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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 possedent des propriétés biologiques importantes permettant
I’amélioration de la santé et la prévention des maladies dites de civilisations. Toutefois, 1’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 systeémes aqueux et présentent i) une stabilité
limitée contre les dégradations chimique ou physique, ii) une libération non contrélée ou une
faible biodisponibilité. Face a ses contraintes, les recherches actuelles visent a élaborer des
systémes d’encapsulation efficaces pour résoudre ces problémes de formulation. Dans notre
¢tude, deux représentants d’ingrédients alimentaires ont été choisi : le sesquiterpene nérolidol
(Ner) et le flavonoide quercétine (Quer) présentant diverses activités biologiques mais des
propriétés physicochimiques problématiques. Ainsi, 1’objectif de notre travail a été
d’encapsuler ces composés actifs dans les cyclodextrines (CDs), les liposomes conventionnels
(LCs) et le systeme mixte cyclodextrine-liposomes (DCLs) afin de développer des systemes
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 a 1’état solide. Les techniques de spectroscopie
UV-visible, Chromatographie Liquide a Haute Performance (CLHP), Carbone Organique Total
(TOC), 'H 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 deuxieme 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 a partir de phospholipides naturels
de jaune d’ceuf (Lipoid E80) et de soja insaturés (Lipoid S100) ou saturés (Phospholipon 90H)
afin d’étudier D’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 1’incorporation des
complexes d’inclusion HP-B-CD/Ner (a différents rapport molaire CD:Ner) et SBE-B-CD/Quer
dans la cavité aqueuse des liposomes. Le dernier axe a été orienté vers 1’évaluation de 1’effet
de I’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 a 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 suggerent que les ces systemes peuvent étre
considérés comme outils prometteurs pour I’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-B-cyclodextrine, injection éthanolique, libération,

liposomes conventionnels, nérolidol, quercétine, sulfobutyléther- B-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), 'H 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-B-CD/Ner (at different CD:Ner molar ratios) and SBE-B-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-B-cyclodextrin, ethanol injection, release, conventional liposomes,

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



Introduction

De nos jours, ’alimentation n’est plus seulement considérée comme un élément de
survie, assurant la croissance et le développement du corps humain mais, elle s’avere
importante dans la prévention et la réduction de diverses maladies chroniques tels que diabete,
obésité, cardiopathies, affections respiratoires, cancers...

De ce fait, la demande pour une alimentation équilibrée et des produits alimentaires
fonctionnels qui répondent a des besoins spécifiques de santé est en croissance constante. De
telles attentes ont suscité le développement d’aliments apportant une valeur ajoutée au-dela de
leur simple valeur nutritive en incorporant a ces aliments des ingrédients bioactifs. Ces
ingrédients appartiennent majoritairement aux métabolites secondaires de plantes tels que les
alcaloides, les terpénoides et les phénylpropanoides.

Parmi ces ingrédients, le sesquiterpene nérolidol et le flavonoide quercétine ont été
choisis et ont fait I’objet de notre étude. Ces molécules possédent de nombreuses propriétés
biologiques (antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire, anticancéreuse, etc.) et sont
considérées comme sans danger (Generally Recognized as Safe, GRAS) et approuvées par
I’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 a long terme.

Toutefois, ces molécules sont trés faiblement solubles dans 1’eau et sensibles aux
conditions environnementales (chaleur, lumiere, oxygene). De plus, la quercétine possede un
golit amer et une faible biodisponibilité. Afin de contourner ces problemes, divers systemes
d'encapsulation, a base de lipides, a base de polysaccharide et a base de protéines, ont été
développés pour améliorer les propriétés physicochimiques des composés et empécher ainsi
leur inactivation durant les procédés industriels. Dans notre travail, nous nous sommes
intéressées a 1’encapsulation du nérolidol et de la quercétine dans trois types de systemes : les
CDs, LCs, et le systeme mixte DCL.

Ce travail de these a été réalisé en collaboration entre le Laboratoire des Molécules
Bioactives (Faculté¢ des Sciences, Section II, Universit¢ Libanaise) et 1’Unité de Chimie
Environnementale et Interactions sur le Vivant (Université du Littoral Cote d’Opale,
Dunkerque). Cette étude vise a encapsuler le nérolidol et la quercétine dans les trois types de
systemes, de les caractériser et d’examiner leur effet sur la protection, la libération ainsi que

’activité antioxydante des molécules bioactives.



Dans ce contexte, nous avons ¢tudi¢ 1’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 I’encapsulation
du nérolidol. De ce fait, nous avons utilisé la quercétine comme molécule modele pour la
préparation des liposomes a partir de trois types de lipides par la méthode d’injection
éthanolique : deux phospholipides insaturés (Lipoid E80, Lipoid S100) et un saturé
(Phospholipon 90H). Par la suite, nous avons étudi¢ 1’effet de la composition lipidique sur les
caractéristiques des liposomes. La meilleure formulation a ét¢ ainsi choisie pour I’incorporation
du nérolidol et de la quercétine dans les LCs. Nous avons aussi préparé des liposomes
encapsulant des complexes d’inclusion d’hydroxypropryl-B-CD/Ner et de sulfobutyléther-p3-
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. Apres avoir compris et optimisé le procédé
d'encapsulation, nous avons par la suite évalué I’effet de ces trois systémes 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 premiere partie présente une synthese bibliographique divisée en deux chapitres. Le
premier chapitre porte sur les aliments fonctionnels et leurs ingrédients bioactifs (Chapitre I).
Les systemes d’encapsulation et leurs applications font I’objet du deuxieme chapitre (Chapitre

).

-La deuxieme 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 troisiéme partie de ce manuscrit s’intéresse aux résultats obtenus et a leur discussion a

I’égard de la littérature (Chapter 1V).

Ce manuscrit s’achéve par une conclusion générale et des perspectives.
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Partie 1. Etude Bibliographique
Chapitre I. Les aliments fonctionnels et leurs composés bioactifs

I. Aliments

La présence de macronutriments (protéines, matieres grasses, glucides, fibres) et de
minéraux conférent aux aliments une source d’énergie indispensable au bon fonctionnement de
’organisme. On parle alors de la propriété nutritionnelle des aliments. A ceci, s’ajoute les
qualités organoleptiques attribuées aux caractéristiques physiques et chimiques percus par les
organes des sens chez I’homme. En effet, les aliments sont choisis non seulement pour leurs
valeurs nutritionnelles mais aussi pour leur apparence, leur bon golit et leur odeur agréable.

Toutefois, les recherches scientifiques qui ont débuté au 20°™ siécle ont montré qu’au-
dela de ces qualités, les aliments peuvent réduire le risque des maladies dites «de civilisation »
comme le diabéte, I’obésité ou le cancer. Ceci est dli principalement a la présence d’ingrédients
bioactifs possédant diverses activités biologiques. Une troisieme propriété est ainsi accordée

aux aliments : la propriété fonctionnelle (Roberfroid, 2000; EI 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 « 1’alimentation
soit ta premicre médecine ». Des recommandations nutritionnelles visant a traiter ou a prévenir
certaines maladies ont ét¢ 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 a
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 19 siécle ce qui a limité 1’utilisation des aliments
fonctionnels. Durant les années 1900, I’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 premiere moitié
du 20°™ siécle, les scientifiques focalisaient leurs recherches sur I’identification d’ingrédients
importants, particuliecrement les vitamines, et sur leur role dans la prévention de nombreuses
maladies liées a I’alimentation (Hasler, 1998).

En 1970, les mauvaises habitudes alimentaires (aliments riches en graisses,
consommation élevée de viande, etc.) ont conduit a I'accroissement de 1'incidence des maladies

chroniques comme les pathologies cardio-vasculaires, 1’obésité, le diabete ainsi qu’a certains

types de cancers. Ce phénomene est devenu une préoccupation majeure de santé publique,

3



aboutissant ainsi a I’émergence de nombreuses directives en termes de santé¢ (Doyon &
Labrecque, 2008). Le Japon initia pour la premiere fois, en 1980, avec la croissance de la
population vieillissante et du colit de la santé, de vastes recherches visant a définir et
sélectionner les aliments ayant un effet bénéfique sur la santé ainsi qu’a identifier leurs
fonctions au niveau de I’organisme. C’est alors que I’expression « aliments fonctionnels » est
née. A partir de 1991, le ministere japonais de la Santé et du Bien-étre introduisit un systéme
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 possede sa propre interprétation (Day et al., 2009; Martirosyan & Singh, 2015).
De facon générale, ils sont définis comme des aliments naturels, ou modifiés ou des ingrédients
alimentaires ayant des propriétés supplémentaires liées a la modulation de certaines fonctions
physiologiques et qui vont au-dela 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 déja mentionné précédemment, 1’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 criteres relatifs au type de produit ou a sa
fonctionnalité. Onze catégories d’ingrédients ont été reconnues et plusieurs centaines de
produits ont été labélisés FOSHU. Ils sont destinés, par exemple, a réguler le transit gastro-
intestinal (les pré- et probiotiques dans les produits laitiers fermentés), a améliorer I’absorption
des minéraux (phosphopeptides de cas€ine), a régler la pression artérielle (lactotripeptides,
glycosides dans les feuilles de Eucommiacea) et a diminuer le taux de cholestérol et de sucre

dans le sang (chitosane, protéines de soja, produits a base d’avoine), etc (Sir6 et al., 2008).
Europe

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

les aliments fonctionnels, elle se base alors sur les allégations nationales de santé (Obe, 2001).



En Europe, la définition des aliments fonctionnels est la suivante: ‘4 food can be regarded as
functional if it is satisfactorily demonstrated to beneficially affect one or more target functions
in the body, beyond adequate nutritional effects, in a way which is relevant to either an
improved state of Health and wellbeing, or a reduction of risk disease” (Verschuren, 2002).
Ces aliments fonctionnels ne peuvent pas étre sous forme de capsules ou de poudre et

visent a améliorer la santé et le bien-étre et/ou réduire le risque de maladies (Smith et al., 1997).
Etats-Unis

Aux Etats-Unis, le terme “aliments fonctionnels” n’existe pas. Tout aliment ou
ingrédient alimentaire possédant des effets bénéfiques sur la santé doit étre approuvé par la
“Food and Drug Administration” (FDA). Les définitions de cette catégorie d’aliments
proposées par plusieurs associations américaines, comme ‘“National Academy of Sciences”,
“Food and Nutrition Board” et “The International Life Sciences Institute”, reposent sur la méme
conception des aliments fonctionnels définis auparavant (“A conventional food with nutrient-
content claims, pre-approved health claims, an authoritative statement such as the Food and
Drug Administration Modernization Act, and structure-function claims with disclaimer or
structure-function claims without disclaimer’). Néanmoins, pour I’ “American Dietetic
Association”, tout aliment est considéré fonctionnel puisqu’il posseéde une valeur nutritive ;
’essentiel est de consommer avec modération et suivant un régime alimentaire bien équilibré

(Hasler, 2002).

I.2 Propriétés biologiques des aliments fonctionnels

[.2.1 Aliments d’origine végétale

De nombreuses recherches scientifiques (in vitro, in vivo, cliniques et
épidémiologiques) ont prouvé qu’une alimentation a base de plantes pouvait réduire le risque
d’apparition de maladies chroniques. Par exemple, des études épidémiologiques ont rapporté
une relation inverse entre la consommation réguliere de fruits et de 1égumes et le risque de
cancer du cblon (Magalhdes et al., 2012), de I’estomac (Stevens et al., 2011), du pancréas
(Cappellani et al., 2012), de la prostate (Watson et al., 2013), du sein (Aune et al., 2012) et des
ovaires (Paxton et al., 2012).

Cet effet est attribué a la présence de métabolites secondaires des plantes nommés aussi

« composés phytochimiques » (Hasler, 1998; Rodriguez-Casado, 2016). Ces molécules



bioactives exercent au niveau de 1’organisme diverses fonctions, comme [’altération ou
I’activation de facteurs de transcription, la modification du métabolisme cellulaire, etc (Traka
& Mithen, 2011).

Plusieurs études ont démontré que la majorité des composés phytochimiques possedent
des propriétés antioxydantes (Chiva-Blanch & Visioli, 2012; Giampieri et al., 2012 ; Lipinski,
2011 ; Speciale et al., 2011) et anti-inflammatoires (Nishino et al., 2005 ; Zhao et al., 2011) ce
qui leur confere des propriétés pharmacologiques importantes. En outre, Wang & Bohn. (2012)
ont montré qu’un mélange de polyphénols (anthocyanines, proanthocyanines et flavonols)
présents naturellement dans les fruits rouges possede une activité anticancéreuse supérieure a
celle des polyphénols individuels. Cela révele I’importance de la consommation de fruits et
légumes qui contiennent des mélanges d’ingrédients bioactifs et possédent des activités
biologiques potentiellement amplifiées, on parle ainsi d’effet additif ou synergique.

Quelques exemples d’aliments fonctionnels d’origine végétale sont présentés ci-dessous :

[.2.1.1 Avoine

Les aliments a base d’avoine ont fait I’objet de plusieurs investigations, particulierement
en raison de leur contenu en B-glucane, une fibre soluble présente en grande quantité dans cette
céréale (Figure 1). Une consommation réguliére d’avoine peut réduire le taux de cholestérol
surtout la lipoprotéine de basse densité (LDL) diminuant ainsi 1’occurrence des maladies
cardiovasculaires (Truswell, 2002). Cette fibre soluble favorise I’excrétion fécale du cholestérol
en diminuant sa fabrication par le foie, ce qui entraine une réduction significative du taux de
cholestérol plasmatique. Une étude menée par la compagnie “Quaker Oats” a conclu que la
consommation de 3 g de B-glucane (équivalent a 60 g d’aliments a base d’avoine) aboutit a une
réduction de 5 % du taux de cholestérol sanguin (Hasler, 1998). L’avoine peut également traiter
le diabete de type 2 par la normalisation des taux de glucose et d’insuline. En effet, le B-glucane
ralentirait I’absorption des glucides dans ’intestin, ce qui diminuerait la glycémie apres les
repas, entrainant par le fait méme une réduction des besoins en insuline (Jenkins et al., 2002 ;

Shen et al., 2016 ; Tapola et al., 2005 ; Tessari & Lante, 2017).
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Figure 1 : Structure chimique du S-glucane, constituant majeur de I’avoine.

[.2.1.2 Soja

Le soja joue un réle crucial dans la prévention et le traitement des maladies
cardiovasculaires (Erdman, 2000; Sacks et al., 2006), du cancer du sein (Fen-Jin and Chen,
2013; Lu et al., 2000), de I’ostéoporose ainsi que dans le maintien du capital osseux chez les
femmes post-ménopausées (Messina & Messina, 2000; Taku et al., 2011). De plus, la réduction
des taux de cholestérol (LDL) et de triglycérides par le soja est bien documentée (Hermansen
et al.,, 2003 ; Taku et al.,, 2011; van Ee, 2009; Zhuo et al., 2004). En effet, le seuil de
consommation de soja nécessaire pour réduire le taux de cholestérol est de 25 g (Sacks et al.,
2000).

De nombreuses molécules anticancéreuses ont été identifiées dans cet aliment comme
les phytostéroles, les saponines, les acides phénoliques, les acides phytiques et les isoflavones
(Mense et al., 2008). Ces derniers sont les plus intéressants parmi les autres composés, vu que
le soja est la source alimentaire majeure d’isoflavones (Kudou et al., 1991). II contient trois
isoflavones principaux : génistéine, daidzéine et glycitéine (Figure 2) (Sacks et al., 2006). Ces
molécules miment structuralement et/ou fonctionnellement 1’action des cestrogeénes naturels
(17-B-cestradiol). A des concentrations bien déterminées, les isoflavones possédent une activité
antagoniste vis-a-vis des récepteurs cestrogéniques. Cela peut expliquer pourquoi les
populations qui consomment une quantité élevée de soja (Asie du Sud-Est) ont un risque réduit
de cancers cestrogene-dépendants (Allred et al., 2004 ; Trock et al., 2006). Selon une recherche
effectuée aupres de 120 femmes de Shanghai, un régime riche en soja permet de réduire de 50
% le risque de cancer du sein. Les chercheurs ont mesuré les niveaux d'isoflavones contenues

dans l'urine des sujets afin de déterminer quelle était leur consommation de soja. Les

7



isoflavones sont d'excellents marqueurs de la consommation de soja, parce qu'ils sont des
composés tres abondants dans le soja et solubles dans 1'eau. Les chercheurs ont découvert que
les femmes qui avaient les plus hauts niveaux d'isoflavones étaient la moitié moins susceptible
de développer un cancer du sein par rapport a celles qui montraient les plus faibles taux

d'isoflavones (Zheng et al., 1999).

OH OH
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Génistine Daidzine Glycitéine

Figure 2 : La structure chimique des isoflavones du soja.

1.2.1.3 Tomates

Les effets antioxydants et anticancéreux des tomates ou des produits dérivés (jus,
ketchup, sauce tomate, soupe) sont attribués majoritairement a la présence de caroténoides
(Iycopene) et de polyphénols (I’acide férulique, I’acide chlorogénique, I’acide caféique et des
flavonoides tels que la quercétine, le kaempférol, la rutine, la naringinine).

La tomate est la source majeure de lycopene dont les teneurs varient en fonction des
criteres agronomiques (Figure 3). Le lycopene se montre tres actif ; il : 1) neutralise les especes
réactifs de I’oxygene (ERO ou ROS : reactive oxygen species) ; ii) réduit I’hypertension
artérielle ; iii) inhibe la prolifération des cellules cancéreuses humaines, surtout le cancer de la
prostate au niveau de la phase GO-G1 du cycle cellulaire (Etminan et al., 2004 ; Holzapfel et
al., 2013 ; Story et al., 2010). II a été démontré que la cuisson des tomates augmente la
biodisponibilit¢ du lycopéne par rapport a des tomates crues puisqu’elle favorise la
transformation du lycopéne en sa forme cis qui est mieux absorbable que I’isomeére trans (El
Sohaimy, 2012 ; Unlu et al., 2007). Une méta-analyse a montré que le risque de développement
du cancer de la prostate chez les hommes (>47000 personnes) qui consommaient au moins 10
portions de tomates et de ses dérivés par jour a été diminué d’environ 35 % pour les personnes
a un stade avancé du cancer et de 53 % pour les hommes qui en consomment peu (Giovannucci
et al., 1995). Une autre observation a prouvé que la consommation de sauce tomate (au moins
2 portions par semaine) était associée a une réduction de 23 % du risque de cancer de la prostate
(Giovannucci et al., 2002). D’autre part, plusieurs études randomisées cliniques ont révélé une

diminution du taux de I’antigéne prostatique spécifique (le PSA : prostate-specific antigen),



marqueur biologique du cancer de la prostate, chez les personnes ayant une hyperplasie ou un

cancer de la prostate (Kavanaugh et al., 2007).

SFNNW@W@%E

Figure 3 : Structure chimique du lycopene, ingrédient majeur des tomates.

[.2.1.4 Brocoli

Le brocoli, 1égume appartenant a la famille des Brassicaceae (cruciferes) dans laquelle
on trouve aussi le chou-fleur, le chou de Bruxelles et le chou vert, est connu pour ses effets
antioxydants, anticancéreux et anti-inflammatoires (Latté et al., 2011). Des études
épidémiologiques ont suggéré que la consommation d’au moins une portion de brocoli par
semaine peut diminuer I’incidence et le développement du cancer colorectal, de I’estomac, des
poumons et de la prostate (Park & Pezzuto, 2002 ; Jeffery & Keck, 2008 ; Lin et al., 1998 ;
Hara et al., 2003 ; Traka & Mithen, 2011; Verhoeven et al., 1996).

Les principaux constituants des Brassicaceae sont les glucosinolates. Leur hydrolyse
par I’enzyme myrosinase (enzyme présente dans les cellules végétales) aboutit a la formation
de nombreux produits bioactifs comme les isothiocyanates (sulforaphane) (Figure 4), les
thiocyanates, les nitriles, I’oxazolidine-2-thione et les indoles comme 1’indole-3-carbinol (I3C)
(Hasler, 1998). Ces molécules modulent plusieurs processus cellulaires par la régulation du
cycle cellulaire, de I’apoptose, etc... Par exemple, I’'I3C inhibe la cancérogenese spontanée ou
induite par des substances chimiques, au niveau des glandes mammaires, du foie, des poumons,
de I'utérus et du tractus gastro-intestinal. Son activité anticancéreuse peut étre attribuée a sa
capacité de cibler différentes voies de signalisation qui régissent la progression du cycle
cellulaire, 1’apoptose, 1’homéostasie hormonale, 1’angiogenése tumorale, la réparation de
I’ADN ainsi que la résistance multiple aux anticancéreux (Weng et al., 2008). En outre, le
sulforaphane est potentiellement actif et majoritairement responsable des effets bénéfiques du
brocoli (Zhang et al., 1992). Le sulforaphane est un puissant antioxydant et anticancéreux dont
le mécanisme d’action implique la détoxification des xénobiotiques par 1’induction des
enzymes de la phase I du métabolisme (essentiellement les cytochromes P450) (Herr et al.,

2010). II a été observé que le sulforaphane présente une activité antibactérienne contre des



bactéries Gram négatifs comme Helicobacter pylori chez I’animal et I’homme (Yanaka et al.,
2009) et des bactéries Gram positifs comme Staphylococcus aureus (Aires et al., 2011 ; Dufour
etal., 2015 ; Fahey et al., 2002). De plus, des études précliniques et cliniques ont conclu que le
sulforaphane posséde une activité anti-inflammatoire suite a 1’inhibition de la production des
cytokines (Juge et al., 2007). D’autres ingrédients bioactifs ont été identifiés dans le brocoli
comme les flavonoides (quercétine et kaempférol), les acides phénoliques (acide sinapinique)

et les caroténoides (la lutéine et la zéaxanthine) (Aires et al., 2011).
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Figure 4 : Le sulforaphane, composé bioactif dans les cruciferes (Herr & Biichler, 2010).
1.2.1.5 Ail

Allium sativum, plus connu sous le nom d’ail, est utilisé depuis plusieurs centaines
d’années dans les préparations culinaires et médicinales. L’ail est composé majoritairement de
deux groupes de molécules phytochimiques : les flavonoides (anthocyanines et flavonols) et les
composés organosulfurés (allicine, diallyl sulfide, diallyl disulfide et ajoene, Figure 5) qui lui
conferent ses effets bénéfiques pour la santé (Griffiths et al., 2002). Suite a la coupure de I’ail,
I’alliine est libérée et sera transformée sous I’action de I’enzyme 1’allinase en allicine (molécule
responsable de I’odeur caractéristique de 1’ail). Les recherches scientifiques menées in vitro ont
montré que 1’ail possede des propriétés antibactériennes, antivirales, anti-fongiques (Groppo et
al., 2007 ; Sohn et al., 2009), anti-inflammatoires (Keiss et al., 2003), anticancéreuses (Antony
& Singh, 2011; Kaschula et al., 2011) et des effets cardioprotecteurs (Sobenin et al., 2010).
Une diminution du taux de cholestérol plasmatique et de la pression artérielle ainsi qu’une
augmentation de I’activité fibrinolytique ont été observées chez des personnes ayant consommé
des suppléments d’ail parallelement avec un régime riche en lipides (Durak et al., 2004 ; Kojuri
et al., 2007). De plus, une méta-analyse a montré que I’ail peut réguler le taux de glucose et

potentiellement réduire les complications liées au diabete (Kook et al., 2009). Par ailleurs, de
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nombreuses investigations épidémiologiques indiquent une corrélation positive entre la
consommation d’ail et la réduction de certains types de cancers comme le cancer de I’estomac,
de I’cesophage, du pancréas et le cancer colorectal (Chan et al., 2005; Gonzilez et al., 2006;
Tanaka et al., 2004). Les résultats d’'une méta-analyse portant sur 18 études épidémiologiques
publiées entre 1966 et 1999 démontrent une diminution de 30 % du risque du cancer colorectal
et d’environ 50 % du risque de cancer de I’estomac en cas de consommation élevée d’ail
(Fleischauer & Arab, 2001). Enfin, d’autres études ont indiqué qu’une quantité élevée en allium
(>10g/jour vs <2.2g/jour) est associée a une réduction de 50 % du risque de cancer de la prostate

(Hsing et al., 2002).
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Figure 5 : Structure chimique des composés organosulfurés dans Allium sativum.

1.2.1.6 Olives (Olea europaea)

L’olive et I’huile d’olive occupent une place trés importante dans 1’alimentation des pays
méditerranéens (Grece, Italie, sud de la France, Tunisie, Liban...) (Trichopoulou & Lagiou,
1997). L'huile d'olive est amplement utilisée dans la médecine traditionnelle comme laxatif
doux, émollient, adoucissant et sédatif, etc. (Belarbi et al., 2011 ; Visioli et al., 2002). Des
études in vitro et in vivo ont montré que 1’olive est un puissant antioxydant ce qui explique
I’importance du régime alimentaire méditerranéen pour la santé (Kawaguchi et al., 2011;
Raederstorff, 2009).

Malgré la complexité de la composition chimique des olives, les ingrédients actifs
responsables de son effet biologique sont principalement [’acide oléique, les composés
phénoliques (hydroxytyrosol, tyrosol et oleuropéine) et le squalene (Owen et al., 2000). Par
exemple, la capacité de I’hydroxytyrosol et du tyrosol a piéger les radicaux libres a été
démontrée supérieure a celle de la vitamine E et de ’hydroxytoluéne butylé. D’autre part,

I’olive est également connue pour son effet cardioprotecteur, particulierement pour sa capacité
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a réduire la pression artérielle et a diminuer le taux de cholestérol (Waterman et al., 2007). En
effet, ’hydroxytyrosol et le tyrosol inhibent 1’oxydation du LDL dans le plasma et régulent
plusieurs biomarqueurs du stress oxydatif a de tres faibles concentrations (Owen et al., 2000 ;
Visioli et al., 2002). De méme, des études in vitro ont montré que 1’hydroxytyrosol et
I’oleuropéine inhibent la production d’isoprostanes, marqueurs de 1’oxydation de LDL (Salami
et al., 1995). En outre, des données épidémiologiques ont suggéré que la consommation d’olive
et de ses dérivés réduit I’incidence de certains cancers comme le cancer du sein, de la peau et
du colon (Harwood et al., 2002 ; Owen et al., 2000 ; Visioli et al., 2002). Finalement, 1’activité
antimicrobienne des trois polyphénols de I’olive a été prouvée in vitro contre des souches

bactériennes responsables des infections intestinales et respiratoires (Romero et al., 2007).

[.2.2 Les aliments d’origine animale

Bien qu’un nombre considérable de substances naturelles bioactives sont d'origine végétale, il
existe également un certain nombre de composants physiologiquement actifs dans les produits
d'origine animale qui méritent d'étre considérés pour leur role potentiel dans I’amélioration de

la santé humaine.

[.2.2.1 Poissons

Les acides gras oméga-3 constituent une classe importante des acides gras polyinsaturés
dont la source majeure est I’huile de poisson. Le role des oméga-3 est relié principalement a la
prévention des maladies cardiovasculaires (Figure 6). Des chercheurs ont remarqué que, dans
le Grand Nord, les Esquimaux, qui consomment beaucoup de poissons, €taient rarement touchés
par les maladies cardiovasculaires malgré leur régime alimentaire riche en lipides (Hasler,
1998). A partir de ce constat, les acides gras oméga-3 ont été largement étudiés et des études
épidémiologiques ont démontré que la consommation d’aliments riches en graisses oméga-3
réduit l'incidence des maladies cardiovasculaires ainsi que les complications qui leur sont
associées. Par exemple, plusieurs études ont montré que la consommation de 3 a 5 g d'huile de
poisson peut faire diminuer le taux de triglycérides sanguins de 30 a 50 %, notamment chez les
personnes atteintes de diabete de type 2 (Montori et al., 2000). Une méta-analyse publiée en
2002 et regroupant les résultats de 11 études (15806 sujets) a confirmé que chez les personnes
atteintes de maladies coronariennes, la consommation d'oméga-3 sous forme alimentaire ou
sous forme de suppléments réduisait les déces attribuables aux infarctus du myocarde et les
morts subites (Bucher et al., 2002). Enfin, une étude menée sur 2033 hommes souffrant de

maladies cardiovasculaires a montré que les hommes qui mangeaient du poisson au moins deux
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fois par semaine avaient un taux de mortalité (29 %) plus faible que ceux qui n'en consommaient

pas (Leaf et al., 2003).
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Figure 6 : Strucutre de 1’acide alpha linolénique (acide gras oméga 3) et ses effets bénéfiques

sur la santé.

1.2.2.2 Produits laitiers

Les produits laitiers sont considérés fonctionnels puisqu’ils représentent I’une des meilleures
sources de calcium, nutriment essentiel pour prévenir 1’ostéoporose. Toutefois, d’autres
composants fonctionnels ont été identifiés dans ces produits, connus sous le nom de
‘probiotiques' (Heller, 2001). Les probiotiques sont des micro-organismes bénéfiques présents
dans la flore buccale, intestinale et vaginale. Leur présence permet notamment d’inhiber la
prolifération des micro-organismes nuisibles qui peuvent, par exemple, provoquer des diarrhées
infectieuses ou des vaginites. Les probiotiques contribuent également a la digestion des
aliments. Plus particulierement, les produits laitiers fermentés, comme le yaourt, facilitent la
digestion du lactose, notamment chez les personnes qui y sont intolérantes (De Vrese et al.,
2001). Dans un organisme en bonne santé, le tube digestif est colonisé environ par 400 especes
différentes de microorganismes et qui forment un écosysteme stable et essentiel au maintien
d'une bonne santé. La prise d’antibiotiques, le stress, les infections ou une déficience du systéme
immunitaire peuvent déséquilibrer cet écosysteme. Les probiotiques agissent selon trois
principaux mécanismes : a) modulation de I’activité du systéeme immunitaire intestinal ; b)
augmentation de la fonction de barriere de la muqueuse intestinale, en accentuant par exemple

la production du mucus ou des anticorps de type Immunoglobuline A (IgA) ; ¢) les probiotiques
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ont des effets antimicrobiens directs, en prenant la place des bactéries pathogenes (phénomene
de compétition) et en empéchant leur adhésion aux parois intestinales (Kechagia et al., 2012 ;
Martinez-Canavate 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 aigué 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 a 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 a la prise d'antibiotiques. Les résultats de cette méta-analyse suggerent
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 I’efficacité des probiotiques contre
I’infection a Helicobacter pylori (cause de nombreuses gastrites et de la plupart des ulceres
gastroduodénaux) ont fait I’objet de 2 méta-analyses. L’une d’elles (10 études, 963 participants)
a montré que les bactéries lactiques de laits fermentés (lactobacilles et bifidobactéries),
combinées a la trithérapie classique, augmentent de 5 a 15 % les chances de guérison (Zou et
al., 2009). L’autre (8 études, 1 372 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 déja décrites précédemment, résultent
notamment de la présence de molécules bioactives naturelles. On parle de métabolites
secondaires de plantes qui jouent un rdle crucial dans la défense des plantes contre les
herbivores ainsi que dans I’interaction plante/environnement (Korkina, 2007). Ces métabolites

sont divisés en trois grandes classes :
Les alcaloides et les composés azotés
Les composés terpéniques

Les composés phénylpropanoides (PPs)
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Dans ce mémoire, nous nous sommes intéressés uniquement aux composés terpéniques

(le sesquiterpene nérolidol) et aux PPs (le flavonoide quercétine).

[.3.1 Les composés terpéniques

[.3.1.1 Définition

Le mot « terpene » provient du mot « térébenthine » ou résine de coniferes (Phillips et
al., 1999). La distillation de cette résine aboutit a la formation de I’huile essentielle (HE) de
térébenthine qui contient des acides résiniques et des hydrocarbures. Ces derniers représentent
les terpenes. On distingue aussi les terpénoides, dérivés de terpeénes (alcools, aldéhydes,
cétones, acides, lactones, etc...). Dans la suite du manuscrit, les deux termes « terpenes » et
« terpénoides » seront référés sans différence sous un seul terme « terpenes ».

Les terpenes constituent la famille la plus structurellement et fonctionnellement variée
et la plus abondante parmi les produits naturels. Plus de 65000 structures ont été identifiées
jusqu’a présent (Berthelot et al., 2012). Ils regroupent des molécules a structure simple, de poids
moléculaire variable, saturées et insaturées (Christianson, 2008). Malgré leur diversité
structurale, tous les terpenes sont issus de la condensation d’unités de base a 5 carbones de type

isoprene (Figure 7) (Ashour et al., 2010).
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Figure 7 : L’isopréne, unité de base des terpenes.

Les unités isoprenes peuvent étre reliées entre elles par des jonctions téte-queue (T-Q)
ou queue-queue (Q-Q) pour former les mono ou sesquiterpenes linéaires ou cycliques,
composants principaux des huiles essentielles (HEs), les diterpenes comme le squalene, etc
(Poulter, 1990; Chizzola, 2013). Parmi les terpenes, on trouve des composés hautement

polymérisés tel le caoutchouc.

1.3.1.2 Biosynthese des terpenes

Les terpenes sont synthétisés par la condensation des unités isopentényl-diphosphate
(IPP) ou de son isomere allylique diméthyleallyl-diphosphate (DMAPP) issues de la voie
classique de I’acide mévalonique ou de son alternative non-mévalonique : la voie du
méthylérythritol phosphate (Figure 8) (Berthelot et al., 2012). Dans ce mémoire, nous

détaillerons uniquement la voie de synthese du nérolidol : la voie mévalonique.
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1.3.1.2.1 La formation des blocs de construction : IPP et DMAPP

La premicre étape de synthése des terpénoides consiste a la formation de 1’unité
isoprénique de base : isopentényl-pyrophosphate (IPP), obtenue par la voie du mévalonate avec
I’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 MV A aboutissent a la formation de
I’IPP. L’isomérisation de I’IPP par la IPP isomérase donne une autre unité de la voie MVA : le

DMAPP (Figure 8) (Christianson, 2008; Paduch et al., 2007).
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Figure 8 : Voie de biosynthése de I’IPP et du DMAPP (Paduch et al., 2007-modifi€).

1.3.1.2.2 Formation des prényl-diphosphates : GPP, FPP et GGPP

La seconde étape dans la voie MV A débute par la condensation téte-queue de I’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 troisieme étape est une série de cyclisations et de réarrangements moléculaires des prényl-
diphosphates aboutissant a la formation des molécules représentatives de chaque classe de
terpenes. GPP, FPP et GGPP sont, respectivement, les précurseurs des monoterpenes, des
sesquiterpenes et des diterpenes. FPP et GGPP peuvent également se dimériser par le couplage
téte-téte pour produire les tri- et tétraterpenes (Figure 9) (Ashour et al., 2010; Berthelot et al.,
2012). La grande variété des structures terpéniques est due a I’évolution de la superfamille des

terpenes synthases qui compte jusqu’a présent plus de 100 genes (Tholl, 2006).
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Figure 9 : La voie de I’acide mévalonique (Ashour et al., 2010).

1.3.1.3 Classification des terpenes

Les terpenes possedent tous la méme formule de base : (CsHx)n avec x qui est variable en
fonction du degré d’insaturation de la molécule. Leur classification repose sur le nombre entier

n d’unités isoprénes (Tableau 1). On distingue :
n=1 : les hemiterpenes (Cs)

n=2 : les monoterpenes (Cio)

n=3: les sesquiterpenes (Cis)

n=4 : les diterpenes (Czo)

n=5 : les sesterpenes (Cas)

n=6: les triterpénes (C3o)

n=8 : les tétraterpenes ou caroténoides (Cao)

n >8 : les polyterpenes (> C40)

On peut également classer les terpenes selon le nombre de cycles présents dans leur structure :
les terpenes acycliques (présentant une structure ouverte), les terpenes monocycliques, les

terpenes bicycliques, les terpenes tricycliques et les terpenes tétracycliques.

Le tableau suivant représente quelques exemples des différentes classes de terpenes ainsi que

leur occurrence dans les aliments.
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Tableau 1 : Classification des terpenes (Breitmaier, 2006).

