresh-cut tomatoes (Ayala-Zavala & González-Aguilar, 2010). Therefore, our results 

could enable enhancements of the antimicrobial activity of nerolidol in food matrices. 

 
3.2.Characterization of nerolidol-loaded liposomes 

3.2.1. Particle size determination 

The particle size distribution of the liposomal formulations was assayed by laser 

granulometry. Two distinct liposomal populations are obtained in nanometric (87-150 nm, 

population 1) and micrometric (5-7 μm, population β) sizes (Fig. 1 in supplementary material). 

Table 1 demonstrates the percentage distribution of nanometric and micrometric particles 

(populations 1 and 2) in each formulation. The percentages of the two populations varied among 

the various formulations. 

First, the addition of nerolidol significantly reduced the percentage of nanometric liposomes 

(and accordingly increased that of micrometric liposomes) compared to the blank batches 

(Table 1). Nerolidol could induce modifications in the lipid assembly, leading to the formation 
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of larger nanoparticles. Moreover, the distribution of HP-β-CD/nerolidol-loaded liposomes was 

affected by the CD:nerolidol molar ratio. Thus, the percentage of nanometric liposomes was 

significantly decreased at 1:1 and 2.5:1 HP-β-CD:nerolidol molar ratios, while at 5:1 and 10:1 

molar ratios, the results were close to those with the blank liposomes. Notably, the presence of 

free HP-β-CD in the aqueous phase did not modify the percentage of each population. This is 

evidently due to the high solubility of this CD, which does not impact liposome formation. 

Hence, the relative increase of the level of nanometric liposomes at higher HP-β-CD:nerolidol 

ratios may be attributed to nerolidol incorporation into the HP-β-CD cavity, resulting in a 

reduced pool of free nerolidol in the lipid bilayers. 

The mean particle size of nanometric liposomes varied between 87 and 150 nm. This is in 

agreement with the expected value (approximately 100 nm) for liposomes prepared by the 

ethanol injection method (Pons, Foradada, & Estelrich, 1993; Sebaaly, Greige-Gerges, Agusti, 

Fessi, & Charcosset, 2015a, 2015b). Compared to the blank liposomes, nerolidol- and 

CD/nerolidol-loaded liposomes generally had larger mean particles size. Many essential oils 

and their components, such as Eucalyptus camaldulensis essential oil (Moghimipour, Aghel, 

Mahmoudabadi, Ramezani, & Handali, 2012) and eugenol (Sebaaly, Greige-Gerges, Agusti, 

Fessi, & Charcosset, 2015a), were reported to increase liposome vesicle size and swelling of 

the bilayer. Our findings also agree with those obtained with CD/ketoprofen-loaded liposomes, 

where an increase in size was observed with increasing complex concentration (Maestrelli, 

Gonzalez-Rodriguez, Rabasco, & Mura, 2006). 

 

3.2.2. Encapsulation efficiency and loading rate 

The encapsulation efficiency (EE%) and the loading rate (LR%) of nerolidol into liposomes 

and DCLs were determined by HPLC. Very high EE% values (> 97%) of nerolidol into 

conventional liposomes were obtained for all E80:nerolidol molar ratios (100:1; 100:2.5; 100:5 
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or 100:10) (Table 2). This is due to the hydrophobic nature of nerolidol, which was apparently 

incorporated in the bilayer. 

Nerolidol was also efficiently encapsulated into liposomes as HP-β-CD/nerolidol complexes. 

For HP-β-CD:nerolidol molar ratios of 1:1 and 2.5:1, EE% values were very high (~97% and 

93%, respectively); however, they markedly decreased with further increases of the 

CD:nerolidol molar ratio (~63% and 57% for 5:1 and 10:1 ratios, respectively). This could be 

due to the reduction of the entrapment capacity of liposomes at high CD concentrations. Similar 

results were reported for EE% in DCLs for prednisolone and ketoprofen using high HP-β-

CD/drug concentrations (Maestrelli, Gonzalez-Rodriguez, Rabasco, & Mura, 2006; Fatouros, 

Hatzidimitriou, & Antimisiaris, 2001). 

The LR% values of nerolidol at E80:nerolidol molar ratios of 100:1 and 100:2.5 were above 

90%, demonstrating high incorporation of nerolidol into the lipid vesicles. Nevertheless, further 

increases of the E80:nerolidol molar ratio resulted in the reduction of LR% (Table 2). This 

result was concomitant with an increase in the percentage of the micrometric liposome 

population (Table 1). Regarding the DCL system, when CD:nerolidol molar ratio was increased 

from 1:1 to 2.5:1, the LRDCL improved significantly from to 17.65 ± 0.74% to 70.76 ± 4.40% 

(Тable β). This result could be explained by the notable increase of nerolidol concentration in 

the presence of 25 mM HP-β-CD. This effect was not concentration-dependent, since the best 

LR% value was obtained at the CD:nerolidol molar ratio 2.5:1. At HP-β-CD:nerolidol molar 

ratios higher than 2.5:1, the LRDCL values of nerolidol decreased, suggesting a limited 

entrapment capacity of liposomes of the CD/nerolidol complex. 

From the above results, the best system for nerolidol encapsulation is the DCL prepared at the 

HP-β-CD:nerolidol molar ratio of 2.5:1. The presence of nerolidol in the CD/nerolidol inclusion 

complex improves incorporation into liposomes, as evidenced by the high EE% and LR% 

values. 
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3.2.3. In vitro release study 

Release from carriers is one of the most important criteria to be considered in food application. 

By extending their release, the action of the active compounds and their effects will be 

maintained (Rodríguez, Martín, Ruiz, & Clares, 2016). 

The in vitro release of nerolidol from CD/nerolidol inclusion complexes, conventional 

liposomes and DCLs was studied over time at room temperature, using dialysis. Figure 2 

demonstrates the percentage of nerolidol released from the dialysis tubes as a function of time. 

All formulations exhibited rapid release of nerolidol during the first 8 h (first phase), which was 

followed by a slow release over the next 7 days (second phase). The complexes prepared at 

different CD/nerolidol molar ratios demonstrated similar release patterns, and more than 45% 

of nerolidol was released within 8 h from all complexes (Fig. 2a). As expected, DCLs delayed 

the nerolidol release compared to CD/nerolidol inclusion complexes, regardless of the 

CD/nerolidol molar ratio (Fig. 2a). The release rate of nerolidol in the first phase was less 

pronounced for the DCLs at E80:HP-β-CD:nerolidol ratio of 100:303:30 than the other 

formulations (Fig. 2). For liposomes and DCLs, the first phase may be caused by the release of 

nerolidol that is incorporated in the external monolayer of the membrane; nerolidol at the 

internal monolayer of liposomes or in the aqueous compartment as the CD/nerolidol inclusion 

complex may be released in the second phase. Moreover, the release rate is slower in the second 

phase for DCLs compared to conventional liposomes. In the DCLs, compounds must overcome 

more barriers to be released from the system (Chen et al., 2014). The release was more delayed 

with increasing CD:nerolidol molar ratios, likely owing to the presence of more complexed 

nerolidol in the aqueous compartment of the liposomes. Our results agree with previous 

research comparing the sustained drug release of DCLs to conventional liposomes (Chakraborty 

& Naik, 2003; Chen, Gao, Wang, & Liang, 2007, 2014; Zhang et al., 2015). 
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3.2.4. Photostability study 

Encapsulation systems such as CDs, liposomes or DCLs provide a molecular shield for 

photolabile molecules, thereby delaying their photodegradation (Tønnesen, 2001; Ragno et al., 

2003). Therefore, the photostability of aqueous solutions of nerolidol and nerolidol-loaded 

liposomes (conventional and DCLs) was investigated after exposure to UVB light. Aliquots 

were removed at different time intervals and analyzed by HPLC. The results are expressed as 

the percentage of nerolidol remaining in the solution as a function of time (Fig. 3). For all 

formulations, the degradation of nerolidol had first-order kinetic rate. Nerolidol alone was 

rapidly degraded, as only 11% of nerolidol remained in the solution after 180 min of UVB 

irradiation (Fig. 3). Nonetheless, after 180 min, between 40% and 90% of nerolidol still 

remained in the suspension of conventional liposomes and DCLs, respectively, indicating that 

the photostability of nerolidol was increased by encapsulation (Fig. 3). Two DCLs formulations 

demonstrated greater protection of nerolidol when compared to conventional liposomes (Table 

1 in Supplementary Material). The higher protection by DCLs was reported for other 

photolabile drugs, such as anethole (Gharib, Auezova, Charcosset, & Greige-Gerges, 2017) and 

barnidipine (Ioele, De Luca, & Ragno, 2014). 

 

3.2.5. Storage stability 

The amount of incorporated nerolidol in liposomes and DCLs was determined after one year of 

storage at 4 ºC, and the values were compared to those obtained at t0. The percentage of 

remaining nerolidol was above 98% for conventional liposomes and DCLs at low CD 

concentrations. CDs, at high concentration, may perturb the membrane, leading to the leakage 

of nerolidol from the vesicles (Table 3). This demonstrated again that DCL at E80:CD:nerolidol 

molar ratio of 100:75:30 is the best formulation for nerolidol encapsulation. 
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4. Conclusion 

In this study, nerolidol was successfully encapsulated into liposomes and DCLs. The size, EE%, 

LR%, nerolidol photoprotection, nerolidol release and storage stability of the different systems 

were characterized. The results demonstrated that the incorporation of nerolidol in liposomes 

was associated with vesicle enlargement, whereas for DCLs, the nerolidol effect on vesicle size 

was minor. Optimizing the CD:nerolidol molar ratio was crucial to improving the LR% values 

of nerolidol in DCLs. Moreover, DCL protected nerolidol from photodegradation and extended 

the release more effectively than conventional liposomes. Finally, liposomes and DCLs were 

stable after long-term storage at 4 ºC. These results are particularly important to the 

formulations of hydrophobic drugs, including sesquiterpenes, in the cosmetic, pharmaceutical 

and food industries. It would be valuable to study the antimicrobial effect of nerolidol-loaded 

well-characterized delivery systems against foodborne pathogens in bacterial culture media and 

food matrices. Hence, several parameters to be considered in future works are the bacterial 

growth, effective nerolidol concentration, incubation time, and stability of the delivery systems 

in the selected media. 