Classes

Hemiterpenes
Cs

Monoterpenes
Cuo

Sesquiterpenes
Cis

Diterpénes
Cy

Sesterterpenes
Cas

Triterpeénes

Acycliques

Pérol

Nérolidol

OH

X X

Acide phytanique

o
er
)\/\/‘\Nl\/\/}\/rL e
an
a,

Pentaprénol

M

Squaléne

N\ N N\ N N\

Monocycliques Bicycliques

Limonene
o/B-Pinene

Germacrene

—

o/B-Bisabolol

HO—% %

Labdane

Rétinol

Occurrence
dans les
aliments

Citron,
canneberge,
myrtilles

Menthe,
agrumes,
gingembre

Bigaradier,
bergamote,
pelures de

Citrus junos

Produits
laitiers,
carottes,

coniferes

Pommes de
terre

Huile d’olive

Parmi les différentes classes de terpenes, nous nous intéresserons plus particulierement a la

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

1.3.1.3.1 Sesquiterpenes

Les sesquiterpenes 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 terpeénes.

On distingue des sesquiterpenes 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
sesquiterpenes et surtout les sesquiterpenes lactones constituent un groupe important de
produits pharmaceutiques tres actifs. L’exemple le plus connu est 1’artémisinine qui est a la
base des médicaments antipaludiques les plus efficaces (Lange & Ahkami, 2013).

Cyclofurnésanes | Acide abscissique

COOH
_WOH
i Farnésol B:mbo!ancc g §
a-zingibéréne

S CHZOH
| Sesquiterpenes l
l monocyeliques
: ! I /]Slégwnc

Farnésanes

Nérolidol
Humulanes

HO

¥ Humuléne

Caryophyilanes

Sesquiterpenes

Caryophylléne
polycycliques ol

CHs

HAC
2 H "H
CHy

CHy

Figure 10 : Classification des sesquiterpenes.

1.3.1.3.2 Sesquiterpenes acycliques

Farnésenes

Les farnésenes sont des hydrocarbures ramifiés avec quatre doubles liaisons. E,E-a-farnésenes
et E,E-B-farnésénes sont des constituants de diverses HEs. La forme a se trouve dans la pelure
des pommes, des poires et d’autres fruits. Parmi les produits d’oxydation des farnésénes, on
distingue 1’alcool primaire farnésol et 1’alcool tertiaire nérolidol (existant sous forme
d’isomeres 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 a-sinensal et -sinensal issus de
a- et B-farnésenes contribuent a 1’odeur des HEs de nombreuses espéces de citrus (Breitmaier,

2006; Chizzola, 2013).
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1.3.1.3.3 Sesquiterpenes monocycliques

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

humulanes.

Les cyclofarnésanes et les bisabolanes

Les cyclofarnésanes sont obtenus suite a 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 role 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 a la formation des bisabolanes, qui représentent la classe la
plus importante des sesquiterpénes monocycliques. On compte par exemple I’a-zingibérene,
composant majeur de ’HE du gingembre (Zingiber officinalis) et le B-curcumene, composé
principal de I’huile de curcuma (Curcuma aromatica et Curcuma longa). En outre, il existe des
dérivés oxygénés des bisabolanes comme I’a-bisabolol qui est 1’ingrédient caractéristique de la

camomille allemande (Matricaria recutita).

Les germacranes et les humulanes

Deux autres groupes de sesquiterpenes monocycliques ayant un cycle constitué de 10 et
11 atomes de carbones sont les germacranes (germacrene A, B et D) et les humulanes (a-
humuléne), respectivement. Les germacrénes B se trouvent dans I’HE de Citrus junos et les
germacrenes D dans I’huile de Citrus bergamia (la bergamote) alors que les humulenes ont été

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

1.3.1.3.4 Sesquiterpenes polycycliques

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

les caryophyllanes.

Caryophyllanes

Les caryophyllanes sont obtenus suite a une cyclisation de C2 et C10 des humulanes en
cyclobutane. Le caryophylléne est un sesquiterpene bicyclique composé d’un macrocycle a 9
atomes de carbone avec un noyau cyclobutane. Il est un constituant majeur des HEs produites
par le giroflier, le chanvre cultivé, le romarin, I’eucalyptus et le thym. Sous forme de mélange
avec son isomere cis I’isocaryophylléne, ils se trouvent dans I’huile de clou de girofle et de

jasmin (Jasminum sambac). Le P-caryophylleéne agit comme agoniste du récepteur des
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cannabinoides de type 2 (CB2) et possede un effet anti-inflammatoire cannabimimétique in vivo

(Gertsch et al., 2008).

1.3.1.4 Nérolidol

Le nérolidol (3,7,11-triméthyledodéca-1,6,10-triene-3-o0l), connu aussi sous le nom de
péruviol, est un sesquiterpene alcool acyclique, ayant une odeur florale, présent dans de
nombreuses HEs provenant de nombreuses plantes comme Baccharis dracunculifolia,
Amaranthus retroflexus, Canarium schweinfurthii, Elettaria cardamomum (L.) Maton,
Momordica charantia L., Piper aleyreanum C. DC, Piper claussenianum (Miq.) C. DC et
Myrocarpus fastigiatus (Tan et al., 2015). Dans la nature, le nérolidol existe sous deux formes
d’isomeres E ou cis et Z ou trans (Figure 11). Il est incorporé dans les produits cosmétiques
(savons, shampoings et parfums) et non cosmétiques (produits ménagers) (Lapczynski et al.,
2008; Saito et al., 2015). Sa consommation mondiale est estimée entre 10 et 100 tonnes par an.
En outre, le nérolidol est largement utilisé en industrie agroalimentaire en tant qu’exhausteur
de golit vu qu’il est approuvé par la FDA (U.S. Food and Drug Administration ; 21 CFR
172.515) et reconnu comme GRAS (generally recognized as safe) et comme un aromatisant

naturel (Lapczynski et al., 2008; McGinty et al., 2010).

OH
X AN G \ X oH
F
Figure 11 : Structure chimique de cis (structure a gauche) et trans (structure a droite) du
nérolidol.

1.3.1.4.1 Propriétés physicochimiques

Le nérolidol possede quatre stéréo-isomeres : deux €nantiomeres et deux isomeres
géométriques (cis et trans, et leurs énantiomeres). Ceci est dii a la présence de la double liaison
en position C6 et a un centre asymétrique en C3 (Chan et al., 2016). Le nérolidol est une
molécule hautement hydrophobe, ce qui lui confere une capacité a diffuser a travers les
membranes biologiques et interagir avec les protéines intracellulaires (Park et al., 2009). Le
spectre d’absorption caractéristique du nérolidol se trouve entre 210 et 240 nm avec une faible

absorption entre 250 et 300 nm. Le Tableau 2 résume les propriétés physicochimiques du

nérolidol.
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Tableau 2 : Les propriétés physicochimiques essentielles du nérolidol.

Nom Nérolidol

Etat physique Liquide

Couleur Jaune clair

Odeur Douceitre- floral
Formule chimique Ci15H260

Point d’éclair 96,1 °C

Point de fusion =75 °C

Point d’ébullition 276 °C a 1,013 hPa
Pression de vapeur 0,1 mmHg a 20 °C
Densité 0,8744 g/mL
Solubilité aqueuse 1,532 mg/LL a 25 °C
Soluble dans les solvants organiques (éthanol, acétonitrile, méthanol...)
LogKoe 5,68

1.3.1.4.2 Propriétés biologiques du nérolidol

L’un des défis majeurs de I’industrie alimentaire est de préserver les aliments et de
garantir leur sécurité sanitaire durant la production industrielle. La détérioration des aliments
constitue un probléme d’une ampleur considérable pour les industries agroalimentaires. Elle
peut étre due a une dégradation physique ou chimique ou a la présence de microorganismes
(Gould, 1996). Cela conduit généralement a des altérations au niveau du gotit, de 1’odeur et de
la couleur des aliments et donc a la perte des qualités organoleptiques et nutritionnelles (Shahidi
& Ambigaipalan, 2015).

L’utilisation a long terme d’antioxydants ou antimicrobiens synthétiques est suspectée
d’effets tératogenes, mutagenes et cancérigenes (Amorati et al., 2013 ; Botterweck et al., 2000).
Par conséquent, 1’incorporation de molécules bioactives naturelles, comme alternatives aux
produits synthétiques, semble prometteur pour la préservation des aliments.  Plus
particulierement, les terpenes ont pris une place remarquable comme agents antioxydants ou
antimicrobiens tres efficaces grace a leur caractere lipophile et a la présence de groupements
fonctionnels. Parmi ces terpenes, le nérolidol possede 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 protege 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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I’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 a piéger plusieurs types de radicaux, le
cis-nérolidol a pu également protéger les cellules intestinales (Caco-2) contre le stress oxydant
généré par ’hydroperoxyde de tert-butyle (Vinholes et al., 2014). Dans une autre étude menée
par le méme auteur, il a été démontré que le cis-nérolidol inhibe la peroxydation lipidique des
membranes des cellules hépatiques induite par I’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) protege les neurones de 1’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 I’activité des enzymes superoxyde
dismutase et catalase a 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 systeéme d’¢lectrons délocalisés ainsi que la longueur
de la chaine aliphatique sont des parameétres déterminants dans ’activité antimicrobienne des
terpenes (Kogen et al., 1999; Togashi et al., 2010). Ils agissent soit par dégradation de la paroi
cellulaire, de la membrane cytoplasmique et destruction du systeme enzymatique, soit par
épuisement de la chaine de transport des électrons (Burt et al., 2007 ; Dorman & Deans, 2000).
Les terpenes alcool avec une chaine carbonée entre 10 et 12 carbones comme farnésol et
nérolidol possedent une forte activité antibactérienne vis-a-vis de Staphylococcus aureus
FDA209P en comparaison avec les monoterpenes géraniol (en C8) et linalol (en C6) et les
diterpenes 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 a la libération de leur contenu cytoplasmique (libération des ions K*) et donc a 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 a 1’antibiotique méticilline et 20 souches de S.aureus
résistants a ce dernier, avec des valeurs de CMI (concentration minimale inhibitrice) comprises
entre 512 et jusqu’a des valeurs supérieures a 1024 pg/mL. En outre, il a été rapporté que le
nérolidol n’agit pas uniquement au niveau des membranes bactériennes mais peut également
bloquer I’expression de certains genes responsables de la pathogénicité des bactéries. Lee et al.

2014 a prouvé que le cis-nérolidol présent dans I’HE du poivre noir inhibe 1’expression du gene
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HLA de I’o-hémolysine produite par S.aureus, protéine responsable de la destruction des
érythrocytes chez I’homme. Par ailleurs, le nérolidol peut potentialiser 1'action de nombreux
antibiotiques (Brehm-Stecher & Johnson, 2003; Goncalves et al., 2011; Simdes et al., 2008)
comme amoxicilline/acide clavulanique contre S.aureus et celle des amoxicilline/acide
clavulanique, ceftadizime et imipenéme contre E.coli (Goncalves et al., 2011). En conséquence,
le potentiel effet antibactérien du nérolidol accorde a cette molécule une application

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

Propriété anticancéreuse

De nombreuses études ont montré I’effet antiprolifératif du nérolidol in vitro et in vivo.
Pour les études in vitro, le nérolidol possede des effets cytotoxiques vis-a-vis des cellules
cancéreuses du sein BT-20 et de ['utérus HeLa avec une concentration inhibitrice médiane IC50
de 2,96 et 3,02 pg/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 ug/mL, respectivement (Costa et al., 2015). De la méme maniere, le cis-nérolidol et
d’autres sesquiterpenes alcools (a-bisabolol, cédrol, patchoulol et santalol) ont exercé leur
activités anti-tumorales contre les cellules HeLLa (Boris et al., 2011).

L’effet anticancéreux du nérolidol a été également testé in vivo sur des rats males de
type F344 chez lesquels une carcinogenese intestinale a été induite par I’azoxyméthane (15
mg/kg de poids corporel). Les résultats ont montré une diminution de I’incidence de 1’occlusion
intestinale de 82 a 33 % chez les rats traités par le nérolidol (Wattenberg, 1991). En plus, le
nombre de tumeurs par rat a été réduit de 1,5 a 0,7 chez les rats traités. Ceci est di a I’inhibition
des étapes post-prénylation de la protéine proto-oncogene Ras (Casey et al., 1989). Une autre
¢tude menée par Costa et al. (2015) a démontré que I’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 contrdles.

Promoteur de pénétration cutanée

Le nérolidol a été démontré comme 1’un des potentiels promoteurs de pénétration
cutanée. Ainsi, sa capacité a été montrée d’augmenter de plus de 20 fois le taux de diffusion du
5-fuorouacil a travers le stratum corneum. Cet effet a été¢ attribu¢ a ’insertion de la chaine
carbonée du nérolidol entre les phospholipides de la couche cornée conduisant ainsi a la

perturbation des chaines lipidiques au niveau de la membrane et donc de sa perméabilité
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(Cornwell et al., 1996). De méme, le potentiel de perméabilité de la peau des rats vis-a-vis de
la sélégiline a été augementé de 3,2 fois en présence du nérolidol, de 2,8 et 2,6 fois en présence
de la carvone et de I’anéthole, respecitvement (Chan et al., 2016). En outre, I’administration
transdermique d’un alpha-bloquant, 1’alfuzosine, a été améliorée en présence de différents
terpenes selon 1’ordre suivant : nérolidol> farnésol> limonene> linalol> géraniol> carvone>
fenchone> menthol. Ceci est apparemment dii au caractere hydrophobe élevé du nérolidol (logP
= 5,68) par rapport aux autres terpenes (Prasanthi & Lakshmi, 2012). Enfin, El-Kattan et al.
2001 ont prouvé également que nérolidol améliore plus efficacement 1’absorption percutanée
in vitro de quatre médicaments (nicardipine, hydrocortisone, carbamazepine et tamoxifene) en

comparaison avec d’autres terpenes (fenchone, thymol et D-limonene).

[.3.2 Les phénylpropanoides

Les phénylpropanoides (PPs) constituent une classe de métabolites secondaires
abondamment présents dans le regne végétal. Ce sont des composés non azotés qui renferment
au moins un noyau aromatique portant un groupement hydroxyle (Cheynier et al., 2013). Ces
molécules sont synthétisées a partir de la phénylalanine obtenue par la voie de I’acide
shikimique. La désamination de cet acide aminé par une enzyme clé la phénylalanine ammonia-
lyase (PAL), conduit a I’acide cinnamique (Vogt, 2010). Ce dernier constitue un carrefour
métabolique intermédiaire. Les phénylpropanoides sont subdivisés en plusieurs groupes : les
acides phénoliques, les flavonoides, les tannins, les stilbenes, les coumarines et autres (Figure
12). Dans notre travail, nous nous sommes intéressés aux flavonoides précisément a la

quercétine.
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Figure 12 : La classification des phénlylpropanoides.
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1.3.2.1 Biosynthese des flavonoides

La biosynthese des flavonoides implique la transformation de la phénylalanine en
coumaroyl-coA par la voie métabolique des PPs. Le coumaroyl-coA est un élément clé dans la
synthese de la chalcone, précurseur des flavonoides. La naringinine chalcone est obtenue par
une série de réactions de décarboxylation, condensation, cyclisation intramoléculaire et
aromatisation entre un ester CoA de p-coumaryle et trois molécules d’ester CoA de malonyle
sous I’action de la chalcone synthase (CHS) (Figure 13) (Peer & Murphy, 2007; Thuy et al.,
1998). Ensuite, la cyclisation interne de la chalcone (motif C) aboutit a la formation de la
naringinine en présence de la chalcone isomérase (CHI). La naringinine est soit convertie
stéréospécifiquement en (2R,3R)-dihydroflavonols (dihydrokaempférol ou dihydroquercétine)
soit oxydée en flavones, sous I’action de la flavanone 3-B-hydroxylase (F3H) et la flavone
synthase (FS) (Buer et al., 2010). Les flavones possedent en plus des flavanones une double
liaison entre les carbones 2 et 3 du cycle C alors que les (2R,3R)-dihydroflavonols se
caractérisent par un groupe hydroxyle sur I’hétérocycle central C. La flavonol synthase (FLS)
catalyse la transformation de (2R,3R)-dihydroflavonol en flavonol (quercétine ou kaempférol)
entrainant la perte des centres stéréogenes en 2 et 3 du dihydroflavonol initial. Enfin, quant a la
synthese des anthocyanes et leurs dérivés, plusieurs enzymes interviennent dans la formation
de ces pigments anthocyaniques. Par exemple, les leucoanthocyanidines sont obtenus suite a la
réduction du dihydroflavonol par la dihydroflavonol reductase (DFR). La leucoanthocyanidine
dioxygénase (LDOX) conduit ensuite a la cyanidine qui sera, a son tour, glycosylée par la
glycosyl transférase (GT) formant une anthocyanine (Figure 13) (Buer et al., 2010; Ferreyra et
al., 2012; Tanaka et al., 2008).
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Figure 13 : Schéma simplifié de biosynthese des flavonoides (Buer et al., 2010).
Abbréviations : CHS= chalcone synthase ; CHI= chalcone isomérase ; F3H= flavanone-3-
hydroxylase; F3’H= flavonone-3’-hydroxylase ; FLS= flavonol synthase; DFR=
dihydroflavonol réductase; LDOX= leucoanthocyanidine dioxygénase ; GT= glucosyl

transférase.

[.3.2.2 Classification des flavonoides

Les flavonoides sont des pigments végétaux simples ou glycosylés, responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Ils constituent le groupe le plus diversifié
des polyphénols, caractérisés par leur structure benzo-y-pyrone et sont distribués de fagon
ubiquitaire dans le regne végétale (Havsteen, 2002). On compte plus que 9000 composés dans
ce groupe (Buer et al., 2010). La structure de base des flavonoides comporte deux noyaux

benzéniques (annotés par A et B) liés par un hétérocycle a I’oxygeéne (C) (Figure 14).

Figure 14 : Structure chimique de base des flavonoides (C¢-C3-Co).
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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 : 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 flavonoides modulent de nombreuses et importantes fonctions chez les plantes, par
exemple, ils: 1) inhibent le transport de I’auxine (Peer & Murphy, 2007) et provoquent
I’accumulation de cette hormone en réduisant son oxydation (Mathesius, 2001) ; ii) jouent un
role d’attraction des pollinisateurs et sont impliqués dans le phénomene de 1’allélopathie (Bais
et al., 20006) ; iii) constituent une source de défense chez les plantes contre I’'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 flavonoides présentent un intérét particulier au niveau
de la santé humaine vue leurs propriétés pléthoriques pharmacologiques, particulierement leur
activité antioxydante (Yao et al., 2004). Cette puissante activité est due a 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 godt, de la
prévention de 1’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 flavonoides selon les méthodes utilisées. L'apport alimentaire en flavonoides varie entre

100 et 1000 mg/jour (Aherne & O’Brien, 2002).
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Tableau 3 : Occurrence des différentes classes de flavonoides dans les aliments (Manach et
al., 2004).

Classes Structures Occurrence dans

I’alimentation

Flavonols

Brocoli, ails, oignons,
tomates et pommes

Flavan-3-ols Thé, chocolat, raisins,
abricots, vin, péches et

haricots

Anthocyanines Fraises, mires et cerises

1.3.2.3 La quercétine

La quercétine (3,3’,4°,5,7 -pentahydroxyflavanone) est un flavonoide de type flavonol,
abondamment présent dans de nombreuses plantes alimentaires comme la capre, le cacao,

I’oignon, le brocoli, le thé, le vin rouge, les pommes, 1’aronia, les cerises, le cassis et les
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myrtilles (Figure 15) (Bischoff, 2008). Dans les plantes, la quercétine se trouve sous forme
glycosylée ou liée a une fonction éther ou a un acide phénolique. La quercétine présente une
structure typique des flavonoides, avec cinq groupements hydroxyles. Des dérivés glycosylés
de la quercétine peuvent étre obtenus en substituant les hydroxyles par plusieurs types d’oses

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

Myrtille

Thé

wo o
Quercétine

Raisins

Yin

Onions

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

2008).

1.3.2.3.1 Propriétés physicochimiques

La quercétine se présente sous forme de poudre jaune, faiblement soluble dans I’eau
(2472 mg/L a 25 °C et LogKoe= 1,48) mais soluble dans les solvants organiques (éthanol,
méthanol) et dans les lipides (Kelly, 2011). Elle dispose de deux bandes d’absorption en UV-
visible : la bande I varie entre 300 et 380 nm (Anax=360 nm) attribuée au noyau B et la bande II
entre 240 et 280 nm attribuée au systeme benzoyle A-C (Amax=256 nm) (Bancirova, 2015).

La quercétine est exposée a I’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 oxygene (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 a la formation de
plusieurs produits d’oxydation, dont majoritairement les quinones (une ortho-quinone et trois
para-méthylenequinones). L’oxydation peut se produire uniquement sur le noyau B en position
4’ et 5° pour donner I’ortho-quinone. En revanche, une oxydation additionnelle sur les noyaux
A ou C aboutit aux trois para-méthylenequinones. Le clivage de la quercétine en acide

protocatéchique peut également avoir lieu (Figure 16).

30



Cleavage

OH O
COOH
quercetin
OoH
[O] o

Protocatechuic acid

quercetin p-quinone methide I quercetin p-quinone methide IlI

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). A des faibles concentrations de GSH, la quercétine-quinone agit en
formant I’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. A des concentrations élevées
de GSH, la quinone dissociée réagit de nouveau avec un GSH pour donner le GSQ (Boots et

al., 2005) (Figure 17).
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Figure 17 : La réactivité biologique de la quercétine-O-quinone.
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D’autre part, il a ét¢ démontré que la quercétine est peu stable dans les solvants
organiques a 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 (121 °C pour 10 min), aboutit, par exemple,
a 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).

1.3.2.3.2 Propriétés biologiques

La quercétine possede de nombreuses activités biologiques. Elle a suscité un grand
intérét, durant ces dernieres années, grace a son activité antioxydante et plus récemment son
activité anticancéreuse contre une variété de cellules cancéreuses. Vu ses effets potentiels sur
la sant¢ humaine, les scientifiques envisagent I’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

I1 a été démontré que la quercétine présente une forte activité antioxydante in vitro et in
vivo et ceci a travers sa puissante capacité a réduire les radicaux libres de 1’oxygeéne comme
I'anion superoxyde O:~ (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 1’apparition de nombreuses maladies telles les
maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabete et autres (Valko et al., 2006). En effet, son
activité est attribuée : (i) au motif catéchol dans le noyau B ; (ii) a la double liaison en position
2,3 en conjugaison avec la fonction carbonyle en C4 dans le noyau C (stabilisation du systeme
par délocalisation des €lectrons et donc augmentation de la réactivité de la molécule) ; (ii1) aux
groupements hydroxyle en position 3 et 5 de I’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
méme, une étude a montré que la quercétine pourrait accroitre, de facon significative, la
capacité de piégeage des radicaux ABTS par les antioxydants endogenes, de 6,2 fois plus que

le Trolox (Arts et al., 2004).

32



Propriété anticancéreuse

De nombreuses études in vitro et in vivo ont élucidé le potentiel anticancéreux de la
quercétine vis-a-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 di a
plusieurs mécanismes (antioxydant, antiprolifératif et pro-apoptotique) auxquels s’ajoute sa
capacité a 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
(Scambiacet 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, I’induction de I’apoptose des cellules cancéreuses dans I’ascite a travers
I’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 flavonoides et le risque de cancer.
Plus précisément, la prise du flavonoide quercétine pourrait réduire 1’incidence du cancer des
poumons (Neuhouser, 2004). Une étude clinique de phase I, menée chez des personnes atteintes
de cancer de I’ovaire et résistantes a la cisplatine, a montré la réduction du taux de marqueur
tumorale CA 125 (cancer antigen 125), suite a I’administration de deux doses intraveineuses de
quercétine (420 mg/m?). Dans la méme 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 (Rubid et al., 2013;
Ruma et al., 2013). Les recherches suggerent que cette molécule pourrait inhiber la production
de cytokines pro-inflammatoires, induite par 1’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 méme inhiber la libération de
I’interleukine 8 (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 (Ie TNF-a et I’interleukine IL-1a) dont I’expression est stimulée par le LPS.
D’autre part, certains auteurs considerent que 1’effet anti-inflammatoire de la quercétine peut

étre associé a 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 1’activation de facteurs de transcription, comme la NF-xkB
(nuclear factor-kappa B), associés a la réponse immunitaire (MacNee, 2001). La NF-«B
activera ultérieurement la production de TNF-a. Par conséquent, 1’¢élimination des ERO par la

quercétine pourrait inhiber 1’inflammation (Nair, 2006).

Dans ce chapitre, nous avons abordé la fonctionnalité des aliments qui est reliée
principalement a la présence de diverses classes d’ingrédients bioactifs. Néanmoins, 1’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 probléme et
donc améliorer les propriétés fonctionnelles des aliments, des systémes d’encapsulation ont été
développés. Le chapitre 2 sera consacré a une présentation des trois systémes d’encapsulation
qui ont fait I’objet de notre étude : les liposomes, les cyclodextrines et le systeme mixte

cyclodextrine-liposomes.
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Chapitre II. Les systémes 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 a des besoins spécifiques de santé est en croissance
constante. De telles attentes ont suscité¢ le développement d’aliments apportant une valeur
ajoutée au-dela de leur simple valeur nutritive en ajoutant a ces aliments des ingrédients
bioactifs (Sir6 et al., 2008). Ces derniers sont extraits et purifiés de nombreuses plantes et
utilis€és comme suppléments alimentaires ou bien ajoutés a 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 systemes aqueux et présentent (i) une stabilité limitée contre les
dégradations chimique ou physique, (ii) une incompatibilité avec la matrice alimentaire ou
encore (ii1) une libération non contrdlée ou une faible biodisponibilité. Pour résoudre ces
probleémes, de nouveaux procédés industriels comme la microencapsulation ont été développés.
Ces nouvelles technologies different des procédés traditionnels puisque qu’elles peuvent
empécher 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 I’environnement
extérieur, ou de maitriser leur libération dans un environnement choisi. A noter que les systémes
d’encapsulation doivent étre approuvés comme GRAS et agrés par les agences internationales
de sécurité sanitaire des aliments comme 1’Autorité Européenne de Sécurité des Aliments
(EFSA, European Food Safety Authority) et la FDA pour étre utilisés dans I’industrie

alimentaire (Nedovic et al., 2011).
On distingue différents systémes d’encapsulation :

- A base de lipides : cires (cire d'abeille, cire de paraffine, cire de carnauba),
émulsions/microémulsions et liposomes.

- A base de polysaccharides : amidons, amyloses, amylopectines, dextrines, chitosanes,
maltodextrines, pectines, cyclodextrines, celluloses et ses dérivés.

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

al., 2012; Desai & Park, 2005).
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Les principaux criteres pour choisir un systeme d'encapsulation adéquat sont (Desai & Park,
2005; Nedovic et al., 2011) :

- La fonctionnalité ajoutée au produit final.

- La concentration des molécules encapsulées.

- Lataille et la stabilité du systeme.

- Le type de libération.

- Le matériel doit étre biocompatible, biodégradable et non toxique.

- Le colt de production.

II.1 Les différents systéemes d’encapsulation des aliments fonctionnels

Dans ce qui suit, nous présentons quelques exemples des différents types de systemes
d’encapsulation ensuite nous détaillons uniquement les systemes utilisés dans notre étude :

liposomes, cyclodextrines et le systeme mixte cyclodextrine-liposomes.

I1.1.1 A base de lipides
II.1.1.1 Cires

Les cires sont utilisées comme systémes d’encapsulation pour les ingrédients alimentaires
bioactifs, précisément pour ceux qui sont solubles dans 1’eau. Par exemple, elles étaient
traditionnellement incorporés dans les fruits et 1égumes frais afin de prolonger leur durée de
stockage aprés récolte vu qu’elles sont plus résistants a I’humidité que d’autres types de
matériels lipidiques (Kamper & Fennema, 1984; Shahidi & Han, 1993). En effet, les cires de
paraffines ou les cires d’abeille sont des puissantes molécules qui empéchent la diffusion de
I’eau grace a leur structure moléculaire caractéristique formée de longues chaines

hydrocarbonées saturées et par I’absence de groupements polaires (Shahidi & Han, 1993).

I1.1.1.2 Emulsions/microémulsions

Les émulsions forment le systeme colloidal le plus communément utilis¢ dans I’industrie
alimentaire. Ce systeme est constitué de deux liquides non-miscibles, généralement I’eau et
I’huile, stabilisé par I’ajout de tensioactifs/co-tensioactifs (Martins et al., 2007). Le premier
liquide (I’eau ou I’huile) est dispersé dans le second liquide (I’huile ou I’eau) sous forme de
petites gouttelettes pour former des émulsions H/E ou E/H. La taille des gouttelettes varie de

N

quelques dizaines de nanometres a quelques millimetres. On distingue également les
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microémulsions dont la taille est comprise entre 5 et 50 nm (Neves et al., 2015). Les émulsions
et les microémulsions assurent la solubilisation ou la dissolution des molécules lipophiles. Afin
de libérer leur contenu, les émulsions sont soumises a une digestion lipidique suite a leur

interaction avec la bile et les enzymes digestives de I’intestin (Patel & Velikov, 2011).

Emulsion Micro-Emulsion

>500 nm Hydrophilic 1-200 nm Hydrophilic
phase phase

Hydrophobic
phase

Hydrophobic
phase

Low (< 4%) Surfactant High (>30%)
Surfactant Surfactant Co-surfactant Surfactant
Requiresinput of energy Forms Spontaneously — No energy

Figure 18 : Représentation schématique des émulsions (a gauche) et des microémulsions (a

droite).

I1.1.2 A base de polysaccharides

Les polysaccharides constituent une catégorie variée et polyvalente de biopolymeres, produits
par la nature et qui sont utilisés depuis I’antiquit¢ comme additifs alimentaires. Ces
polysaccharides sont des hydrocolloides capables d’encapsuler des molécules de diverses
propriétés physicochimiques aussi bien que des structures biologiques complexes comme les

phages (Dini et al., 2014; Fathia et al., 2014).

I1.1.2.1 Amidons

L’amidon est composé par I’assemblage d’unités de glucose liées entre elles par des liaisons a-
d-(12>4) et/ou a-d-(1>6). Ce polymere biodégradable et biocompatible est formé d’un
mélange de deux homopolymeres : ’amylose et I’amylopectine (Barsby et al., 2001). Les
nanoparticules a base d’amidon ont été utilisées pour I’encapsulation de I’insuline (Jain et al.,
2008), d’acides gras insaturés (Lesmes et al., 2009; Zabar et al., 2009) ainsi que d’aromes
(Itthisoponkul et al., 2007). Les amidons naturels sont généralement hydrophiles ce qui limite
leur application dans I’encapsulation des molécules hydrophobes. Des dérivés d’amidons
hydrophobes ont été ainsi développés afin d’accroitre leur application comme les amidons

dialdéhydes et les amidons propyles utilis€és pour encapsuler des agents lipophiles
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pharmaceutiques (DanMi et al., 2007 ; Jain et al., 2011). Les amidons modifiés avec 'anhydride
octényl-succinique (Octenyl Succinic Anhydride, OSA) ont été €galement développés pour
I’encapsulation d’additifs alimentaires et d’aromes (Fathia et al., 2014; Jeon et al., 2003; Qi et

al., 1999).
I1.1.2.2 Celluloses

La cellulose constitue le polysaccharide le plus abondant sur terre, composée d’unités de
glucoses reliées entre elles par des liaisons B-d-(1-2>4). La cellulose, telle quelle, ne peut pas
étre utilisée comme agent d’encapsulation vue sa faible solubilité et sa grande taille. Par
conséquent, elle est généralement soumise a des modifications physiques, chimiques ou
biochimiques pour produire un matériel d’encapsulation adéquat. On distingue par exemple, la
nanocellulose crystalline et les esters de celluloses (Favier et al.,1995; Shukla & Tiwari, 2012).
Ces derniers constituent une classe de celluloses modifiées et sont divisés en deux catégories :
les esters de celluloses non-entériques (acétate de cellulose, acétobutyrate de cellulose et
acétopropionate de cellulose) qui sont insolubles dans I’eau et sont appropri€s pour assurer une
libération prolongée de molécules bioactives dans des produits alimentaires pateux. Les esters
de cellulose entérique (acétophtalate de cellulose ou I’hydroxypropyleméthyle phtalate de
cellulose) sont eux insolubles dans les solutions acides mais solubles dans les solutions
alcalines. Ils sont alors utilisés pour cibler des molécules sensibles a 1’acide (vitamines,
probiotiques et prébiotiques) dans le colon vu qu’ils les retiennent dans I’estomac (pH acide) et

les liberent dans le colon ou le pH est neutre (Fathia et al., 2014; Shukla & Tiwari, 2012).

I1.1.3 A base de protéines

Les protéines possedent des propriétés fonctionnelles importantes ce qui les rend tres efficaces
comme systeme d’encapsulation pour les ingrédients alimentaires. Le systéme d’encapsulation
a base de protéines le plus couramment utilisé en industrie alimentaire est la gélatine. La
gélatine est une protéine hydrosoluble obtenue par hydrolyse partielle du collagene. Ce systeme
est non toxique et rentable. La gélatine est thermoréversible, elle fond lorsqu'elle est chauffée
et se solidifie lorsqu'elle est refroidie. Elle forme un gel colloidal semi-solide lorsqu’elle est
ajoutée a une solution aqueuse. Ces propriétés caractéristiques sont utilisées efficacement pour

la formation de capsules (Shahidi & Han, 1993).
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I1.2 Liposomes
[1.2.1 Définition

Le mot liposome est dérivé des deux mots grecs : «Lipos» qui signifie graisse et «<soma » qui
signifie le corps. Les liposomes ont été fabriqués pour la premiere fois dans les années 60 en
Angleterre par Alec Bangham qui étudiait les phospholipides et la coagulation sanguine
(Bangham, 1993; Laouini et al., 2012). Les liposomes (Figure 19) sont de simples vésicules
microscopiques dans lesquels un volume aqueux est entierement entouré par une membrane
composée d’une ou de plusieurs bicouches phospholipidiques (Anwekar et al., 2011). La
membrane des liposomes est composée de lipides naturels ou synthétiques, qui sont
relativement non-toxiques, non-immunogenes, biocompatibles et biodégradables (Laouini et
al., 2012). Leur taille varie de 20 nm a quelques dizaines de um (Frézard, 1999). Ils sont formés
spontanément en milieux aqueux avec les queues apolaires au centre de la bicouche non
accessible a I’eau et les tétes polaires exposées au milieu aqueux (Poznansky & Weglicki,
1974). La réorganisation des phospholipides dans I’eau est régie par une variété de forces
intermoléculaires comme les interactions électrostatiques, les liaisons hydrogenes ainsi que les
forces de Van Der Waals (Lasic, 1998). Vu leur structure caractéristique, les liposomes peuvent
encapsuler efficacement a la fois des substances hydrophiles (dans le noyau central aqueux),
lipophiles (dans la membrane) et amphiphiles (a l'interface lipidique aqueuse) (Akbarieh et al.,
1991; Uhumwangho & Okor, 2005).

- - -2
Chol lipophilic hydrophilic
drug drug

Figure 19 : Structure de liposome.
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[1.2.2 Classification

Les liposomes sont principalement classés en fonction de leur taille et du nombre de
leurs bicouches (Figure 20) (Lorin et al., 2004; Rongen et al., 1997; Shaheen et al., 2006). On
distingue alors les liposomes unilamellaires qui sont formés d’une seule lamelle ou bicouche
concentrique enfermant un compartiment aqueux et les liposomes multilamellaires ayant une
structure d’oignon et sont formés de plusieurs lamelles ou bicouches concentriques séparées

par des compartiments aqueux.

(i) Les vésicules unilamellaires de petite taille «small unilamellar vesicles, SUV» : 20-100
nm.

(i1) Les vésicules unilamellaires de grande taille «large unilamellar vesicles, LUV»: 100 a
1000 nm.

(ii1) Les vésicules oligolamellaires, OLV : 100-500 nm (comptent environ 5 bicouches
concentriques).

(iv) Les vésicules géantes «giant unilamellar vesicles, GUV» : > 1000 nm.

(v) Les vésicules multilamellaires «multilamellar vesicles, MLV» : > 500 nm (comptent
plusieurs bicouches concentriques entre 5 et 20).