 

Acknowledgments 

The authors are grateful to Université du Littoral Côte d’Opale and Lebanese University for the 

financial support for J. Azzi’s PhD thesis. The study was financially supported by Lebanese 

National Council for scientific research and by Agence Universitaire de la Francophonie 

(project PCSI 2015/2017). 

 

 

 

 



16 
 

References 

Aloisio, C., Antimisiaris, S. G., & Longhi, M. R. (2017). Liposomes containing cyclodextrins 

or meglumine to solubilize and improve the bioavailability of poorly soluble drugs. Journal of 

Molecular Liquids, 229, 106-113. 

Arana-Sánchez, A., Estarrón-Espinosa, M., Obledo-Vázquez, E. N., Padilla-Camberos, E., 

Silva-Vázquez, R., & Lugo-Cervantes, E. (2010). Antimicrobial and antioxidant activities of 

Mexican oregano essential oils (Lippia graveolens H. B. K.) with different composition when 

microencapsulated in β-cyclodextrin. Letters in Applied Microbiology, 50, 585-590. 

Astray, G., Gonzalez-Barreiro, C., Mejuto, J., Rial-Otero, R., & Simal-Gándara, J. (2009). A 

review on the use of cyclodextrins in foods. Food Hydrocolloids, 23, 1631-1640. 

Ayala-Zavala, J. F., & González-Aguilar, G. A. (2010). Optimizing the Use of Garlic Oil as 

Antimicrobial Agent on Fresh-Cut Tomato through a Controlled Release System. Journal of 

Food Science, 75, M398-405. 

Bragagni, M., Maestrelli, F., Mennini, N., Ghelardini, C., & Mura, P. (2010). Liposomal 

formulations of prilocaine: effect of complexation with hydroxypropyl-β-cyclodextrin on drug 

anesthetic efficacy. Journal of Liposome Research, 20, 315-322. 

Brehm-Stecher, B., & Johnson, E. (2003). Sensitization of Staphylococcus aureus and 

Escherichia coli to Antibiotics by the Sesquiterpenoids Nerolidol, Farnesol, Bisabolol, and 

Apritone. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 47, 3357-3360. 

Chakraborty, K. K., & Naik, S. R. (2003). Therapeutic and hemolytic evaluation of in-situ 

liposomal preparation containing amphotericin - β complexed with different chemically 

modified β- cyclodextrins. Journal of Pharmaceutical Sciences, 6, 231-237. 

Chen, H., Gao, J., Wang, F., & Liang, W. (2007). Preparation, Characterization and 

Pharmacokinetics of Liposomes-Encapsulated Cyclodextrins Inclusion Complexes for 

Hydrophobic Drugs. Drug Delivery, 14, 201-208. 

Chen, J., Lu, W. L., Gu, W., Lu, S. S., Chen, Z.-P., Cai, B. C., & Yang, X.-X. (2014). Drug-in-

cyclodextrin-in-liposomes: a promising delivery a promising delivery system for hydrophobic 

drugs. Expert Opinion Drug Delivery, 11, 565-577. 

Corciova, A., Ciobanu, C., Poiata, A., Mircea, C., Nicolescu, A., Drobota, M., . . . Marangoci, 

N. (2015). Antibacterial and antioxidant properties of hesperidin: β-cyclodextrin complexes 

obtained by different techniques. Journal of Inclusion Phenomena and Macrocyclic Chemistry, 

81, 71–84. 



17 
 

Fatouros, D., Hatzidimitriou, K., & Antimisiaris, S. (2001). Liposomes encapsulating 

prednisolone and prednisolone–cyclodextrin complexes: Comparison of membrane integrity 

and drug release. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 13, 287-296. 

Gharib, R., Auezova, L., Charcosset, C., & Greige-Gerges, H. (2017). Drug-in-cyclodextrin-in-

liposomes as a carrier system for volatile essential oil components: Application to anethole. 

Food Chemistry, 218, 365-371. 

Gharib, R., Greige-Gerges, H., Fourmentin, S., Charcosset, C., & Auezova, L. (2015). 

Liposomes incorporating cyclodextrin–drug inclusion complexes: Current state of knowledge. 

Carbohydrate Polymers, 129, 175-186. 

Hatzi, P., Mourtas, S., Klepetsanis, P. G., & Antimisiaris, S. G. (2007). Integrity of liposomes 

in presence of cyclodextrins: Effect of liposome type and lipid composition. International 

Journal of Pharmaceutics, 333, 167-176. 

Ioele, G., De Luca, M., & Ragno, G. (2014). Photostability of barnidipine in combined 

cyclodextrin-in-liposome matrices. Future Medicinal Chemistry, 6, 35-43. 

Kamimura, J. A., Santos, E. H., Hill, L. E., & Gomes, C. L. (2014). Antimicrobial and 

antioxidant activities of carvacrol microencapsulated in hydroxypropyl-beta-cyclodextrin. LWT 

- Food Science and Technology, 57, 701-709. 

Kfoury, M., Lounès-Hadj Sahraoui, A., Bourdon, N., Laruelle, F., Fontaine, J., Auezova, L., 

Greige-Gerges, H. & Fourmentin, S. (2016). Solubility, photostability and antifungal activity 

of phenylpropanoids encapsulated in cyclodextrins. Food Chemistry, 196, 518-525. 

Ku, C. M., & Lin, J. Y. (2013). Anti-inflammatory effects of 27 selected terpenoid compounds 

tested through modulating Th1/Th2 cytokine secretion profiles using murine primary 

splenocytes. Food Chemistry, 141, 1104-1113. 

Laouini, A., Jaafar-Maalej, C., Limayem-Blouza, I., Sfar, S., Charcosset, C., & Fessi, H. (2012). 

Preparation, Characterization and Applications of Liposomes: State of the Art. Journal of 

Colloid Science and Biotechnology, 1, 147-168. 

Lapczynski, A., Bhatia, S., Letizia, C., & Api, A. (2008). Fragrance material review on 

nerolidol (isomer unspecified). Food and Chemical Toxicology, 46, S247–S250. 

Maestrelli, F., González-Rodríguez, M., Rabasco, A., Ghelardini, C., & Mura, P. (2010). New 

“drug-in cyclodextrin-in deformable liposomes” formulations to improve the therapeutic 

efficacy of local anaesthetics. International Journal of Pharmaceutics, 395, 222–231. 

Maestrelli, F., Gonzalez-Rodriguez, M. L., Rabasco, A. M., & Mura, P. (2005). Preparation and 

characterization of liposomes encapsulating ketoprofen–cyclodextrin complexes for 

transdermal drug delivery. International Journal of Pharmaceutics, 298, 55-67. 



18 
 

Maestrelli, F., Gonzalez-Rodriguez, M. L., Rabasco, A. M., & Mura, P. (2006). Effect of 

preparation technique on the properties of liposomes encapsulating ketoprofen–cyclodextrin 

complexes aimed for transdermal delivery. International Journal of Pharmaceutics, 312, 53-

60. 

McCormack, B., & Gregoriadis, G. (1994). Drugs-in-cyclodextrins-in-liposomes: A novel 

concept in drug delivery. International Journal of Pharmaceutics, 112, 249-258. 

McGinty, D., Letizia, C. S., & Api, A. M. (2010). Addendum to Fragrance material review on 

Nerolidol (isomer unspecified). Food and Chemical Toxicology, 48, 43-45. 

Miranda, J. C., Martins, T. E., Veiga, F., & Ferraz, H. G. (2011). Cyclodextrins and ternary 

complexes: technology to improve solubility of poorly soluble drugs. Brazilian Journal of 

Pharmaceutical Sciences, 47, 665-680. 

Moghimipour, E., Aghel, N., Mahmoudabadi, A. Z., Ramezani, Z., & Handali, S. (2012). 

Preparation and Characterization of Liposomes Containing Essential Oil of Eucalyptus 

camaldulensis Leaf. Jundishapur Journal of Natural Pharmaceutical Products, 7, 117-122. 

Palzer, S. (2009). Food structures for nutrition, health and wellness. Trends in Food Science & 

Technology, 20, 194-200. 

Piel, G., Piette, M., Barillaro, V., Castagne, D., Evrard, B., & Delattre, L. (2007). Study of the 

relationship between lipid binding properties of cyclodextrins and their effect on the integrity 

of liposomes. International Journal of Pharmaceutics, 338, 35-42. 

Pinho, E., Soares, G., & Henriques, M. (2015). Evaluation of antibacterial activity of caffeic 

acid encapsulated by β-cyclodextrins. Journal of Microencapsulation, 32, 804–810. 

Pons, M., Foradada, M., & Estelrich, J. (1993). Liposomes obtained by the ethanol injection 

method. International Journal of Pharmaceutics, 95, 51-56. 

Ragno, G., Cione, E., Garofalo, A., Genchi, G., Ioele, G., Risoli, A., & Spagnoletta, A. (2003). 

Design and monitoring of photostability systems for amlodipine dosage forms. International 

Journal of Pharmaceutics, 265, 125-132. 

Rodríguez, J., Martín, M. J., Ruiz, M. A., & Clares, B. (2016). Current encapsulation strategies 

for bioactive oils: From alimentary to pharmaceutical perspectives. Food Research 

International, 83, 41-59. 

Santos, E. H., Kamimura, J. A., Hill, L. E., & Gomes, C. L. (2015). Characterization of 

carvacrol beta-cyclodextrin inclusion complexes as delivery systems for antibacterial and 

antioxidant applications. LWT - Food Science and Technology, 60, 583-592. 





20 
 

 

Figure 2: In vitro release profile of nerolidol from: (a) CD/nerolidol inclusion complexes and 

DCLs; (b) conventional liposomes and DCLs. 
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Figure 3: Percentage of nerolidol remaining in the aqueous solution of nerolidol, liposomes 

and DCLs after UVB light exposure. 
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Table Captions: 

Table 1: Percentage and mean particle size of populations 1 and 2 for blank-, nerolidol- and 

HP-β-CD-loaded liposomes and DCLs. 

Liposomes 

batches 

E80:CD:nerolidol 

molar ratios 

Population 1 Population 2 

(%) Mean size (nm) (%) Mean size (μm) 

Blank liposomes 100:0:0 89.33 ± 5.13 87 ± 0.00 10.66 ± 5.13 4.94 ± 1.87 

E80:nerolidol 

100:0:1 64.66 ± 4.73* 131* ± 0.00 35.33 ± 4.73* 5.68 ± 1.34 

100:0:2.5 63.33 ± 5.77* 131* ± 0.00 36.66 ± 5.77* 6.72 ± 0.00 

100:0:5 58.00 ± 4.24* 131* ± 0.00 42.00 ± 4.24* 5.97 ± 1.29 

100:0:10 63.66 ± 6.02* 131* ± 0.00 36.33 ± 6.02* 6.50 ± 1.30 

E80:HP-β-CD 100:30:0 96.66 ± 1.53 87 ± 0.00 3.33 ± 1.53 2.38 ± 1.04 

E80:HP-β-

CD/nerolidol 

 

100:30:30 67.93 ± 6.32* 150* ± 0.00 32.07 ± 6.32* 5.49 ± 0.53 

100:75:30 67.18 ± 4.72* 150* ± 0.00 32.82 ± 4.72* 5.37 ± 0.43 

100:150:30 83.36 ± 5.89 150* ± 0.00 20.03 ± 0.62* 3.65 ± 0.97 

100:303:30 93.70 ± 1.37 150* ± 0.00 6.30 ± 1.37 2.64 ± 0.57 

*P< 0.05 in comparison to blank liposomes 

 

Table 2: Encapsulation efficiency (EE%) and loading rate (LR%) values for nerolidol-loaded 

liposomes and DCLs. 

Liposomes batches LR% 

E80:nerolidol 

100:1 95.46 ± 3.90 

100:2.5 94.78 ± 5.87 

100:5 63.92 ± 5.68 

100:10 66.09 ± 0.37 

E80:HP-β-CD/nerolidol 

100:30:30 17.65 ± 0.74 

100:75:30 70.76 ± 4.40* 

100:150:30 57.49 ± 0.27* 

100:303:30 45.50 ± 0.16* 

*p< 0.05 compared to E80:HP-β-CD:nerolidol 100:30:30 molar ratio 
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Table 3: Percentage of nerolidol remaining after 1 year of storage at 4 ºC. 

Liposomes batches % nerolidol remaining 

E80:nerolidol 

 

100:1 99.99 ± 0.53 

100:2.5 99.79 ± 1.08 

100:5 99.83 ± 1.30 

100:10 99.85 ± 0.75 

E80:HP-β-CD:nerolidol  

 

100:30:30 98.61 ± 1.05 

100:75:30 98.67 ± 2.12 

100:150:30 85.92 ± 5.23 

100:303:30 65.03 ± 0.94 
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Table 1: Degradation rate constants of nerolidol in the aqueous solution of free nerolidol and 

in nerolidol-loaded liposomes and DCLs suspensions after exposure to UVB. 

Samples Degradation 

constant K (min-1) 

Protection factor  

Nerolidol in aqueous solution 0.013  

E80:nerolidol 

 

100:1 0.004 3.35 

100:2.5 0.004 3.35 

100:5 0.004 3.35 

100:10 0.005 2.68 

E80:HP-β-CD:nerolidol 

 

100:30:30 0.004 3.35 

100:75:30 0.001 13.40 

100:150:30 0.004 3.35 

100:303:30 0.003 4.47 
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Abstract 12 

 13 

The low solubility, poor bioavailability, and low chemical stability of quercetin (Quer) are the 14 

main drawbacks that limit its use as a food nutraceutical. In this study, the encapsulation in 15 

cyclodextrins (CDs), conventional liposomes (CLs), and drug-in-cyclodextrin-in-liposomes 16 

(DCLs) was conducted in order to improve the physicochemical properties of Quer. Phase 17 

solubility studies revealed an enhancement of Quer solubility upon complexation with various 18 

CDs. CLs composed of three different types of phospholipids (unsaturated egg Lipoid E80, 19 

unsaturated soybean Lipoid S100, and saturated soybean Phospholipon 90H) as well as DCLs 20 

were prepared by ethanol injection method and characterized. Liposomes constituted of Lipoid 21 

E80 showed small diameter, narrow size distribution, and higher encapsulation efficiency of 22 

Quer compared to the two other CLs. The photostability of Quer-loaded liposomes was also 23 

evaluated. Results show that liposomes containing unsaturated phospholipids, particularly 24 

those from egg source, allow a better protection of Quer against UV than those prepared using 25 

saturated lipids. This effect could be explained by their different membrane rigidity as 26 

determined by Atomic Force Microscopy (AFM). Moreover, the photostability of Quer was 27 

additionally improved when encapsulated in DCLs (SBE-β-CD/Quer inclusion complex in 28 

Lipoid E80 liposomes), in comparison to CLs.  The same trend was obtained regarding the Quer 29 

stability in simulated gastrointestinal fluids. Finally, all liposomal formulations were physically 30 

stable and retained more than 82 % of Quer when stored for 1 year at 4 °C. 31 

 32 

 33 

Keywords: cyclodextrin; drug-in-cyclodextrin-in-liposomes; liposomes; quercetin; stability.  34 

  35 
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1. Introduction 36 

 37 

The traditional role of food as a nutrient provider is now changing into that of food with added 38 

functionality. In addition to its nutritional value, food can promote human health by preventing 39 

or treating life-style diseases like cancer, diabetes and cardiovascular diseases (Khan, Grigor, 40 

Winger, & Win, 2013; Day, Seymour, Pitts, Konczak & Lundin, 2009). This is mainly 41 

attributed to the presence of secondary metabolites that possess important biological activities 42 

(Liu, 2013). For example, polyphenolic compounds have potent antioxidant activity and thus 43 

could limit the risk of various degenerative diseases associated with oxidative stress (Hussain 44 

et al., 2016; Mileo & Miccadei, 2016).  45 

The flavonol quercetin (Quer) is the most abundant flavonoid, occurring in a variety of foods 46 

including onion, apple, broccoli, tea, and red wine (Lakhanpal & Rai, 2007). Due to its 47 

numerous beneficial effects like anti-obesity (Nabavi, Russo, Daglia, & Nabavi, 2015), 48 

antioxidant (Dueñas, González-Manzano, González-Paramás, & Santos-Buelga, 2010), anti-49 

inflammatory (Kleemann et al., 2011), and anti-cancer (Gibellini et al., 2011), current 50 

researches are directed towards formulating food products by adding Quer. However, low 51 

aqueous solubility (about 0.01 mg/mL at 25 °C), bitter taste, and reduced chemical stability are 52 

main drawbacks of its use in the food industry (Aditya et al., 2014). Moreover, Quer has low 53 

bioavailability in human and short biological half-life (Cai, Fang, Dou, Yu, & Zhai, 2013). 54 

The application of nanocarriers such as cyclodextrins (CDs) and conventional liposomes (CLs) 55 

in the food industry has gained a great interest to overcome the drawbacks related to the 56 

physicochemical properties of some bioactive compounds (Tamjidi, Shahedi, Varshosaz, & 57 

Nasirpour, 2013).  58 

Liposomes are non-toxic lipid-based carriers consisting of phospholipid bilayers that separate 59 

two aqueous compartments. This structure makes liposomes suitable for encapsulating both 60 

hydrophilic and hydrophobic molecules (Anwekar, Patel, & Singhai, 2011). 61 
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CDs are cyclic oligosaccharides formed from glucose units attached by α-(14) glycosidic 62 

bonds. They are obtained from the enzymatic degradation of starch. Three native CDs are 63 

knownμ α-, β-, and -CD having six, seven, and eight glycopyranose units, respectively. CDs 64 

have truncated cone shape with a hydrophilic outside and an apolar cavity, and are therefore 65 

able to form reversible inclusion complexes with non-polar molecules (Szejtli, 1997). To 66 

improve the solubility of native CDs, many CDs derivatives were synthesized such as 67 

hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HP-β-CD), randomly methylated-β-cyclodextrin (RAMEB), 68 

low methylated-β-cyclodextrin (CRYSMEB), and sulfobutylether-β-cyclodextrin (SBE-β-CD) 69 

(Szente & Szejtli, 1999). 70 

Liposomes and CDs have been extensively used to solubilize lipophilic compounds, to protect 71 

labile molecules from degradation during food processing, and to achieve a sustained release 72 

of certain food components (Astray, Mejuto, Morales, Rial-Otero, & Simal-Gándara, 2009; 73 

Kfoury, Auezova, Greige-Gerges, Ruellan, & Fourmentin, 2014; Kfoury, Auezova, Ruellan, 74 

Greige-Gerges, & Fourmentin, 2015; McClements, 2015).  75 

DCLs are based on the entrapment of CD/drug inclusion complexes into the internal core of 76 

liposomes (Chen et al., 2014; Gharib, Greige-Gerges, Fourmentin, Charcosset, & Auezova, 77 

2015). This system was developed to combine the advantages of both carriers and to limit their 78 

disadvantages. Indeed, the incorporation of a highly hydrophobic molecule into the lipid bilayer 79 

may lead to the disintegration of the membrane. Besides, the rapid dissociation of CD/drug 80 

inclusion complexes could be observed following administration of the inclusion complex in 81 

body fluids (dilution or displacement of drug by blood components).  82 

Although many studies have used liposomes or CDs as carriers for encapsulating Quer 83 