(vi) Les vésicules multivésiculaires «multivesicular vesicles, MVV» sont formées de
plusieurs bicouches non concentriques emprisonnées dans une vésicule plus grosse

(généralement >1 um).
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Figure 20 : Classification des liposomes.



11.2.3 Composition

Les membranes liposomiales sont généralement composées d’un ou plusieurs types de

phospholipides. Le cholestérol entre souvent dans la composition des liposomes.

11.2.3.1 Phospholipides

Les phospholipides (Figure 21), appartenant a la famille des glycérolipides, sont construits a
partir du glycérol, dont deux fonctions alcool ont été estérifiées par des acides gras, pouvant
comporter une ou plusieurs insaturations, formant la zone hydrophobe (apolaire) du
phospholipide. La troisieme fonction alcool porte un groupe polaire phosphate, lui-méme
estérifié par différents groupements, souvent azotés, constituant ainsi la téte polaire du lipide

(Farzi, 2012).
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Figure 21 : Structure des phospholipides (Monteiro et al., 2014).

Les phospholipides les plus employés sont des glycérophospholipides d’origine naturelle
(Iécithines de soja ou de jaune d’oeuf) ou synthétique (Winterhaltera & Lasic, 1993). Les
sphingolipides peuvent entrer aussi dans la composition des liposomes. La sphingomyéline
avec le cholestérol sont a I’origine de la formation de microdomaines rigides dans les
membranes (Shashi et al., 2012) (Tableau 4). Les caractéristiques de la bicouche lipidique

dépendent du type de(s) phospholipide(s) qui la constitue(nt).
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Tableau 4 : Principaux phospholipides qui constituent

(Immordino et al., 2006; Shashi et al., 2012).

Phospholipides
naturels neutres

Phospholipides
synthétiques
neutres

Phospholipides
synthétiques
chargés
négativement

Lipides chargés
positivement

Lipides

Phosphatidylcholine de jaune d’oeuf
Phosphatidylcholine de soja
Dimyristoylphosphatidylcholine
Dipalmitoylphosphatidylcholine
Distéaroylphosphatidylcholine
Dioleoylphosphatidylcholine
Dimyristoylphosphatidyléthanolamine
Dipalmitoylphosphatidyléthanolamine
Distéaroylphosphatidyléthanolamine
Dioleoylphosphatidyléthanolamine
Dimyristoylphosphatidylglycérol
Dipalmitoylphosphatidylglycérol
Distéaroylphosphatidylglycérol
Dioleoylphosphatidylglycérol
Dipalmitoylphosphatidylsérine
Dipalmitoyl acide phosphatidique
Stéarylamine

Dioleoyloxytriméthyleamoniopropane

11.2.3.2 Température de transition des phospholipides

les formulations liposomiales

Abréviations

EPC
SPC
DMPC
DPPC
DSPC
DOPC
DMPE
DPPE
DSPE
DOPE
DMPG
DPPG
DSPG
DOPG
DPPS
DPPA
SA
DOTAP

Carbones :
Saturations

14
16
18
18
14

16:

18
18
14

16 :

18
18
16

16 :
18:
18:
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Plusieurs facteurs peuvent influencer le comportement des lipides dans une membrane lipidique

et donc influencer la membrane lipidique elle-méme. La température est un facteur important.

En effet, au-dela d’une certaine température appelée température de transition de phase (Tm),

les phospholipides passent d’une configuration ordonnée ou configuration trans (L) & une

configuration désordonnée ou configuration gauche (La) (Figure 22).
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Figure 22 : Configuration L (a gauche) et La (a droite) des phospholipides au sein de la
membrane phospholipidique (Lorin et al., 2004).

Dans la conformation ordonnée, les chaines des molécules de phospholipides sont étirées au
maximum et paralléles entre elles. A Pinverse, dans la conformation désordonnée, les chaines
latérales des phospholipides oscillent autour d’un axe moyen perpendiculaire au plan de la
bicouche phospholipidique. Les chaines hydrocarbonées sont alors moins étirées et 1’ épaisseur
de la bicouche diminue. Lorsque les phospholipides sont dans la configuration L3, la bicouche
phospholipidique des liposomes est dite rigide. Par contre, lorsque les phospholipides sont dans
la configuration La, la bicouche des liposomes est dite fluide (état dans lequel les queues des
phospholipides ne sont plus étirées mais animées de mouvement plus ou moins pendulaires)

(Lorin et al., 2004) (Figure 23).
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Figure 23 : Comportement de la membrane au-dessus et au-dessous de la température de

transition.

11.2.3.3 Cholestérol

Le stérol qui entre le plus souvent dans la constitution des liposomes est le cholestérol. Le
cholestérol posséde un anneau tétracyclique hydrophobe (noyau stérol) avec un groupe -
hydroxyl en position 3 et une chaine hydrocarbonée iso-octyle de I’autre extrémité. Il s’oriente
dans la membrane biologique perpendiculairement a la bicouche plane de facon a ce que la
fonction hydroxyle soit localisée a I’interface membrane-eau et que la chaine iso-octyle pointe

a ’intérieur de la bicouche lipidique (Figure 24) (Patel, 2006; Patil et al., 2005).
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Figure 24 : Structure du cholestérol et son positionnement dans la bicouche lipidique.

A 1I’¢état gel (au-dessous de Th), le cholestérol, a de faibles concentrations, tend a augmenter le
désordre des phospholipides, particulierement au niveau des chaines hydrocarbonées et par
conséquent possede un effet fluidifiant (Figure 24) (Kyrikou et al., 2005). D’autre part, a I’état
fluide (au-dessus de Tw), 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 controler 1'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 I’analyse du
module d’Young (paramétre mesurant la rigidité de la membrane) par microscopie a force
atomique (Atomic Force Microscopy : AFM) montrent que le cholestérol peut augmenter la
rigidit¢ 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 a 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
I’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 I’augmentation du caractére lipophile de la bicouche ce qui conduit a
une concurrence entre les molécules hydrophobes et les molécules de cholestérol pour 1'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 1'intégration des molécules lipophiles dans la

membrane lipidique (Mohammed et al., 2004).
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11.2.4 Méthodes de préparation

Tous les procédés de préparation des liposomes comportent quatre étapes de base :

1. Elimination du solvant organique.

2. Dispersion du lipide dans un milieu aqueux.
3. Purification du liposome formé.
4

Analyse du produit final (Akbarzadeh et al., 2013).

En plus, le choix correct de la méthode de préparation des liposomes dépend des parametres

suivants :

1. Caractéristiques physico-chimiques de la molécule encapsulée et ceux des composants
lipidiques.

La nature du milieu dans lequel les vésicules lipidiques seront dispersées.

La concentration efficace de la substance encapsulée et sa toxicité potentielle.

La taille optimale et la durée de vie des vésicules pour I’application prévue.

AR

La reproductibilité de 1a méthode et la possibilité de production des liposomes a grande

échelle (Gémez-Hens & Fernandez-Romero, 2006; Mozafari et al., 2008).

Plusieurs méthodes de préparation ont été développées afin de produire des liposomes de
diametre souhaité (SUV, LUV ou MLV). On distingue les méthodes de dispersion mécanique
(extrusion, sonication, micro-émulsification et congélation-décongélation) et les méthodes non-
mécaniques (méthode d’élimination du détergent, hydratation du film lipidique, méthode par
infusion d’éther et injection éthanolique) (Chonn & Cullis, 1998; Schroeder et al., 2009; Watwe
& Bellare, 1995).

11.2.4.1 Préparation des MLV

La méthode d’hydratation du film lipidique est la méthode la plus couramment utilisée pour la
préparation des MLV. Elle implique la dissolution des phospholipides dans un solvant
organique ou dans un mélange de solvants organiques qui est le plus souvent un mélange de
chloroforme:méthanol (2:1). Le solvant organique est ensuite évaporé dans un ballon pour
obtenir un film lipidique. Ce film lipidique est hydraté par ajout d’un tampon aqueux ; la
dispersion ainsi formée est soumise a une agitation pour une durée bien précise. L’étape
d’hydratation est réalisée a une température supérieure a la température de transition (Tm) du
phospholipide utilisé ou a la T la plus élevée si un mélange de phospholipides est utilisé. Le

taux d’encapsulation et la taille des MLV dépendent de la durée d’hydratation et des conditions
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d’agitation pour une méme composition lipidique (Dua et al., 2012; Laouini et al., 2012; Watwe

& Bellare, 1995) (Figure 25).
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Figure 25 : Préparation des MLV par la méthode d’hydratation du film lipidique.
11.2.4.2 Préparation des SUV

Les SUV sont généralement produites par sonication des MLV a I’aide d’un bain a ultrasons
ou d’une sonde. La sonication dans un bain a ultrasons est conseillée vu que la température peut
étre contrdlée et la dispersion liposomiale est davantage protégée par rapport a 1’utilisation de
la sonde (contamination des liposomes par les particules métalliques libérées par la sonde). La
dispersion liposomiale est soumise a des ultrasons pour 5 a 10 min & une température supérieure
a la Tm du phospholipide. Cette étape de sonication est suivie d’une ultracentrifugation afin de

séparer les LUV des SUV (Pereira-Lachataignerais et al., 2006) (Figure 26).

Sonication Ultracentrifugation
——————— ———

a) Bain a ultrasons

b) Sonde

MLV

Figure 26 : Obtention des SUV par sonication.

Les SUV peuvent étre également obtenues par extrusion des MLV sur une Press de French a

20 000 psi a 4°C a travers un petit orifice (Hamilton et al., 1980).

Une autre méthode de préparation des SUV est la méthode d’injection éthanolique, qui peut
étre utilisée pour produire des liposomes unilamellaires a grande échelle. Elle consiste a injecter
une solution éthanolique de phospholipides dans une phase aqueuse par une pompe a seringue

sous agitation magnétique. La formation spontanée des liposomes se fait des que la solution

46



éthanolique entre en contact avec la phase aqueuse. Enfin, I'éthanol et une partie de 1'eau sont

éliminés par évaporation rotative sous pression réduite (Jaafar-Maalej et al., 2010) (Figure 27).
Cette méthode présente plusieurs avantages par rapport a d’autres techniques :

e Obtention de liposomes de petite taille avec une distribution étroite (Justo & Moraes,
2005; Sonar et al., 2008).

e M¢éthode simple, elle se base sur une seule étape (sans extrusion ou sonication).

e Rapide, reproductible, simple, peu coliteuse.

e Obtention de liposomes stables avec un taux d’encapsulation élevé surtout pour les
molécules hydrophobes (Jaafar-Maalej et al., 2010).

e 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).

e Production a grande échelle.

Le diametre des liposomes obtenus dépend de la vitesse d’injection, de la vitesse d’agitation et
de la concentration de phospholipides dissoute dans 1’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
décroit avec l'augmentation de la vitesse d'agitation de la phase aqueuse (Jaafar-Maalej et al.,
2010) et augmente avec I’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-Maale;j
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 parametres. Il a ét€é démontré que
I’efficacité d’encapsulation de la cytosine arabinoside, une substance hydrophile, augmente
avec |’augmentation de la concentration des lipides dans la phase organique mais elle diminue
avec 1’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, I’EE de la béclométhasone dipropionate, une molécule hydrophobe, est plus élevée
(entre 87 et 100 %), diminue légerement en présence du cholestérol, et augmente avec
I’augmentation de la concentration des lipides (Jaafar-Maalej et al., 2010). Selon les conditions
utilisées, des OLV ou des LUV peuvent étre aussi produites par la méthode d’injection

éthanolique.
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Figure 27 : Préparation des liposomes par injection d’éthanol.

11.2.4.3 Préparation des LUV

L’évaporation en phase inverse est utilisée principalement pour former des LUV constitués
d’une grande cavité aqueuse (également appelés REV pour reverse phase evaporation vesicles)
(Figure 28). Elle consiste a dissoudre les phospholipides dans un solvant organique
(diéthyléther ou isopropyléther) (1) suivi par une injection rapide d'une solution aqueuse
contenant des molécules hydrophiles ce qui provoque la formation d’une émulsion huile/eau
(2). Le solvant organique est ensuite éliminé a 1’aide d’un évaporateur rotatif sous pression
réduite conduisant a la formation de micelles inversées. En poursuivant 1’évaporation, ces
micelles sont regroupées et forment 1’état « gel » (3). Le point critique de cette procédure est la
rupture de 1’état de gel. Enfin, les liposomes sont formés apres élimination du solvant par
évaporation sous pression réduite (4) (Szoka & Papahadjopoulos, 1978). Cette méthode est
utilisée pour encapsuler des petites et des macromolécules telles que I'ARN et diverses enzymes
sans perte d'activité tout en assurant un taux d’encapsulation élevé. Les vésicules ainsi obtenues
ont un volume aqueux d’encapsulation 4 fois supérieur a celui des MLV obtenues par
hydratation du film lipidique et 30 fois supérieur a celui des SUV obtenues par sonication
(Laouini et al., 2012 ; Szoka & Papahadjopoulos, 1978). Cette méthode permet d’obtenir une
encapsulation maximale de la phase aqueuse (jusqu’a 65 % pour des solutions de faible force
ionique) permettant d’encapsuler une grande variété de macromolécules hydrosolubles avec
une grande efficacité (Laouini et al., 2012 ; Szoka & Papahadjopoulos, 1978). L’inconvénient
principal de cette technique est le contact des molécules a encapsuler avec le solvant organique
et leur exposition, méme pour une courte durée, a la sonication. Ces conditions peuvent causer

la rupture des brins d’ADN et la dénaturation des protéines (Szoka & Papahadjopoulos, 1978).
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Figure 28 : Préparation des liposomes par évaporation en phase inverse.

11.2.5 Caractérisation

Les liposomes sont caractérisés par leur morphologie (forme, nombre de couches), I’intégrité
de la membrane lipidique (rigidité, perméabilité et fluidité), leur taille et leur distribution de
taille ainsi que leur efficacité d’encapsulation. D’autres parametres sont également étudiés et
comprennent la charge de surface par mesure du potentiel z€ta et les transitions de phase des
phospholipides par calorimétrie différentielle a balayage. Dans notre étude, les liposomes ont
été caractérisés en termes de taille, de taux d’encapsulation, ainsi que par mesure de leur

rigidité.
11.2.5.1 Détermination de la taille des liposomes

La taille des liposomes est I’un des parameétres les plus étudiées et qui influe en majorité leur
application. Par exemple, pour des applications pharmaceutiques, il est préférable que les
liposomes soient de tailles comprises entre 2 et 5 pm. Deux méthodes sont principalement
utilisées pour déterminer la taille des liposomes : la diffusion dynamique de la lumiere
(Frederiksen et al., 1997 ; Meure et al., 2009 ; Otake et al., 2001) et la granulométrie laser
(Kunastitchai et al., 2006 ; Li et al., 2008).

I1.2.5.1.1 Diffusion dynamique de la lumiére

Cette méthode repose sur le mouvement brownien des particules de quelques nanometres a
quelques micrometres. Lorsque ces particules sont en suspension dans un gaz ou un liquide,
elles sont animées d’un mouvement aléatoire, dit mouvement brownien, qui permet leur
collision avec les molécules d’eau. Ainsi, réparties uniformément, leur position change mais
leur répartition dans I’espace reste identique (Loi de Fick). Lorsqu’un faisceau de lumiére
traverse une suspension de particules au repos, 1’équilibre du systéme sera rétabli au bout d’un

certain temps grace au mouvement brownien des particules. Expérimentalement, des
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fluctuations d’intensité de la lumiere sont observées. L’échelle de ces fluctuations contient des
informations sur la taille et la concentration des particules (Loi de Stokes Einstein). La taille

des liposomes est ainsi déterminée.

11.2.5.1.2 Granulométrie laser

Cette technique est basée sur la théorie de la diffraction de la lumiere (théorie de Fraunhofer).
La diffraction de la lumieére est un phénomene qui se produit a chaque fois qu’un faisceau
lumineux rencontre un obstacle (un corps d’indice optique différent) qui s’interpose dans la
propagation du flux incident. Plus I’obstacle est étroit, plus la déviation angulaire de la lumiére
sera importante. En assimilant les particules (taille de I’ordre du micrometre) contenues dans
une suspension a des obstacles, I’analyse de la figure de diffraction obtenue en faisant circuler
un faisceau lumineux dans cette suspension permet de remonter 2 la taille des particules. A
partir de la théorie de diffusion de la lumiere de Mie, la distribution granulométrique des
particules est calculée en se basant sur le modele sphérique équivalent en volume. La
distribution de taille est représentée sous forme de courbe montrant le pourcentage en volume

des particules.

[1.2.5.2 Détermination de ’efficacité d’encapsulation des liposomes

Indépendamment de 1’application visée, les effets observés d’une molécule dépendent de la
dose utilisée, il sera alors convenable de déterminer, au préalable, la quantité des molécules

encapsulées dans la vésicule.

Le pourcentage d’encapsulation est défini par la proportion de la molécule associée aux
vésicules par rapport a la quantité initialement présente. Cette mesure n’est effectuée qu’apres
élimination des molécules non-encapsulées (Bridson et al., 2006 ; Varona et al., 2011). 1l existe
des méthodes physiques de séparation : chromatographie (Yang et al., 2012) ou dialyse (Wen
et al., 2010). Les techniques de séparation physique peuvent entrainer une dégradation des

liposomes (rupture ou perte du matériel encapsulé).

Le pourcentage d’encapsulation (EE %) est calculé en utilisant 1’équation suivante

(Kunastitchai et al., 2006) :

uantité de molécules totale dans la suspension liposomiale —Quantité de molécules libres
EE % = & pension Iip 9 x 100 (Eq.1)

Quantité totale de molécules dans la suspension liposomiale

En outre, le rendement de I’expérience pourrait tre calculé par :

RE 9 Quantité de molécules totale dans la suspension liposomiale 100 (Eq.2)
— x *
’ Quantité totale théorique de molécules ajoutées lors de la préparation 4
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11.2.5.3 Mesure de I’intégrité des liposomes
I1.2.5.3.1 Mesure de perméabilité des liposomes

La perméabilité membranaire peut étre évaluée suite a I’encapsulation d’un marqueur
fluorescent ou radioactif dans des liposomes et a la détermination du pourcentage libéré dans
le milieu environnant. La calcéine ou la carboxyfluorescéine sont deux marqueurs fluorescents
. Cryr 9z . z .
qui ont la propriété d’émettre peu de fluorescence quand ils sont concentrés (« self-quenching
»). La perméabilité des liposomes encapsulant ces molécules en concentration adéquate peut
étre déterminée. En effet, la fluorescence est minimale lorsque ces fluorophores sont présents
dans la cavité aqueuse des liposomes. Leur libération dans le milieu extérieur conduit a une

augmentation de la fluorescence mesurable par fluorimétrie (Diizgiines, 2003).

I1.2.5.3.2 Mesure de la rigidité membranaire

La rigidité des liposomes joue un rdle crucial dans la stabilité physique des liposomes. La
rigidité des liposomes unilamellaires peut étre évaluée par AFM (Spyratou et al., 2009). Le
principe de la AFM consiste a déplacer une pointe fine située au bout d’un levier (le cantilever)
a la surface d’un échantillon. Ceci permet de mesurer les forces d'interaction entre I'atome du
bout de la pointe et les atomes de la surface balayée. La déviation du levier, résultant de ces
forces (forces de répulsion ionique, forces de Van Der Waals, forces électrostatiques, forces de
friction...) est généralement quantifiée par un capteur optique (Figure 29). Cette technique
permet d'obtenir des informations topographiques de la surface d'un échantillon aqueux ou sec
ainsi qu’elle permet de mesurer les propriétés mécaniques et biophysiques des cellules,
I'élasticité, I'adhérence, la dureté, la friction, la rigidité et la rugosité des surfaces (Carvalho &
Santos, 2012). La rigidité membranaire est déterminée par le calcul du module d'Young (E)
suivant le modele de Hertz. Un matériau ayant un module d'élasticité élevé subira une
déformation plus faible qu'un autre ayant un module d'élasticité petit. Donc tant que la valeur

de ce module est élevée, tant que le matériau est rigide (Dulinska et al., 2006).
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Figure 29 : Principe de fonctionnement de la AFM.

11.2.6 Applications

[1.2.6.1 Pharmaceutiques

De nombreux médicaments présentent une marge thérapeutique étroite ce qui signifie que la
différence entre leur dose efficace et leur dose toxique est faible. Pour résoudre ce probleme,
I’utilisation de systémes d’encapsulation comme les liposomes s’est montrée efficace pour
réduire la toxicité des médicaments. Les avantages et les limitations de ce systeme dépendent
fortement de I’interaction des liposomes avec la cellule et de leur acheminement dans
I’organisme apres administration (Akbarzadeh et al., 2013). Le principe actif (PA) peut étre
véhiculé dans I’organisme par simple injection. Les études in vitro et in vivo ont montré que les
liposomes interagissent majoritairement par simple adsorption suivie ultérieurement d’une
internalisation par endocytose. Les liposomes peuvent fusionner également avec les membranes
cellulaires. Dans le troisieme cas, un échange peut avoir lieu entre les constituants de la
bicouche lipidique (lipides ou cholestérols) et les constituants de la membrane cellulaire
permettant la libération du PA dans la cellule (Gregoriadis, 1995). L’exemple le plus réussi de
I’utilisation des liposomes en thérapeutique est celui de I’antibiotique anti-fongique
I’amphotéricine B commercialisé sous le nom d’ Ambiosome®. En effet, ce médicament est tres
toxique (peut causer une neurotoxicité) mais tres actif contre les infections fongiques. Son
encapsulation dans les liposomes a pu réduire de maniere drastique sa toxicité, ce qui a permis
son utilisation comme anti-fongique puissant (Lopez-Berestein et al., 1985). De méme, les
liposomes ont été utilisés en thérapie anticancéreuse pour I’encapsulation de la doxorubicine

HCI commercialisée sous le nom de I’adriamycine (Akbarzadeh et al., 2013).
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11.2.6.2 Cosmétologiques

L’application de nombreuses substances en cosmétologie nécessite leur production sous forme
d’émulsion huileuse ou de solution alcoolique. L huile et I’alcool peuvent endommager la peau
en cas d’application prolongée. L.’encapsulation dans les liposomes permet de contourner ce
probleme (Lasic, 1998; Redziniak, 2003). Les composants des liposomes jouent un rdle de
promoteur d’absorption en diminuant I’imperméabilité du stratum corneum, favorisant ainsi la
pénétration de la molécule encapsulée (Weiner et al., 1989). Parmi les produits commercialisés,
on trouve ces vésicules lipidiques dans le soin Niosomes de Lancome, le gel aux liposomes

pour la creme Capture et dans les Parfums Cristian Dior ...(Redziniak, 2003).

11.2.6.3 Agroalimentaires

La capacité des liposomes a solubiliser les composés hydrophobes, de protéger les molécules
labiles (ardmes) des dégradations chimiques ou physiques et de leur assurer une libération
prolongée rend intéressant [’application de ces vésicules en industrie alimentaire. Leur
utilisation dans ce domaine semble prometteuse vu que les lipides qui les constituent sont
extraits souvent des aliments comme le jaune d’ceuf ou les grains de soja. L’exemple classique
en industrie alimentaire est I’utilisation de liposomes dans la production du fromage. Le but est
de diminuer la durée d’affinage des fromages affinés (Camembert, Roquefort, Gouda...) qui
peut durer de quelques semaines a plusieurs mois, voire quelques années. L’affinage, 1’étape
la plus complexe de la fabrication des fromages, est un processus biochimique complexe et long
qui est commandé par le développement et I'activité des micro-organismes, précis€ément par les
enzymes. Ces derniers (pepsines et protéases) sont utilisés pour la digestion enzymatique des
constituants du caillé. Suite a I’encapsulation de ces enzymes dans les liposomes, la durée
d’affinage a été diminuée de 30 a 50 %, permettant une meilleure dispersion de ces agents. De
plus, la libération des substances sapides et odorantes ainsi que la modification de la texture du
fromage, résultant de la digestion enzymatique, ont été réduit (Al Khalaf et al., 1988; Law &

King, 1985).
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I1.3 Cyclodextrines

[1.3.1 Historique

Les cyclodextrines (CDs) ont été découvertes, en 1891, par Villiers. Une substance cristalline
de composition (C¢H1005)n,3H20 a été isolée, pour la premiere fois, suite a la dégradation
enzymatique de I’amidon, et plus précisément de I’amylose, par une souche de micro-
organismes (Figure 30). L’enzyme impliquée est la cyclodextrine glycosyl transférase
(CGTase). Le produit obtenu a été nommé « cellulosine » vu qu’il ressemble a la cellulose par
sa résistance a I’hydrolyse acide et ses propriétés non réductrices (Villiers, 1891). En 1904,
Schardinger a isolé la souche bactérienne responsable de la production de ce produit : Bacillus
Macerans (Eastburn & Tao, 1994). 1l distingue deux molécules différentes: la dextrine
cristalline a et la dextrine crystalline § (Schardinger, 1903). Il les différencie par leur capacité
a former des complexes de couleurs différentes avec I’iode : gris-vert et rouge-pourpre,
respectivement (Schardinger, 1911). En 1930, Freudenberg et al. ont élucidé la structure de ces
dextrines constituées par 1’assemblage de 6 a 12 motifs de glucose, reliés par des liaisons
o(1>4), dans une conformation *C; (Freudenberg et al., 1939). C’est cette méme équipe qui,
en 1948, découvre la y-dextrine (constituée de 8 unités de glucose) et qui détermine entierement
sa structure ( Freudenberg et al., 1953). En 1949, I’équipe de French s’intéresse a la production
des dextrines qu’il nomme cyclohexaamylose, cycloheptaamylose et cyclooctaamylose (a-, B-
et y-cyclodextrine, respectivement) et a leur caractérisation physico-chimique (French, 1957).
Ensuite, Cramer a étudié les propriétés des complexes d’inclusion formés par les cyclodextrines

(Cramer, 1954).

Amidon

Cyclodextrines Natives

3
‘ » ‘ ‘
Figure 30 : Obtention des CDs natives par dégradation enzymatique de I’amidon par la

CGTase.
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I1.3.2 Structures et propriétés physicochimiques

De point de vue structure, les CDs adoptent une forme conique tronquée ou une forme d’anneau,
conséquence de la conformation en chaise des résidus glucopyranoses. Cette structure possede
une cavité centrale interne dont les ouvertures sont bordées de groupes hydroxyles. On distingue
les groupements hydroxyles primaires, portés par les carbones C-6 bordant le petit diametre
(face primaire), et les groupements hydroxyles secondaires, portés par les carbones C-2 et C-3
situés a I’entrée large du cone (face secondaire). La présence de ces fonctions alcools explique
le caractere hydrophile de I’extérieur du cone. L ’existence de deux séries de protons Hj3 et Hs,
disposées en anneaux a I’intérieur de la CD, ainsi que les liaisons éthers conferent a la cavité
un caractere relativement hydrophobe (Szejtli, 2004). Cette combinaison de zone hydrophobe
et hydrophile est a I’origine méme du phénomene d’inclusion en solution aqueuse (Loftsson &
Brewster, 1996). Les CDs les plus connues et étudiées sont I’a-CD, la B-CD et la y-CD. Ces
CDs, dites natives, sont composées de 6,7 et 8 unités de glucose, respectivement. La surface
hydrophile des CDs fournit une solubilité relativement bonne dans I’eau, bien que la B-CD soit
la moins soluble dans 1’eau (18,5 mg/mL) par rapport aux autres CDs natives. La faible
solubilité¢ aqueuse de la B-CD s’explique par I’établissement de liaisons intramoléculaires,
stabilisant la molécule, rendant sa structure plus rigide et empéchant ainsi I’hydratation de la
CD. Cecin’est pas observable avec I’a et 1a y-CD vu que la taille de la cavité est soit trop petite
(a-CD) soit trop grande (y-CD). La solubilité des CDs natives augmente avec la température et
elle est généralement plus faible dans les solvants organiques (Tableau 5) (Loftsson &
Brewster, 2012). Concernant leur toxicité, ces CDs ne présentent pas de nocivité majeure pour
I’homme et sont autorisées dans I’industrie agro-alimentaire comme additif alimentaire (E457,

E459 et E458 pour I’a-CD, la B-CD et la y-CD, respectivement) (Szente & Szejtli, 2004).
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Tableau S : Propriétés physicochimiques des cyclodextrines natives.

' a-CD B-CD v-CD
Nombre d’unité de glucose 6 7 8
Formule moléculaire ‘ (CeH1005)s | (CsH1005)7 (C6H1005)s
Carbones asymétriques 30 35 40
Masse moléculaire (g/mol) ‘ 972, 1134,9 1297,1
Diameétre de la cavité (A) 5,7 7,8 9,5
Diametre de la périphérie (A) ‘ 14,6-15 15,4-15,8 17,5-19
Volume de la cavité (A3) 173 262 427
Hauteur du cone (A) ‘ 7,8 7,8 7,8
Molécules d’eau retenues dans la cavité  6-8 11-12 13-17
Température de fusion (°C) ‘ 275 280 275
pKa a 25°C 12,3 12,2 12,1
LogP a 25°C -13 -14 -17
Solubilité dans I’eau a 25 (mg/mL) 145 18,5 232

11.3.3 Modifications chimiques des cyclodextrines

Afin d’améliorer les caractéristiques physicochimiques des CDs natives (solubilité, capacité
d’inclusion...), ou d’apporter de nouvelles propriétés (introduction de chromophores, de motifs
fluorescents...), des modifications chimiques sur les groupements hydroxyles en position C-2,
C-3 et C-6 peuvent avoir lieu. On distingue par exemple, des réactions d’alkylation,
d’hydroxyalkylation, de sulfatation, d’acétylation, d’amination, d’estérification ou encore
d’éthérification (Szente & Szejtli, 1999). Les dérivés les plus étudiés sont les dérivés de la -
CD comme les dérivés hydroxypropylés : I’hydroxypropyle-B-CD (HP-B-CD), les dérivés
méthylés : la RAMEB (méthylée de maniere aléatoire sur I’intégralité des hydroxyles primaires
ainsi que sur 7 a 9 hydroxyles secondaires) et la CRYSMEB (méthylée en position 2 de la -
CD) et les dérivés sulfobutylés : la sulfobutyléther-B-CD (SBE-B-CD) ou Captisol® (Figure 31)
(Del Valle, 2004). Elles sont caractéris€s par leur grande solubilité a température ambiante (qui
s’explique par I’absence de liaisons intramoléculaires), une meilleure stabilité du complexe

d’inclusion (qui est due a la grande flexibilité de la molécule substituée et I’absence de liaisons
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hydrogenes) et enfin a leur caractere non toxique (les dérivés DIMEB et HP-3-CD présentent

une plus faible néphrotoxicité que la B-CD) (Szejtli, 1997; Uekama et al., 1998).

/ OR \ Les dérivés méthylés

Diméthylée (DIMEB) : R, =R, =-CH, ;R,=H

‘Iriméthylée (I'RIMEB) : R, =R =R =-CH,

M¢thylée de [agon al¢atoire (RAMEB) : R, ct/ou R, e¢tVou R, =H ou -CH,
0-2 méthylée (CRYSMEB) : R,=-CH,oulletR,=R =1

' (0]

E\ 0] Les dérivés hydroxypropylés

H HP-B-CD : R, et/ou R, et/ou R, = -[CH,-CH(CH,)-0] -H
! RO

i OR Les dérivés sulfobutylés

1

Sulfobutyléther-B-CD (SBE-B-CD) : R, et/ou R, ct/ou R, = -CH,-CH,-CH,-CH,-OSO,Na

Figure 31 : Structures chimiques des dérivés de la 3-CD.

[1.3.4 Formation de complexes d’inclusion

Grace a leur structure caractéristique, les CDs sont capables d’inviter dans leur espace interne,
de facon réversible, diverses classes de molécules (hydrocarbures aliphatiques, composés
aromatiques et phénoliques, des gaz, des ions ou encore des polymeres). On parle alors de
complexes d’inclusions, formés suite a des interactions non-covalentes entre la CD et la
molécule invitée, ce qui rend possible la réversibilit€ du systeme. De plus, ce phénomene
d’inclusion peut avoir lieu aussi bien a 1’état liquide que solide ou gazeux (Figure 32) (Liu &
Guo, 2001). En phase aqueuse, la cavité des cyclodextrines est occupée par les molécules d’eau
ce qui conduit a une instabilité relative vu que le systeme est énergétiquement peu favorable
(interactions polaire-apolaire). L’ajout de la molécule invitée déplace les molécules d’eau vers
I’extérieur. Elle pénetre dans la cavité par la plus grande ouverture et le c6té le plus accessible.
Une fois dans la cavité, I’invité forme des interactions de Van Der Waals, des interactions
hydrophobes et/ou des liaisons hydrogenes avec la CD, stabilisant ainsi le systeme (Marques,

2010; Szejtli et al., 1982).

. + ‘ =

Cyclodextrine Invité Complexe d’inclusion
CD/invité

Figure 32 : Représentation schématique du phénomene d’inclusion.

La complémentarité stérique entre les espéces hote et invité s’avere primordiale pour la

formation du complexe d’inclusion. En effet, I’inclusion va dépendre de la taille relative de la
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cavité de la CD par rapport a la taille de la molécule invitée. Si I’invité est de taille trop
importante, il ne pourra pas pénétrer a I’intérieur de la cavité de la CD, alors que s’il est de trop
petite taille, il y aura peu d’interaction avec la CD. De méme, les différents volumes internes
présentés par les CDs leur conférent des propriétés complexantes différenciées (a-CD > -CD
>v-CD). Ainsi, I’a-CD complexe plus facilement des petites molécules (chaines aliphatiques),
la B-CD peut complexer les composés aromatiques ou les hétérocycles et la y-CD s’accommode
de macromolécules (stéroides, macrocycles) (Loftsson & Brewster, 1996). Par ailleurs, la
steechiométrie des complexes est directement consécutive a la compatibilité géométrique qui
s’exerce ente la cyclodextrine et I’invité. De ce fait, il est possible qu’une cyclodextrine
accommode plus d’un invité ou que I’invité mobilise plus d’une cyclodextrine. On parle alors
de différentes stoechiométries (1:1, 1:2, 2:1, 2:2), en faisant apparaitre, dans 1’ordre, le nombre
de molécules hotes puis de molécules invitées (Figure 33). Le cas le plus fréquent est

I’obtention d’un complexe hote/invité de stoechiométrie 1:1 (Landy et al., 2007).

(Ve
PEE

Figure 33 : Représentation schématique des principales stoechiométries observées entre la CD

et I’invité.
I1.3.5 Techniques de caractérisation des complexes d’inclusion

La capacité des CDs a inclure un grand nombre de molécules dépend majoritairement de la
stabilité des complexes impliqués. De nombreuses techniques analytiques sont employées pour
étudier le phénomene d’inclusion et pour mesurer la stabilité des composés d’inclusion aussi
bien a I’état liquide que solide. Dans ce cadre, la caractérisation vise a la fois a fournir des
informations structurelles et a déterminer I’affinité entre especes moléculaires. Nous présentons
dans la suite les différentes méthodes utilisées pour caractériser les complexes d’inclusion en

solution.
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I1.3.5.1 Sur le plan structurel
I1.3.5.1.1 Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN)

La RMN en milieu liquide est une technique tres largement utilisée dans les analyses
pharmaceutiques et biomédicales variées tels que 1’identification structurale, la métabolomique
ou bien encore le contrdle de qualité des principes actifs et des excipients (Malet-Martino &
Holzgrabe, 2011). Elle est également exploitée dans 1’analyse des interactions entre la CD et
I’invité. Cette technique repose sur I’interprétation des modifications de I’environnement
magnétique des noyaux propres a la CD lors de la complexation avec I’invité. En effet, la
modification de la résonance des protons a I’intérieur de la cavité (H3 et Hs) témoigne de la
présence de la molécule invitée dans la cavité et donc a la formation de complexes d’inclusion.
Tandis que les protons localisés a I’extérieur (H>, Hs et He) de la cavité restent pratiquement
inchanggs. Il est également possible d’évaluer le niveau de pénétration du composé dans la
cavité de la CD par la modification de résonnance des protons Hs situés plus profondément dans
la cavité que les protons Hz. D’autre part, la molécule invitée présente quant a elle, des
modifications de déplacements chimiques au niveau de la plupart de ses protons, ce qui permet
de déterminer la portion de cette molécule qui interagit avec la CD. De méme, la RMN a deux
dimensions comme les techniques de ROESY ou NOESY sont utilisées pour ’analyse des
complexes d’inclusion. Les taches de corrélation issues de ces techniques permettent de définir
les protons de la molécule hote et invité qui présentent une proximité spatiale lors du

phénomeéne d’inclusion (Schneider et al., 1998).