(Goniotaki, Hatziantoniou, Dimas, Wagner, & Demetzos, 2004; Jangde & Singh, 2014), few 84 

attempts were done on the DCL system (Shaji & Iyer, 2012).  85 

In our study, the capacity of different CDs (α-CD, β-CD, -CD, HP-β-CD, RAMEB, 86 

CRYSMEB, and SBE-β-CD) to solubilize Quer was first assessed by phase solubility studies. 87 
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Then, Quer was encapsulated into CLs composed of three different types of lipids (Lipoid E80, 88 

Lipoid S100, and Phospholipon 90H). The best CD and lipid type were later used to produce 89 

DCLs. All liposomal formulations were characterized in terms of size, encapsulation efficiency, 90 

and loading rate of Quer. Finally, its storage, photo-stability, and stability in simulated 91 

gastrointestinal media were evaluated.  92 
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2. Materials and methods 93 

 94 

2.1. Materials 95 

 96 

Quercetin (≥λ5%), trans-anethole (99 %), and cholesterol (95 %) were purchased from Sigma 97 

Aldrich (Missouri, United States). Alpha-CD, β-CD, and RAMEB (DS = 12.6) were purchased 98 

from Wacker-Chemie (Lyon, France). CRYSMEB (DS = 4.9) and HP-β-CD (DS = 5.6) were 99 

provided from Roquette Frères (Lestrem, France). SBE-β-CD (DS = 6.5, Captisol®) was 100 

donated by Ligand Pharmaceuticals Incorporated (San Diego, USA). Lipoid E80 (80-85 % egg 101 

phosphatidylcholine (PC), 7-9.5 % phosphatidylethanolamine (PE), 3 % lysoPC, 0.5 % lysoPE, 102 

2-3 % sphingomyelin, 2 % water, 0.2 % ethanol, iodine value 65-69), Phospholipon 90H (90 % 103 

soybean PC, 4 % lysoPC, 2 % triglycerides, 2 % water, 0.5 % ethanol, iodine value 1), and 104 

Lipoid S100 (94 % soybean PC, 3 % lysoPC, 0.5 % N-acyl-PE, 0.1 % PE, 0.1 % 105 

phosphatidylinositol, 2 % water, 0.2 % ethanol, iodine value 97-107) were obtained from Lipoid 106 

GmbH (Ludwigshafen, Germany). Pepsin from porcine gastric mucosa (≥ 500 U/mg), 107 

pancreatin from porcine pancreas, sodium taurocholate, potassium phosphate monobasic 108 

(KH2PO4), sodium chloride, hydrogen chloride, sodium hydroxide, and methanol (HPLC-109 

grade) were purchased from Sigma Aldrich (St Louis, Missouri, United States).  110 

 111 

2.2. HPLC analysis of quercetin 112 

 113 

A Hitachi LaChrom Elite® HPLC system composed of a pump L-2130, autosampler L-2200, 114 

and L-2455 diode array detector was used to quantify Quer in all liposomal formulations. The 115 

analytical column was a Zorbax eclipse analytical XDB-C18 column (4.6 µm × 150 mm, 5 µm). 116 

The mobile phase consists of a mixture of methanol/water (70/30, v/v). The flow rate was set 117 

to 1 mL/min and the injection volume was 20 µL. The wavelength of the UV detector was kept 118 
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at 256 nm. The calibration curve of Quer was linear in the range between 1 and 100 µg/mL. 119 

Stock solutions of Quer (1 mg/mL) and trans-anethole used as internal standard (1 mg/mL) 120 

were prepared in methanol. Then, the stock solution of Quer was diluted in methanol to obtain 121 

final concentrations of 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, and 100 µg/mL. The standard solution of trans-122 

anethole was also prepared in methanol at 10 µg/mL.  123 

For HPLC measurement, 100 µL of each sample was added to trans-anethole (100 µL) and 124 

methanol (200 µL). The mixture was then sonicated at 4 ºC and centrifuged at 15000 rpm at 4 125 

°C. The HPLC method was validated in terms of linearity, repeatability, and limit of detection. 126 

 127 

2.3. Phase solubility studies  128 

 129 

Phase solubility studies were carried out according to the method described by Higuchi & 130 

Connors (1965). Aqueous CD solutions (α-CD, β-CD, -CD, HP-β-CD, CRYSMEB, RAMEB, 131 

and SBE-β-CD) were prepared (2 mL) at different concentrations (1.25, 2.5, 5, 7.5, and 10 132 

mM). Excess amount of Quer (3 mg) was added to CD solutions. The mixtures were shaken 133 

overnight in the dark at a stirring rate of 300 rpm at 25 °C. The solutions were then filtered 134 

through a 0.45 μm cellulose filter. The concentration of Quer in the filtrates was determined 135 

spectrophotometrically at 370 nm using a UV-visible dual-beam spectrophotometer (Perkin 136 

Elmer Lambda 2S) with a 1 cm thick quartz cuvette after dilution in ethanol to prevent the effect 137 

of CD in the absorption spectra.  138 

Phase solubility profiles, illustrating the apparent aqueous solubility of Quer against CD 139 

concentrations, were plotted. Formation constant (Kf) values of CD/Quer inclusion complexes 140 

were calculated from the linear segment of the phase-solubility diagrams according to the 141 

following equation: 142 

Kf = 
slope

S0 (1 − slope)     Eq. (1) 143 



8 
 

where, S0 is the intrinsic solubility of Quer in water and slope is the slope of the phase solubility 144 

diagram. 145 

The complexation efficiency (CE) parameter was also calculated as follows: 146 

CE = S0 × K1μ1= 
[CD/Quer]

[CD] =  Slope
1 − slope   Eq. (β) 147 

where, [CD/Quer] is the concentration of the solubilized CD/Quer inclusion complex and 148 

[CD] is the concentration of the free CD. 149 

 150 

2.4. Preparation of aqueous solutions of SBE-β-CD/quercetin inclusion complexes 151 

 152 

SBE-β-CD/Quer inclusion complexes were prepared by adding Quer (60.45 mg) to 20 mL of 153 

aqueous solutions of SBE-β-CD (10, 25, 50, and 100 mM) yielding different CD:Quer molar 154 

ratios of 1:1, 2.5:1, 5:1, and 10:1. The solutions were then shaken at a stirring rate of 300 rpm 155 

in the dark for 24 h at 25 °C. They were then filtered using a 0.45 μm cellulose filter and the 156 

amount of Quer solubilized in the filtrates was determined by UV-visible spectroscopy as 157 

described above. SBE-β-CD/Quer inclusion complex at a molar ratio of 5:1 was later used as 158 

the aqueous phase in the DCLs preparation. 159 

 160 

2.5. Preparation of CLs 161 

 162 

Liposomes preparation was carried out using the ethanol injection method (Sebaaly, Greige-163 

Gerges, Stainmesse, Fessi, & Charcosset, 2016). The appropriate amounts of phospholipids, 164 

Cholesterol (Chol), and Quer were first dissolved in absolute ethanol (10 mL). The obtained 165 

organic solution was then injected into 20 mL ultrapure water using a syringe pump (Fortuna 166 

optima, GmbH-Germany) at an injection flow rate of 1 mL/min and under magnetic stirring 167 
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(400 rpm). The preparation of Lipoid E80 and Lipoid S100-based liposomes was carried out at 168 

25 °C while the preparation of Phospholipon 90H-based liposomes, was performed at a 169 

temperature above the transition temperature of the phospholipid (~ 55 °C). All obtained 170 

liposomal suspensions were then kept for 15 min under stirring (400 rpm) at room temperature. 171 

Ethanol was later evaporated under reduced pressure at 40 °C (Heidolph GmbH, Germany).  172 

 173 

2.5.1. Preparation of Lipoid E80 liposomes 174 

 175 

For the preparation of Lipoid E80 liposomes (Lipoid E80:Chol molar ratio of 100:98), the 176 

phospholipid and Chol dissolved in ethanol were mixed at a concentration of 40 and 20 mg/mL, 177 

respectively. For Quer-loaded Lipoid E80 liposomes (Lipoid E80:Chol:Quer molar ratio of 178 

100:98:20), the concentration of phospholipid, Chol, and Quer in ethanol were 40, 20, and 3.02, 179 

mg/mL, respectively.  180 

 181 

2.5.2. Preparation of Lipoid S100 liposomes 182 

 183 

For the preparation of blank Lipoid S100 liposomes (Lipoid S100:Chol molar ratio of 100:117), 184 

the phospholipid and Chol were dissolved in ethanol at a concentration of 10 and 5 mg/mL, 185 

respectively. For Quer-loaded Lipoid S100 liposomes (Lipoid S100:Chol:Quer molar ratio of 186 

100:117:20), Lipoid S100, Chol, and Quer were mixed in ethanol at a concentration of 10, 5, 187 

and 0.66 mg/mL, respectively. 188 

 189 

2.5.3. Preparation of Phospholipon 90H liposomes 190 

 191 

Blank Phospholipon 90H liposomes (Phospholipon 90H:Chol molar ratio of 100:98) were 192 

prepared by dissolving Phospholipon 90H and Chol in ethanol at a concentration of 10 and 5 193 
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mg/mL, respectively. Quer-loaded Phospholipon 90H liposomes (Phospholipon 194 

90H:Chol:Quer molar ratio of 100:98:20) were formed by dissolving the phospholipid, Chol, 195 

and Quer in ethanol at a concentration of 10, 5, and 0.79 mg/mL, respectively. 196 

 197 

2.6. Preparation of DCLs 198 

 199 

Lipoid E80 (40 mg/mL) and Chol (20 mg/mL) were used for the preparation of DCLs (Lipoid 200 

E80:Chol:SBE-β-CD/Quer molar ratio of 100:98:190:38) following the same procedure 201 

described above, except that Quer was dissolved in the aqueous solution as SBE-β-CD/Quer 202 

inclusion complex. The latter was prepared at a CD:Quer molar ratio of 5:1.  203 

 204 

All liposomal formulations were maintained at 4°C for further characterization. Each 205 

preparation was performed in triplicate. 206 

 207 

2.7.Characterization of liposomes 208 

 209 

2.7.1. Particle size analysis 210 

 211 

Laser granulometry (Horiba Partica LA-950V2, Kyoto, Japan) was used to determine the 212 

diameter and size distribution of liposomal formulations.  213 

 214 

2.7.2. Encapsulation efficiency and loading rate of quercetin 215 

 216 

The encapsulation efficiency (EE %) and loading rate (LR %) of Quer into CLs and DCLs were 217 

determined by HPLC as described previously. The concentration of incorporated Quer 218 