11.3.5.2 Sur le plan de la stabilité

Un grand nombre de techniques a été exploité pour 1’étude de la stabilité¢ du complexe. Cette
derniere est généralement exprimée en termes de constante de stabilité ou de formation (Kf).
On note par exemple, les techniques spectroscopiques : UV-visible (Decock et al., 2006;
Tanemura, Saito, Ueda, & Sato, 1998), fluorescence (Kfoury et al., 2014 ; Zhan et al., 2008),
espace de téte statique « headspace » couplé a la chromatographie en phase gazeuse (Ciobanu
et al., 2012, 2013; Kfoury et al., 2014), dichroisme circulaire (Lu et al., 2008)... ainsi que les

méthodes de mesure de la solubilité.

I1.3.5.2.1 Spectroscopie UV-visible

La spectroscopie UV-visible est couramment utilisée pour la détermination de la Ky. Il existe
deux types de protocoles expérimentaux : la méthode directe ou de titration et la méthode

indirecte ou de compétition. La premiere est employée pour les molécules invitées qui absorbent
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dans I’UV-visible alors que la deuxieme est intéressante pour les molécules qui ne possedent
pas de chromophore. La titration (méthode directe), la plus couramment utilisée, consiste a
observer la variation du signal de 1’une des espéces (dite molécule titrée, 1’invité) sous
I’addition d’une concentration graduelle de la seconde (dite molécule titrante ou la CD) (Landy
et al., 2000). La méthode indirecte repose sur I’étude des variations spectrales d’une molécule
tierce désignée sous le nom de compétiteur lors de 1’ajout de la CD puis I’invité (Mohamed et

al., 2009).
11.3.5.2.2 Méthode de solubilité

La méthode de solubilité est également connue sous le nom de méthode Higushi et Connors
(1965). Elle consiste a 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 exces dans des solutions a différentes concentrations de CDs, puis de filtrer le
mélange apres 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 étre ainsi obtenus (Figure 34) :

-Le diagramme de type A : lorsque la concentration de I’invité augmente de manicre continue
sous I’augmentation de la concentration en CD (solubilité du complexe au moins équivalente a
celle de la CD). On distingue plusieurs profils de type A : AL (Ile complexe est du 1° ordre et
I’augmentation est parfaitement linéaire), Ap (le complexe est d’ordre supérieur a 1,
I’augmentation de la concentration de CD aboutit & un plus fort accroissement de la solubilité
du fait de la formation simultanée de complexes de plus hautes steechiométries), An (rarement
observé) (Loftsson et al., 2005).

-Le diagramme de type B : obtenu lorsque le complexe présente une solubilité limitée,
inférieure a celle de la CD. Le type Bs désigne les diagrammes de phase de solubilité ou la
solubilité du complexe est supérieure a celle de I’invité seul ; et le type By, si le complexe formé

est moins soluble que I’invité seul.
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Figure 34 : Diagrammes de solubilité selon Higushi et Connors (Higuchi & Connors, 1965).

Les K¢ peuvent étre déduites des diagrammes de type AL et de la partie linéaire des diagrammes

Bs selon I’équation suivante :

_ Pente
~ S, (1 — pente)

K¢ (Eq.3)

ou Sp est la solubilité intrinséque de I’invité (en absence de CD) et Pente est la pente du

diagramme de phase de solubilité.

L’efficacité de complexation (CE) peut étre également déterminée a partir des diagrammes de
solubilité. Ce parametre reflete la capacité de solubilisation de la CD vis-a-vis de la molécule
étudiée et permet de déterminer le rapport CD: invité optimal pour la préparation des complexes
sous forme solide. Il est obtenu a partir de I’équation suivante (Loftsson & Duchéne, 2007) :

CE= S. X K.. = [CD/I] ~ Pente
0 17 [cD] ~ 1 - pente

(Eq.4)
11.3.6 Applications

La capacité de former des complexes d’inclusion avec un grand nombre de molécules confere
aux cyclodextrines des propriétés tres particulieres, leur permettant d’étre utilisées dans de
nombreuses applications, y compris industrielles. En effet, leur production a 1’échelle
industrielle n’a débuté qu’a partir de 1979 vu le coft élevé des cyclodextrines et le manque de
connaissances sur leur toxicité. A partir de 1984, la production des cyclodextrines s’est
fortement accrue. Actuellement, on trouve leur application dans plusieurs domaines :

pharmaceutique, cosmétique, agroalimentaire, textile, environnemental, catalyse... (Szejtli,
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1985; Szejtli, 2004). Nous présenterons dans ce qui suit quelques applications des

cyclodextrines.

[1.3.6.1 Pharmaceutiques

Le probléme majeur qui touche I’industrie pharmaceutique concerne la faible solubilité et la
sensibilité de la plupart des principes actifs (PA). Cela aboutit généralement a une faible
biodisponibilité et donc a un effet biologique réduit (Loftsson & Brewster, 2010). Le principal
but de [I’utilisation des cyclodextrines en industrie pharmaceutique est d’améliorer la
dissolution, la solubilité des PA ainsi que d’augmenter leur stabilité (Loftsson & Duchéne,
2007; Stella et al., 1999). La solubilisation des PA hydrophobes peut étre réalisée par leur
inclusion dans les cyclodextrines qui remplacent alors avantageusement I’utilisation de co-
solvants organiques et les surfactants, parfois a I’origine des effets secondaires. La stabilité des
médicaments se trouve également améliorée vu qu’ils sont confinés dans la cavité des CDs et
donc protégés de I’environnement extérieur (Davis & Brewster, 2004). D’autre part, les CDs
peuvent contrdler le taux et la vitesse de libération des PA, qui dépendent de leurs
caractéristiques physicochimiques (hydrophobicité) et de celles du complexe (stecechiométrie,
stabilité) (Stella et al., 1999). Par exemple, I’utilisation des dérivés éthylés de CDs peut ralentir
la dissolution des PA trop hydrophiles (Uekama et al., 1998). Il existe actuellement une
quarantaine de formulations contenant des CDs, surtout la 3-CD et la HP-B-CD comme : les
complexes B-CD/piroxicam (anti-inflammatoire non stéroidien), HP-B-CD/itraconazole (anti-
fongique) et les vaccins DAPTACEL® (Groupe Sanofi, Pasteur) contre la diphtérie, le tétanos
et la coqueluche (avec la diméthyle-B-CD). Un autre avantage des cyclodextrines en industrie
pharmaceutique est de diminuer I’amertume et le gotit désagréable des médicaments (Szejtli &
Szente, 2005). On note par exemple, I’ibuproféne, un anti-inflammatoire non stéroidien connu
pour étre trop amer ou I’eszopiclone, un médicament utilis€ pour traiter les insomnies, connu
pour laisser un trés mauvais golit en bouche... (Duchéne et al., 2009 ; Szejtli & Szente, 2005 ;

Uekama et al., 1998).

11.3.6.2 Agro-alimentaires

L’utilisation des cyclodextrines dans le domaine agro-alimentaire est bien documentée dans la
littérature. Elles sont utilisées pour solubiliser les colorants et les vitamines, supprimer les golits
et les odeurs indésirables, prolonger la libération des ar6mes et protéger les composés labiles
contre I’oxydation et la dégradation par la chaleur, etc (Astray et al., 2009; Fenyvesi et al.,

2016). Les CDs sont décomposées dans le corps humain en D-glucose qui est donc assimilé par
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le corps comme un sucre (Alonso et al., 2009; Astray et al., 2009 ; Del Valle, 2004; Marques,
2010; Szejtli, 2004). Elles sont référencées dans I’Union Européenne comme stabilisants, liants
et additifs ou supports alimentaires. La B-CD est utilisée, depuis longtemps, pour éliminer le
cholestérol des produits laitiers et des ceufs (Awad et al., 1997). Par exemple, 1’ajout de 0,6 %
de B-CD au lait réduit le taux de cholestérol du beurre de 95 % sans modifier la composition
des acides gras (Alonso et al., 2010) . De plus, ’amertume des jus d’agrumes causée par la
présence du limonene et de la naringine pose un probléme au niveau de I’industrie alimentaire.
La complexation de ces composés avec la CD a été appliquée pour éliminer le golit amer du jus
(Hedges, 1998). En outre, les CDs peuvent étre utilisées pour améliorer les caractéristiques
nutritionnelles des produits comme le lait, le mayonnaise ou la creme. En effet, les émulsions
de créme, de mayonnaise ou de margarines sont stabilisées suite a leur encapsulation dans I’a-

CD (Astray et al., 2009; Del Valle, 2004; Szente & Szejtli, 2004 ).

11.3.6.3 Environnementales

L’application des CDs en environnement a été récemment abordée et leur utilisation a grande
échelle reste limitée. Toutefois ces molécules peuvent jouer un rdle tres important dans le
domaine de la protection de I’environnement en termes de solubilisation des polluants
organiques, d’enrichissement et de déplacement de polluants organiques et métalliques du sol,
de I’eau et de I’air ou encore pour le traitement des eaux usées (Crinia & Morcellet, 2002; Phan
et al., 2002 ; Yudiarto et al., 2000). Vu que les CDs sont non toxiques et biodégradables et ne
présentent pas de concentration minimale effective comme les surfactants usuels, elles
remplacent alors ces derniers dans la dépollution des sols (Viglianti et al., 2006). Par exemple,
a, B-CD et les dérivés de la B-CD (HP-B-CD, RAMEB et CRYSMEB) ont été employés pour
I’élimination des composés organiques volatils (COVs) tels que le tétrachlorométhane,
chloroforme, dichlorométhane, toluene, et les dérivés benzéniques (Blach et al., 2008;
Fourmentin et al., 2007 ; Fourmentin et al., 2013). D’autre part, la HP-B-CD est utilisée comme
agent destructeur et/ou masquant des mauvaises odeurs dans les désodorisants (CLENZAIRE®,
FEBREZE®, OUST®) ou bien pour le piégeage des hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAPs) (Hara et al., 2002; Sui et al., 2013; Sun et al., 2013).
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I1.4 Systeme mixte cyclodextrine-liposome

La cyclodextrine est I’'un des agents typiques de solubilisation de nombreux composés
hydrophobes (Zhang & Ma, 2013). Toutefois, suite a I’administration du complexe d’inclusion
CD/PA dans I’organisme, une dissociation rapide du complexe aura lieu. Ceci est di soit a la
dilution de ce dernier dans les fluides biologiques soit a cause du déplacement de 1’invité par
d’autres molécules (Lu et al., 2012 ; Ozdemir & Erkin, 2012). D’autre part, les molécules
hautement hydrophobes, insérées généralement dans la bicouche lipidique, aboutissent
généralement a la désintégration de la membrane lipidique (Kirby & Gregoriadis, 1983 ; Takino
et al., 1994). Afin d’éviter ces inconvénients, un nouveau systeme mixte connu sous le nom de
« drug-in-cyclodextrin-in-liposome » ou DCL a été proposé pour la premicre fois par
McCormack et Gregoriadis en 1994 (Figure 35). Il repose sur I’encapsulation du complexe
d’inclusion hote/invité dans la phase aqueuse des liposomes (McCormack & Gregoriadis,

1994).

Figure 35 : Schéma représentatif du systeme « drug-in-cyclodextrin-in-liposome » avec les
complexes d’inclusion CD/PA incorporés dans la phase aqueuse des liposomes (Gharib et al.,

2015).

I1.4.1 Propriétés du systeme DCL

Les DCLs ont été congus pour regrouper les avantages des deux systémes d’encapsulation :
d’une part, les CDs augmentent la solubilité des molécules hydrophobes, leur biodisponibilité
et elles empéchent la désintégration de la membrane lipidique (Chen et al., 2014); d’autre part,
les liposomes réduisent la vitesse de libération de I’invité du complexe d’inclusion (Gharib et
al., 2015). Ainsi, les DCLs peuvent contrdler I’administration in vivo des PAs, retardant leur

libération et améliorant donc leur activité biologique (Chen et al., 2014 ; Jain et al., 2008).
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[1.4.2 Effet des CDs sur la stabilité des DCLs

11 a été démontré que le systeme DCL améliore la stabilité des vésicules lipidiques (Gillet et al.,
2009 ; Skalko-Basnet et al., 2000). Néanmoins, les CDs, précisément les dérivés méthylés,
peuvent éliminer les composants lipidiques des membranes cellulaires et des liposomes tout en
formant des complexes d’inclusion avec eux. Par conséquent, les lipides peuvent entrer en
compétition avec I’invité dans la cavité des CDs et donc aboutir a la libération partielle ou
compleéte de I’invité (Chen et al., 2014). Etudier la stabilité des liposomes en présences de CDs

est donc primordial pour la production des DCLs.
11.4.2.1 Interaction cyclodextrines-liposomes

L’interaction entre les CDs et les liposomes dépend principalement du type de CD, notamment
de la taille et I’hydrophobicité de la cavité des CDs. Par calorimétrie différentielle a balayage,
il a été démontré que la DIMEB (2,6-di-O-méthyle-B-cyclodextrine) diminue les valeurs
d’enthalpie de la transition de phase des liposomes constitués de DPPC en fonction de la
quantité de cette CD. Ceci est attribué probablement a la capacité de la CD a complexer la
DPPC et donc de I’extraire de la bicouche lipidique. Par contre, la présence de la 3-CD et d’HP-
B-CD n’a pas induit des modifications des parametres thermodynamiques des vésicules (Puglisi
et al., 1996). Dans une autre étude menée par Puskas et al. (2006), I’interaction entre des
solutions de CDs (a-CD, B-CD, y-CD) et des liposomes unilamellaires (SUV) constitués de
DPPC a été caractérisée en termes de stabilité physique (mesure des tailles particulaires en
fonction du temps d’incubation) et par des « isothermes de liaisons » (déterminées par méthode
spectroscopique). La quantité de CD liée par mole de DPPC augmente dans le sens suivant : y-
CD < B-CD < DIMEB << a-CD. Ces résultats obtenus sont en corrélation avec la diminution
de la stabilité physique des membranes (y-CD < B-CD < a-CD) (Puskas et al., 2006). En outre,
I’affinité de différentes CDs pour le cholestérol a été déterminée par des études de phase
solubilité. L affinité des CDs vis-a-vis du cholestérol augmente dans cet ordre : -CD = y-CD
= HP-y-CD = SBE-B-CD < HP-B-CD < DIMEB < RAMEB = TRIMEB (2,3,6-tri-O-méthyle-
B-cyclodextrine). Concernant les phosphatidylcholines de soja (SPC), I’affinité des CDs
augmente dans cet ordre : B-CD = y-CD = HP-y-CD = SBE-B-CD < HP-B-CD < TRIMEB <
RAMEB < DIMEB. En effet, les dérivés méthylés de la B-CD, possedent une cavité plus
profonde et plus hydrophobe en comparaison avec d’autres CDs, et donc ils ont tendance a
former, préférablement, des complexes d’inclusion avec des composés hautement hydrophobes

comme le cholestérol (Piel et al., 2007).
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D’autre part, dans le cas des systémes DCLs, des études suggerent que la présence du PA dans
la cavité peut retarder les interactions des CDs avec les composants lipidiques. Dans ce cas,
I’affinité de la molécule pour la CD est supérieure a celle des lipides ou du cholestérol ce qui
réduit la déstabilisation du systeme lipidique (Hatzi et al., 2007). Par exemple, la stabilité de la
trétinoine (utilisée dans le traitement des maladies dermatologiques) dans LCs et les DCLs
formés a partir du DIMEB a été comparée. Les résultats ont montré que les deux systemes
(DCLs et LCs) sont stables en termes de taille et zéta potentiel avec des valeurs d’efficacité
d’incorporation élevées. Leur stabilité chimique au cours du temps a été aussi confirmée. Dans
le méme ordre d’idée, plusieurs complexes d’inclusion ont été formés entre différents types de
CDs (B-CD, y-CD, DIMEB, TRIMEB, CRYSMEB, RAMEB, HP-B-CD et HP-y-CD) et la 3-
méthasone puis encapsulés dans des liposomes constitués de SPC. Aucune destruction des
liposomes n’est observée méme en présence des cyclodextrines méthylées a des concentrations
supérieures a 40 mM. Ceci peut étre dii a I’affinité élevée des CDs vis-a-vis de la B-méthasone,
qui permet I’encapsulation d’une grande quantité de complexes dans les liposomes avec une

interaction moindre des CDs avec les composants lipidiques de la bicouche (Piel et al., 2006).

11.4.3 Effet des liposomes sur la stabilité des DCLs

Il existe d’autres facteurs qui peuvent influencer la stabilit¢ du systtme DCL comme la
composition lipidique ainsi que le type de liposomes utilisé. Par exemple, 1’étude menée par
Sanchez et al. (2011), a montré que la RAMEB élimine le cholestérol des liposomes géantes
(GUV) a une température supérieure a la température de transition Tm. La stabilité des
liposomes a été également évaluée pour plusieurs types de liposomes (SUV, MLV et dried-
rehydrated vesicle : DRV) constitués de différents lipides (EPC, H-EPC, DSPC) en présence
des solutions de RAMEB, HP-B-CD ou HP-y-CD. La diminution éventuelle de I’intégrité
membranaire a ét€¢ évaluée en encapsulant de la calcéine et confirmée par des mesures de
turbidité et de tailles particulaires (Hatzi et al., 2007). L’effet déstabilisant de la RAMEB sur la
membrane lipidique des MLV et SUV était supérieur par rapport a celui des CDs
hydroxypropylées, qui n’ont pas montré d’effet sur la bicouche lipidique. Pour les liposomes
DRV, composés d’un des trois types de phospholipides, ils étaient affectés de la méme maniere
quel que soit le dérivé de la CD utilisé. Les vésicules SUV présentaient une meilleure stabilité
parmi les autres types de liposomes en termes de libération de la calcéine. L’augmentation de
la stabilité en cas des SUV est due au fait qu’ils possedent une faible courbure membranaire ce

qui empéche les CDs d’interagir avec les bicouches et d’extraire leurs lipides (Hatzi et al.,

2007).
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I1.4.4 Comparaison entre LCs et DCLs

11.4.4.1 Taille et morphologie des vésicules

La modification de la taille des vésicules dépend de la composition des liposomes (type de
phospholipide, présence du cholestérol, rapport molaire de phospholipides : cholestérol,
concentration du complexe CD/principe actif) et la méthode de préparation des liposomes
(Gharib et al., 2015). L’encapsulation du complexe d’inclusion CD/invité résulte généralement
d’une augmentation de la taille des MLV et des LUV (Chen et al., 2014). Toutefois, pour les
SUV, la présence de CD ne modifie pas la taille de ces vésicules méme a des concentrations
élevées en CD (Maestrelli et al., 2006). Par exemple, la taille des MLV encapsulant le célécoxib
a augmenté de 1,32 pm pour les LCs a 6,52 um pour les DCLs formés a partir du complexe
d’inclusion B-CD/célécoxib, respectivement (Jain et al., 2007). Néanmoins, les SUV
encapsulant le complexe d’inclusion HP-B-CD/B-lapachone posseédent une taille 1égerement
supérieure que celle obtenue avec les LCs (Cavalcanti et al., 2011). D’autres études ont montré
des résultats contradictoires concernant I’effet des CDs sur la taille des liposomes. Des
complexes d’inclusion de la bétaméthasone en présence de différents types de CDs (B-CD,
DIMEB, TRIMEB, RAMEB, HP-y-CD) sont incorporés dans les MLV a des concentrations de
CD de 10 et 40 mM (Piel et al., 20006). A ces deux concentrations, aucune différence
significative n'a été obtenue entre la taille des liposomes incorporant la bétaméthasone et celle
des liposomes incorporant les complexes CD/bétaméthasone (Piel et al., 2006). De méme, la
taille des liposomes LUV témoins ne differe pas significativement de celle obtenue avec les
liposomes encapsulant la prédnisolone et les liposomes encapsulant les complexes
CD/prédnisolone (Fatouros et al., 2001). Quant a la morphologie des liposomes, les études ont
montré que les CDs n’affectent pas la forme des vésicules lipidiques ce qui indique que les

complexes sont inclus dans les vésicules (Maestrelli et al., 2005).

11.4.4.2 Efficacité d’encapsulation

La quantité des molécules hydrophobes incorporées dans la bicouche lipidique est généralement
limitée en termes de rapport molaire lipide/molécule (Chen et al., 2014). Par conséquent,
I’encapsulation de complexes d’inclusion CD/invité dans les liposomes a été proposée pour
améliorer I’EE et le RE (McCormack & Gregoriadis, 1994). Par exemple, le rendement et
I’efficacité d’incorporation de I’eugénol (présent dans de nombreuses autres plantes y compris
la cannelle, le basilic, la muscade) dans les DCLs sous forme de complexes d’inclusion HP-f3-
CD/eugénol a été augmenté de ~2 fois par rapport aux LCs (Sebaaly et al., 2016). De méme,

plusieurs composés pharmaceutiques ont été encapsulés plus efficacement dans les DCLs que
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dans les LCs, on cite par exemple : nifédipine, prédnisolone, indométacine, célécoxib,
bétaméthasone (Skalko-Basnet et al., 2000; Fatouros et al., 2001 ; Dhule et al., 2012 ; Chen et
al., 2007 ; Piel et al., 2006). Cependant, pour d’autres PA, les valeurs d’EE ont été supérieures
dans les MLV que dans les DCLs comme kétoprofene et benzocaine (Maestrelli et al., 2005,
2010). En effet, pour la préparation des LCs, la dissolution du composé se fait dans la phase
lipidique alors que pour la préparation des DCLs, le composé est dissout dans la phase aqueuse
sous forme de complexe. Par conséquent, le volume occupé par la phase aqueuse, dans le cas
des MLV, est inférieur a celui occupé par la phase lipidique ce qui permet une meilleure

encapsulation des molécules hydrophobes (Maestrelli et al., 2005).

D’autre part, 'EE des DCLs, pourrait dépendre également du type de CD utilisé. 11 a été
démontré que les liposomes (MLV ou SUV) encapsulant des complexes d’inclusion formés a
partir de I’HP-B-CD présentent un meilleur rendement que ceux avec la B-CD (Maestrelli et al.,
2005 ; Fatouros et al., 2001 ; Chen et al., 2007). Ceci peut étre attribué a la cavité plus
hydrophobe de 1a HP-B-CD et a sa meilleure solubilité aqueuse par rapport a la f-CD (Maestrelli
et al., 2005 ; Fatouros et al., 2001). De plus, plusieurs auteurs ont montré une corrélation entre
I’EE et la concentration du complexe CD/invité (Piel et al., 2006 ; Maestrelli et al., 2006). L'EE
du kétoprofene dans les DCLs augmente avec la concentration du complexe HP-f3-
CD/kétoproféne jusqu’une concentration de 10 mM. Au-dela de cette concentration, I’'EE

diminue du fait de la déstabilisation de la membrane par la CD (Maestrelli et al., 2006).

Un autre facteur peut aussi influencer ’EE des DCLs : le type de liposome formé. Les MLV
possédent la meilleure efficacité d’encapsulation suivies par les LUV et les SUV. Le petit
volume aqueux des SUV est le facteur principal qui aboutit a la réduction de I’efficacité

d’incorporation de ces vésicules (Maestrelli et al., 2006).

11.4.4.3 Cinétique de libération

Le profil de libération des vésicules, encapsulant les molécules bioactives des aliments, est I’'un
des facteurs primordiaux a controler en industrie agroalimentaire. En assurant une libération
controlée, I’efficacité de ces molécules est améliorée et par la suite les qualités nutritionnelles

des aliments seront conservées (Rodriguez et al., 2016).

Des études de libération des PA a partir des LCs et des DCLs ont été menées et comparées afin
de déterminer I’effet des CDs sur la vitesse de libération de ces PA. Les résultats obtenus sont

présentés dans le Tableau 6.
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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 barriéres (Iles CDs ensuite la bicouche lipidique) pour qu’elle
diffuse hors des vésicules (Jain et al., 2007). La libération des molécules bioactives a partir des
DCLs peut se réaliser de deux fagons : 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 1’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 a ’HP-B-CD, ainsi la libération du
composé a partir des DCLs formés par le complexe HP-B-CD/invité se fait probablement selon
la deuxieme 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 a partir des LCs (61,6 % a t =1h) était plus rapide que celle a partir des DCLs,
formés du complexe d’inclusion HP-y-CD/resvératrol (45,9 % a 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 B-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 a partir de types de DCLs augmente dans le sens suivant :
HP-B-CD = y-CD < RAMEB < HP-y-CD = en absence de CD < CRYSMEB a une concentration
en CD de 10 mM (Piel et al., 2006). Des résultats contradictoires montrent que les CDs : HP-y-
CD, CRYSMEB (Gillet et al., 2009), HP-B-CD et B-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 controlée du
kétoprofene suivi par les MLV ensuite les SUV. Les dispersions liposomales LUV possedent
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 a leur petite taille (Maestrelli et al., 2006).

@ Drug-CD inclusion complex

Equilibrium

2
Free drug molecule .

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

Barbigérone

Bétaméthasone

CDs

Type de CD

Méthode de préparation
du complexe

HP-B-CD

PPA

HP-y-CD; B-CD;
CRYSMEB; DIMEB;
RAMEB ; TRIMEB

PPA

HP-y-CD; Crysmeb
PPA

Liposomes
Composition

Méthode de préparation
Structure
SPC:Chol:MPEG2¢00-:
DSPE:Vitamin E
Injection éthanolique
SPC:Chol:SA

HFL

MLV

PC ou DMPC + désoxycholate
de sodium

HFL

MLV
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Vitesse de libération

-La vitesse de libération de HP-B-CD/barbigerone est plus
rapide (80 % a 1 h) que celle du DCL (35 % a 1 h)

-La vitesse de libération des DCLs augmente dans le sens
: HP-B-CD = y-CD < RAMEB < HP-y-CD = en absence de
CD < CRYSMESB a une concentration de CD de 10 mM
-Une corrélation entre I'EE et la vitesse de libération de la
bétaméthasone existe quelque soit le type et la
concentration des CDs.

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

Références

Qiu et al.,
2015

Piel et al.,
2006

Gillet et al.,
2009



Célécoxib

Doxorubicine

Indométacine

Kétoproféne

B -CD
Pétrissage  en
solide

v-CD

Non déterminé

B-CD, HP-B-CD
Lyophilisation

B-CD/HP-8-CD

Co-évaporation

phase

SPC:Chol: huile neutre
REV; HFL

MVV; MLV

DSPE-PEG (pégylé)
Déshydratation-hydratation
LUV

SPC:Chol

HFL

MLV

PC:Chol
HFL
MLV

71

rapport a des MLV non-déformables (HP-y-CD: 60 %;
CRYSMEB: 50 %)

-La vitesse de libération est plus rapide des MLV
encapsulant la célécoxib (80 % a 48 h) que les MVV (80
% a 120 h)

-La vitesse de libération de la célécoxib est plus lente a
partir de y-CD/-PEG LUV que celle a partir de PEG LUV
encapsulant la doxorubicine

-La vitesse de libération de 1’indométacine est plus lente a
partir de CD/indométacine-MLV comparé a celle de
I’indométacine-MLV

-Aucune différence significative de la vitesse de libération
entre B-CD/indométacine-MLV et HP-B-CD/
indométacine-MLV

-Le kétoprofene se libere a travers la membrane artificielle

dans I’ordre : kétoprofene-MLV> HP-B-CD/ kétoprofene -
MLV > B-CD/ kétoprofene-MLV

Jain et al.,

2007

Hagiwara,

et al., 2006

Chen et al.,
2007

Maestrelli et
al., 2005



HP-B-CD

Co-évaporation

B-lapachone HP-B-CD
Lyophilisation
Prédnisolone -CD/HP-B-CD
PPA
Resvératrol HP-y-CD
PPA

PC:Chol

HFL ; REV ; extrusion
MLV ; LUV ; SUV
SPC:Chol:SA

HFL

MLV

PC:Chol
Déshydratation-hydratation
LUV

DPPC : Chol
HFL

-La vitesse de libération du kétoprofene augmente dans le
sens : HP-B-CD/kétoprofene-LUV <  HP-B-CD/
kétoprofene -MLV < HP-B-CD/kétoprofene -SUV

-La vitesse de libération de la B-lapachone est plus lente a
partir de B-lapachone-MLV comparé a celle de HP-3-CD/
B-lapachone -MLV

-La vitesse de libération du prédnisolone augmente dans le
sens : prédnisolone-LUV (94 %) < HP-B-CD/
prédnisolone-LUV (18,3 %) < B-CD/ prédnisolone-LUV
(43 %)

-La vitesse de libération du resvératrol a partir des LCs
(61,6 % a t =1 h) était plus rapide que celle a partir des
DCLs (45,9 % a t=1 h)

Maestrelli et

al., 2006

Cavalcanti

etal., 2011

Fatouros et

al., 2001

Soo et al.,

2016

*PPA : préparation en phase aqueuse, MPEG2o00-: monométhoxy polyéthylene 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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11.4.4.4 Stabilité chimique et physique

Dans les aliments, les composés actifs sont souvent dispersés en milieu aqueux ce qui augmente
leur susceptibilité a la dégradation. L’encapsulation dans les liposomes ou dans les CDs est
efficace pour la protection de ces composés (Loukas et al., 1998). Il a été démontré que les
DCLs accroissent de fagon significative la stabilité chimique des molécules par rapport aux LCs
(Gillet et al., 2009 ; Skalko-Basnet et al., 2000). Par exemple, la stabilité de la riboflavine et de
I’ascorbate de sodium, molécules sensibles a la lumiere et a I’oxydation, a été augmenté de 270
et 125 fois, respectivement, apres leur encapsulation dans les DCLs par rapport aux molécules
libres (Loukas et al., 1995). De méme, I’encapsulation de I’anéthole dans les DCLs a abouti a
une augmentation de sa photostabilité de 12,6 fois dans les DCLs par rapport a 2,3 fois dans les
LCs (Gharib et al., 2016). D’autre part, les DCLs encapsulant la quercétine présentent une
meilleure protection contre la peroxydation lipidique par les ERO que les LCs. En effet,
I’activité de la quercétine était augmentée de 50 fois dans les DCLs que dans les liposomes
(Shaji & Iyer, 2012). En outre, les études ont montré que les systemes DCLs sont stables durant
le stockage a 4 °C pour une durée d’un an (Cirri et al., 2009 ; Gharib et al., 2016 ; Sebaaly et
al., 2016).

11.4.4.5 Activités biologiques

L’activité anticancéreuse du LPSF/AC04 (5Z)-[5-acridine-9-ylmethyléne-3-(4-méthyle-
benzyle)-thiazolidine-2,4-dione] contre les cellules tumorales du sein T47D a été évaluée in
vitro en I’incorporant dans les LCs ou les DCLs (Mendonga et al., 2012). Cette étude a démontré
que ’activité de LPSF/ACO04 est deux fois plus importante dans les DCLs que dans les LCs. Ce
résultat est dii a une augmentation de la solubilité du PA donc a une meilleure pénétration dans
les cellules ce qui aboutit a une amélioration de son activité biologique. Dhule et al. (2012) ont
montré également que I’encapsulation dans les DCLs du complexe d'inclusion HP-y-
CD/curcumine aboutit a une puissante activité anticancéreuse de la curcumine par rapport aux
LCs. De plus, ce systeme présente une faible toxicité vis-a-vis des cellules normales (Dhule et
al., 2012). De méme, les DCLs contenant le complexe HP-B-CD/curcuminoides ont montré une
activité antiproliférative contre les cellules tumorales des poumons sans présenter un effet

toxique sur les fibroblastes pulmonaires normales (Agashe et al., 2011).

L’encapsulation dans le systeme mixte peut améliorer de fagon significative les propriétés
pharmacocinétiques du PA. Par exemple, le honokiol non-encapsulé est rapidement éliminé de

I’organisme apres injection intraveineuse alors que suite a son administration sous forme
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encapsulé dans les DCLs, son élimination est retardée et le temps de demi-vie est prolongée

dans I’organisme (Wang et al., 2011).

IL.S Les différents systemes d’encapsulation pour la quercétine

Afin d’améliorer la stabilité, la solubilité ainsi que la biodisponibilité de la quercétine, divers
systémes d’encapsulation ont été développés. Dans le tableau ci-dessous (Tableau 7), nous
présenterons les différents systémes d’encapsulation utilisés pour incorporer la quercétine. A

noter que 1’encapsulation du nérolidol a été menée pour la premiere fois dans notre étude.
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Tableau 7 : Les systémes d’encapsulation de la quercétine.

Systémes d’encapsulation

Nano-émulsions (Huile/Eau)

Nanoparticules

(SLN)

lipidiques  solides

Vecteurs lipidiques nanostructurés

(NLCO)

Nanoparticules

polymeres

A base de protéines

(albumine)

Résultats obtenues

-Augmentation de la solubilité de 0,17-7,7 pg/mL dans I’eau jusqu’a 4,2 mg/mL dans

les particules

-Augmentation de la biodisponibilité

-Libération rapide de la quercétine

- Faible stabilité dans les milieux gastriques

-Augmentation de la biodisponibilité (5,71 fois) par rapport a la solution de quercétine
encapsulée dans 4 % sodium carboxyméthylecellulose

-Libération biphasique (phase rapide-libération prolongée jusqu’a 24 h)

-Efficacité d’encapsulation élevée

-Forte possibilité¢ d’agrégation

-Risque de recristallisation

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

-Augmentation de la solubilité de 1000 fois

-Amélioration de I’activité anticancéreuse de la quercétine

-Efficacité d’encapsulation élevée (89 %)

-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)

75

Références

Gao et al., 2009
Takahashi et al.,
2007

Miiller et al., 1997
Fathi et al., 2012
Li et al., 2009

Sun et al., 2014
Liuetal., 2014

Joye &
McClements,

2014



A base de
polysaccharides

(chitosane)

Synthétiques (PLGA)

Inorganiques (Fe30a4)

Complexes d’inclusion

Micelles

Liposomes

-Augmentation de I’efficacité d’encapsulation

-Augmentation de la solubilité

-Amélioration de la biodisponibilité de la quercétine

-Libération controlée

-Meilleure activité anticancéreuse

-Amélioration de la solubilité et des proprié€tés antioxydantes de la quercétine
-CD/Quer présente une meilleure activité anticancéreuse in vivo

-Libération rapide

-Amélioration de la capacité de piégeage des radicaux libre

-Capacité de solubilisation limitée

-Efficacité d’encapsulation élevée

-Libération biphasique (phase rapide-libération lente et prolongée)
-Bonne stabilité de stockage

-Faible stabilité dans les milieux acides

-Colt élevé des produits de bases
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I1.6 Conclusion

A travers cette partie bibliographique, le développement des aliments fonctionnels en industrie
alimentaire a été exploité. Les différents systémes d’encapsulation qui permettent d’améliorer
les propriétés physicochimiques de ces ingrédients ont été présentés. Nous nous sommes
intéressés a trois systemes dont deux a bases de lipides (LCs et DCLs) et un troisieme a base de
polysaccharide (CDs). L’utilisation des DCLs, un systéme regroupant les avantages offerts par
les CDs et les LCs, semble prometteur pour 1’encapsulation des molécules étudiées dans notre

travail (le nérolidol et la quercétine).
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Objeclifs ¢t Sfratégie de fravail



Objectifs et stratégie de travail

Objectifs

Au-dela des propriétés de base des aliments, un nouveau concept est apparu au début du
20°me sigcle : le concept de fonctionnalité. 11 est défini comme étant la capacité des aliments 2
intervenir au niveau des fonctions de I’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 sesquiterpene nérolidol et le
flavonoide quercétine. Le choix de ces molécules repose sur le fait qu’elles possédent 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 étre
introduites dans les aliments comme alternatives aux préservatifs synthétiques. Néanmoins, leur
application en industrie alimentaire est limitée a cause de leur faible solubilité aqueuse ainsi
que leur susceptibilité a la dégradation chimique et physique. La nanoencapsulation a été
développée a petite échelle et puis transmise au niveau industriel dans le but de solubiliser,
protéger et assurer une libération controlée des produits alimentaires. Plus précisément, diverses
études ont montré la capacité des liposomes et des CDs a améliorer les propriétés
physicochimiques de principes actifs et d’ardmes.

Le but de notre travail était de trouver un systéme d’encapsulation approprié (CDs, LCs
ou DCLs) pour le nérolidol et la quercétine et par la suite d’étudier 1’effet de I’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 1’ordre d’une
centaine de nanometre, une distribution de taille homogene, une efficacité¢ d’encapsulation
élevée et une bonne stabilité.

Nous avons également préparé un systeéme 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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L’¢tude des phénomenes d’inclusion entre les différentes CDs, le nérolidol et la

Stratégie de travail

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

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

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

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

[ Trouver un systéme d’encapsulation approprié (CDs, CLs ou DCLs) pour le nérolidol

OH
Quercétine (Quer)

R

OH

Nérolidol (Ner)

|

En solution CD/Ner,
CD/Quer

Complexes d’inclusion

a-CD, p-CD, y-CD. HP-B-CD, CRYSMEB, RAMEB, SBE-f-CD

.

!

A

A Pétat solide
CD/Ner

|

Solubilité | Steechiométrie Constante de formation (K,) || Géométrie Efficacité d’encapsulation
i ¢ l L Teneur en nérolidol
Phase de Phase de solubilit¢ || Phase de solubilité RMN ‘ CLHP ‘
solubilité Meéthode directe Mcéthode par compétition Modélisation
[ |
[ |
TOC CLHP
UV-Visible

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

quercétine dans différents types de CDs (a-CD, B-CD, y-CD, HP-B-CD, CRYSMEB, RAMEB,

SBE-B-CD). Les complexes d’inclusion ont été préparés et caractérisés en solution et a 1’état

solide.
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Liposomes conventionnels ,

&

Lipoid E80/Chol
Lipoid S100/Chol
Phospholipon 90H/Chol

1. Optimisation de la formulation lipidique

1\

- Encapsulant la quercétine

' Préparation par la méthode d’injection éthanolique

Effet de la composition lipidique sur:

| Taille || Efficacité d’encapsulation || Rendement || Rigidité membranaire

Granulométrie
laser

e

"% CLHP

Microscopie a force
atomique

2. Encapsulation du nérolidol et de la quercétine avec le meilleur type de lipide (Lipoid E80) "
dans CLs et DCLs :

‘ Caractérisation

Taille || Efficacité d’encapsulation || Rendement

v
Granulométrie
laser

CLHP

Schéma II : Méthodologie suivie pour I’optimisation, la préparation et la caractérisation des

formulations liposomiales encapsulant le nérolidol et la quercétine.

[11.

Etudier I’effet de I’encapsulation sur les propriétés physicochimiques des
composés actifs

!

I

I

| Etude de la libération H Etude de la photostabilité || Stabilité de la quercétine | Stabilité de stockage | Activité
Dialyse pendant 7 jours a Exposition aux rayons UV ganls s milieux Stockage a 4 °C pour | antioxydante
température ambiante 10logiques I an Piégeage du
Il il DPPH"
Détermination de la Détermination du || Détermination de la || Détermination de la
quantit¢ libérée a pourcentage restant aprés || concentration  restante || taille et du
apres incubation a 37 °C pourcentage restant

partir des liposomes

irradiation

dans les liposomes

l

CLHP

Schéma III: Méthodologie suivie pour évaluer I’effet de 1’encapsulation sur les propriétés

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

Des CDs natives (a-CD, B-CD, y-CD) et des dérivés de B-CD (HP-B-CD, RAMEB,
CRYSMEB et SBE--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 a I’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 1’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 Ky, la steechiométrie des complexes ainsi que 1’effet de
I’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, I’interaction du nérolidol avec la cavité de la B-CD peut étre
confirmée tout en observant les variations de plusieurs types de signaux plus particulierement
les déplacements chimiques (8) a partir de la 'H RMN. Les variations du déplacement chimique
traduisent une modification de I’environnement chimique des noyaux étudiés, et donc il est
possible de suivre les réponses spectrales des protons situés dans la cavité de la CD (Hs, Hs et
Hs) 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 a de tres fortes contraintes (stabilité,
libération rapide, etc). Par conséquent, des formulations sous forme de poudre peuvent €tre
développées afin d’augmenter leur durée de vie (Bilia et al., 2014; Desai & Park, 2005). La HP-
B-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-B-CD (a 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 L.Cs et des DCLs :

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

comme modele membranaire. Vue leur biocompatibilité, leur biodégradabilité ainsi que leur
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sécurit¢ d’emploi, 1’application des liposomes est actuellement trés 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
ardbmes (Mozafari et al., 2006, 2008, Taylor et al., 2005); L’avantage de ce systéme par rapport
a d’autres systeémes réside dans la stabilité accrue qu’il confére dans les produits alimentaires
présentant une activité importante de 1’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’ceuf alors que le Lipoid S100 et le Phospholipon 90H
proviennent du soja. Ces phospholipides sont naturels, peu cofliteux comparés aux
phospholipides synthétiques et contiennent en majorité de la phosphatidylcholine qui est un
constituant majeur de la membrane biologique. Nous nous sommes intéressées a 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
I’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
cofiteuse et transposable a grande échelle (Jaafar-Maalej et al., 2010). En plus, les méthodes
courantes de préparation des liposomes, notamment I’hydratation du film lipidique et
I’évaporation en phase inverse, nécessitent des traitements mécaniques tels que la sonication,
I’extrusion et [’utilisation de solvants toxiques (chloroforme, diéthyleéther ou
isorpropyleéther).

La caractérisation des structures liposomiales a été ensuite menée par des analyses de la
rigidit¢ 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 ’efficacité
d’encapsulation et du rendement par CLHP de ces différents liposomes vis-a-vis de la
quercétine. L’AFM est un microscope d’imagerie, développé en 1986 par Binnig, Quate et
Gerber, permettant de visualiser la topographie 3D de la surface d'un échantillon physique ou
biologique, de I’ordre du nanométre, se trouvant dans son environnement naturel avec une
résolution élevée. L’AFM s’avere 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 étre
rapidement libérées a partir des bicouches lipidiques apres administration in vivo (Maestrelli et
al.,2005; Takino et al., 1994), I’encapsulation dans les DCLs permet de contourner les
problemes associés a chaque systeéme et de combiner leurs avantages. Les DCLs augmentent
davantage la stabilité et 1'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 a partir des complexes d’inclusion SBE-B-CD/Quer et HP-B-
CD/Ner.

L’effet de I’encapsulation sur les caractéristiques physicochimiques et biologiques du
nérolidol et de la quercétine a été finalement évalué : 1) la taille des liposomes par granulométrie
laser ; ii) I’efficacité d’encapsulation et le rendement par la méthode de CLHP optimisée ; iii)
la libération du nérolidol a travers les CLs et DCLs ; iv) la photostabilité des deux molécules
au cours du temps ; v) la capacité des formulations liposomiales a retenir le nérolidol apres un
an de stockage a 4 °C ; vi) la stabilité de la quercétine dans les milieux gastrique et intestinale ;
vii) I’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 a température ambiante, ce qui permet d’éliminer tout risque de

dégradation thermique des molécules thermolabiles (Popovici et al., 2010).
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Partig 2 : €perimentale



Partie 2. Experimentale
Chapitre III. Matériels et Méthodes

III. Matériels et Méthodes

I11.1 Produits chimiques

Nérolidol (98 %, mélange des isomeres cis (40 %) et trans (60 %)), le trans-nérolidol
(>85 %), Quercitine (>95 %, standard analytique), le thymol (>99 %), 1’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).
a-CD, B-CD, HP-B-CD (DS = 5,6) et RAMEB (DS = 12,6) sont fournies par Wacker-Chemie
(Lyon, France). La CRYSMEB (DS = 4,9) provient de Roquette Freres (Lestrem, France). La
SBE-B-CD (DS = 6,5) est fournie par Ligand Pharmaceuticals Incorporated (La Jolla, Etats-
Unis). La pepsine, la pancréatine (d’origine porcine), 1’acide taurocholique, le phosphate de
potassium (KH>PO4), 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’ceuf, 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 systeme Milli-Q obtenue a partir d'un systeéme de synergie

Millipore (Millipore, Billerica, Massachusetts, USA).

II1.2 Etude du phénoméne d’inclusion
Dans cette partie, I’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

systtmes CD/invité pour le développement des DCLs. Dans un premier temps, nous avons
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étudier la capacité des CDs a solubiliser ces deux composés par des études de phase de solubilité
en utilisant les techniques d’UV-visible, de CLHP et de TOC (pour déterminer la solubilité de
I’huile de Cabreuva contenant le nérolidol). A partir des profils de phase de solubilité obtenus,
les K¢ des complexes d’inclusion ont été calculées. Les K¢ ont été également déterminées par
spectroscopie UV-visible en appliquant la méthode directe et une méthode par compétition. De
plus, une étude expérimentale par spectroscopie 'H RMN et 2D ROESY suivie d’une étude
théorique de modélisation moléculaire ont €ét€é menées pour élucider la structure
tridimensionnelle des complexes et déterminer I’orientation des invités dans la cavité. Enfin,
nous avons caractérisé les complexes d’inclusion CD/Ner sous forme solide en déterminant la
teneur et |’efficacité d’encapsulation du nérolidol en présence de différentes concentrations de

CDs.

I11.2.1 Caractérisation analytique des complexes d’inclusion en solution

Afin de mettre en évidence la formation du complexe d’inclusion en solution entre les
CDs et les composés actifs, des méthodes analytiques délivrant des informations sur la
steechiométrie, ’affinité et I’efficacité de complexation des CDs vis-a-vis des invités sont
utilisées dans notre travail. La géométrie du complexe est également examinée par modélisation
moléculaire et par RMN. Les molécules hotes testées sont des CDs natives : a-CD, B-CD et y-
CD ou modifiées : HP--CD, CRYSMEB, RAMEB, SBE-B-CD (Captisol®). Les deux

molécules étudiées sont le nérolidol et la quercétine.

[11.2.1.1 Détermination des Kr
I11.2.1.1.1Méthode de solubilité

La méthode de solubilité ou la méthode de Higushi & Connors (1965) vise a mesurer la
concentration maximale que le substrat peut atteindre en solution en présence de molécules
complexantes.

De point de vue pratique, le substrat (nérolidol ou quercétine) est placé en exces dans
des solutions de CDs (a-CD, B-CD, y-CD, HP-B-CD, RAMEB, CRYSMEB et SBE-B-CD) de
concentrations croissantes. Pour la quercétine, des concentrationsde 0 ; 1,25 ;2,5;5;7,5et 10
mM sont utilisées pour toutes les CDs. Les mémes concentrations ont été utilisées pour le
nérolidol, a I’exception de I’a-CD et la B-CD ou des concentrations de 0 ; 0,325 ; 0,625 ; 0,75 et
1 mM sont utilisées afin d’éviter la précipitation des complexes CD/Ner. Une solution ne
contenant pas de CD est aussi préparée afin de déterminer la solubilité aqueuse intrinseque de

I’invité (So). Les mélanges sont mis a I’équilibre pendant 24 h sous agitation continue (120 rpm)
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puis filtrés a 1’aide d’un filtre a membrane en acétate de cellulose de 0,45 um, pour retenir tout
exces 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 II1.4). 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 1’éthanol a partir d’une solution mere de 100 pg/mL pour obtenir des solutions
filles de concentrations entre 1 et 10 pg/mL. La longueur d’onde maximale de la quercétine
utilisée dans I’analyse est de 370 nm.

Les profils des diagrammes de solubilité sont obtenus en tragant la solubilité apparente
du nérolidol ou de la quercétine en fonction de la concentration totale en CD. Le calcul de K¢
et de CE se fait notamment a partir des courbes de type AL ou le diagramme de solubilité est
linéaire (Voir chapitre II, paragraphe 11.3.5.2.2,). Comme les concentrations mesurées sont au
moins égales a la solubilité de ’espece 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.

I11.2.1.1.2Mesure par carbone organique total (TOC)

Dans le but d’étudier la capacité de solubilisation de la CD vis-a-vis de ’'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 I’oxydation
complete des composés organiques (la CD, I’invité ou le complexe CD/I) en CO». Le CO> ainsi
libéré est détecté a 1'aide d'un détecteur infrarouge non dispersif (NDIR) a partir d’un analyseur
Shimadzu TOC-VCSH (Etats-Unis).

De point du vue pratique, la phase de solubilité est réalisée en mélangeant 1’huile de
Cabreuva en exces avec différentes solutions de HP-B-CD (0; 1,25; 2.,5; 5; 7,5 et 10 mM).
Ensuite, les mélanges sont soumis a une agitation continue de 120 rpm pour 2 h puis sont filtrés
a l’aide d’un filtre a membrane en acétate de cellulose de 0,45 pm. Des solutions de HP-B-CD
seule ont été aussi préparées aux mémes concentrations utilisées pour la phase de solubilité
dans I’eau.

1 mL de chaque filtrat ou de solution de CD seule a été ajouté a 14 mL d’eau distillée et analysé
par TOC afin de déterminer la valeur de TOCt et TOCcp, respectivement.
La quantité de I’HE dans le filtrat (TOChg) est ainsi calculée suivant 1’équation :

TOCug = TOCt — TOCcp (Eq.5)
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avec TOCt et TOCcp 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 ’analyseur). Les résultats ainsi obtenus sont

exprimés en concentration massique de I’'HE (g.L).

I11.2.1.1.3Spectroscopie 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 Ky. Il existe deux
méthodes de titration : 1’'une directe appliquée aux molécules ayant un chromophore et I’autre
indirecte ou de compétition pour les molécules ne présentant pas de spectre d’absorption dans
I’UV-visible. Dans notre étude, les K¢ 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 a observer les variations spectrales d’une espéce
(quercétine), a une concentration fixe, en ajoutant une concentration graduelle d’un autre
compos¢ (CDs). Plus ces variations sont importantes, meilleure est I’interaction entre ces deux
molécules et donc plus la K¢ 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 a
I’incorporation de cette dernicre dans la cavité de la CD. Cette différence spectrale permet de
calculer les Ky CD/Quer via un calcul numérique (Landy et al., 2000).

La steechiométrie, étant supposée correspondre au modele 1-1, la concentration du

complexe est calculée comme suit :

(CD]y =L JU(&+CDle 1y ) 4 [CDly [l + L GH+CDlHL)  (Eq6)

avec T total.

Pour une certaine valeur de Ky, la [CD/I] est connue ce qui nous permet de déterminer les
caractéristiques spectrales du complexe, telles que ecpsa.

En présence de la CD, I’absorbance de la solution varie selon le coefficient d’absorption molaire

de I’invité (&invic) et du complexe (ecpn) ainsi que de leurs concentrations a 1’équilibre :

A= AI + ACD/I: l.(EI [I]+ ECD/I [CD/I]) (Eq7)
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avec A I’absorbance, I la largeur de la cuve (cm), [I] et [CD/I] les concentrations de I’invité et
du complexe (mol.L!), respectivement et ¢ le coefficient d’absorptivité moléculaire (L.mol
em™) a la longueur d’onde A 4 laquelle la mesure a été réalisée (500-310 nm).

L’absorbance de la solution varie selon le coefficient d’absorption molaire de 1’invité
(e1). Si le coefficient d’absorption molaire de 1’invité est supérieur a celui du complexe ¢ >
€cpy1 » I’absorption de la solution comprenant les deux especes CDs et invité sera plus forte que
celle de I’invité seul. Alors qu’elle sera plus faible s’il lui est inférieur. Les calculs sont traités
sur Excel a 1’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
stoechiométrie des complexes d’inclusion SBE-B-CD/Quer. La molécule titrée (quercétine) est
maintenue a une concentration fixe de 0,1 mM alors que la CD (molécule titrante) est ajoutée a
des concentrations variées (0,1 ; 0,25; 0,5; 0,75 et 1 mM). Le mélange est mis a 1’équilibre
pour 1 h a 25 °C. L’évolution de I’absorbance de la quercétine est suivie a 25 °C avec un
spectrometre Perkin Elmer Lambda 2S entre 310 et 500 nm. La dérivée de 1’aire sous la courbe
a été calculée dans la zone ente 380 et 370 nm, ol les spectres ne se chevauchent pas. A ’aide
d’un traitement numérique utilisé si les complexes possédent une steechiométrie 1:1, la K est

alors obtenue (Landy et al., 2000).

Principe de la méthode de compétition

L’étude du phénomeéne d’inclusion entre une molécule hote et une molécule invitée peut
étre réalisée par la méthode de compétition (Landy et al., 2000). Elle consiste a suivre
I’absorbance d’une molécule compétitrice (Co) en présence de différentes concentrations de
CDs et puis avec I’ajout de I’invité. L application de cette méthode conduit a I’obtention des
stabilités entre les CDs et les invités sous forme de K.

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 a une solution contenant la CD et le Co. L addition de la CD aboutit a une diminution
de I’absorbance du Co vu qu’il y a eu formation de complexe d’inclusion CD/Co. Par la suite,
I’ajout de I’invité a la solution de CD/Co conduit par effet de compétition a 1’expulsion de la
molécule de Co vers I’extérieur de la cavité de la CD et donc son remplacement par la molécule
invitée (Figure 37). Ceci résulte d’une diminution de la quantit¢ de CD disponible pour le Co

et donc a ’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 I’indicateur MO puisqu’il présente une forte différence entre
I’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 1’affinité CD/I sera
forte.

Dans notre cas, nous avons observé les variations spectrales successives du MO sous
I’addition de différents types de CDs (a-CD, B-CD et HP-B-CD) puis du nérolidol. Dans une
solution aqueuse de MO a 0,1 mM, les solutions meres de CDs sont préparées a des
concentrations finales de 0,5 mM pour la B-CD et de 0,2 mM pour I’a- CD et I’'HP-B-CD. Des
solutions diluées de B-CD +MO sont ensuite préparées pour obtenir des solutions de 0,5 ; 0,25
et 0,1 mM. Les solutions diluées d’a-CD et d’HP-B-CD sont obtenues a des concentrations de
0,2 ; 0,1 et 0,05 mM. Le nérolidol est ajouté a une concentration de 0,1 mM dans un volume
approprié de la solution de (MO + CD). Les solutions obtenues sont mises a 1’équilibre a 25 °C.
L’enregistrement des spectres est réalisé avec un spectrometre Perkin Elmer Lambda 2S entre
520 et 530 nm, ce qui correspond a la zone optimale ol le MO présente une différence
d’absorption significative entre la forme libre et complexée, a 25 °C.

Pour calculer les Kr des complexes d’inclusion CD/Ner, la procédure suivie est décrite
ci-dessous :

La Kr du complexe d’inclusion CD/MO est déterminée par la méthode de titration directe en
suivant ’absorbance du MO suite a 1’addition des solutions de CD. L’absorbance mesurée est
définie par I’équation (Eq.7). Cette relation permet de calculer la concentration de [CD/MO] et

par la suite la Kr du complexe d’inclusion CD/MO.
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La connaissance de cette K et I’enregistrement préalable des spectres des solutions MO,
MO+CD et MO+CD+I permettent alors la détermination de la Kt des complexes CD/I. Cette
derniere est obtenue par la combinaison de deux algorithmes.

Le premier algorithme permet de calculer les concentrations de chacune des espeéces a
I’équilibre a partir d’une valeur postulée de K¢ du complexe CD/I. Le deuxieéme consiste a
calculer 1’absorbance théorique a partir des concentrations précédemment estimées.
L’algorithme répéte cette procédure en faisant varier la valeur de Kt jusqu’a ce que 1’absorbance
théorique corresponde a 1’absorbance expérimentale.

Etape 1 : TI’algorithme postule une valeur de K, pour le complexe CD/Ner
Etape 2 : la concentration [CD/MOYJ]; est calculée a partir de 1’équation (Eq.6) avec [CD]p =
[CD]t

Etape 3 : I’algorithme calcule la concentration [CD/I]; a partir de 1’équation (Eq.6) en
considérant que [CD]p= [CD]r- [CD/MOJ;

Etape 4 : I’algorithme calcule la concentration [CD/MO]n+1 a partir de I’équation (Eq.6) en
considérant que [CD]p= [CD]r- [CD/I];

Etape 5 : I’algorithme lance une comparaison des deux concentrations successives [CD/MO];
et [CD/MO],

Si [CD/MO],; # [CD/MO]; = [CD/MO]; prend la valeur de [CD/MO], = la procédure
retourne a 1’étape 3.

Si [CD/MOJ, = [CD/MOJ]; = respect de la coexistence des deux équilibres = la procédure
passe a I’étape 6.

Etape 6 : I’algorithme calcule 1’absorbance théorique de la solution CD+MO+I a partir de la
relation (3) sur la base des concentrations obtenues a 1’étape 5.

Etape 7 : I’algorithme compare des absorbances théoriques et observées :

Si Abs théorique # Abs observée = la valeur postulée pour la valeur de Krdu complexe CD/I
n’est pas valable donc une nouvelle valeur est postulée pour la Krdu complexe CD/I et la
procédure reprend a 1’étape 1. Si Abs théorique = Abs observée = La Krest égale a la valeur
postulée.

Cette méthodologie développée mene a la détermination de valeurs précises et fiables des K.
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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I11.2.1.2 RMN

La RMN est menée afin de mettre en évidence I’inclusion du nérolidol dans la CD. Les
solutions de B-CD (0,1 mM) et de B-CD/trans-nérolidol ([trans-nérolidol] = 3,28 mM) sont
préparées dans I’eau deutérée D>O a 99,98 %. Vue la faible solubilité du trans-nérolidol, son
spectre 'H RMN n’a pas pu étre obtenu. Tous les spectres 'H RMN sont enregistrés sur des
appareils Bruker Avance III spectrometre a 400 MHz a température ambiante (Résolution FID
a 0,18Hz/point).

Nous avons également déterminé la structure 3D du complexe d’inclusion CD/Ner par
2D RMN. L'objectif de cette expérience de corrélation dipolaire a deux dimensions est de mettre
en valeur la proximité de certains noyaux dans I'espace et de détecter les interactions dipolaires
inter- et intramoléculaires entre les protons de la CD et la molécule invitée. Plus la distance
entre deux protons est grande plus I’intensité de la corrélation NOE est faible. Les expériences
2D ROESY sont menées a 25 °C avec des temps de mélange de 600 ms durant le spin-lock en
utilisant la méthode « States-TPPI ». 64 scans sont enregistrés pour obtenir une meilleure

résolution des spectres ROESY.

111.2.1.3 Modélisation moléculaire

Dans le but de mieux comprendre le phénomene de complexation et de visualiser une
structure tridimensionnelle du complexe d’inclusion B-CD/Ner, une étude théorique de
modélisation moléculaire est employée. Cette méthode consiste a simuler par des traitements
informatiques et mathématiques la géométrie et les propriétés des molécules ou de systemes de
molécules. Les méthodes de modélisations comprennent : les méthodes quantiques (MQ), la
mécanique moléculaire (MM) et la dynamique moléculaire (DM).

Les MQ sont basées sur le calcul des énergies absolues des €lectrons et sur la résolution
de I’équation de Schrodinger. La complexité de ces méthodes augmente avec le nombre
d'électrons, elles ne peuvent donc €tre appliquées qu’a de petits systemes (quelques dizaines a
quelques centaines d’atomes).

La MM est utilisée pour des molécules de grande taille, telles que les macromolécules
biologiques (protéines, acides nucléiques) ou des systemes comportant un grand nombre de
molécules. En effet, elle repose sur le calcul des énergies relatives des atomes (énergie
conformationnelle) par établissement d’un champ de forces empiriques.

La DM a pour but d’observer la déformation structurale d’une molécule apres apport

énergétique et de calculer les mouvements de cette molécule, le plus souvent a partir des
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énergies de la MM, en appliquant les lois de la mécanique classique. Elle permet de simuler
I'évolution des systemes dans le temps (Lesyng & McCammon, 1993).

Ces méthodes sont souvent utilisées pour déterminer la géométrie et 1’énergie d’interaction des
complexes d’inclusion. Précisément, par MM, I’approche employée consiste a étudier le
comportement des invités durant la complexation en utilisant le systeme des coordonnées XYZ
(Eid et al., 2011; Shi & Ye, 2010).

Dans notre cas, nous avons mené des recherches conformationnelles sur le complexe
d’inclusion B-CD/Ner par la méthode de Monte Carlo associée a la MM. La méthode de Monte
Carlo consiste a échantillonner de fagon 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, I’invité est optimisé afin d’obtenir la conformation
la plus stable de la molécule. Ensuite, la structure de la B-CD est fixée avec les sept oxygenes
glycosidiques dans le plan XY et ’axe Z qui passe par le centre de la B-CD. La conformation
la plus stable de I’invité est par la suite placée sur I’axe Z, a une certaine distance de la molécule
hote, et peut étre orientée soit vers la partie positive de I’axe des Z soit vers la partie négative.
En effet, I’orientation de I’invité¢ dépend du groupement fonctionnel qui pénétre dans la B-CD.
Enfin, 'invité est déplacé le long de 1’axe Z, vers I’intérieur de la cavité de la f-CD pour trouver
des conformations de plus en plus stables.

Le logiciel Schrodinger est utilisé dans notre étude avec I’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 B-CD. Ce logiciel permet de supprimer
les conformations dupliquées, de minimiser 1’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 B-CD est maintenue figée avec I’option Freeze Atoms,
du menu Substructure. En effet, on a choisi de fixer la structure de la CD puisque qu’on vise a
interpréter la capacité d’inclusion et non pas son comportement interne. En plus, le temps
nécessaire pour une simulation avec la B-CD libre est tres important étant donné le grand
nombre de degrés de liberté de cette structure. L’optimisation d’une CD non maintenue rigide

conduirait a des minima locaux et non au minimum global, ce qui rend impossible la
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comparaison des conformations de complexation (la CD se trouvant dans des états énergétiques
différents).

La premiere étape avant la simulation est de construire le cis- et trans-nérolidol et
ensuite il sera soumis a une recherche conformationnelle avant de le placer dans la cavité de la
CD. Les conditions suivantes sont appliquées :

- Champ de force : MMFs ;

- Milieux aqueux avec une constante diélectrique de 78,0 ;

- Méthode de minimisation : FMNR (conjugate gradient minimization, convergence fixée a
0,05 kJ A-1 mol-1) avec un maximum d’itérations de 100 ;

- Méthode d’échantillonnage : Mixed torsional/Low mode sampling ;

- 1000 conformations générées.

Suite a cette simulation, le complexe CD/Ner est optimisé. Une recherche conformationnelle
est ensuite lancée, a partir de la conformation minimale, et a I’aide de la méthode de Monte
Carlo selon les conditions décrites ci-dessous :

- Champ de force : MMFs ;

- Milieux aqueux avec une constante diélectrique de 78,0 ;

- Méthode de minimisation : FMNR (conjugate gradient minimization, convergence fixée a
0,01 kJ A" mol™") avec un maximum d’itérations de 1000 ;

- Méthode d’échantillonnage : Mixed torsional/Low mode sampling ;

- 5000 conformations générées.

I11.2.2 Caractérisation des complexes d’inclusion a I’état solide

L’encapsulation moléculaire du nérolidol dans la CD a été caractérisée apres

lyophilisation et la teneur et I’efficacité d’encapsulation du nérolidol ont été déterminées.
I11.2.2.1 Préparation des complexes d’inclusion a I’état solide (freeze-drying)

Le nérolidol (10 mM) est ajouté a des solutions aqueuses d’HP-B-CD de différentes
concentrations (10, 25, 50 et 100 mM). Les mélanges CD:Ner de rapport molaire 1:1 ; 2,5:1 ;
5:1 et 10:1 sont soumis a une agitation de 300 rpm, a 25 °C pendant 24 h puis filtrés a I’aide
d’un filtre a membrane en acétate de cellulose (0,45 um). Les filtrats sont congelés a —80 °C et
lyophilisés (-85 °C, 0 Pa) a I’aide d’un Christ Alpha 2-4 LD Freeze dryer (Allemagne) jusqu'a
I’élimination complete de 1’eau. Le complexe d’inclusion solide est ainsi récupéré sous forme

de poudre.
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[11.2.2.2 Détermination de la teneur en nérolidol et de I’efficacité d’encapsulation

Tout d’abord, 10 mg du complexe lyophilisé sont dissous dans 10 ml d’éthanol. Cela
mene a la dissociation du complexe et la libération du contenu en nérolidol.

Ensuite, la quantité de nérolidol présente dans les différentes solutions est déterminée
par la méthode de CLHP, décrite dans le paragraphe III.4 (chapitre III).
La teneur en nérolidol et I’efficacité d’encapsulation (EEcp) sont calculées comme suit :

) masse de nérolidol (mg)
Teneur en nérolidol = - - (Eq.8)
masse du complexe d inclusion (g)

Et EEcp %= —=2 x 100 (Eq.9)
t

Avec mexp la masse de nérolidol déterminée expérimentalement et m; est la masse théorique (la

masse initiale ajoutée lors de la préparation du complexe d’inclusion).

ITLI.3 Préparation et caractérisation des LCs et du systeme mixte

cyclodextrine-liposomes

I11.3.1 Préparation des LCs et DCLs par la méthode d’injection éthanolique

I11.3.1.1 Préparation des L.Cs

Les LCs (témoins ou encapsulant le nérolidol ou la quercétine) sont préparés par la
méthode d’injection éthanolique optimisée par Sebaaly et al. (2015). Elle consiste a injecter un
volume de 10 ml de la phase organique (solution éthanolique de phospholipides contenants ou
non du cholestérol) dans un volume de 20 mL d’eau ultrapure a 1’aide d’une seringue en verre
(Fortuna optima, GmbH-Allemagne). La vitesse d’injection, égale a 1 mL/min, est controlée
par une pompe pousse-seringue automatique (fournie par KDS 100, KdScientific, Holliston,
USA). Au cours de I’injection, la solution est soumise a une agitation continue avec une vitesse
de 400 rpm. La température de préparation doit étre fixée au-dessus de la température de
transition de chaque type de phospholipide afin de maintenir les lipides dans leur état fluide (25
°C pour le Lipoid E80 et Lipoid S100 et 55 °C pour le Phospholipon 90H). Suite a la formation
des liposomes, la solution est maintenue sous agitation a 400 rpm pendant 15 min pour
homogénéiser le milieu. Enfin, I’éthanol et une partie de I’eau sont €liminés sous pression
réduite a 1’aide d’un évaporateur rotatif Rotavapor R-144 (Biichi, Switzerland) a 40 °C. Les

liposomes sont stockés a 4 °C. Chaque lot est préparé trois fois.
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I11.3.1.2 Préparation des complexes d’inclusion dans la phase aqueuse

Les complexes d’inclusion HP-B-CD/Ner et SBE- -CD/Quer sont préparés en solution
aqueuse a différents rapports molaires CD:invité : 1:1 ; 2,5:1 ; 5:1 et 10:1. Les mélanges sont
soumis a une agitation de 300 rpm a 25 °C pendant 24 h puis filtrés a travers des filtres d’acétate
de cellulose (Sigma-Aldrich, France) de 0,45 pm. Ils sont conservés a 4 °C pour servir

ultérieurement dans la préparation des DCLs.

I11.3.1.3 Préparation des DCLs

La formation des DCLs est réalisée comme décrit au-dessus par injection éthanolique ;

toutefois la phase aqueuse est constituée de la solution de complexes d’inclusion CD/invité.

I11.3.1.4 Formulations liposomiales
I11.3.1.4.1Liposomes encapsulant la quercétine

Trois types de phospholipides ont été utilisés pour la production de LCs témoins ou
encapsulant la quercétine : Lipoid E80, Lipoid S100, et Phospholipon 90H. Le DCL a été formé
uniquement a partir du phospholipide Lipoid E80. Le cholestérol a été ajouté dans la phase
organique a toutes les préparations liposomiales. Toutes les préparations liposomiales sont
présentées dans le Tableau 8.

Les différentes formulations sont préparées comme suit :

1) des liposomes témoins préparés en absence de la quercétine a partir des trois types de
phospholipides et du cholestérol. Les rapports molaires sont : Lipoid E80:Chol (100:98), Lipoid
S100:Chol (100:117) et Phospholipon 90H:Chol (100:98).

2) les liposomes Lipoid E80:Chol:Quer de rapport molaire 100:98:20. Les concentrations
massiques dans la phase organique du Lipoid E80, du cholestérol et de la quercétine sont de 40,
20 et 3,02 mg/mL, respectivement.

3) les liposomes Lipoid S100:Chol:Quer de rapport molaire 100:117:20. Les concentrations
massiques dans la phase organique du Lipoid S100, du cholestérol et de la quercétine sont de
10, 5 et 0,66 mg/mL, respectivement.

4) les liposomes Phospholipon 90H:Chol:Quer de rapport molaire 100:98:20. Les
concentrations massiques dans la phase organique du Phospholipon 90H, du cholestérol et de
la quercétine sont de 10, 5 et 0,79 mg/mL, respectivement.

5) les liposomes Lipoid E80:Chol:SBE-B-CD de rapport molaire 100:98:190, composés de
Lipoid E80 (40 mg/mL) et de cholestérol (20 mg/mL) encapsulant les SBE-B-CD libres (10,
25, 50 et 100 mM) ajoutés a la phase aqueuse ;
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6) les liposomes Lipoid E80:Chol:SBE-B-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-B-CD/Quer (2 un rapport molaire 5:1) ajoutés a la phase aqueuse.
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Tableau 8 : Présentation des formulations liposomiales encapsulant la quercétine.

Phase aqueuse

Phase organique

Formulations . . " . Rapport molaire Lipide/Chol/CD/Quer
Compositions et concentrations Compositions et concentrations
Lipoid E80 (40 mg/mL) et cholestérol (20 100: 98:0:0
mg/mL)
Liposomes témoins Eau ultrapure Lipoid 5100 (10 mg/mL) et cholestérol (5 100:117:0:0
mg/mL)
Phospholipon 90H (10 mg/mL) et cholestérol (5 100:98:0:0
mg/mL)
Lipoid E80 (40 mg/mL), cholestérol (20 mg/mL
ipoi ( mg, : ), cholestérol (20 mg/mL) 100:98:0:20
et quercetine (3,02 mg/mL)
Lipoid S100 (10 mg/mL), cholestérol (5 mg/mL
LCs Eau ultrapure pot (10 mg/mL), cholestrol (5 mg/mL) 100:117:0:20
et quercetine (0,66 mg/mL)
Phospholipon 90H (10 mg/mL), cholestérol (5
L 100:98:0:20
mg/mL) et quercetine (0,79 mg/mL)
Lipoid E80 (4 L holestérol (2
DCLs SBE-B-CD (50 mM) /Quer (10 mM) ipoid E80 (40 mg/mL.) et cholestérol (20 100:98:190:38

mg/mL)
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I11.3.1.4.2 Liposomes encapsulant le nérolidol

Les formulations liposomiales encapsulant le nérolidol ont été préparées a partir du
phospholipide Lipoid E80 (50 mg/ml) a différents rapports molaires Lipoid E80:Ner. Le
nérolidol a été dissous dans la phase organique. Les complexes d’inclusion HP-B-CD/Ner ont
été ajoutés a la phase aqueuse pour la formation des DCLs.

Les formulations liposomiales sont :

1) liposomes témoins préparés en absence du nérolidol

2) LCs encapsulant nérolidol ou les rapports molaires Lipoid E80:Ner sont de
100:1 ; 100:2,5 ; 100:5 et 100:10.

2) les liposomes Lipoid E80:HP-B-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-B-CD libres est de 10
mM dans la phase aqueuse.

Les DCLs préparés a partir de différents rapports molaires CD/Ner sont :

3) les liposomes Lipoid E80:HP-B-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-B-CD/Ner est préparé a un rapport molaire égal a 1:1.

4) les liposomes Lipoid E80:HP-B-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-B-CD/Ner est préparé a un rapport molaire égal a 2,5:1.

5) les liposomes Lipoid E80:HP-B-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-B-CD/Ner est préparé a un rapport molaire égal a 5:1.