([Quer]liposomes) was obtained by subtracting the free Quer ([Quer]free) from the total ([Quer]total) 219 
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concentration. The free Quer was obtained by centrifugation of liposomal suspensions at 15000 220 

rpm during 1 h at 4 °C using Vivaspin 500 centrifugal concentrator (Sartorius Stedim Biotech, 221 

Germany, MWCO = 10 kDa). 222 

The EE % of Quer in CLs and DCLs was calculated according to the following formula: 223 

 224 

EE %  = 
[Quer]liposomes

[Quer]total
 ×100  Eq. (γ) 225 

where, [Quer]liposomes = [Quer]total − [Quer]free. 226 

 227 

The LR % of Quer in CLs was calculated as follows: 228 

 229 

LR % = m i emi i ia  ×100  Eq. (4) 230 

where, mliposomes stands for Quer amount incorporated in the vesicles and minitial is the initial 231 

mass of Quer added in the organic phase to prepare the liposomes. 232 

 233 

The LR % of Quer in DCLs was calculated as follows: 234 

 235 LR L % =  m Lmi i ia  ×    Eq.  236 

where, mDCL is the Quer amount incorporated in the vesicles and minitial is the initial mass of 237 

Quer used to prepare the CD/Quer inclusion complex. 238 

 239 

 240 

 241 
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2.8. Stability studies  242 

 243 

2.8.1. Photostability of Quer in free and encapsulated forms  244 

 245 

The photostability of free Quer, SBE-β-CD/Quer inclusion complex solution (prepared at 246 

CD/Quer molar ratio of 5:1), Quer-loaded CLs, and DCLs was evaluated following their 247 

exposure to UVC radiation (  = 254 nm) during 72 h. Aqueous solution of free Quer was 248 

prepared at a concentration of 5 µg/mL. Aliquots (100 µL) were removed from each solution 249 

at different time intervals (0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 24, 48, and 72 h) and the concentration of Quer 250 

remaining in solution was determined by HPLC.  251 

The percentage of remaining Quer was calculated as follows:  252 

 253 

Remaining Quer (%) = [Quer]t
[Quer] 0  ×100   Eq.   254 

where, [Quer]  is the concentration of remaining Quer at time t and [Quer] 0 is the initial 255 

concentration of Quer. 256 

 257 

2.8.2. Atomic Force Microscopy  258 

 259 

Atomic force microscopy (AFM) was used to determine the rigidity of various blank liposomal 260 

formulations before and after 48 h under UVC radiation. AFM imaging and force measurements 261 

were performed at room temperature using an Agilent 5420 microscope (Keysight, California, 262 

USA). Pyrex-Nitride Probes PNP-TR (NanoWord Innovative Technologies, Nano And More, 263 

Paris, France) integrating oxide sharpened pyramidal tips with a radius < 10 nm and a force 264 

constant of 0.08 N/m was used. Samples (6 µL) were deposited on a mica surface (9 mm 265 

diameter and 0.1 mm thickness, Nano and More, Paris, France) and air-dried for 20 min before 266 
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analysis. AFM images were recorded in contact mode with a scan rate of 3 Hz. At least 100 267 

force curves were analysed for each liposomal formulation to obtain sufficient data for 268 

statistical analysis. The Young’s modulus (E) of the sample was calculated by fitting the force 269 

curves with the Hertz model for pyramidal tip using the equation below: 270 

 271 

F = 
E × tan α
(1-υβ) √   δβ    Eq. (7) 272 

Where, F is the applied force (N), E the Young’s modulus (Pa), α the tip half-angle, υ the 273 

Poisson’s ratio (assumed to be 0.5), and δ (m) the indentation (the difference in the relative 274 

changes of the piezo scanner displacement z and cantilever deflection d). 275 

 276 

2.8.3. Stability of Quer in simulated gastro-intestinal fluids  277 

 278 

The stability of aqueous solution of free Quer (10 µg/mL), CD/Quer inclusion complex, and 279 

Quer-loaded liposomes (CLs and DCLs) was investigated in simulated gastric (SGF, pH 1.2) 280 

and intestinal (SIF, pH 6.8) fluids. The simulated fluids were prepared according to United 281 

States Pharmacopeia (USP 37/NF 32, 2014) with some modifications. Briefly, SGF was 282 

prepared by dissolving 100 mg NaCl and 160 mg pepsin in 0.35 mL concentrated HCl and 283 

sufficient water to make up to 50 mL. The obtained pH was 1.2. SIF was prepared by dissolving 284 

340 mg KH2PO4 in 10 mL water followed by the addition of 3.85 mL NaOH (0.2 N) and 20 285 

mL water. Pancreatin (500 mg) was then added and the pH was adjusted to 6.8 with 0.2 N HCl. 286 

To simulate the effect of bile salts, sodium taurocholate at a final concentration of 6 mM was 287 

added to SIF and the volume was completed with water (up to 50 mL). 288 

Free Quer solution was first prepared in acetonitrile (1 mg/mL) and was then diluted with SGF 289 

or SIF to obtain a final concentration of 10 µg/mL. For CLs and DCLs, aliquots from each 290 

liposome suspension were centrifuged at 5000 rpm for 10 min. 500 µL from the concentrated 291 
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vesicles and from SBE-β-CD/Quer solution were added to 4.5 mL of simulated media. The 292 

incubations were carried out at 37 °C during 4 and 6 h for SGF and SIF, respectively. At 293 

different time intervals, 100 µL were removed from each incubation medium and the remaining 294 

concentration of Quer was determined by HPLC. 295 

 296 

2.8.4. Storage stability of liposomes 297 

 298 

CLs and DCLs suspensions were stored at 4 ºC for 12 months. The diameter of vesicles and the 299 

percentage of remaining Quer were determined at t0 and after 1-year storage. 300 

 301 

Remaining Quer %  after storage = 
[Quer]1 year

[Quer]t0
 ×100   Eq. (κ) 302 

Where, [Quer]1 year and [Quer]t0 are the concentrations of Quer in the formulations at time t0 and 303 

after one year of storage at 4 °C, respectively.   304 

 305 

2.9. Statistical analysis 306 

 307 
Statistical analysis was performed using the two-sample Student’s t-test. The results are 308 

expressed as mean values ± SD. The significance level was set at *p ≤ 0.05.  309 
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3. Results and discussion 310 

 311 

3.1. Phase solubility studies 312 

 313 

The complexation ability of the different CDs (α-CD, β-CD, -CD, HP-β-CD, RAMEB, 314 

CRYSMEB, and SBE-β-CD) towards Quer was evaluated by phase solubility studies. Phase 315 

solubility diagrams for CD/Quer inclusion complexes are shown in Fig. 1. AL- type profiles 316 

were obtained for all studied CD, except for SBE-β-CD. The slope of AL- type profiles was less 317 

than unity indicating the formation of 1:1 CD/Quer inclusion complexes.  The aqueous intrinsic 318 

solubility of Quer was equal to 0.02 mM. As can be seen in Fig. 1, the solubility of Quer 319 

increased with increasing the CD concentration. For example, it increased by 12 and 14-fold 320 

with 10 mM HP-β-CD and RAMEB solutions, respectively.  321 

The formation constants (Kf) of all inclusion complexes were calculated according to equation 322 

1 and are presented in Table 1. The binding affinity of the CDs towards Quer can be ranged as 323 

follows: SBE-β-CD (5335 M-1) > RAMEB (1177 M-1) > HP-β-CD (1146 M-1) > CRYSMEB 324 

(294 M-1) > -CD (297 M-1) > β-CD (117 M-1) > α-CD (44 M-1). The highest Kf value was 325 

obtained for SBE-β-CD.  The latter has excellent water solubility (~ 700 mg/L at 25 °C) and 326 

has the advantage of improving the solubility of hydrophobic molecules (Jain, Date, 327 

Pissurlenkar, Coutinho, Nagarsenker, 2011; Loftsson, Másson, & Brewster, 2004). The Kf 328 

values found in our study for α-, β-, -CD, HP-β-CD, and SBE-β-CD/Quer inclusion complexes 329 

are in accordance with the literature (Calabrò et al., 2004; Jullian, Moyano, Yañez, & Olea-330 

Azar, 2007; Lucas-Abellán, Fortea, Gabaldón, & Núñez-Delicado, 2008).  331 

The solubility enhancement capacity of these CDs can also be shown from the complexation 332 

efficiency (CE) parameter and the solubility enhancement ratio (St/S0). We can observe that β-333 

CD derivatives are better solubilizers than native β-CD and particularly SBE-β-CD which 334 

possesses the highest solubilizing capacity towards Quer (CE for SBE-β-CD = 0.107) (Table 335 
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1). Moreover, the solubilizing potential of this CD (St/S0 = 89.50) was the most important in 336 

comparison to other CDs. This demonstrates the great ability of SBE-β-CD to solubilize 337 

hydrophobic molecules like Quer.  338 

 339 

3.2. Determination of quercetin concentration in CD/quercetin inclusion complex solutions  340 

 341 

According to phase solubility studies, SBE-β-CD was selected for the incorporation of CD/Quer 342 

inclusion complex in the aqueous phase of liposomes in order to produce DCLs. In addition, 343 

SBE-β-CD possessed high safety profiles towards biological membranes which is attributed to 344 

its negligible ability to extract membrane lipids (Piel et al., 2007; Stella & He, 2008). 345 

Different SBE-β-CD:Quer molar ratios (1:1, 2.5:1, 5:1, and 10:1) were prepared. The 346 

concentration of Quer in the SBE-β-CD/Quer inclusion complex solution was determined 347 

spectrophotometrically. 348 

The solubility of Quer in the absence of CD was determined from the phase solubility studies 349 

([Quer]= 0.02 mM). When adding SBE-β-CD at 1:1 CD:Quer molar ratio, a tremendous 350 

increase (~110-fold) of Quer solubility was observed (Fig. 2). Moreover, the solubility of Quer 351 

was greatly enhanced at CD:Quer molar ratio of 2.5:1 compared to the 1:1 molar ratio  (about 352 

3-fold increase). However, slight increase was noticed at the highest CD:Quer molar ratios (5:1 353 

and 10:1). Therefore, SBE-β-CD/Quer inclusion complex solution prepared at CD:Quer molar 354 

ratio of 5:1 was selected as the aqueous phase for DCLs preparation. 355 

 356 

3.3. Characterization of CLs and DCLs 357 

 358 

First, Quer-loaded CLs were prepared by the ethanol injection method using different types of 359 

phospholipids: Lipoid E80, Lipoid S100, and Phospholipon 90H. For all the formulations, 360 
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phospholipid:Quer molar ratio was kept constant (100:20). Preliminary experiments were 361 

conducted to optimize the concentration of phospholipids and Chol for Lipoid E80 liposomes 362 

preparation. The Lipoid E80 and Chol concentrations were 40 and 20 mg/mL, respectively, as 363 

they allowed to obtain vesicles with narrow size distribution values (data not shown). Above 364 

these concentrations, aggregates were obtained (data not shown) and this was in accordance 365 

with other studies (Jaafar-Maalej, Diab, Andrieu, Elaissari, & Fessi, 2010). In our previous 366 

work the optimal conditions for the preparation of liposomes using saturated (Phospholipon 367 

80H, Phospholipon 90H) and unsaturated soybean PC (Lipoid S100) in combination with Chol 368 

were determined. The optimal phospholipid and Chol concentrations were 10 and 5 mg/mL, 369 

respectively (Sebaaly, Greige-Gerges, Stainmesse, Fessi, & Charcosset, 2016).  370 

Earlier, we also showed that DCLs were more effective than CLs in increasing the 371 

photostability and prolonging the release of encapsulated molecules (Sebaaly, Jraij, Fessi, 372 

Charcosset, & Greige-Gerges, 2015; Gharib, Auezova, Charcosset, & Greige-Gerges, 2017). In 373 

addition, DCLs were found to be stable during freeze-drying (Gharib, Greige-Gerges, 374 

Fourmentin, & Charcosset, 2017). These findings prompted us to prepare DCLs formulations 375 

and to study their protective effect towards Quer. All liposomal formulations were characterized 376 

in terms of size, EE %, and LR % of Quer. 377 

 378 

3.3.1. Particle size measurement 379 

 380 

The mean particle size and size distribution of CLs and DCLs were determined by laser 381 

granulometry. For blank- and Quer-loaded liposomes, two distinct populations were obtained 382 

with nanometric (population 1) and micrometric (population 2) sizes (Fig. S1 in 383 

supplementary materials).  384 

Blank Lipoid E80-liposomes showed a narrow size distribution in comparison to blank Lipoid 385 

S100 and Phospholipon 90H liposomes (Fig. S1); where the percentage of micrometric 386 
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population was 5, 14, and 28 % for Lipoid E80, Lipoid S100, and Phospholipon 90H liposomes, 387 

respectively (Table 2). This could be associated with the differences in zeta potential values 388 

between these vesicles. Namely, the mean diameter of the particles increases with the 389 

decrement of the zeta potential value: liposomes with low zeta potential value are more prone 390 

to aggregate in solution (Gentine, Bubel, Crucifix, Bourel-Bonnet, & Frisch, 2012; Morini et 391 

al., 2015; Srisuk, Thongnopnua, Raktanonchai, & Kanokpanont, 2012). Previous studies have 392 

shown that Lipoid E80 liposomes possess high zeta potential values followed by Lipoid S100 393 

and Phospholipon 90H liposomes (Gharib, Auezova, Charcosset, & Greige-Gerges, 2017; 394 

Karn, Cho, Park, Park, & Hwang, 2013; Sebaaly, Greige-Gerges, Stainmesse, Fessi, & 395 

Charcosset, 2016). This could be due to an additional negative surface charge associated with 396 

the presence of PE in Lipoid E80 (Roy, Gallardo, & Estelrich, 1998). As a consequence, Lipoid 397 

E80 are less susceptible to aggregate and show a narrow size distribution.  398 

In comparison to the blank liposome suspensions, the presence of SBE-β-CD slightly 399 

influenced the size distribution of Lipoid E80 liposomes (Fig. S1). 400 

Concerning Quer-loaded liposomes, Quer modulated differently the size distribution of CLs 401 

depending on the lipid type. For instance, the addition of Quer to Lipoid E80-based liposomes 402 

slightly influenced their size distribution compared to that of blank liposomes. However, the 403 

incorporation of Quer in Phospholipon 90H and Lipoid S100 liposomes shifted the size 404 

distribution in favor of the micrometric population (Fig. S1). For example, the percentage of 405 

population 1 was 72.05 ± 4.84 % for blank Phospholipon 90H liposomes while it significantly 406 

decreased to 22.62 ± 6.68 % in the presence of Quer (Table 2).  407 

As for Quer-loaded DCLs, we can notice a significant decrease in the percentage of the 408 

nanometric population in the presence of SBE-β-CD/Quer inclusion complex when compared 409 

to blank Lipoid E80-liposomes (Fig. S1).  410 

The diameters of nanometric blank Lipoid E80, Lipoid S100, and Phospholipon 90H liposomes 411 

were of 131, 123, and 150 nm, respectively. Likewise, literature studies have showed that the 412 
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size of blank liposomes made from egg or soybean PC varied between 100 and 300 nm 413 

(Alexopoulou, Georgopoulos, Kagkadis, & Demetzos, 2006; Goniotaki et al., 2004; Landi-414 

Librandi et al., 2012) while Phospholipon 90H liposomes had the highest mean diameter of 275 415 

nm (Sebaaly, Greige-Gerges, Stainmesse, Fessi, & Charcosset, 2016). However, the mean 416 

vesicle size of nanometric Quer-loaded CLs was bigger than that of blank liposomes. The sizes 417 

of Quer-loaded Lipoid E80, Lipoid S100, and Phospholipon 90H were 150, 131, and 226 nm, 418 

respectively (Table 2). Quer, being hydrophobic, might be incorporated in the bilayer of 419 

liposomes and thus it may perturb the interaction between the lipid acyl chains (Sikkema, de 420 

Bont, & Poolman, 1995). This phenomenon leads to the formation of liposomes with larger 421 

particle sizes. In fact, a study conducted by Sinha, Gadhwal, Joshi, Srivastava, & Govil (2011) 422 

confirmed the incorporation of Quer in the lipid bilayer using RMN spectroscopy. The 423 

interaction was described as follow: the OH groups of Quer form hydrogen bonds with the polar 424 

head group of lipids while the aromatic rings are orientated towards the hydrophobic core of 425 

the lipid membrane. The same trend was observed in previous studies that investigated the 426 

encapsulation of Quer in liposomes (Goniotaki et al., 2004; Landi-Librandi et al., 2012; Moretti 427 

et al., 2016; Shaji & Iyer, 2012; Tefas et al., 2015). 428 

Similarly, compared to CLs, SBE-β-CD-loaded Lipoid E80, and DCLs had higher particle size, 429 

which is in agreement with the results of Shaji & Iyer (2012) and (Zhang et al., 2015) who 430 

showed that the SBE-β-CD/guest-loaded liposomes possessed a larger diameter than the blank 431 

ones. To the best of our knowledge, there is no literature data on the interaction of SBE-β-CD 432 

with lipid bilayers. As SBE-β-CD is highly charged, we can assume an incorporation of this 433 

CD inside the aqueous compartment of liposomes that may perturb the lipid organization 434 

leading to higher particle size.  435 

 436 

3.3.2. Encapsulation efficiency and loading rate values of Quer in CLs and DCLs 437 

 438 
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HPLC method was developed to determine the entrapment efficiency (EE %) and the loading 439 

rate (LR %) of Quer in liposomes. The retention times of trans-anethole (internal standard) and 440 

Quer were respectively 11.54 ± 0.03 and 2.80 ± 0.05 min. The calibration curve was constructed 441 

by plotting the Quer/trans-anethole area ratio against the concentration of Quer in μg/mL. The 442 

linear relationships were evaluated by regression analysis with the least-squares method and 443 

the correlation coefficient ranged from 0.994 to 0.997. 444 

Table 3 shows that high EE % for Quer was obtained with Lipoid E80-based liposomes (λλ.7κ 445 

± 0.0γ %), while EE % values of Quer in Phospholipon 90H and Lipoid S100 liposomes were 446 

74.κ0 ± 4.05 and 55.56 ± 6.0λ %, respectively. The highest EE % demonstrated for Lipoid E80 447 

liposomes may be due to the presence of PE that may form additional hydrogen bonds with 448 

Quer. Moreover, it has been reported that egg PC exhibited lower leakage rate of guests 449 

compared to soybean PC liposomes (Li et al., 2015). The high EE % value obtained herein for 450 

Quer-loaded Lipoid E80 liposomes correlated well with the EE % values found in the literature, 451 

where an EE range of 81-92 % with the same liposomal formulation containing Chol was 452 

obtained (Priprem, Sutthiparinyanont, Na, Surh, & Chulasiri, 2012; Shaji & Iyer, 2012). 453 

However, DCLs showed a lower EE % value of Quer than CLs. It could be explained by the 454 

limited capacity of the aqueous cavity of liposomes to entrap high CD/guest molar ratios. 455 

Similar results were found for SBE-β-CD/flurbiprofen inclusion complex encapsulated in 456 

Lipoid E80 liposomes (Zhang et al., 2015).  457 

Concerning the loading rate, the best LR % value was obtained with Lipoid E80 followed by 458 