6) les liposomes Lipoid E80:HP-B-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-B-CD/Ner est préparé a un rapport molaire égal a 10:1.
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Tableau 9 : Présentation des formulations encapsulant le nérolidol.

Formulations

Liposomes témoins

LCs

DCLs

Phase aqueuse

Compositions et concentrations

Eau ultrapure

HP--CD (10 mM)
HP-B-CD (25 mM)
HP-B-CD (50 mM)
HP-B-CD (100 mM)

Nérolidol (10 mM)

Phase organique
Compositions et concentrations
Lipoid E80 (50 mg/mL)

Lipoid E80 (50 mg/mL) et nérolidol (0,15
mg/mL)

Lipoid E80 (50 mg/mL) et nérolidol (0,38
mg/mL)

Lipoid E80 (50 mg/mL) et nérolidol (0,75
mg/mL)

Lipoid E80 (50 mg/mL) et nérolidol (1,5
mg/mL)

Lipoid E80 (50 mg/mL.)
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Rapport molaire Lipide/CD/Ner

100

100:0:1

100:0:2,5

100:0:5

100:0:10
100:30:30

100:75:30
100:150:30
100:303:30



I11.4 Mise au point de la méthode chromatographique pour le dosage

du nérolidol et de la quercétine

Afin de doser le nérolidol ou la quercétine présentes dans les différentes formulations
liposomiales, la chromatographie en phase liquide a haute performance (CHLP) est utilisée et

les parametres chromatographiques sont optimisés.

I11.4.1 Optimisation des parametres de détection et de quantification

La CLHP utilisée est une Hitachi LaChrom Elite® (pompe L-2130, injecteur
automatique L-2200) couplée a un détecteur UV a barrette de diodes (DAD) (L-2455). Les
analyses sont menées en mode isocratique a I’aide d’une colonne Supelco C18 (15 cm x 4.6
mm, 5 um) pour le nérolidol et d’une colonne Zorbax Eclipse XDB C18 Agilent (15 cm x 4.6
mm, 5 um) pour la quercétine. La phase mobile pour la détection du nérolidol est constituée
d’un mélange méthanol:eau (75:25 v/v) et celle de la quercétine du mélange méthanol:eau
(70:30 v/v). Le volume injecté a travers la boucle d’injection est fixé a 20 pL. Le débit est de 1
mL/min et la longueur d’onde est de 212 nm et de 256 nm pour le nérolidol et la quercétine,
respectivement. L’étalon interne utilisé est le thymol pour la quantification du nérolidol et

I’anéthole pour celle de la quercétine.

I11.4.1.1 Préparation des solutions meres et dilutions du nérolidol

Des solutions meres de nérolidol et de thymol a une concentration de 1 mg/mL sont
préparées dans du méthanol. Pour la préparation de la gamme d’étalonnage du nérolidol, des
prélevements de la solution mere sont dilués dans le méthanol afin d’obtenir une gamme
d’étalonnage de concentrations allant de 1 a 250 pg/mL. Une solution fille de thymol est

préparée a partir de la solution mere (1 mg/mL) dans du méthanol pour obtenir une

concentration de 100 pg/mL.

[11.4.1.2 Préparation des solutions meres et dilutions de la quercétine

La solution mere est préparée dans du méthanol (1 mg/mL). Ensuite, plusieurs dilutions
sont faites afin d’obtenir une gamme de concentrations entre 1 et 100 ug/mL. La solution
d’étalon interne de I’anéthole de concentration de 10 pg/mL est également préparée dans le

méthanol a partir d’une solution mere de 1 mg/mL.
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111.4.1.3 Méthode de quantification

La quantité du nérolidol et de la quercétine dans les différentes formulations est
déterminée suite a un traitement adéquat des échantillons. Un aliquot de 100 pL de chaque
solution de la gamme étalon ou des différents échantillons (complexe d’inclusion, LCs ou
DCLs) sont ajoutés a 100 uLL d’étalon interne (thymol a 100 pg/mL ou anéthole a 10 pg/mL) et
ensuite a 200 uL. de méthanol. Puis, les mélanges subissent une sonication pendant 10 min a
froid pour garantir la solubilisation complete des systemes et la libération de leur contenu. Cette
étape est suivie d’une centrifugation a 15000 rpm pendant 15 min a 4 °C. 300 uL sont prélevés
du surnageant dont 20 uL sont analysés par CLHP. Le dosage des constituants est répété trois

fois pour chaque échantillon.

II1.5 Caractérisation des LCs et DCLs

I11.5.1 Mesure de la taille par granulometre a diffraction laser

La taille et la distribution de taille de toutes les formulations liposomiales sont
déterminées par la méthode de diffraction laser. L’appareil utilisé est un Partica LA-950V2
Laser Diffraction Particle Size Distribution Analyzer (Horiba, Japon). Il mesure la distribution
granulométrique des particules en mesurant la variation angulaire de l'intensité de la lumiere
diffusée lorsqu'un faisceau laser traverse un échantillon de particules dispersées. 2 mL de
chaque suspension liposomiale ont été analysés par granulométrie a diffraction laser.

L’analyseur offre une large gamme de mesure entre 10 nm et 3000 um.

I11.5.2 Détermination de I’efficacité d’encapsulation

L’efficacité d’encapsulation du nérolidol ou de la quercétine dans les LCs ou DCLs est
déterminée par la méthode de CLHP décrite dans le paragraphe IIl.4 (chapitre III). Des
prélevements sont effectués a partir des suspensions liposomiales pour déterminer la
concentration totale du nérolidol ([Ner]iwl) ou de la quercétine ([Quer]ioar). Pour obtenir les
concentrations des molécules libres ([Ner]iibre €t [Quer]iibre), les suspensions liposomiales sont
soumises a une centrifugation a 15 000 rpm pendant 1 h et a 4 °C en utilisant des filtres vivaspin
(Vivaspin 500 centrifugal concentrators, Sartorius Stedim Biotech, Allemagne, MWCO = 10
kDa). Le filtrat est ainsi récupéré et la concentration des molécules libres est ainsi déterminée
par CLHP.

L’efficacité d’encapsulation des molécules étudiées dans les LCs et DCLs est calculée par

I’équation suivante :
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EE o0 [composé actiﬂliposomc
O =

x100 (Eq.10
[composé actif] (Eq.10)

total
avec [composé actif]jiposome= [composé actif] - [composé actif],, ;le composé actif étant le

nérolidol ou la quercétine.
I11.5.3 Détermination du rendement d’encapsulation

Le rendement d’encapsulation (RE) du nérolidol et de la quercétine dans les LCs est

calculé selon I’équation suivante :

Myiposome

RE % = x100 (Eq.11)

Mypgorique

Avec myjpogome la masse du nérolidol ou de la quercétine incorporée dans les liposomes
(Mjiposome = Motal = Mijbre) €L 1a Myp¢orique €St 12 masse initiale de la molécule active ajoutée

a la phase organique lors de la préparation des liposomes.

Le RE du nérolidol et de la quercétine dans les DCLs est déterminé comme suit :

m
— 2 %100 (Eq.12)

théorique

REpcp % =

Avec mpcy, la masse du nérolidol ou de la quercétine incorporée dans les DCLs et la mpgqrique

est la masse initiale ajoutée a la phase aqueuse sous forme de complexe d’inclusion CD/invité

lors de la préparation du complexe.

I11.5.4 Mesure de la rigidité par microscopie a force atomique

L’ AFM est utilisée pour déterminer la rigidité des liposomes témoins formés a partir de
trois types de phospholipides (Lipoid E80, Lipoid S100 et Phospholipon 90H) avant et apres
48 h d’irradiation sous lampe UVC (rayons a courte longueur d’onde, A= 270 nm). Les
échantillons sont dilués dans 1’eau ultrapure (les liposomes formés de Lipoid E80 et Lipoid
S100 sont dilués 30 fois et ceux formés par le Phospholipon 90H sont dilués 50 fois). 6 uL de
chaque échantillon sont déposés sur une surface mica (9 mm de diametre et de 0,1 mm
d’épaisseur) et sont laissés sécher pendant 20 min a I’air libre avant I’analyse. Toutes les images
sont prises avec le mode contact en utilisant une sonde « Pyrex-Nitride probe, PNP-TR » ayant
une constante de raideur de 0,08 N/m et une fréquence de résonance de 17 kHz (NanoWord

Innovative Technologies, Nano And More, Paris). Les pointes utilisées sont pyramidales ayant
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un rayon de courbure inférieur a 10 nm. Les images sont enregistrées avec des dimensions de
S um x 5 um et une vitesse d’analyse de 3 Hz avec un appareil AFM de type Agilent 5420
(Keysight Technologies, Californie, Etats-Unis). Les images sont ensuite analysées avec le
logiciel PicoView (Keysight Technologies, Californie, Etats-Unis). La rigidité des liposomes
est déterminée en calculant le module d’élasticité d’Young (E) (parametre proportionnel a la
rigidité). Avec le mode spectroscopie de force dans le logiciel PicoView, 100 courbes de forces
d’interaction pointe-vésicules sont obtenues. A partir de ces courbes, le module d’Young est

déduit selon 1’équation suivante :

4% (1-
- (1-v)

6
=3 ¥10°KPa (Eq.13)

Avec v le coefficient de Poisson de la vésicule (fixé a 0,5), k la pente de la partie linéaire de la

courbe de force et o le demi-angle de la pointe.

I11.6 Effet de I’encapsulation sur les propriétés physicochimique du

nérolidol et de la quercétine

111.6.1 Etude de libération du nérolidol in vitro

La cinétique de libération du nérolidol a partir des CDs, LCs et DCLs est évaluée a
température ambiante (25 °C) par dialyse. Pour les LCs et DCLs, les différentes formulations
liposomiales sont soumises a une centrifugation (15000 rpm pour 1 h a 4 °C) afin d’éliminer
les molécules libres. Le culot est ensuite récupéré et dissous dans un volume de 5 mL d’eau
ultrapure. Les filtrats de CD/Ner préparés comme décrit dans le paragraphe 111.3.1.2 (chapitre
Il) et le culot des formulations liposomiales ont été ensuite placés dans les membranes de
dialyse. Ces dernieres (limite d’exclusion “MWCO’’ de 8-10 KDa pour les LCs et DCLs et
0,5-1 kDa pour les CDs) sont traitées avant le processus de dialyse comme suit : elles sont
trempées dans I’eau distillée pour 30 min a température ambiante pour éliminer la glycérine.
Ensuite, elles sont rincées completement de I’intérieur avec de I’eau distillée.

Les boudins de dialyse contenant les complexes d’inclusions et les suspensions
liposomiales sont placés dans un bécher de 500 mL eau ultrapure. Le processus de dialyse est
accéléré en agitant le liquide de contre-dialyse avec un barreau magnétique a une vitesse de 200

rpm et a 25 °C. A des intervalles de temps bien précis (0, 2, 8, 24, 48, 56, 72,143, 166 h), un
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volume de 100 puL de chaque échantillon est prélevé de I’intérieur de la membrane et remplacé
par le méme volume d’eau et la concentration du nérolidol est ainsi déterminée par CHLP.

Le taux de libération du nérolidol a partir des CDs, LCs ou DCLs est calculé selon I’équation
suivante :

[Ner] o [Ner],

Taux du nérolidol libéré (%) = Ner]

x100 (Eq. 14)

to

avec [Ner] ot [Ner], les concentrations du nérolidol présentes initialement ou apres un temps

t a I’intérieur de la membrane de dialyse, respectivement.

I11.6.2 Etude de la photostabilité des composés actifs sous forme libres et encapsulés

[11.6.2.1 Photostabilité du nérolidol

La photostabilité du nérolidol libre (pure ou dans I’huile de Cabreuva) ou encapsulé
dans les CDs, LCs ou DCLs est menée au cours du temps apres exposition des solutions a un
rayonnement UVB (A =310 nm).

Différentes solutions aqueuses de HP-B-CD (0,5 ; 1 et 10 mM) et des solutions aqueuses
de a-, B- et SBE-B-CD (a 1 mM) ont été préparées en présence du nérolidol (0,1 mM). L huile
de Cabreuva ([trans-nérolidol] = 0,322 mM) a été également ajoutée a une solution aqueuse
contenant I’HP-B-CD a 1 mM. Les solutions sont ensuite mises a I’équilibre pour 24 h a 25 °C
pour permettre la formation des complexes d’inclusion. Pour tester la photostabilité du nérolidol
libre, des solutions aqueuses de nérolidol pur ou dans I’huile de Cabreuva ont été préparées a
une concentration de 0,1 et 0,322 mM, respectivement. Des aliquotes de chaque solution ont
été ainsi placés dans un réacteur a quartz pour les expériences de photodégradation.

De méme, des solutions aqueuses de nérolidol libre (0,045 mM) et des suspensions
liposomiales (LCs et DCLs) encapsulant le nérolidol (158 pg/mL) ont été transférées dans le
photoréacteur.

L’irradiation est réalisée a I’aide d’un appareil Multirays (Heliosquartz) équipé de 10
lampes UVB (15 W chacune). 100 uL de chaque solution sont prélevés a des intervalles de
temps différents (0, 60, 120, 180, 240, 330, 390 et 450 min) et la quantité de nérolidol restante
apres irradiation a été déterminée par CLHP selon la méthode décrite dans le paragraphe I11.4

(chapitre 3).
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I11.6.2.2 Photostabilité de la quercétine

La photodégradation de la quercétine est suivie sous forme libre et suite a son
encapsulation dans les CDs et les liposomes.

Des solutions aqueuses de la quercétine libre (5 pg/mL), les complexes d’inclusion
SBE-B-CD/Quer au rapport molaire CD:Quer 5:1 (préparés précédemment) ainsi que les
différents types de LCs (Lipoid E80, Lipoid S100 et Phospholipon 90H) et les DCLs
encapsulant la quercétine ont été transférés dans des cuvettes en quartz et exposés au
rayonnement UVC (A = 254 nm) pendant 72 h. Des prélevements sont effectués a différents

intervalles de temps (0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 8; 24; 48; 72 h).

La quantité du nérolidol ou de la quercétine restante dans la solution apres irradiation est

calculée comme suit :

C
Composé actif restant (%) = Et %100 (Eq.15)

1

Avec C; et C; les concentrations du nérolidol ou de la quercétine présentes dans la solution apres

et avant irradiation, respectivement.

La constante de dégradation (K, min™!) est obtenue 2 partir des profils de photodégradation du

nérolidol suivant I’équation :
Ln [composé actif]|= — Kt+b (Eq.16)

111.6.3 Etude de la stabilité physico-chimique des liposomes encapsulant le nérolidol et la

quercétine

Les liposomes témoins et encapsulant la quercétine ou le nérolidol ont été stockés a 4
°C pendant 1 an. La stabilité de stockage a ét€ évaluée en comparant la taille des vésicules et le
pourcentage des composes actifs restant en solution aprés 1 an de stockage. A noter que pour

le nérolidol la quantité incorporée ([Ner];a, = [Ner] - [Ner],, ) restante dans les vésicules

a été déterminée apres stockage. De ce fait, pour obtenir les concentrations des molécules libres
([NerlJiibre), les suspensions liposomiales ont été soumises a une centrifugation a 15 000 rpm
pendant 1 h et a 4 °C en utilisant des filtres vivaspin.

Le pourcentage du composé actif restant est déterminé par CLHP suivant I’équation :

Cian
Composé actif restant (%)= Cl = x100 (Eq.17)

to
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Avec Cq 5 et Gy, concentration en quercétine restante apres 1 an et lors de la préparation,
respectivement. Cq 5, et C¢ concentrations en nérolidol dans les vésicules apres 1 an et lors de

la préparation, respectivement.

I11.6.4 Etude de la stabilité de la quercétine libre ou encapsulée dans les milieux

biologiques

La stabilité de la quercétine libre ou encapsulée dans les CDs, LCs et DCLs est
déterminée dans deux milieux biologiques gastrique et intestinal en déterminant le pourcentage
de quercétine restant au cours du temps.

Le milieu gastrique est préparé selon la Pharmacopée Américaine (USP 37, NF 32,
2014) comme suit : 2 g de NaCl et 3,2 g de la pepsine sont dissous dans 7 mL HCI, la solution
est ensuite complétée jusqu’a 1 L d’eau ayant un pH acide de 1,2.

D’autre part, la préparation du milieu intestinal est également réalisée selon la
Pharmacopée Américaine avec quelques modifications. 6,8 g de KH2PO4 sont dissous dans 250
mL eau suivie par I’ajout de 77 mL NaOH (0,2 N) et 500 mL eau. Ensuite, 10 g de pancréatine
(mélange d’enzymes : amylase, lipase, et protéase) sont ajoutés au mélange et le pH est ajusté
a 6,8 a I’aide d’une solution de NaOH (0,2 N) ou HCI (0,2 N). L’acide taurocholique est ajouté
a la solution a une concentration de 6 mM pour mimer les acides biliaires. La solution est
complétée jusqu’a 1 L d’eau.

Pour réaliser les expériences de stabilité de la quercétine libre, une solution mere est
préparée dans I’acétonitrile a 1 mg/mL puis diluée dans le milieu biologique (gastrique et
intestinal) afin d’obtenir une concentration finale en quercétine de 10 pg/mL.

Pour la stabilité de la quercétine sous forme de complexe d’inclusion SBE-B-CD/Quer :
un aliquote de 500 pL est prélevé de la solution des complexes d’inclusion SBE-B-CD/Quer
(rapport molaire CD:Quer 5:1) et ajouté a 4,5 mL du milieu biologique.

Quant a la stabilité dans les formulations liposomiales (LCs : Lipoid E80:Chol:Quer,
Lipoid S100:Chol:Quer, Phospholipon 90H:Chol:Quer et DCLs) : Tout d’abord, les liposomes
sont soumis a une centrifugation a 5000 rpm pour 10 min. Ensuite, 500 uL du culot obtenu sont

transférés a 4,5 mL du milieu gastrique ou intestinal.

La stabilité de la quercétine dans le milieu gastrique est suivie pendant 4 h alors que
celle dans le milieu intestinal pour 6 h. A chaque intervalle de temps t, 100 pL de chaque

solution sont prélevés et la quantité de quercétine présente en solution est déterminée par CLHP.
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Le pourcentage de la quercétine restant est calculé suivant 1’équation :

[Quer];
[Quer]y,

Quercétine restante (%) = X 100 (Eq.18)

avec [Quer]loet [Quer], les concentrations de quercétine présentes initialement ou apres un

temps t en solution, respectivement.

I11.6.5 Etude de Pactivité antioxydante

L’effet de I’encapsulation par les CDs (a-CD, B-CD, y-CD, HP-B-CD, RAMEB,
CRYSMEB et SBE-B-CD) sur I’activité antioxydante du nérolidol et de la quercétine a été mené
par piégeage du radical neutre DPPH". Cette méthode décrite par Brand-Williams et al. (1995)
est adaptée dans notre travail aux molécules libres ou leurs complexes d’inclusion avec
quelques modifications. Elle consiste a suivre la diminution de I’absorbance du DPPH" en
présence de la molécule antioxydante par spectrophotométrie a une longueur d’onde entre 515

et 518 nm. La solution violette de départ se transforme alors en une solution jaunatre due a la

réduction du DPPHe (Figure 38).
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Figure 38 : La réaction de piégeage du DPPH" (Boligon, 2014).

Vue la tres faible solubilité de ces deux molécules dans les phases aqueuses, nous avons
préparé des solutions aqueuses diluées en composés actifs en présence ou absence de 10 mM
de CD (1 mg de nérolidol ou quercétine dans 50 mL d’eau ou de la solution de CD). Les
solutions sont équilibrées a 25 °C pour permettre la formation des complexes d’inclusion. Un
aliquote de 2 ml de chaque solution (les molécules libres ou les complexes d’inclusions) est
ensuite mélangé avec 2 ml d’une solution éthanolique de DPPH’. La solution de DPPH" est
préparée au moins 2h a I’avance a une concentration de 100 uM dans I’éthanol pour assurer la

solubilisation compléte du radical. Elle est ultérieurement stockée pour 4 a 5 jours a I’abri de la
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lumiere. Les mélanges sont mis en agitation a 25 °C et a I’obscurit¢ pendant 48 h pour le
Nérolidol et pendant 2 h pour la quercétine. L’absorbance est ensuite enregistrée a 517 nm en
utilisant un spectrophotometre UV-visible (Perkin Elmer Lambda 2S, Allemagne). L’activité
antioxydante (AA%) est calculée selon la relation suivante :

AA %= (1- Abss
AbSO

) x100 (Eq.19)
Avec Abss et Absp : les absorbances de la solution a tester et du contrdle, respectivement.
II1.7 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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Partie 3. Résultats et discussion
Chapitre I'V. Résultats et discussion

IV. Résultats et discussion

Dans ce chapitre, nous présenterons les résultats obtenus dans le travail de theése et nous les
discuterons en regard a la littérature. Nous commencerons tout d’abord par la caractérisation
des complexes d’inclusion CD/Ner (Azzi et al., 2017) et CD/Quer en solution et a I’état solide.
Nous présentons ensuite [’effet de la composition lipidique sur la taille, I’efficacité
d’encapsulation, le rendement, la stabilité physicochimique et sur la rigidité membranaire de
liposomes témoins et encapsulant la quercétine (Azzi et al., 2017 ; soumis). Par la suite, la
formulation liposomiale optimale a été utilisée pour I’encapsulation du nérolidol dans les LCs,
qui a été appliquée pour la premiere fois dans ce travail (Azzi et al., 2017 ; révisé). Les DCLs
encapsulant le nérolidol et la quercétine ont été aussi préparés afin d’augmenter la stabilité des
vésicules conventionnels. Nous terminerons le chapitre par la présentation des caractéristiques
physico-chimiques, de la cinétique de libération du nérolidol a partir des LCs et DCLs, de
I’étude de la stabilité physicochimique, de la photostabilité et de la stabilité de la quercétine
dans les milieux biologiques. Enfin, I’activité antioxydante des deux composés sera évaluée

sous leur forme libre et encapsulée.

IV.1 Etude du phénomene d’inclusion des composés actifs dans les CDs

IV.1.1 Caractérisation analytique des complexes d’inclusion en solution

IV.1.1.1 Détermination des constantes de formation (Kfr)
IV.1.1.1.1Etude de phase de solubilité

La capacité des CDs (natives: a-CD, B-CD et y-CD ou modifiées : HP-B-CD,
CRYSMEB, RAMEB, SBE-B-CD) a solubiliser le nérolidol (isomeres cis et trans et le mélange
racémique) et la quercétine a été évaluée par des études de phase de solubilité selon la méthode

décrite par Higuchi et Connors (Higuchi & Connors, 1965).

La concentration totale solubilisée des invités dans les solutions de CDs a été€ déterminée
par la méthode CLHP optimisée pour le nérolidol et par spectroscopie UV-visible pour la
quercétine. Les profils de phase de solubilité ont été établis en tracant la solubilité apparente du

nérolidol (Figure 39) et de la quercétine (Figure 40) en fonction de la concentration en CD.
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La solubilité intrinseéque (So) du cis et trans-nérolidol dans 1’eau a été trouvée de 0,0248
et 0,0346 mM, respectivement. Celle de la quercétine a été trouvée de 0,02 mM, ce qui est tout
a fait en corrélation avec la littérature (Pralhad & Rajendrakumar, 2004; Sri et al., 2007).

A la vue des profils de phase de solubilité obtenus (Figure 39), nous pouvons remarquer
que la solubilité des composés augmente d’une fagon linéaire avec la concentration en CD. Par
exemple, une augmentation de la solubilité de ~50, 80 et 12 fois est observée pour les isomeres
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-B-CD.

H oCD 4 p-CD y-CD ® HP-B-CD RAMEB ¥ CRYSMEB SBE-B-CD
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Figure 39 : Profils de solubilité des isomeres 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 B ont été obtenus pour les complexes d’inclusion B-CD et y-CD/Ner
a des concentrations supérieures a 1 mM (les courbes de solubilité présentées sont au-
dessous de cette concentration). Ceci est di a la faible solubilité aqueuse de la B-CD et
du nérolidol. En plus, la substitution des molécules d’eau dans la cavité large de la y-
CD par le nérolidol est peu favorable vue la petite taille de cette molécule qui empéche
son inclusion dans la CD. Ceci aboutit a ’agrégation des complexes d’inclusion CD/Ner
et parfois a la formation des structures micellaires (Del Valle, 2004; Messner et al.,
2010; Szejtli, 1997).

En outre, a des concentrations supérieures a S mM de SBE-B-CD, la courbe de
solubilité de la quercétine n’est plus linéaire, ce qui suggére la formation d’agrégats ou
de complexes d’inclusion de steechiométrie supérieure a 1:1 (2:1 ou 1:2). Par
conséquent, le diagramme de solubilit¢é de la quercétine est représenté a des

concentrations inferieures a 5 mM (Figure 40).
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Une pente inférieure a I'unité est obtenue pour tous les profils Ar et pour la
portion linéaire des profils de type Bs, ce qui confirme la formation des complexes de
steechiométrie 1:1 (CD/Ner et CD/Quer) (Thorsteinn Loftsson & Duchéne, 2007).

D’autre part, les Kr ont été calculées a partir de la valeur de la pente des profils Ar et de
la portion linéaire des profils B conformément a 1’équation 3 (Chapitre 2, paragraphe 11.3.5.2.2).

Tous les résultats sont présentés dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Valeurs de Kr (M), gain de solubilité S¢/So et CE obtenues a partir des

diagrammes de phase de solubilité.

a-CD B- v-CD  HP-p- RAMEB CRYSMEB SBE-§-
CDh CDh CDh
. Kr (M) 81 769 1866 5540 8149 8787 9240
CI1S-
I S¢/So 1,85 1,49 2,76 51,53 72,62 72,77 80,20
nérolidol
CE 0,002 0,019 0,046 0,137 0,202 0,217 0,229
Kr (M) 619 1233 752 9515 15577 14036 13264
trans-
L. S¢/So 8,80 1,80 1,68 75,37 104,40 98,80 94,66
nérolidol
CE 0,021 0,043 0,026 0,328 0,537 0,484 0,457
Kr (M) 418 1238 1435 10365 19450 15412 17768
nérolidol Sv/So 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
Kt (M) 44 117 297 1146 1177 294 5335
quercétine  S¢/So 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

* Scet Sosont les solubilités de I’invité dans une solution de 10 mM de CD (a I’exception de la
B-CD et la y-CD ou S; de nérolidol est calculée a partir de 1 mM CD) et dans 1’eau,
respectivement.

Premiérement, nous pouvons remarquer d’apres le Tableau 10 que les valeurs de K¢ du
trans-nérolidol sont supérieures a celles du cis-nérolidol. Ceci peut €tre attribué a la différence
dans I’orientation spatiale de ces isomeres. En effet, les isomeres trans adoptent une
conformation lin€aire, réduisant ainsi I’encombrement stérique et aboutissant a 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 isomeres cis, la présence de groupes
prioritaires du méme c6té empéche la rotation de la molécule et donc cause une géne stérique.
Néanmoins, une exception est observée pour la y-CD, ou I’affinité de y-CD envers le cis-

nérolidol est supérieure a celle du trans-nérolidol. Ceci peut étre 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-cimene ainsi
que pour les isomeres du citral (Kfoury et al., 2015; Rungsardthong Ruktanonchai et al., 2011).
A notre connaissance, il n’y a pas de données dans la littérature pour les études de phase de

solubilité des complexes CD/Ner.

Deuxi¢mement, 1’affinité des CDs vis-a-vis de la quercétine suit la hiérarchie
suivante : K¢ (SBE-B-CD/Quer) = 5335 M! > Kf (RAMEB/Quer) = 1177 M! > K¢ (HP-p-
CD/Quer) = 1146 M™! > K¢ (y-CD/Quer) = 297 M'! = K¢ (CRYSMEB/Quer) = 294 M! > Ks (B-
CD/Quer) = 117 M! > K¢ (a-CD/Quer) = 44 M. Nous pouvons constater que 1’interaction
entre la quercétine et la SBE-B-CD est la meilleure par rapport aux autres CDs. Cela peut étre
expliqué par le fait que la SBE-B-CD est hautement soluble dans I’eau et que la présence des
chaines butyle augmente 1’hydrophobicité de sa cavité, résultant alors d’une meilleure
complexation avec des invités hydrophobes. La complexation de la quercétine avec la B-CD et
la HP-B-CD est bien étudiée dans la littérature, toutefois les valeurs de K obtenues sont souvent
divergentes (Alvarez-Parrilla et al., 2005; Borghetti et al., 2009; Calabro et al., 2004 ; Dias et
al., 2008 ; Jullian et al., 2007 ; Lucas-Abellan et al., 2008 ; Pralhad & Rajendrakumar, 2004 ;
Sri et al., 2007). Nos résultats sont cohérents avec ceux obtenus par Calabro et al. (2004) pour
la B-CD et avec Lucas-Abellan et al. (2008) pour ’HP-B-CD. De méme, des études menées
avec l’a, la y et la SBE-B-CD (Calabro et al., 2004; Jullian et al., 2007; Lucas-Abellén et al.,
2008) ont donné des valeurs de Kr dans le méme ordre que les valeurs déterminées dans ce

travail.

Les études de phase de solubilité permettent également de déterminer le CE des CDs
vis-a-vis des invités. Le CE, parametre évaluant le potentiel solubilisant des CDs, est calculé
soit a 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 11.3.5.2.2, équation 4).

D’apres le Tableau 10, nous pouvons remarquer que les CDs modifiées possedent un
meilleur potentiel solubilisant que les CDs natives. Par exemple, les valeurs de CE de HP-f3-
CD, RAMEB et SBE-B-CD vis-a-vis du trans-nérolidol sont de 0,328 ; 0,537 et 0,457 ;
respectivement, alors que la CE de B-CD est de 0,043 (Tableau 10). Le faible pouvoir
solubilisant de la B-CD peut étre di 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 possede le meilleur potentiel de solubilisation, ce qui est tout
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a fait cohérent avec la littérature (Badr-Eldin et al., 2008; Loftsson & Duchéne, 2007; Kfoury
etal., 2014).

La capacité de solubilisation des CDs a été aussi évaluée en termes de gain de solubilité (S¢/So)
(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 possede le meilleur potentiel de solubilisation.

IV.1.1.1.2Carbone Organique Total

Des mesures par TOC ont été menées afin de déterminer la capacité de ’HP-B-CD a

solubiliser I’HE de Cabreuva, contenant majoritairement du trans-nérolidol. Le profil de phase
de solubilité a été établi a partir de la solubilité apparente de I’'HE de Cabreuva, exprimée en
g.L'!, en fonction de la concentration en CD (Figure 41).
Comme I’illustre la Figure 41, la solubilité aqueuse apparente de I’HE de Cabreuva augmente
de 0,63 (So) a 1,7 g/L en présence de 10 mM HP-B-CD. Ces résultats montrent la capacité de la
CD a accroitre la solubilité de 1’huile contenant le nérolidol. Les études de la littérature ont
démontré également la capacité des CDs a solubiliser des HEs et leur composants (Ciobanu et
al., 2012; Decock et al., 2006; Samperio et al., 2010).

2,0

1,5+

Cabreuva EO g/L
1

0.5 -

0.0 T T T T T T
0,0 2,5 5,0 7.5 10,0

[HP-B-CD] mM
Figure 41 : Diagramme de phase de solubilité de I’HE de Cabreuva obtenu par TOC montrant

la concentration massique de I’huile en fonction de la concentration de HP-B-CD.
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IV.1.1.1.3Méthode directe

Afin de vérifier la steechiométrie des complexes d’inclusion SBE-B-CD/Quer, la

méthode directe a été employée. La Figure 42 illustre la variation de 1’absorbance de la
quercétine en fonction de la concentration en CD. Nous pouvons observer, d’aprés Figure 42
que les points expérimentaux collent bien avec la courbe théorique du modele 1:1 ce qui
confirme que le complexe étudié est bien de stoechiométrie 1:1.
En effet, il a ét€ démontré que la SBE-B-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 Ky a été calculée et une valeur de 5477 M! est obtenue. Cette valeur est presque égale
a celle donnée par les études de phase de solubilité (5335 M™1).

Point expérimental

0,16 — Courbe théorique

0,14 -

0,12 —

0,10 —

0,08 —
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[SBE-B-CD] mM
Figure 42 : Tracé des variations de I’absorbance de la quercétine en fonction de la

concentration de SBE-B-CD.
IV.1.1.1.4Méthode par compétition

Deux CDs natives (a-CD et -CD) et deux CDs modifiées (HP-B-CD et SBE-B-CD) ont
été choisies afin de confirmer les valeurs de Ky 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 Kr 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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Tableau 11 : Valeurs de Kf (M) obtenues par spectroscopie UV-visible en comparaison avec

des valeurs de phase de solubilité.

Kr (M) a-CD B-CD HP-$-CD SBE--CD

Phaseldesolubilite i Nerolidol N Als 1238 10365 17768
o MO | 11233 1942 7429 3626

UV-visible Nérolidol =~ 410 1081 8168 20553

Les valeurs de K¢ pour les complexes CD/MO sont en accord avec les valeurs observées
dans la littérature (Decock et al., 2006; Kfoury et al., 2014).

D’apres le Tableau 11, nous pouvons observer que les valeurs de Kr obtenues par cette
méthode pour les complexes d’inclusion CD/Ner sont en bon accord avec celles obtenues par
phase de solubilité (Tableau 10). Néanmoins, les valeurs issues de la phase de solubilité sont
généralement surestimées. Ceci peut étre expliqué par I’existence de phénomenes de
micellisation et d’agrégation des molécules insolubles observés en plus de la formation des

complexes d’inclusion (Messner et al., 2010).

IV.1.1.2 RMN

La spectroscopie RMN ('H et 2D) a été menée afin d’élucider la formation de complexes

d’inclusion CD/Ner et d’établir I’orientation possible du nérolidol dans la cavité de la CD.

Les interactions entre la cavité de la CD et le trans-nérolidol ont été confirmées par 'H
RMN en suivant les variations des déplacements chimiques de chaque espece. Les variations
touchent généralement les protons internes de la cavité de la CD (H3, Hs) et le proton He localisé
au niveau de I’entrée étroite de la cavité au cas ou il y a eu formation de complexes d’inclusion,
alors que les protons situés a I’extérieur de la CD (Hi, H, H4) subissent trés peu de variations.
Vu que les dérivés de la B-CD constituent un mélange d’isomeres, la RMN a été réalisée
uniquement avec la B-CD native. De plus, le spectre RMN du proton du trans-nérolidol n’a pas

pu étre obtenu vue la faible solubilité aqueuse de ce composé.

Les spectres 'H RMN et les variations des déplacements chimiques (A8) de la B-CD
sous forme libre ou complexée sont présentés dans la Figure 43. Des valeurs négatives ou
positives montrent une variation du déplacement chimique vers les hauts ou bas champs,

respectivement.
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Figure 43 : Etude par 'H RMN de la complexation entre le trans-nérolidol et la B-CD :
déplacement chimique des protons de la B-CD en absence et en présence du trans-nérolidol
(a) et récapitulatif des variations de déplacements chimiques (Ad) des protons de la B-CD sous

forme libre et complexée (b).

Nous pouvons remarquer d’aprés la Figure 43 que la présence du trans-nérolidol a
induit des variations du déplacement chimique des protons H3z Hs et Hg plus importantes que
celles des protons Hi, Hz et H4. Ceci est cohérent avec I’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 suggere 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 Hs
(—0,12 ppm) est la plus élevée parmi les autres protons (Figure 43). Cela permet de supposer

que le nérolidol pénetre dans la cavité par la face la plus large de la CD (Fernandes et al., 2003).

A la vue de ces résultats, deux possibilités peuvent étre proposées : (a) la présence simultanée
de deux types de complexes de stoechiométrie 1:1 ou le groupement hydroxyle est localisé soit
au coté le plus large soit a la face étroite de la CD, (b) la formation de complexes d’inclusion
de steechiométrie 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 I’hypothese

de la formation d’un complexe 2:1.

La 2D ROESY a été ensuite utilisée pour mieux comprendre I’interaction du trans-
nérolidol avec la cavité de la B-CD et de trouver la structure tridimensionnelle du complexe
d’inclusion formé. La carte ROESY du complexe B-CD/trans-nérolidol est présentée dans la

Figure 44.
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Figure 44 : Carte 2D ROESY du complexe B-CD/Ner.

Nous pouvons observer a partir de la carte ROESY, une corrélation NOE montrant les
interactions intermoléculaires entre les protons Hz et Hs de la B-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 Hjz de la
B-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 particulierement avec Hs. 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 c6té le plus large de la CD et les groupements méthyles

(position 1 et 4) a I’extérieur de la face étroite de la CD.
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IV.1.2 Modélisation moléculaire

Dans un second temps, une étude théorique de caractérisation structurale des complexes
d’inclusion a ¢ét¢ menée dans le but de comprendre le mécanisme de complexation et de
conforter nos observations expérimentales obtenues par RMN. Les conformations les plus
stables des complexes d’inclusion B-CD/cis-nérolidol et B-CD/trans-nérolidol sont présentées

dans la Figure 45.

AE (B-CD/cis-Ner) AE (B-CD/trans-Ner)
= - 34,34 KJ/mol = - 48,14 KJ/mol

Figure 45 : Représentation des conformeres les plus stables des complexes d’inclusion

CD/cis- et trans-nérolidol.

La conformation la plus stable du complexe est obtenue a partir du parametre théorique
AE (kJ/mol) qui permet d’évaluer I’énergie de complexation. Plus le AE est faible, meilleure
est I’inclusion de I’invité a ’intérieur de la CD. Cette différence de I’énergie totale AE est
calculée entre celle du complexe d’inclusion et la somme des énergies des partenaires libres
(CD et nérolidol) du complexe dans leur forme minimisée (AE = EcpNer — (Ecp + Ener)).

D’apres la Figure 45, nous pouvons déduire que les conformeres les plus stables des
complexes d’inclusion B-CD/cis- et trans-nérolidol correspondent a la structure ou le groupe
hydroxyle est exposé a la face la plus large de la CD. En effet, la solvatation du groupement
hydroxyle du nérolidol exposé a I’extérieur de la cavité aboutit a la stabilisation du complexe.
Par contre, son inclusion dans la cavité de la CD déstabilise le complexe. Ces observations sont
en bon accord avec celles obtenues par RMN pour le complexe d’inclusion CD/trans-nérolidol.

En outre, en vue des valeurs de AE, on peut remarquer que 1’énergie d’interaction de
CD/trans-nérolidol (AE= —48,14 kJ/mol) est plus faible que celle de CD/cis-nérolidol (AE=
—34,34 kJ/mol). Ceci indique que I’isomere trans interagit plus favorablement avec la cavité
de la CD que I’isomére cis. Ces observations sont bien cohérentes avec les résultats obtenus
précédemment par phase de solubilité (K¢ de trans-nérolidol est plus élevée que celle de cis-
nérolidol).
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IV.2 Caractérisation des complexes d’inclusion a 1’état solide

L’EEcp ainsi que la teneur en nérolidol dans le complexe d’inclusion HP-B-CD/Ner ont
été déterminées en présence de différentes concentrations en CD (10, 25, 50 et 100 mM) afin
d’examiner ’effet du rapport molaire CD:Ner sur ces paramétres. A la vue de la Figure 46, une
nette augmentation a été observée avec 1’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 a 2,5:1 une augmentation brutale de EE est observée (93
%). Au-dela de ce rapport molaire (a 5:1 et 10:1 CD/Ner) une encapsulation totale du nérolidol

est atteinte.

a. b.
100 = 100 5

80 + 80

60

40

EE %
mg nérolidol/g de complexe

0 - T T -

i 5l 51 101 1:1 2,51 51 10:1
HP-3-CD:Ner 1IP-p-CD:Ner

Figure 46 : Histogrammes montrant les valeurs d’EE % des complexes d’inclusion CD/Ner

(a) et la teneur en nérolidol (b) a différents rapports molaires CD:Ner.

Nous avons également étudié 1’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 I’augmentation de I’EEcp sur toute la plage de rapports étudiée. La teneur en nérolidol
passe de 50 mg/g de complexe au rapport molaire 1:1 jusqu’a 0,020 mg/g de complexe au
rapport molaire 10:1. Ceci signifie qu’une quantit¢ 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 I’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 premiere partie expérimentale, 1’interaction du nérolidol et de la quercétine
avec différentes CDs a ¢été étudiée a 1’aide de plusieurs techniques spectroscopiques et

chromatographiques.

Nous avons mis en évidence, pour la premiere 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 a travers le calcul des Ky, le CE et le gain de solubilité
des deux composés en présence de CDs. La solubilit¢ du nérolidol présent dans I’HE de
Cabreuva a été également déterminée suivant une nouvelle méthode utilisant la mesure par

TOC.

Des études au niveau structural ('"H RMN et 2D ROESY RMN) ont été menées et ont
confirmé I’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, I’encapsulation du nérolidol dans les CDs sous forme solide a démontré la
capacité des CDs a inclure efficacement le nérolidol. L’efficacité d’encapsulation des CDs a
été trouvée dépendante du rapport molaire CD:Ner (EE augmente avec I’augmentation du

rapport molaire).

Les résultats obtenus dans cette partie se révelent 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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V. Encapsulation du nérolidol et de la quercétine dans les LCs et DCLs
Avant de procéder a la caractérisation des formulations liposomiales, la méthode de

quantification par CLHP a été optimisée pour le nérolidol et la quercétine.

V.1 Mise au point de la méthode chromatographique pour le dosage

du nérolidol et de la quercétine

V.1.1 Spectres UV-visible

Les spectres du nérolidol et de la quercétine ont été déterminés pour définir la longueur
d’onde d’absorption maximale (Amax) de chaque composé pour les analyses par CLHP.
De ce fait, des solutions du nérolidol et de la quercétine ont été préparées dans le méthanol a
une concentration finale de 10 pg/mL et la mesure de ’absorbance a été menée entre 200 et
800 nm a I’aide d’un spectrometre U-2900 Hitachi (Tokyo, Japan). Les spectres UV-visible du

nérolidol et de la quercétine sont présentés dans la Figure 47.
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Figure 47 : Spectres UV-visible du nérolidol (a) et de la quercétine (b) montrant les Amax.

L’examen des spectres UV montre que le maximum d’absorption du nérolidol est situé

a une longueur d’onde de 212 nm alors que la quercétine présente deux Amaxa 256 et 370 nm.

La longueur d'onde d'absorption maximale égale a 256 nm a été choisie pour la quantification

de la quercétine par CHLP.

V.1.2 Dosage par CLHP

Le nérolidol (mélange d’isomeres cis et trans) et la quercétine ont été dosés par

chromatographie CLHP en utilisant une colonne phase inverse C18 et un mode isocratique

122



(eau/méthanol). Le thymol et I’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 1’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 pug/mL. A 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 1’affinité¢ de
chacun des isomeres vis-a-vis des liposomes pour pouvoir calculer leur concentration totale

dans le milieu.
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Figure 48 : Chromatogrammes obtenus par CLHP pour le nérolidol (10 pg/mL) (a) et la
quercétine (10 pg/mL) (b).
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Plusieurs gammes d'étalonnage ont ét€ préparées pour assurer la répétabilité et la
reproductibilité des analyses par CLHP. Les courbes d’étalonnage des deux composés sont
linéaires (Figure 49). Les moyennes des équations des courbes d’étalonnages obtenues par la
méthode des moindres carrés sont : y = 0,033x — 0,005 pour le nérolidol et y = 0,025x — 0,049

pour la quercétine. Les coefficients de corrélation varient entre 0,998 et 0,999.
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Figure 49 : Courbes d’étalonnage utilisées pour le dosage du nérolidol (a) et de la quercétine

(b).

V.2 Optimisation de la formulation lipidique

La quercétine a été choisie comme molécule modele pour trouver la formulation liposomiale
adéquate pour I’encapsulation du nérolidol. Nous avons utilisé les phospholipides insaturés
(Lipoid E80, Lipoid S100) et un phospholipide saturé (Phospholipon 90H) en association avec
le cholestérol afin de déterminer I’effet de la composition des phospholipides sur les

caractéristiques des liposomes obtenus.

V.2.1 Effet du type de phospholipide sur la taille des liposomes

La taille des liposomes encapsulant la quercétine a été évaluée par granulométrie laser
pour les trois types de phospholipides choisis (Lipoid E80, Lipoid S100 et Phospholipon 90H).
La Figure 50 montre des graphes représentatifs de la distribution de taille et la taille des

différentes formulations liposomiales.
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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 possedent 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 étre reliée a la différence de la
surface de charge de ces liposomes. En effet, il a ét¢ démontré que la surface de charge est
d’autant plus négative que le diametre 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 a celle des Lipoid S100 et Phospholipon 90H, qui possede la plus faible
valeur (Gharib et al., 2017; Sebaaly et al., 2016). Ceci peut étre attribué a la présence de la
phosphatidyléthanolamine dans les Lipoid E80 qui confere 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 a 1’agrégation que les deux autres types de lipides et donc
possedent 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’ceuf ou de soja varie entre 100 et 300 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, 1’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.
A la vue de la Figure 50, nous pouvons observer une légére 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 a une augmentation significative de la population micrométrique
et donc a I’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’apres insertion de la quercétine, le pourcentage a diminué de fagon significative jusqu’a

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).

Population 1 Population 2
Formulations
(%) Taille (nm) (%) Taille (um)
Lipoid E80:Chol (100:98) 92,56 + 3,44 131 £ 0,00 4,98 £ 0,66 7,44 £ 3,44
Lipoid E80:Chol:Quer
2+4.1 150* + 12,48 + 4,1 4% +
(100:98:20) 87,5 18 50* +£ 0,00 A48 £4,18 3,9 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
2.28% +4 131 + 2% +4 +
(100:117:20) 62,28 ,55 31 +£0,00 37,7 ,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
22.62% + 226* + * 4 14,21* +1
(100:98:20) ,6 6,68 6*+0,00 | 77,38* + 6,68 : ,36

*P<0,05 par rapport aux liposomes témoins.

Cette distribution de taille relativement large peut €tre attribuée a 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 different par leur teneur en
phosphatidyléthanolamine. Ce dernier n’entre pas dans la composition du Phospholipon 90H.
Par conséquent, la nature des groupements des tétes polaires des phospholipides peut affecter
d’une maniére 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 tres large (PDI > 0,5) pour les Phospholipon 90H-liposomes

encapsulant 1’eugénol.

D’autre part, les mesures de taille ont révélé que les liposomes encapsulant la quercétine
possedent une taille supérieure a 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 étre due a I’insertion de la quercétine, molécule hautement hydrophobe, dans la
bicouche lipidique. Ceci perturbe ainsi les interactions entre les chaines d’acides gras ce qui

conduit a I’augmentation du volume de la bicouche lipidique (Sikkema et al., 1995).
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Les résultats obtenus dans cette étude sont cohérents avec les résultats rapportés dans la
littérature (Goniotaki et al., 2004 ; Huang et al., 2017 ; Landi-Librandi et al., 2012 ; Moretti et
al., 2016 ; Shaji & Iyer, 2012; Tefas et al., 2015). En effet, une étude menée par Sinha et al.
(2011) a confirmé par la spectroscopie RMN D’insertion de la quercétine dans la membrane
lipidique : les groupements hydroxyles forment des liaisons hydrogenes avec les groupements
polaires des phospholipides alors que les noyaux aromatiques sont présents a I’intérieur de la
partie hydrophobe de la bicouche lipidique. Ces résultats expliquent alors I’effet de Ila

quercétine sur la taille des liposomes.

V.2.2 Effet du type de phospholipide sur I’efficacité et le rendement d’encapsulation de

la quercétine

La concentration en quercétine dans les suspensions liposomiales et leurs surnageants a

été déterminée par CLHP comme décrit dans le chapitre 3 (paragraphe 111.4).

Comme nous pouvons le constater a partir du Tableau 13, I’EE de la quercétine dans les Lipoid
E80-liposomes était la meilleure (99,78 + 0,026 %) suivie par celle dans les liposomes
constitués de Phospholipon 90H (74,80 + 4,05 %) et de Lipoid S100 (55,56 + 6,09 %). Cette
différence observée en termes de EE % entre les lipides provenant du jaune d’ceuf et ceux
provenant du soja peut étre due a la différence dans leur contenu en lipides insaturés, ou le
pourcentage de lipides insaturés est plus €levé dans les lipides de soja que ceux du jaune d’ceuf
(Li et al., 2015). En effet, la présence d’insaturation (orientation cis) crée un coude dans la
chaine carbonée des lipides et donc espace ces derniers entre eux ce qui diminue ainsi
I’interaction de la quercétine avec les chaines des acide gras (Wang & Sun, 2008).

La valeur élevée de EE % obtenue avec les liposomes a base de Lipoid E80 est en corrélation
avec les valeurs obtenues, pour le méme type de formulations liposomiales, dans la littérature
(Goniotaki et al., 2004; Priprem et al., 2012; Shaji & Iyer, 2012).

En outre, nous pouvons remarquer également que le taux d’incorporation de la
quercétine dans les Phospholipon 90H-liposomes (74,80 £ 4,05 %) est supérieur a celui dans
les Lipoid S100-liposomes (55,56 & 6,09 %) (Tableau 13). Cela montre que les phospholipides
saturés participent davantage a la formation des liposomes que les phospholipides insaturés

(Sebaaly et al., 2016).
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Tableau 13 : Les valeurs de EE dans la suspension liposomiale et de RE de la quercétine dans

les liposomes constitués des trois types de lipides.

Formulations EE % RE %
Lipoid E80:Chol:Quer (100:98:20) 99,78 £ 0,03 71,03 £2,01
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

En ce qui concerne le rendement d’encapsulation, la valeur de RE % de Lipoid
E80:Chol:Quer (71,03 + 2,01 %) était largement plus élevée que celle de Lipoid
S100:Chol:Quer (39,69 + 6,08 %) et de Phospholipon 90H:Chol:Quer (14,20 £+ 0,77 %)
(Tableau 13). La différence entre les deux lipides de soja peut étre expliqué par le fait que les
bicouches lipidiques constituées de Lipoid S100 insaturés en présence du cholestérol
deviennent plus rigides que celles constituées de phospholipides saturés (Phospholipon 90H)
(Hsieh et al., 2002; Raudino et al., 2011; Takechi-Haraya et al., 2016) et donc retiennent plus
efficacement la quercétine dans la membrane conduisant a une incorporation plus élevée. De
plus, une température plus élevée (T = 55 °C) est exigée pendant la préparation des liposomes
constitués de Phospholipon 90H aboutissant probablement a la dégradation de la quercétine

(Aditya et al., 2014; Buchner et al., 2006) et ainsi a un trés faible rendement.

V.2.3 Effet du type de phospholipide sur la stabilité chimique des liposomes

Dans un second temps, nous avons évalué 1’effet des trois types de phospholipides sur
la stabilité chimique et physique des liposomes encapsulant la quercétine. Pour cela, des études
de photostabilité, de stabilité de stockage a 4 °C apres 1 an ainsi que des mesures de rigidité ont

été menées.
V.2.3.1 Photostabilité de la quercétine en solution aqueuse et dans les liposomes

La photostabilité de la quercétine libre ou sous forme encapsulée dans les différents
types de liposomes a été examinée apres exposition aux rayons UVC (A=254 nm). Le
pourcentage de la quercétine restant a été déterminé en fonction du temps par CLHP. Les

résultats sont présentés dans la Figure 51.
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Figure 51 : Photostabilité de la quercétine libre en solution aqueuse et encapsulée dans les

liposomes apres irradiation aux rayons UV.

Nous pouvons observer a partir de la Figure 51, qu’au bout de 8 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 a 1I’oxydation des groupements OH ou
a I’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.
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Figure 52 : Mécanisme générale d’oxydation de la quercétine (Dangles, 2012).
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Le radical aryloxyle est généré par I’arrachement d’un atome d’hydrogeéne sur I’un des
OH les plus labiles de la quercétine (en position 3, 3’-H et 4’). L’arrachage d’un second atome
H ou la dismutation des radicaux aryloxyles conduit a une o-quinone et trois p-
méthylénequinone. 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-
méthylenequinone 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-dihydroxybenzoique) et 2.4,6-trihydroxyphényleglyoxylique
(Krishnamachari et al., 2002). La deuxieme voie implique que la quercétine, a fortes
concentrations, puisse elle-méme jouer le role du nucléophile. Son addition via le noyau

catéchol sur la p-méthylénequinone entraine la formation d’un dimeére (Figure 52).

Néanmoins, I’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 apreés 8 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). A noter qu’aprés 72 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-a-vis des rayons UV par rapport aux deux autres types de
formulations. Cette différence peut étre due a la quantité élevée de la quercétine présente dans
la bicouche lipidique des Lipoid E80-liposomes (EE % = 99 %). De plus, I’insertion de la
quercétine dans la membrane peut masquer les groupements réactifs et donc ralentir sa
photodégradation (Scalia & Mezzena, 2009). 11 a été également démontré que 1’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 I’effet de 1a composition lipidique, les liposomes formés
de lipides provenant du jaune d’ceuf (Lipoid E80) contiennent un taux d’insaturation inférieur
a ceux formés de lipides de soja (Lipoid S100) (Budai, 2013; Hager et al., 1993 ; Terao et al.,
1981). Ceci confere aux Lipoid E80-liposomes une meilleure stabilité oxydative par rapport
aux Lipoid S100-liposomes vu que les lipides insaturés sont plus susceptibles a I’oxydation que

ceux saturés (Palacios & Wang, 2005; Shahidi & Zhong, 2010).
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D’autre part, les Lipoid S100-liposomes ont montré un meilleur effet protecteur que les
Phospholipon 90H-liposomes (Figure 51). Des résultats similaires ont été obtenus pour

I’eugénol et I’anéthole (Sebaaly et al., 2015; Gharib et al., 2016).

V.2.3.2 Stabilité physico-chimique des liposomes encapsulant la quercétine a 4 °C

La stabilité des liposomes témoins et encapsulant la quercétine a été évaluée en
déterminant la taille et le pourcentage de la quercétine restant apres 1 an de stockage a 4 °C
pour les trois types de phospholipides. Le Tableau 14 montre que les liposomes témoins sont
stables et ont conservé leur taille durant leur stockage a 4 °C. Concernant les liposomes
encapsulant la quercétine, on remarque que ceux constitués de Lipoid E80 et de Phospholipon
90H ont montré une meilleure stabilité que ceux constitués du Lipoid S100. En effet, une
augmentation de la taille des Lipoid S100-liposomes est observée (de 131 nm a 237 nm)

(Tableau 14).

Tableau 14 : Distribution de taille des liposomes apres 1 an de stockage des formulations a 4

°C.
Liposomes Population 1 Population 2

(%) Taille (nm) (%) Taille (um)

Lipoid E80:Chol (100:98) t=1lan 73,78 £4,31 131 £ 0,00 26,21 £4,31 7,69 £ 0,00
t=0 92,56 + 3,44 131 £ 0,00 4,98 + 0,66 7,44 £3,44

Lipoid E80:Chol:Quer t=lan 84,86 £ 3,52 150 £ 0,34 15,13 £3,52 4,74 + 1,00
(100:98:20) t=0 87,52 + 4,18 150* £+ 0,00 12,48 +4,18 3,94% + 0,75

Lipoid S100:Chol t=1an 61,87 +4,00 131 £ 3,05 38,12 + 4,00 11,56 £ 2,05
(100:117) t=0 86,03 + 8,00 123 £ 0,00 13,96 £ 7,32 5,80 = 1,89

Lipoid S100:Chol:Quer t=1an | 32,05+5,16 237 £ 1,56 67,94 £ 5,16 11,63 + 1,57
(100:117:20) t=0 62,28% +£4,55 131 0,00 37,72% £ 4,55 7,37 £ 0,56
Phospholipon 90H:Chol t=1an 59,89 +4,23 150 £ 0,96 40,10 £ 4,23 5,86 = 0,00
(100:98) t=0 72,05 + 4,84 150 + 0,00 27,94 + 4,85 5,68 £0,37
Phospholipon t=1an | 26,93+9,35 206 + 1,74 73,06 £ 9,35 13,96 + 2,08
90H:Chol:Quer (100:98:20) t=0 22,62*% £ 6,68 226* + 0,00 77,38% £+ 6,68 14,21* £1,36

De méme, le pourcentage de la quercétine restant en solution apres 1 an de stockage était élevé
(>80 %) (Figure 53), ce qui montre la capacité des liposomes a protéger cette molécule durant
le stockage. Les Lipoid E80-liposomes ont présenté de nouveau une capacité élevée de

protection vis-a-vis de la quercétine par rapport aux autres formulations (Figure 53).
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Figure 53 : Le pourcentage de la quercétine restant dans les différentes formulations apres 1

an de stockage a 4 °C.

V.2.3.3 Observation morphologique et mesure de la rigidité

Afin d’expliquer les variations observées entre les différents types de lipides sur la
stabilité des liposomes encapsulant la quercétine, des mesures de rigidité ont été menées par la
technique de I’AFM. Elle permet de visualiser morphologiquement les liposomes ainsi que de
mesurer les propriétés mécaniques de la bicouche lipidique telle que la rigidité (Carvalho &
Santos, 2012; Delorme & Fery, 2006; Lal et al., 2010; Sirghi, 2010). La morphologie et la
rigidité des liposomes témoins avant et apres leur exposition aux rayons UV ont été examinées.
Afin de réaliser les mesures, des échantillons (non irradiés et irradiés) sont préparés par fixation

des liposomes sur un support mica.

Les images de la Figure 54 révelent la présence de vésicules de formes sphériques dont
leurs diametres varient en fonction du type de phospholipide. Le diametre des Lipoid E80-,
Lipoid S100-, et Phospholipon 90H-liposomes varie entre 35 et 122 nm, 36 et 53 nm et 47 et
80 nm, respectivement. D’apres ces résultats, nous pouvons déduire que la taille des liposomes
est dans le méme ordre que celle obtenue par granulométrie laser (Lipoid S100-liposomes >
Lipoid E80 > Phospholipon 90H). Toutefois, les valeurs issues de la technique de granulométrie
sont plus élevées. En effet, [’analyse par granulométrie est réalisée sur une large gamme de
mesure et permet donc de quantifier toutes les populations liposomiales présentes en solution
alors que les mesures de taille par AFM sont effectuées sur une surface de balayage bien précise

(5 um X 5 pm) avec un petit volume d’échantillonnage (6 pL).
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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’¢lasticité d’Young (E) a été calculé par AFM afin de déterminer 1’effet du
type de phospholipide sur la rigidité de la bicouche lipidique. A la vue de la Figure 55, nous
pouvons remarquer que les liposomes constitués de Lipoid E80 possedent 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 particulicrement celle des Lipoid E80O-liposomes.
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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 I’incorporation du cholestérol dans les bicouches lipidiques module différemment
la rigidité membranaire a température ambiante. Ainsi, la rigidité des membranes formées de
lipides saturés diminue suite a 1’addition du cholestérol alors que 1’effet contraire est observé
au niveau des liposomes formés de lipides insaturés. En effet, la rigidité est un parametre
déterminant dans la stabilité des vésicules lipidiques (Liang et al., 2004). Plus les membranes
sont rigides plus la capacité des liposomes a 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 possedent une rigidit¢ membranaire €¢levée par rapport
aux deux autres types de lipides. Les résultats rapportés dans la littérature ont démontré
¢galement que I’addition du cholestérol (a2 un pourcentage molaire de 50 %) a des membranes
de phosphatidylcholine de jaune d’ceuf (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 légere modification de la taille de toutes les

formulations liposomiales apres irradiation (Figure 56).
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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) apres irradiation par les rayons UVC.

Concernant les valeurs de rigidité, une augmentation des valeurs de E a été observée :
EEs80:chot =3125,96 + 242,43 kPa ; Esi00.choi= 2145,08 + 55,40 kPa et Eoon:choi= 1728,26 + 33,62
kPa (Figure 56). Il est bien connu dans la littérature que ’irradiation a tendance a rigidifier
les membranes lipidiques. Cet effet peut &tre dii a la rupture des chaines d’acides gras suivie
par la formation d’hydroperoxydes en présence de molécules d’oxygene singulet (!02). Ceci
permet la formation de liaisons hydrogenes entre les hydroperoxydes aboutissant ainsi a une

membrane plus rigide (Ko6lling et al., 1994; Sakanashi et al., 1988).

Ces résultats confirment de nouveau I’effet protecteur ¢levé des Lipoid E80-liposomes envers

la quercétine en comparaison avec les autres types de lipides.
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V.3 Caractérisation des LCs et des DCLs encapsulant le nérolidol et la

quercétine

A partir des résultats obtenus, on constate que le meilleur type de lipide a partir duquel
nous pouvons produire un systeme d’encapsulation adéquat pour le nérolidol et la quercétine
est le Lipoid E80. Les liposomes produits a partir de ce type de lipide ont les caractéristiques
suivantes : des vésicules majoritairement nanométriques présentant une distribution de taille
relativement homogene (faible pourcentage de la population micrométrique ; Tableau 12) ; une
EE et un RE élevés (Tableau 13) et enfin, une stabilité physicochimique accrue (Figure 51,
Tableau 14). Afin d’augmenter davantage la stabilité et le RE des composés actifs, des
complexes d’inclusion d’HP-B-CD/Ner et SBE-B-CD/Quer ont été incorporés dans des

liposomes constitués de Lipoid E80 formant ainsi le systeme mixte DCLs.

V.3.1 Choix des CDs pour la formation des DCLs

Le choix de la HP-B-CD et la SBE-B-CD repose sur leur capacité de complexation
élevée vis-a-vis des deux composés, leur solubilité accrue dans I’eau (>500 mg/mL) ainsi que
leur faible toxicité envers les membranes biologiques par rapport aux CDs méthylées (Loftsson
& Duchéne, 2007 ; Piel et al., 2007 ; Stella & He, 2008 ; Yuan et al., 2008; Miranda et al.,
2011). De plus, ces deux CDs sont citées dans la liste FDA et sont largement utilisées dans le
domaine agroalimentaire et pharmaceutique (Loftsson & Brester, 2010 ; Miranda et al., 2011 ;

Ren et al., 2014; Fenyvesi et al., 2016 ; Kurkov & Loftsson, 2013).

La concentration totale solubilisée du nérolidol et de la quercétine en présence de
différents rapports molaires CD:invité (0:1; 2,5:1 ; 5:1 et 10:1) a été déterminée par CLHP ou
par spectroscopie UV-visible (Figure 57). La solubilité intrinseque du nérolidol et de la
quercétine a été précédemment obtenue par phase de solubilité (V.1.1.1). Nous pouvons
constaté¢ d’apres la Figure 57 que la présence d’HP-B-CD et de SBE-B-CD a abouti a une
augmentation de la solubilit¢é du nérolidol et de la quercétine de 170 et de 381 fois,
respectivement. En passant du rapport molaire CD:invité 1:1 au rapport molaire 2,5:1, une
augmentation de la concentration en nérolidol de 3,12 & 7,59 mM et de 1,86 a 5,70 mM en
quercétine a été observée (Figure 57). Toutefois, aux rapports molaires élevés (5:1 et 10:1), la
concentration des deux molécules a augmenté légerement. Ainsi, les complexes d’inclusion
SBE-B-CD/Quer a un rapport molaire 5:1 et les complexes d’inclusion HP-B-CD/Ner a tous les

rapports molaires ont été utilisés pour former les DCLs.
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Figure 57 : Histogramme montrant la concentration du nérolidol et de la quercétine

solubilisée en présence de différents rapports molaires CD:invité.

V.3.2 Détermination de la taille des L.Cs et DCLs encapsulant le nérolidol et la

quercétine

La distribution de la taille des LCs et DCLs (témoins et encapsulant le nérolidol et la
quercétine) a été déterminée par granulométrie laser. Deux populations liposomiales ont été
obtenues : une nanométrique (87-150 nm, population 1) et une autre micrométrique (5-7 pm,
population 2) (Tableau 15). Le pourcentage des deux populations varie en fonction des

formulations.

En premier lieu, nous pouvons observer que la taille des Lipoid E80-liposomes témoins
formés sans cholestérol (87 nm, Tableau 15) est plus faible que celle de ceux formés avec du
cholestérol (131 nm, Tableau 12). L’effet du cholestérol sur la taille des liposomes a été reporté
dans la littérature, montrant une augmentation de la taille de ces vésicules en présence du
cholestérol a une certaine concentration (Cagdas et al., 2011; Lee et al., 2005; Szoka &

Papahadjopoulos, 1980 ; Tseng et al., 2007).

Nous pouvons remarquer également que 1’ajout du nérolidol a différents rapports

molaires Lipoid E80:Ner diminue de fagcon significative le pourcentage de la population 1 et
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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
a 64,66 £ 4,73 %. Ceci peut €tre attribué a la perturbation de 1’assemblage des phospholipides
lors de la préparation des liposomes aboutissant ainsi a 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, ¢) 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).

Rapport molaire Lipoid Population 1 Population 2
Formulations
E80:Chol:CD:molécules (%) Taille (nm) (%) Taille (um)
Liposomes témoins 100:0:0:0 89,33 £5,13 87 £ 0,00 10,66 = 5,13 4,94 + 1,87
100:0:0:1 64,66 £4,73*% | 131* £0,00 | 35,33 £4,73* 5,68 +1,34
Lipoid E80:Ner 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-B-CD 100:0:30:0 96,66 + 1,53 87 £ 0,00 3,33+ 1,53 2,38 £ 1,04
100:0:30:30 67,93 £6,32*% | 150* £0,00 | 32,07 £6,32* 5,49 £ 0,53
Lpoid E80:HP-B-CD/Ner 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--CD 100:98:190 94,25 + 2,60 131 £ 0,00 5,75 £ 2,60 5,12 £ 0,00
Lipoid E80:Chol:SBE-B-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 étre di au fait que la HP-B-CD est
hautement soluble dans I’eau ce qui minimise 1’effet de la CD sur I’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-B-CD:Ner
(67,93 +£6,32 et 67,18 + 4,72 %, respectivement) alors qu’aux rapports molaires 5:1 et 10:1, 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 a des
rapports molaires CD:Ner élevés (5:1 et 10:1) peuvent étre expliqués par l'incorporation
complete du nérolidol a l'intérieur de la cavité hydrophobe de I’HP-B-CD, empéchant ainsi
l'interaction de ce dernier avec les chaines 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 a 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’apres le Tableau 15, nous pouvons constater que toutes les formulations liposomiales
(LCs et DCLs) présentent une taille moyenne (150 nm) supérieure a 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 I’eugénol ( Sebaaly et al., 2015). De méme, 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 a partir des complexes
d’inclusion SBE-B-CD/Quer présentent une taille moyenne (172 nm) supérieure a 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 étre attribué a la
présence des complexes d’inclusion CD/Quer a la surface des liposomes vue la solubilité élevée
de la SBE-B-CD ou a la charge négative de cette CD. En effet, les Lipoid E80-liposomes
possedent une charge de surface négative élevée (Karn et al., 2013) ce qui crée une répulsion
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avec la CD chargée négativement. Cela empéche son encapsulation dans la cavité aqueuse et
perturbe alors la formation de la bicouche lipidique. A notre connaissance, peu d’études existent
sur la caractérisation des liposomes encapsulant les complexes d’inclusion SBE-B-CD/invité.
Deux études menées par Shaji & Iyer. (2012) et Zhang et al. (2015) ont montré une
augmentation de la taille des DCLs encapsulant la quercétine par rapport aux liposomes témoins

a des rapports molaires CD/invité (1:1 et 1:2) inférieurs a ceux utilisés dans notre étude.

V.3.3 Détermination de I’efficacité et du rendement d’encapsulation

L'EE et le RE du nérolidol et de la quercétine dans les LCs et DCLs ont été déterminés
par CLHP. Les LCs présentent des taux d’encapsulation treés élevés (>95 %) quel que soit le
rapport molaire Lipoid E80:Ner (Tableau 16). Ceci s’explique par I’hydrophobicité élevée du

nérolidol qui permet son insertion dans la bicouche lipidique.

Tableau 16 : Valeurs d’efficacité et de rendement d’encapsulation du nérolidol et de la

quercétine dans les LCs et DCLs.

Formulations Esagzlg);Zng;;l;fo}éTu(;lei EE % RE %
100:0:1 97,28+0,01 9546 +3,90
100:0:2,5 98,21 £0,29 | 94,78 +5,87
Lipoid ES0:Ner 100:0:5 99,25+ 021 63,92 5,68
100:0:10 99,61 £0,05 | 66,09 + 0,37
100:0:30:30 97,18+1,28  17,65+0,74
Lipoid ES0:HP-- 100:0:75:30 92,54+297 | 70,76 + 4,40%
CD/Ner 100:0:150:30 63,15 £0,64* 5749 £0,27*
100:0:303:30 56,57 £0,31% | 45,50 £0,16*

‘ Lipoid E80:Chol:Quer 100:98:20

Lipoid E80:Chol:SBE-f-

CD/Quer 100:98:190:38

99,78 + 0,03

44,48* £ 0,22

71,03 £2,01

27,96* £ 6,72

*p<0,05 en comparaison avec Lipoid ES0:HP-B-CD/Ner au rapport molaire 100:0:30:30.

D’autre part, le nérolidol a été incorporé efficacement dans les liposomes sous forme de
complexes d’inclusion HP-B-CD/Ner, précisément dans les DCLs formés a partir de faibles
rapports molaires HP-B-CD/Ner. En effet, au rapport molaire CD:Ner 1:1 et 2,5:1, I’EE était de
97,18 £ 1,28 % et 92,54 + 2,97 %, respectivement. Toutefois, en augmentant le rapport molaire

CD:Ner, EE diminue de fagon significative jusqu’a atteindre des valeurs de 63,15 + 0,64 % et
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56,57 £ 0,31 % pour des rapports molaires 5:1 et 10:1, respectivement. Cela peut étre dii a 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 kétoprofene en présence de concentrations élevées de HP-B-CD/PA

(Fatouros et al., 2001 ; Maestrelli et al., 2006).

En ce qui concerne le RE, nous pouvons remarquer qu’a des faibles rapports molaires
E80:Ner (100:1 et 100:2,5), le RE était supérieur a 90 %, montrant de nouveau la capacité
élevée des liposomes a incorporer le nérolidol. Néanmoins, le RE diminue avec 1’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 1’augmentation de la population micrométrique des liposomes

(Tableau 15).

En outre, en augmentant le rapport molaire du complexe d’inclusion CD:Ner de 1:122,5:1 ; le
RE du nérolidol dans les DCLs augmente de facon remarquable de 17,65 + 0,74 % a 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, a des rapports molaires supérieurs a 2,5:1, le RE du nérolidol dans les DCLs
diminue, ce qui confirme la capacité limitée des liposomes a encapsuler des quantités élevées

de complexes d’inclusion CD/Ner.

Ainsi, nous pouvons constater que le meilleur systéme d’encapsulation du nérolidol est

le DCL préparé a un rapport molaire HP-B-CD:Ner de 2,5:1 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 a celles obtenues
dans les LCs (Tableau 16). Ceci peut €tre di au fait que I’encapsulation des complexes
d’inclusion SBE-B-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-B-CD/flurbiproféene (Zhang et al., 2015). A noter qu’il n’existe pas de
littérature sur les DCLs produits a partir du complexe d’inclusion SBE-B-CD/Quer.
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V.4 Effet de I’encapsulation sur les propriétés physicochimiques du

nérolidol et de la quercétine

Dans cette troisiéme partie, nous nous sommes intéressées a étudier 1’effet de
I’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 a 4 °C ; vi)

la stabilité dans les milieux biologiques ; v) I’activité antioxydante de ces composés.