Lipoid S100 (γλ.6λ ± 6.0κ %) and Phospholipon 90H which gives the lowest LR % value of 459 

14.20 ± 0.77 % (Table 3). Unsaturated phospholipids (Lipoid E80 and Lipoid S100) showed a 460 

better incorporation of Quer than saturated Phospholipon 90H, in consistence with the literature 461 

(Sebaaly, Jraij, Fessi, Charcosset, & Greige-Gerges, 2015; Gharib, Auezova, Charcosset, & 462 

Greige-Gerges, 2017). The preparation of Quer-loaded Phospholipon 90H liposomes requires 463 

heating (~ 55 °C) that may lead to Quer loss. Indeed, Wang & Zhao (2016) showed an increase 464 
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in the degradation rate constant (k) of Quer at high temperature (k = 0.0281, 0.245, and 1.42 h-465 

1 at 37, 50, and 65 °C, respectively). The main degradation reactions involve oxidation, 466 

hydroxylation and ring-cleavage (Wang et al., 2016). 467 

 468 

3.4. Effect of encapsulation on the photostability of Quer 469 

 470 

It is well-known that light can induce the degradation of photosensitive compounds resulting in 471 

а decrease in their effectiveness when added to food products (Calabrò et al., 2004). Flavonols, 472 

like Quer are the most reactive molecules, among secondary metabolites, owing to the presence 473 

of the free hydroxyl group at C3 (Dall’Acqua, Miolo, Innocenti, & Caffieri, 2012; Vicentini, 474 

Georgetti, Jabor, Caris, Bentley, & Fonseca, 2007; Fahlman & Krol, 2009). 475 

The photostability of free Quer, SBE-β-CD/Quer inclusion complex solution as well as Quer-476 

loaded CLs and DCLs was evaluated upon exposure to UVC light during 72 h. The results are 477 

expressed as percentage of Quer remaining in the solution at different time intervals.  478 

As shown in Fig. 3, after irradiation of the aqueous solution of free Quer for 8 h, the percentage 479 

of remaining Quer was 20 % and it was totally degraded after 72 h of exposure. In contrast, its 480 

encapsulation in liposomes or in SBE-β-CD protected Quer from photodegradation.  481 

The protective effect of CLs varied with the phospholipid type. In fact, Lipoid E80 liposomes 482 

were the most efficient in protecting Quer from UV-light followed by Lipoid S100 and 483 

Phospholipon 90H. After 8 h of exposure, the percentage of remaining Quer was 76, 65, and 60 484 

% for Lipoid E80, Lipoid S100, and Phospholipon 90H liposomes, respectively. Previously, it 485 

was shown that the protective effect of liposomes depends on the lipid composition, Chol 486 

concentration, and membrane rigidity (Anderson & Omri, 2004; Monteiro, Martins, Reis, & 487 

Neves, 2014; Yadav, Murthy, Shete, & Sakhare, 2011). As for the lipid composition, the highest 488 

efficacy exhibited by Lipoid E80 towards Quer protection could be explained by the fact that 489 
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the oxidative stability of egg yolk lecithin is better than that of soybean counterpart due to the 490 

lowest content of unsaturated lipids (Budai et al., 2013). In addition, Quer is highly incorporated 491 

in Lipoid E80 membranes (EE % > 90 %) compared to Lipoid S100 and Phospholipon 90H; 492 

thus, the reactive 3-OH group of this molecule seems to be less exposed to UV-irradiation. 493 

On the other hand, SBE-β-CD/Quer-loaded liposomes showed the highest Quer protective 494 

effect: only 10 % of Quer loaded into DCLs was degraded upon 8 h of irradiation and more 495 

than 70 % remained in the solution after 72 h of UVC stress. For DCLs, the UV light should 496 

overcome two barriers: first the lipid bilayer then CD wall. Fig. 3 shows that higher protection 497 

was also offered by CD/Quer inclusion complexes. The better photoprotective effect of CD 498 

compared to liposomal formulations may be due to the oxidation and hydrolysis of lipids 499 

following long UV-light exposure (Briuglia, Rotella, McFarlane, & Lamprou, 2015; Hsieh, 500 

Chen, Wang, Chang, & Chang, 2002). Our results are in accordance with literature data that 501 

showed that Quer was more photostable in its CD complex form (Carlotti, Sapino, Ugazio, & 502 

Caron, 2011; Savic et al., 2015) and in lipid carrier (Liu et al, 2013; Scalia & Mezzena, 2009) 503 

when compared to free Quer. Besides, literature studies reported a better photoprotection of 504 

bioactive molecules when encapsulated in DCLs compared to CLs (Gharib, Auezova, 505 

Charcosset, & Greige-Gerges, 2017; Ioele, De Luca, & Ragno, 2014; Loukas, Jayasekera, & 506 

Gregoriadis, 1995).  507 

 508 

3.5. Morphological observation and rigidity measurement of blank liposomes 509 

 510 

Membrane rigidity is one of the key parameters that modulate liposome stability (Takechi-511 

Haraya et al., 2016). In order to explain the discrepancy in the behaviour of the different types 512 

of liposomes towards Quer photoprotection, membrane rigidity was determined by measuring 513 

the Young’s modulus (E) parameter using AFM spectroscopy. The topography of liposomes 514 
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was also obtained. The particle size and membrane rigidity were compared for blank liposomes 515 

before and after UVC light exposure. 516 

Fig. 4 illustrates representative 2D images of the three types of liposomes obtained before UVC 517 

exposure. All liposomes exhibited a spherical shape. The size of the vesicles varied with the 518 

lipid composition: for Lipoid E80, Lipoid S100, and Phospholipon 90H liposomes, the particle 519 

size ranged from 35 to 122 nm, 36 to 53 nm, and 47 to 80 nm, respectively (Fig. 4A). Values 520 

obtained with laser granulometry method were higher than those obtained with AFM. Indeed, 521 

granulometry allows a wide range of particle size analysis in comparison to AFM, thus it 522 

quantifies the size of all the vesicles present in the solution. Fig. 4B showed also that the 523 

spherical shape and the size of liposomes were preserved after UV exposure.  524 

Moreover, membrane rigidity of the three liposomal formulations was assessed. The calculation 525 

of the Young’s modulus (E) parameter was made by fitting the force curves of liposomes to the 526 

the Hertz-model following Eq.7. The values constitute the average of 100 force-curves, at least, 527 

for each sample. It can be observed from Fig. 5a that before UV irradiation, the rigidity of 528 

liposomes composed of unsaturated lipids (Lipoid E80 and Lipoid S100) was higher than that 529 

of liposomes composed of saturated ones (Phospholipon 90H): ELipoid E80:Chol (2965.81 ± 102.98 530 

kPa) > ELipoid S100:Chol (1754.69 ± 111.47 kPa) > EPhospholipon 90H:Chol (1450.30 ± 92.44 kPa).  Chol 531 

incorporation was shown to disrupt the lateral order of saturated lipids and decrease the disorder 532 

of unsaturated lipids (Ohvo-Rekilä, Ramstedt, Leppimäki, & Slotte, 2002; Raudino, Sarpietro, 533 

& Pannuzzo, 2011). Thus, lipid bilayer formed from unsaturated lipids (Lipoid E80 and Lipoid 534 

S100) are rigidified by the presence of Chol while those composed from saturated ones tend to 535 

be less rigid and thus less stable. These findings are in good agreement with the results of 536 

(Takechi-Haraya et al., 2016) who showed that the addition of Chol to saturated lipid 537 

membranes reduced their rigidity, while the incorporation of Chol in unsaturated lipid 538 

membranes enhanced their rigidity. Also, (Liang, Mao, & Ng, 2004) found that the addition of 539 

Chol in EggPC membranes increased the E value by 40-fold at 50 mole % Chol.  540 
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Concerning the rigidity of liposomes after 72 h of UV exposure, we can notice that the Young’s 541 

modulus values increased in comparison with non-irradiated samples: ELipoid E80:Chol = 3125.96 542 

± 242.43 versus 2965.81 ± 102.98 kPa; ELipoid S100:Chol = 2145.08 ± 55.40 versus 1754.69 ± 543 

111.47 kPa, and EPhospholipon 90H:Chol = 1728.26 ± 33.62 versus 1450.30 ± 92.44 kPa (Fig. 5b).  544 

Previous studies revealed that UV irradiation generally leads to an increase in membrane 545 

rigidity (Choe, Jackson, & Yu, 1995; Sakanashi et al., 1988). This can be attributed to the 546 

rupture of lipid acyl chains and the formation of hydroperoxides. The latter promotes the 547 

formation of hydrogen bonding, hence resulting in a more compact and rigid membranes 548 

(Kölling, Maldonado, Ojeda, & Diehl, 1994; Sakanashi et al., 1988). When compared to non-549 

irradiated vesicles, the significant increase of the E value for Lipoid S100 liposomes after 550 

irradiation could be due to the high content of unsaturated bonds. Indeed, the iodine value of 551 

Lipoid S100 ranged between 97 and 105 while that of Lipoid E80 is between 65 and 69.  552 

Rigidity is one of the key parameters that modulate vesicle stability: when the membrane is 553 

rigid the leakage of molecules from liposomes is reduced, thus the stability of the vesicles is 554 

enhanced (Briuglia, Rotella, McFarlane, & Lamprou, 2015; Liang, Mao, & Ng, 2004; Nakano, 555 

Tozuka, Yamamoto, Kawashima, & Takeuchi, 2008). All these observations explain the highest 556 

protective effect of Lipoid E80-liposomes exhibited towards Quer compared to the other 557 

liposomes types.    558 

 559 

3.6. Stability of Quer in simulated gastro-intestinal fluids 560 

 561 

Enteral route is the most common for drug administration (Maalik et al., 2014), therefore, the 562 

solubility and stability of Quer in free and encapsulated forms was evaluated in SIF and SGF. 563 

It is worth noting that when improving solubility and stability, Quer bioavailability is expected 564 

to be enhanced.  The concentration of remaining Quer was determined after 4 and 6 h of 565 

incubation in SGF and SIF, respectively (Fig. 6). 566 
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It can be observed that Quer was highly solubilized in both media when encapsulated in CD 567 

CLs, and DCLs compared to the free Quer, the concentration range of Quer in all formulations 568 

being between 100 and 500 µg/mL. Besides, Lipoid E80 liposomes showed the highest 569 

solubilization of Quer compared to Lipoid S100 and Phospholipon 90H liposomes in both 570 

fluids; it is due to the higher concentration of this lipid in liposome formulations (40 mg/mL) 571 

compared to the two other lipids (10 mg/mL).   572 

Moreover, we can notice from Fig. 6a, that Quer in its free form was degraded in SGF after 4 573 

h of incubation where only 5 µg/mL of Quer remained in the solution (its initial concentration 574 

was 10 µg/mL). While, it was mostly stable in SIF (Fig. 6b).  575 

Encapsulation of Quer in CDs, CLs, and DCLs increased the stability of Quer in SGF. For 576 

example, the initial Quer concentration in Lipoid E80, Lipoid S100, and Phospholipon 90H 577 

liposomes was 280, 86, and 150 µg/mL while it was 230, 80, and 80 µg/mL, respectively after 578 

4 h of incubation (Fig. 6a). Thus, it can be deduced that Quer-loaded Phospholipon 90H 579 

liposomes were less stable in SGF in comparison to the other formulations. This result can be 580 

attributed to the difference in the bilayer elastic properties of these liposomes. In fact, 581 

Phospholipon 90H was shown to possess a less rigid membrane which leads to a faster leakage 582 

rate of Quer compared to Lipid E80 and Lipoid S100 phospholipids.   583 

The lower stability of all formulations in SGF compared to SIF could be due to the hydrolysis 584 

of the ester bonds which link the fatty acids to the glycerol backbone in acidic pH (Hu et al., 585 

2013; Jain, Thanki, & Jain, 2013). It was also shown that bilayers containing a high percentage 586 

of PE are stable in media with a pH value of 8 and 9 (Yang, Guo, Li, & Hui, 1997), explaining 587 

the highest stability of Lipoid E80 formulations in SIF compared to other formulations. In fact, 588 

the head group of PE may increase the electronic density of the liposome surface enhancing 589 

liposomes repulsion and thus decreasing the aggregation/fusion processes.   590 

   591 
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3.7. Storage stability of liposomes  592 

 593 

Storage stability of Quer-loaded liposomes was determined in terms of particle size and 594 

percentage of remained Quer after 1 year of storage at 4 °C. The mean size of all formulations 595 

was maintained after storage except for Quer loaded-Lipoid S100 and DCLs where an increase 596 

in size was observed (Table 2). In addition, the total Quer concentration in the liposomal 597 

suspensions was determined by HPLC after 12 months. We can notice that all formulations 598 

effectively retained Quer after storage: the percentage of remained Quer was 98, 95, 93, and 82 599 

% for DCLs, Quer-loaded Lipoid E80, Phospholipon 90H, and Lipoid S100, respectively. DCL 600 

systems were more effective in retaining Quer in comparison to CLs. 601 

 602 

4. Conclusion 603 

 604 

Lipoid E80 liposomes were found to be the best encapsulating system for Quer compared to the 605 

other formulations. In fact, Quer-loaded Lipoid E80 liposomes were predominantly nanometric 606 

and exhibited high EE % and LR % values of Quer. This effect was mainly attributed to the 607 

presence of PE that allows a higher membrane rigidity and thus a lower leakage rate. Moreover, 608 

encapsulation into CDs, CLs or DCLs enhanced the solubility and the stability of Quer. 609 

Compared to CLs, DCLs were more effective in ensuring the protection of Quer under UV-610 

light and in simulated gastrointestinal fluids. Physical stability of liposomes incorporating Quer 611 

was also proven after 1 year of storage at 4 °C, where more than 80 % of Quer remained in the 612 

suspensions.  613 

 614 
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Figure captions 851 

Fig. 1. Phase solubility diagrams of CD/Quer inclusion complexes. The concentration of 852 

solubilized Quer was plotted against different CDs concentrations varying from 0 to 10 mM. 853 

Fig. 2. Quer concentration in SBE-β-CD/Quer inclusion complex solution at different CD:Quer 854 

molar ratios. 855 

Fig. 3. Percentage of remaining Quer in aqueous solution, SBE-β-CD/Quer inclusion complex, 856 

CLs, and DCLs after UVC exposure. 857 

 858 

Fig. 4. AFM contact mode 2D images of Lipoid E80 (a), Lipoid S100 (b) and Phospholipon 859 

90H (c) liposomes before (A) and after (B) UVC irradiation.  860 

 861 

Fig. 5. Young’s modulus values of Lipoid Eκ0, Lipoid S100, and Phospholipon λ0H liposomes 862 

obtained before (a) and after (b) UV irradiation. 863 

Fig. 6. Stability of Quer, CD/Quer inclusion complex, Quer-loaded liposomes, and DCLs 864 

during 4 h and 6 h of incubation in SGF (a) and SIF (b), respectively. Results are expressed in 865 

term of remaining Quer in solution as a function of time.  866 

867 
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Table 1. Formation constants (Kf), solubility enhancement ratio (St/S0) at 10 mM, and 868 

complexation efficiency (CE) of different CDs with Quer. 869 

 α-CD β-CD -CD HP-β-CD RAMEB CRYSMEB SBE-β-CD 

Kf (M-1) 44 
117 

(129a)  
297 

(233c) 
1146 (1419b, 

1195c) 
1177 294 5335 (4032b) 

St/S0 1.45 2.17 4.13 11.73 13.55 4.26 89.50 

CE 0.0008 0.002 0.006 0.023 0.024 0.006 0.107 

a Calabrò et al., 2004; b Julian et al., 2007; c Lucas-Abellan et al., 2008870 
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Table 2. The percentage distribution and the mean particle size of the nanometric and micrometric populations in blank and Quer-loaded liposomes. 871 

The values in italic are those obtained after 12 months of storage at 4 °C. 872 

Batch 

Population 1  Population 2 

(%) Mean size (nm) Diameter range (nm) (%) Mean size (μm) Diameter range (μm) 

Lipoid E80:Chol (100:98) 
92.56 ± 3.44 

73.78 ± 4.31 

131 ± 0.00 

131 ± 0.00 

51-389 

51-339 

7.44 ± 3.44 

26.21 ± 4.31 

4.98 ± 0.66 

7.69 ± 0.00 

1.73-11.57 

2.59-101.46 

Lipoid E80:Chol:SBE-β-CD (100:98:190) 81.05 ± 2.35 150* ± 0.00 51-389 18.95 ± 2.35 4.47 ± 0.00 1.32-17.37 

Lipoid E80:Chol:Quer (100:98:20) 
87.52 ± 4.18 

84.86 ± 3.52 

150* ± 0.00 

150 ± 0.34 

51-389 

51-389 

12.48 ± 4.18 

15.13 ± 3.52 

3.94* ± 0.75 

4.74 ± 1.00 

1.32-7.69 

1.51-17.37 

Lipoid E80:Chol:SBE-β-CD:Quer (100:98:190:38) 
68.45* ± 8.39 

15.38 ± 6.86 

172* ± 0.00 

296 ± 0.00 

58-510 

100-510 

31.54 ± 8.69 

84.61 ± 6.86 

5.49 ± 0.52 

11.85 ± 1.96 

1.15-116.21 

1.73-451.55 

Lipoid S100:Chol (100:117) 
86.03 ± 7.32 

61.85 ± 4.00 

123 ± 0.00 

131 ± 3.05 

58-172 

67-362 

13.96 ± 7.32 

38.12 ± 4.00 

5.80 ± 1.89 

11.56 ± 2.05 

5.12-11.57 

5.87-44.93 

Lipoid S100:Chol:Quer (100:117:20) 
62.28* ± 4.55 

32.05 ± 5.16 

131 ± 0.00 

237 ± 1.56 

67-445 

87-445 

37.72* ± 4.55 

67.94 ± 5.16 

7.37 ± 0.56 

11.63 ± 1.57 

1.51-88.58 

2.59-174.62 

Phospholipon 90H:Chol (100:98) 
72.05 ± 4.84 

59.89 ± 4.23 

150 ± 0.00 

150 ± 0.96 

58-339 

58-339 

27.94 ± 4.85 

40.10 ± 4.23 

5.68 ± 0.37 

5.87 ± 0.00 

1.73-15.17 

1.73-26.11 

Phospholipon 90H:Chol:Quer (100:98:20) 
22.62* ± 6.68 

26.93 ± 9.35 

226* ± 0.00 

207 ± 1.74 

100-339 

76-339 

77.38* ± 6.68 

73.06 ± 9.35 

14.21* ± 1.36 

13.96 ± 2.08 

5.12-44.94 

3.40-394.22 

*p< 0.05 compared to blank liposomes. 873 
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Table 3. Encapsulation efficiency (EE %) and loading rate (LR %) values of Quer-loaded 874 

liposomes.  875 

Batch EE % LR % 

Lipoid E80:Chol:Quer (100:98:20) 99.78 ± 0.03 71.03 ± 2.01 

Lipoid E80:Chol:SBE-β-CD/Quer (100:98:190:38) 44.48 ± 0.22 27.96 ± 6.72 

Lipoid S100:Chol:Quer (100:117:20) 55.56 ± 6.09 39.69 ± 6.08 

Phospholipon 90H:Chol:Quer (100:98:20) 74.80 ± 4.05 14.20 ± 0.77 

 876 
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Figure 1: Size distribution graphs of blank liposomes (Lipoid E80:Chol, Lipoid S100:Chol and 

Phospholipon 90H:Chol). Lipoid E80-loaded SBE-β-CD and Quer-loaded liposomes (Lipoid 

E80:Chol:Quer, Lipoid S100:Chol:Quer, Phospholipon 90H:Chol:Quer and Lipoid 

E80:Chol:SBE-β-CD:Quer) obtained by laser granulometry. 
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