V.5 Etude de libération in vitro du nérolidol

L’un des facteurs primordiaux qui doit étre considéré en industrie agroalimentaire est
d’assurer une libération contrdlée d’ingrédients alimentaires afin de maintenir les propriétés
organoleptiques et sensorielles des aliments ainsi que de prolonger I’effet bénéfique de ces
molécules bioactives. De ce fait, I’encapsulation dans les nanoparticules a été congue dans le
but de retenir ces ingrédients pour une longue durée (Rodriguez-Casado, 2016). L’effet de
I’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 a partir des
CDs pour tous les rapports molaires CD:Ner (Figure 59a) et les formulations liposomiales

(Figure 59b).
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Figure 59 : Profils de libération du nérolidol a 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 a partir de toutes les
formulations (CDs, LCs et DCLs) au bout de 8 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 deuxieéme phase jusqu’a 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-B-CD:Ner 100:303:30 ont abouti a une libération du nérolidol moins prononcée
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 premiere phase peut étre due a la libération du nérolidol présent dans la partie externe de la
bicouche lipidique ; toutefois la deuxieme phase de libération peut étre 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 deuxieme phase, la libération du nérolidol a partir des DCLs était plus
lente que celle a partir des LCs. En effet, la molécule doit franchir plus de barrieres dans les
DCLs (CDs et la bicouche lipidique) que dans les LCs pour qu’elle soit libérée (Chen et al.,
2014). Ces observations correlent bien avec les résultats de la littérature démontrant une
libération plus lente a 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 CD:Ner, le taux de
libération a 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 dii au fait qu’avec I’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 1’encapsulation dans les DCLs offre un intérét majeur en

industrie agroalimentaire, pour prolonger efficacement la libération du nérolidol.
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V.6 Etude de la photostabilité des composés actifs sous forme libre et

encapsulé

V.6.1 Photostabilité du nérolidol

Nérolidol est sensible a la lumiere ce qui peut entrainer sa dégradation, son isomérisation
ou autres altérations (Turek & Stintzing, 2013). Néanmoins, le processus de dégradation du
nérolidol par les rayons UV n’a pas encore été €élucidé. On suppose que la présence de trois
doubles liaisons dans sa structure peut indiquer sa susceptibilité a étre dégrader (Hayashi et al.,
2004). Ainsi, dans ce travail, nous avons étudié la stabilit€ du nérolidol sous forme libre ou

encapsulé dans les CDs, LCs et DCLs au cours du temps sous irradiation UVB.

V.6.1.1 Photostabilité du nérolidol par les CDs

Dans un premier temps, nous avons ¢valué I’effet de la concentration de la HP-B-CD
sur la photostabilité du nérolidol (cis, trans et le mélange racémique) au cours du temps sous
irradiation UVB. Ensuite, nous avons suivi la photostabilité de cis, trans et le mélange
racémique du nérolidol libre et en présence de différents types de CDs (a-CD, B-CD, HP-B-CD
et SBE-B-CD) en solution. La photodégradation de I’HE de Cabreuva sous forme libre ou
encapsulée a été également effectuée. A chaque intervalle de temps d’irradiation, la quantité du
nérolidol restante intacte est déterminée par CLHP. La Figure 60 montre les profils de

photodégradation du nérolidol libre ou encapsulé.
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Figure 60 : Profils de photodégradation de : a) cis-nérolidol, b) trans-nérolidol, c) nérolidol
libre ou en présence d’une solution de HP-B-CD a différentes concentrations et d) de I’HE de
Cabreuva libre ou complexée avec 1 mM HP-B-CD. Les résultats sont exprimés en

pourcentage de nérolidol restant en solution a 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'') regroupées dans le Tableau 17. Nous pouvons observer que le nérolidol
libre a été dégradé au bout de 180 min d’irradiation, ou 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™) du nérolidol libre ou complexé en solution sous
irradiation UVB.

K (min‘!) cis-nérolidol  trans-nérolidol  Nérolidol ~Facteur de protection

Nérolidol libre 0,0121 0,0145 0,0134

0,5mM  0,0034 0,0028 0,003 4,47
HP-B-CD | mM 0,0017 0,0012 0,0014 9,57

10 mM 0,0005 0,0002 0,0003 44,66
0-CD 0,0051 0,0051 0,0051 2,62
B-CD 0,0019 0,0010 0,0013 10,31
SBE-B-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 a la photodégradation que le cis-nérolidol. Ceci peut étre 1i€ a la conversion
des isomeres trans en leurs isomeres cis sous 1’effet de ’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 isomeres cis sont généralement
plus toxiques que les isomeres trans et qu’ils possédent des odeurs et saveurs fortes et

désagréables (Turek & Stintzing, 2013).

Toutefois, 1’encapsulation dans I’HP-B-CD ralentit considérablement la
photodégradation du nérolidol (Figure 60; Tableau 17). Cet effet devient plus important
lorsque la concentration en CD augmente. Apres 120 min d’irradiation, 60 et 90 % du nérolidol
restent intactes en présence de 0,5 et 10 mM de CDs, respectivement (notons que méme apres
8 h d’irradiation plus que 30 % du nérolidol restent en solution) (Figure 60). En comparant les
vitesses de dégradation, nous remarquons que 1’encapsulation en présence de 0,5 ; 1 et 10 mM
de CD permet d’accroitre la stabilité du nérolidol de 5, 10 et de 45 fois, respectivement
(Tableau 17). Ces résultats montrent clairement I’effet protecteur de I’HP-B-CD vis-a-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 a 10 mM d’HP-B-CD.

En outre, la photodégradation de I’HE de Cabreuva contenant majoritairement du trans-
nérolidol a été suivie en présence de 1 mM de HP- B-CD (Figure 60d). Nous pouvons observer
que le trans-nérolidol dans I’huile a été rapidement dégradé aprés 180 min d’irradiation (8 %
de nérolidol sont restés en solution) alors que la complexation de I’HE de Cabreuva avec I’HP-
B-CD accroit la photostabilité de trans-nérolidol (seulement 40 % sont dégradés apres 180 min
d’irradiation UV) (Figure 60d). En comparant la photostabilit¢ du trans-nérolidol sous sa
forme pure ou dans I’huile, nous pouvons constater que la dégradation du nérolidol pur est
légerement plus rapide (K = 0,0145 min™") que celle dans I’huile (K = 0,0127 min™!). Ceci peut
étre attribué a la présence d’autres constituants dans 1’huile qui peuvent retarder la dégradation

du nérolidol.

Par la suite, nous avons comparé ’effet de différents types de CDs a une concentration
fixe (1 mM) sur la photostabilité du nérolidol. D’apres le Tableau 17, nous pouvons constater
que la photodégradation de trans-nérolidol est plus lente que celle de cis-nérolidol suite a leur
complexation dans les CDs. Par exemple, la constante de dégradation de cis et de trans-
nérolidol en présence de SBE-B-CD est de 0,0012 et 0,0007 min™!, respectivement. Ceci peut
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étre di a la meilleure complexation de la CD vis-a-vis de I’isomére trans que I’isomére cis
(Tableau 10). Cette différence peut étre également reliée aux valeurs de K¢ correspondantes
des complexes (K¢ (cis-nérolidol) = 9240 M et K (trans-nérolidol) = 13264 M™). Nous
pouvons, aussi, déduire que plus la valeur de Ky est élevée meilleur est I’effet protecteur de la
CD : SBE-B-CD (K¢ = 17768 M™") > HP-B-CD (K¢ = 10365 M'!) > B-CD (K¢ = 1238 M) > a-
CD (K¢= 418 M'!) (Tableau 17).

Des résultats similaires ont été reportés dans la littérature montrant I’effet protecteur des

CDs envers d’autres composés actifs (Hadaruga et al., 2014 ; Kfoury et al., 2016; Villaverde et
al., 2007).

V.6.1.2 Photostabilité du nérolidol par les LCs et les DCLs

Dans un second temps, la photostabilité du nérolidol (en tant que mélange) par les LCs
et DCLs a été examinée au cours du temps apres irradiation UVB. Le pourcentage du nérolidol

restant en solution apres irradiation est présenté dans la Figure 61.
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Figure 61 : Photostabilité du nérolidol libre en solution aqueuse et encapsulé dans les

liposomes (CLs et DCLs) apres irradiation aux rayons UVB.

A la vue de la Figure 61, nous pouvons constater que I’encapsulation dans les LCs ou

DCLs a ralenti la dégradation du nérolidol par les rayons UV en comparaison a celle du
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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-a-

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 %
apres 180 min d’irradiation (Figure 61a). Cette différence peut €tre attribuée au fait que les
rayons UV doivent premierement 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 confere au
nérolidol la meilleure photostabilité en comparaison avec les autres formulations (Tableau 18).
En effet, I’efficacité d’encapsulation et le rendement du nérolidol dans ces DCLs étaient tres
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 I’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™') du nérolidol libre ou encapsulé

dans les liposomes sous irradiation UVB.

Echantillons K (min’!) Facteut: de
protection
Nérolidol libre 0,013
100:1 0,004 3,35
Lipoid E80:Ner 100:2,5 0,004 3,35
100:5 0,004 3,35
100:10 0,005 2,68
100:30:30 0,004 3,35
Lipoid E80:HP-g-CD:Ner  100:75:30 0,001 13,40
100:150:30 0,004 3,35
100:303:30 0,003 4,47

Nos résultats montrent 1’importance de 1’encapsulation dans la réduction de la
photodégradation du nérolidol et sa protection contre les rayons UVB. Cela est di au fait que
ces différents systemes constituent une barriere physique pour les composés actifs ce qui
empéche 1’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.
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V.6.2 Photostabilité de la quercétine par les CDs, LCs et DCLs

Nous avons également évalué la stabilité de la quercétine suite a son encapsulation dans

les CDs, LCs et DCLs au cours du temps et sous irradiation UVC (Figure 62).
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Figure 62 : Photostabilité de la quercétine libre en solution aqueuse et encapsulée dans les

liposomes (LCs et DCLs) apres irradiation aux rayons UVC.

Nous pouvons observer que [’encapsulation ralentit la photodégradation de la
quercétine: le pourcentage la quercétine restant était de 24, 76 et 90 % pour la quercétine libre,
la quercétine encapsulée dans les LCs et dans les DCLs, respectivement apres 8 h d’irradiation.
Ceci montre ’efficacité élevée des DCLs en comparaison aux CLs dans la protection de la
quercétine. De plus, nous pouvons remarquer que les complexes d’inclusion SBE-B-CD/Quer
ont montré le méme effet protecteur que les DCLs au bout de 24 h d’irradiation. Toutefois, la
photostabilité de la quercétine dans les CDs était 1égerement supérieure que dans les DCLs
apres 24 h d’irradiation. Ceci peut étre dii a I’oxydation des lipides par les rayons UV apres une

longue durée d’exposition (Briuglia et al., 2015; Hsieh et al., 2002).

En comparant les deux molécules, on remarque que la photostabilité de la quercétine
libre et encapsulée était meilleure que celle du nérolidol et ceci méme suite a son exposition a
un rayonnement UV plus fort. Cela peut étre expliqué par le fait que la quercétine possede une
activité antioxydante supérieure a celle du nérolidol (présence de nombreux groupements

hydroxyles dans la structure de la quercétine) (Wang et al., 2016).
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V.7 Stabilité physico-chimique des liposomes encapsulant le nérolidol

La taille des liposomes et leur capacité a retenir le nérolidol a été examinée apres 1 an
de stockage a 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 a 4
°C, néanmoins, la distribution de taille a été modifiée ou le pourcentage de la population
nanométrique a été diminué et celui de la population micrométrique a été donc augmenté
(Tableau 19). Ceci peut étre di 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’aprés le Tableau 19 que plus de 98 % du
nérolidol sont retenus dans les LCs et DCLs a 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 E§O:HP-B-CD:Ner 100:150:30 et 100:303:30, respectivement
(Tableau 19). Ceci peut étre 1ié a la perturbation de la membrane lipidique en présence de

quantités élevées de CDs ce qui aboutit a la libération du nérolidol au cours du stockage.
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Tableau 19 : Caractéristiques des liposomes apres un an de stockage a 4 °C (taille et pourcentage du nérolidol restant dans les liposomes).

. Rapport molaire Lipoid Population 1 Population 2 Nérolidol restant
Formulations (%)
E80:CD:Ner (%) Taille (nm) (%) Taille (nm)
Liposomes témoins 100:0:0 87334035 | 872000 | 12.6720235 504+ 1.63
100:0:1 45102087 | 1312135 | 54802087 | 7.692£235 99,99 £ 0,53
o 100:0:2.5 5840+ 1,56 | 226024 | 41.6% 1,56 8.81 % 0.87 99.79 % 1.08
Lipoid E80:Ner 100:0:5 7618022 | 131£0,00 | 23.82%0.22 512+ 1.65 99.83 % 1.30
100:0:10 6934 %024 | 131£0,00 | 30,66+ 024 5.12+0.43 99.85 + 0,75
100:30:30 4076103 | 1502005 | 5924103 | 4472£054 98.61 £ 1,05
Lipoid E80:HP-p-CD/Ner 100:75:30 4480040 | 1502008 | 55202040 | 4472135 08,67 £ 2.12
100:150:30 5020+ 068 | 1502000 | 40.80£0.68 | 3.409%0,78 85,02 £ 5.3
100:303:30 4621125 | 150£0,00 | 53.79 +1.25 672 +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 posséde d’importantes activités biologiques dont 1’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 I’administration des PA sont la
voie orale et parentérale. Cependant, le pH et les enzymes présentes dans les fluides biologiques
ainsi que 1’absorption restreinte de certains PA a travers la barriere gastro-intestinale diminuent
leur biodisponibilité. De ce fait, afin d’améliorer 1’absorption de la quercétine dans I’organisme,
sa solubilité et sa stabilité sous forme encapsulée dans les CDs, LCs et DCLs a été comparée a
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.
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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’aprés la Figure 63, que la quercétine a été fortement
solubilisée apres son inclusion dans la SBE-B-CD ou son encapsulation dans les LCs et DCLs,
vu que sa concentration a varié entre 100 et 500 pg/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 apres 4 h d’incubation
dans le milieu SGF ou il ne reste que 5 ug/mL en solution par rapport a 10 ug/mL a 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 accroit sa stabilité dans le SGF
(Figure 63). Par exemple, la concentration a t=0 de la quercétine dans les Phospholipon 90H,
Lipoid E80 et Lipoid S100-liposomes était de 150, 280 et 86 pg/mL ; alors que la concentration
était de 80, 230 and 80 pg/mL, respectivement, apres 4 h d’incubation (Figure 63). Ceci peut
étre di au fait que les Phospholipon 90H-liposomes possédent 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
étre expliquée par le fait qu’en milieu acide les liposomes peuvent étre dégradés par hydrolyse
de leurs groupements ester. De plus, la présence de la phosphatidyléthanolamine dans les
membranes stabilise les liposomes a un pH basique (Yang et al., 1997), ce qui explique
I’efficacité élevée des Lipid E80 dans le milieu SIF.

Des études précédentes ont également montré la désintégration de la membrane lipidique en
milieu acide suite a I’hydrolyse des phospholipides (Hu et al., 2013 ; Jain et al., 2013; Tang et
al., 2017).De plus, D’effet protecteur offert par I’encapsulation peut éEtre attribué a
I’incorporation de la quercétine dans la membrane lipidique ou son inclusion dans la cavité de
la SBE-B-CD qui empéche I’interaction directe de la quercétine avec les milieux biologiques.

Les résultats obtenus dans cette étude sont tout a fait en corrélation avec d’autres études
montrant la stabilité élevée de la quercétine encapsulée dans les CDs, nanoparticules lipidiques,
poloxameres et chitosanes par rapport a 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 étre des systemes efficaces
de transport de la quercétine a travers le tractus gastro-intestinal en augmentant ainsi son

absorption intestinale.
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VI. Etude de ’activité antioxydante

Enfin, nous avons examiné 1’effet de 1’encapsulation par les CDs sur le pouvoir de
piégeage du DPPH" par le nérolidol et la quercétine. A noter que I’activité antioxydante des
deux composés n’a pas pu étre évaluée en présence des formulations liposomiales a cause de
I’absorbance des liposomes dans la méme plage de mesure du DPPH". L’activité antioxydante
(AA %) a été calculée en absence et en présence de CDs selon I’équation 19 (Chapitre 3). Les
valeurs de AA % obtenues sont illustrées dans la Figure 64.
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Figure 64 : Diagrammes montrant I’activité antioxydante du nérolidol (a) et de la quercétine

(b) en I’absence et en présence de CDs.

En comparant I’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
; Kimetal., 2013 ; Kukongviriyapan et al., 2012 ; Luangaram et al., 2007). Les valeurs de AA%
sontde 11 % et 90 % pour le nérolidol et la quercétine, respectivement. En effet, I’activité anti-
radicalaire potentielle de la quercétine est attribuée : 1) au motif catéchol dans le noyau B, ii) a
la double liaison en position 2,3 en conjugaison avec la fonction carbonyle dans le noyau C (le
radical formé suite a la réaction de la quercétine avec le DPPHe est stabilisé par la résonnance
de la double liaison avec la fonction carbonyle), ii1) aux groupements OH en positions 3 et 5 de
I’hétérocycle (Heijnen et al., 2001; Silva et al., 2002). D’autre part, nous pouvons remarquer
que la complexation par les dérivés de la B-CD a entrainé une augmentation de 1’activité
antioxydante du nérolidol et de la quercétine alors qu’aucune modification de I’activité n’est
observée en présence de CDs natives (Figure 64). Ceci peut étre dii au fait que la solubilisation

des deux composés par les dérivés de la B-CD est meilleure que celle par les CDs natives. En
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conséquent, I’interaction du nérolidol et de la quercétine avec le DPPH" sera favorisée vue la
présence d’une quantité¢ plus €levée de ces composés en solution. De plus, nous pouvons
constater qu’apres la complexation par les CDs, les groupements actifs restent disponibles et
peuvent ainsi réagir avec le DPPH". Toute augmentation observée dans I’activité antioxydante
est due probablement aux liaisons hydrogenes intermoléculaires entre le nérolidol ou la
quercétine et les hydroxyles des CDs. Parmi les dérivés de la B-CD, les complexes d’inclusion
RAMEB/composés actifs possedent I’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
I’activité antioxydante du nérolidol et de la quercétine. Des résultats similaires sont reportés
dans la littérature pour la quercétine (Alvarez-Parrilla et al., 2005; Calabro et al., 2004; Jullian
et al., 2007). A notre connaissance, c¢’est la premiére fois que 1’effet de I’encapsulation par les

CDs a été évalué pour le nérolidol.
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Conclusions et Perspectives

Ce travail de these s’intégre dans le contexte du développement de nouveaux systemes
d’encapsulation mixtes a base de CDs et de liposomes afin de lever les verrous technologiques

limitant I’incorporation des composés bioactifs dans 1’alimentation.

L’objectif de ce travail était de trouver la formulation adéquate pour I’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, a notre connaissance, aucune étude n’avait été menée

sur I’encapsulation du sesquiterpene nérolidol dans les CDs et les liposomes.

Dans la premiere phase de caractérisation physico-chimique des complexes d’inclusion,
nous avons mis en évidence pour la premiére fois la formation de complexes d’inclusion entre
les CDs natives et leurs dérivés et le nérolidol (pur ou dans I’HE de Cabreuva) en solution et a
I’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
parametres suivants ont été déterminés : Ky, CE et augmentation de la solubilité. La teneur en
nérolidol et I’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 ét€ menées.

Ces études ont montré 1’existence de complexes d’inclusion (CD/Ner ou CD/Quer)
stables de steechiométrie 1:1 ainsi qu’une capacité accrue des CDs a augmenter la solubilité de
ces molécules. En effet, les dérivés de la B-CD ont démontré une meilleure capacité de
solubilisation que les CDs natives, ce qui est reliée principalement a leur solubilité aqueuse
¢levée. D’autre part, nous avons observeé une corrélation entre la Ky et la géométrie de I’'invité
ou I’isomere trans du nérolidol était plus efficacement incorporé dans la cavité des CDs que
I’isomere cis. De plus, des analyses par TOC ont montré la capacité de ’HP-B-CD a solubiliser
I’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 1’efficacité
d’encapsulation et la teneur en nérolidol en fonction du rapport molaire CD:Ner durant la

préparation des complexes d’inclusion a 1’état solide.
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La deuxieme phase de ce travail a porté sur la préparation et la caractérisation des LCs
encapsulant la quercétine a 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 a 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 1’ordre du nanométre 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 a ceux composés de phospholipides
saturés. Ceci peut €tre dii a la température élevée utilisée pendant la préparation des liposomes
constitués de Phospholipon 90H aboutissant probablement a la dégradation de la quercétine
sous I’effet de la chaleur. Les résultats de photostabilit¢ ont montré que les Lipoid E80
liposomes protegent plus efficacement la quercétine contre les irradiations UV que les deux
autres types de liposomes. De méme, les liposomes formés de Lipoid E80 se sont avérés plus
stables a 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 réle important dans la stabilité de ces
derniers. En effet, ce type de phospholipides confere a la membrane une surface de charge
négative ¢levée 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 I’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 chailnes d’acide gras et du cholestérol. Grace aux liaisons hydrogeénes qui se
forment entre les petites tétes polaires de la phosphatidyléthanolamine, 1a 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 révele
I’influence de la rigidité sur la stabilité des liposomes : plus la membrane est rigide, meilleure
est la stabilité.

Dans la troisieme 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 systeme DCL adéquat
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pour les deux composés, les complexes d’inclusion HP-B-CD/Ner (a différents rapports
molaires CD:Ner) et SBE-B-CD/Quer (au rapport molaire 5:1 CD:Quer) ont été choisis pour
étre incorporer dans la phase aqueuse des liposomes. Le choix de ces CDs repose sur leur
capacité de complexation élevée vis-a-vis des deux composés, leur solubilité accrue dans I’eau
(>500 mg/mL) ainsi que leur faible toxicité envers les membranes biologiques par rapport aux
CDs méthylées. La caractérisation de ces systemes a été ensuite menée en termes de taille,
d’efficacité et de rendement d’encapsulation. Les résultats ont montré que I’incorporation du
nérolidol et de la quercétine a augmenté la taille des LCs ou DCLs qui leurs constituent, vue
I’insertion de ces molécules hydrophobes dans la bicouche lipidique. De plus, 1’ajout du
nérolidol a différents rapports molaires Lipoid E80:Ner a diminué de facon 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 €levés (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 €tre attribué a une meilleure solubilisation
du nérolidol en présence de concentrations élevées de HP-B-CD. Concernant la quercétine,
I’encapsulation du complexe d’inclusion SBE-B-CD/Quer dans les liposomes a abouti a une
augmentation de la taille et du pourcentage de la population micrométrique des liposomes, a
cause de la charge négative de cette CD qui perturbe I’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 a partir de faibles rapports molaires HP-B-CD:Ner ont
encapsulé tres efficacement le nérolidol (des valeurs supérieures a 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 mémes résultats ont ét€ obtenus pour la quercétine.

Dans la derniere partie de ce travail, nous avons évalué, in vitro, I’influence de
I’encapsulation sur la libération, la photostabilité, la stabilité dans les milieux gastrointestinaux
ainsi que sur I’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 systemes 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 1’encapsulation ralentissait la

dégradation du nérolidol suite a son exposition aux rayonnement UV. En effet, les résultats ont
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montré qu’en augmentant la concentration en CD, 1’effet protecteur vis-a-vis du nérolidol
augmentait. De plus, la photodégradation du trans-nérolidol est plus lente que celle de cis-
nérolidol, vue la meilleure complexation de 1’isomére trans par les CDs que I’isomére 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 a 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 a 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.

A partir de ces résultats, I’encapsulation permet d’envisager des systémes de libération
controlée ainsi que des systemes de stockage et de conservation des molécules labiles leur

permettant ainsi d’étre incorporer dans les aliments.

Comme perspectives de ce travail, des études supplémentaires peuvent étre envisagées :

- Nous proposons encapsuler I’HE de Cabreuva dans les LCs et DCLs afin d’étudier I’effet des
constituants sur la taille des vésicules, I’efficacité d’encapsulation du trans-nérolidol (forme
présente uniquement dans 1’huile) ainsi que la stabilité de 1’huile dans ces systémes.

-1l serait important de suivre la libération des molécules a partir des systemes d’encapsulation
dans le plasma humain a 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 a long terme.

-1l serait intéressant de tester I’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 étre envisagées afin d’évaluer la toxicité du systétme DCL avant

son incorporation dans les aliments.
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solubility

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 (a-CD, B-CD, y-CD, HP-B-CD, RAMEB, CRYSMEB and SBE-B-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-B-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. A -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-B-CD. Moreover, high EE % values were obtained for 5:1 and 10:1 HP-B-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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Introduction

Nerolidol (Ner, 3,7,11-trimethyl-1,6,10-dodecatrien-3-ol), an
acyclic sesquiterpene obtained from fresh flowers of bitter
orange and found in many other plants [1], is extensively used
in perfumery. It was also approved by the U.S. Food and Drug
Administration as a food flavoring agent and included by the
Council of Europe in the list of substances granted A [2]. In
nature, Ner occurs as a mixture of two isomers: cis and frans,
with trans being the most abundant. The two isomers are distri-
buted differently in various plant parts and among species.
trans-Ner is present in high percentage (58-80%) in cabreuva
essential oil (EO) (Myrocarpus fastigiatus) [3]. Due to its anti-
microbial effects against a wide range of microorganisms such
as Staphylococcus aureus, Salmonella enterica and Aspergillus
niger [4], Ner can be employed as natural alternative to tradi-
tional synthetic food preservatives. To achieve this goal, Ner
should be dissolved partially or totally in aqueous media to
provide an efficient interaction with the pathogens [5]. How-
ever, Ner is poorly soluble in water and is also subject to degra-
dation during storage. Nanoencapsulation techniques may
improve Ner solubility and stability allowing to produce func-
tional foods with enhanced functionality and stability [6].
Various encapsulation materials are used for food applications
such as liposomes, phytosomes, cyclodextrins, dendrimers and
many others [7-9]. The use of cyclodextrins (CDs) in food
industry is currently flourishing due to their high potential to
solubilize, stabilize and protect flavors and food ingredients
[10-13]. CDs are non-toxic water-soluble cyclic oligosaccha-
rides composed of six, seven or eight a-(1—4) glucopyranose
units giving rise, respectively, to a-, - and y-CDs [14]. Their
most notable characteristic is their ability to form inclusion
complexes with poorly soluble guest molecules which are
entrapped in the hydrophobic cavity of CDs. Chemical modifi-
cations of the hydroxy groups of CDs can be performed to
obtain water-soluble CD derivatives like hydroxypropyl-f-CD
(HP-B-CD), methylated CDs (randomly methylated f-CD,
RAMEB, or a low 2-O-methylated-B-CD, CRYSMEB) and
sulfobutylether-f-CD (SBE-B-CD) (Figure 1). Molecular com-

(a) (b)

Figure 1: Chemical structure of B-CD (a) and B-CD derivatives (b).
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plexation in CDs has been widely proposed for EOs to limit
their degradation during processing and storage and to offer a
good dispersion of compounds in the aqueous media thus
enhancing their biological properties [15,16].

To the best of our knowledge, no literature data reported the en-
capsulation of Ner in CDs. In this study, for the first time, CD/
Ner inclusion complexes were characterized in solution and in
solid state. Formation constants (Kf) were determined for Ner
with seven CDs: a-CD, B-CD, y-CD, HP--CD, RAMEB,
CRYSMEB and SBE-B-CD using phase solubility studies
coupled to HPLC. The K¢ values were determined for the sepa-
rate isomers and their commercial mixture. To confirm the K¢
values obtained for the isomeric mixture, UV-visible spectros-
copy was employed using a competition method. The solubility
of cabreuva EO rich in trans-Ner was also assessed with HP-f3-
CD using the total organic carbon method developed in our lab-
oratory [17]. In addition, 'H and 2D ROESY NMR experi-
ments and molecular modelling were performed to investigate
the orientations of trans-Ner inside the CD cavity. Next, the
effect of encapsulation on the Ner photodegradation rate under
UVB irradiation was examined. Solid HP-B-CD/Ner complexes
were also prepared and the encapsulation efficiency (EE %) was
determined.

Results and Discussion

Phase solubility studies

Considering the low aqueous solubility of Ner, phase-solubility
studies were conducted to examine the ability of different CDs
(a-CD, B-CD, y-CD, HP-B-CD, RAMEB, CRYSMEB and SBE-
-CD) to solubilize Ner. All concentrations were determined for
each isomer from their commercial mixture by HPLC. The
mean intrinsic solubility (Sg) of cis- and trans-Ner in water at
room temperature was estimated to be about 5 and 7 pg/mL, re-
spectively. The phase-solubility diagrams showed that the solu-
bility of both isomers increased linearly with CD concentration.

Thus, an about 60- and 80-fold increase in solubility is

RAMEB: R= -CH, or -H (DS=12.6)
0 CRYSMEB: R=-CH, or -H (DS=4.9)
HP-B-CD : R = -[CH,-CH(CH,)-O] -H or -H (DS =5.6)
SBE-B-CD: R = -(CH,),-SO,Na' or -H (DS =6.5)
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achieved, in the presence of 10 mM HP-B-CD, for cis- and
trans-Ner (284 pg/mL and 578 pg/mL, respectively). Moreover,
the curves obtained for all CDs/Ner inclusion complexes fol-
lowed an Ay -type profile except for § and y-CD where Bg-type
profiles were obtained (Figure 2). For Ay -type phase solubility
diagrams, the slope was less than unity which indicates the for-
mation of 1:1 inclusion complexes [18]. The K¢ values (Table 1)
were then calculated as indicated in Equation 1 (experimental
part). For 3-CD and y-CD, precipitation occurred at concentra-
tions above 1 mM.

We can notice from Table 1, that the K¢ values of CD/cis-Ner

were generally lower than those of CD/frans-Ner. This is
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evidently attributed to the different spatial orientations of the
isomers: trans-Ner adopts a linear conformation while cis-Ner
has a more twisted one. Consequently, the interaction with the
CD cavity is more favorable for the frans-Ner isomer leading to
a more stable inclusion complex [16]. An exception is observed
for y-CD, where cis-Ner is better encapsulated than trans-Ner,
owing to the larger cavity of this CD.

Phase-solubility studies also allow the determination of the
complexation efficiency (CE) permitting to evaluate the solubi-
lizing potential of CDs. CE is obtained either from the slope of
phase solubility curve or by dividing the concentration of CD in

its complexed form ([CD/Ner]) by its concentration in its free

v CRYSMEB

SBE-R-CD

Figure 2: Phase solubility diagrams of CD/trans-Ner inclusion complexes.

Table 1: Formation constants (Kg), solubility enhancement ratio (S/Sp) (in
ation efficiency (CE) of cis and trans-Ner with different CDs.

cis-Ner
CDs Ke (M) S/So CE?
a-CD 81 1.85 0.002
B-CD 769 1.49 0.019
y-CD 1866 2.76 0.046
HP-B-CD 5540 51.53 0.137
RAMEB 8149 72.62 0.202
CRYSMEB 8787 72.77 0.217
SBE-B-CD 9240 80.20 0.229

aCE: complexation efficiency ([CD/Ner])/[CD]).
bNer: formation constant for the commercial mixture.

10.0

[CD] mM

the presence of 10 mM CD, except for 3-CD and y-CD, 1mM) and complex-

trans-Ner NerP
Ke (M™1) Si/Sg CE Ke (M)

619 8.80 0.021 418
1233 1.80 0.043 1238
752 1.68 0.026 1435
9515 75.37 0.328 10365
15577 104.40 0.537 19450
14036 98.80 0.484 15412
13264 94.66 0.457 17768
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form ([CD]) (Equation 2) [19]. For both isomers, the CE values
of CD derivatives were higher than those of native CDs. For
instance, the CE values of trans-Ner for HP-B-CD, RAMEB
and SBE-B-CD were, respectively, 0.328, 0.537 and 0.457
versus 0.043 for -CD (Table 1). These results showed that
RAMERB is the best solubilizer among the studied CDs. The
solubility enhancement of this CD towards many compounds
has been reported in the literature [20-22]. However, HP-f-CD
is the only $-CD derivative cited in the FDA’s list of Inactive
Pharmaceutical Ingredients among the studied derivatives,
therefore, further studies will focus on this CD.

UV-visible spectroscopy

Formation constants between Ner (mixture of cis and trans
isomers) and HP-B-CD was also evaluated by a UV-visible
competition method with methyl orange (MO) as a competitor
[23]. Before starting the competition experiment, the K¢ value of
the HP-B-CD/MO inclusion complex was determined by direct
titration; the data were consistent with those reported in the lit-
erature [24]. The competition method measures the spectral
variation of MO upon the addition of Ner to a solution contain-
ing HP-B-CD and MO. The addition of Ner induced an increase
in MO absorbance, which indicates the formation of inclusion
complex between Ner and HP-B-CD. The obtained spectral
variations revealed once again the formation of 1:1 inclusion
complexes (data not shown). The K¢ values of HP-B-CD/Ner
inclusion complexes (Table 2) were in good agreement with the
phase solubility results. However, a slight increase was ob-
served in Ky values obtained from the phase solubility studies.
Indeed, formation constants determined by this method are gen-
erally overestimated since several effects are combined and not

only complexation [25].

Table 2: Formation constants (Kf) of HP-B-CD inclusion complexes
with Ner obtained by phase solubility and UV-visible competition
method.

Formation constants (M~") HP-B-CD

Phase solubility Ner 10365

UV-visible MO 7429
Ner 8168

Phase solubility studies of cabreuva essen-
tial oil

Phase solubility studies were also performed for the cabreuva
EO, an EO rich in trans-Ner (64.54%), at different HP-3-CD
concentrations (0, 1.25, 2.5, 5, 7.5 and 10 mM). The phase solu-
bility profile was obtained by the Total Organic Carbon (TOC)
method [17]. The mass concentration of EO (g/L) obtained from
the EO standard calibration curves, was plotted against CD con-

Beilstein J. Org. Chem. 2017, 13, 835-844.

centration (Figure 3). As illustrated in Figure 3, the intrinsic
solubility of EO was found to be of about 0.63 g/L. A linear
increase in EO solubility was observed with HP-3-CD concen-
tration (R? = 0.996). The solubility of cabreuva EO increased
from 0.63 to 1.7 g/L in the presence of 10 mM HP-B-CD
(=3-fold increase). These results showed that HP-B-CD is able
to enhance the aqueous solubility of cabreuva EO. Other studies
have also demonstrated that CD could significantly increase the

solubility of EO components [26].

2.0 4

R2=0.996

Cabreuva EO g/L

0.0

T T T T 1
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

[HP-B-CD] mM

Figure 3: Phase solubility profile of cabreuva EO obtained by the TOC
method.

Characterization of solid inclusion complexes
HP-B-CD/Ner mixture was prepared as a solid inclusion com-
plex by the freeze-drying method in the presence of 50 and
100 mM CD and a fixed Ner concentration (10 mM). The en-
capsulation efficiency (EE %) of the Ner mixture in CD at 5:1
and 10:1 CD/Ner molar ratios was evaluated by HPLC. A high
EE % was obtained for both HP-B-CD/Ner molar ratios (99 and
100% for 5:1 and 10:1, respectively) in good agreement with
phase solubility results. The Ner contents were equal to 0.032
and 0.020 mgne/mgsolid complex for 5:1 and 10:1 molar ratios,
respectively. These results showed that a 5:1 ratio is enough to
have a high EE %.

NMR study

In order to elucidate the possible orientations of trans-Ner
within the CD cavity, NMR spectroscopy was used. Because
HP-B-CD is a heterogeneous mixture of isomers, NMR was
conducted only with B-CD. 'H NMR and ROESY spectra were
recorded for B-CD and B-CD/trans-Ner solutions in D,O. The
induced shift (Ad) which is the difference between chemical
shifts of B-CD protons in the presence and absence of trans-
Ner, was calculated as follows: A3 = 8(complex) — O(free)- Posi-

tive and negative signs showed downfield and upfield displace-
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ment, respectively. The inclusion of the guest into the CD
cavity is generally proved by the chemical shift variations of the
guest or the CD. Particularly, a shielding of inner protons of the
CD is induced after inclusion of a guest into the CD cavity
while protons of the outside are generally unchanged [27]. It
should be noted that in our study, the NMR spectra of trans-Ner
alone in D50 could not be obtained due to its low aqueous solu-
bility. The proton chemical shifts of 3-CD and B-CD/frans-Ner
inclusion complex solutions are shown in Table 3. As expected,
the presence of trans-Ner shifted upfield the protons located
inside the CD hydrophobic cavity (H3, Hs and Hg) more effec-
tively than those located at the surface (H;, Hy and Hy). These
observations confirmed that frans-Ner is included into the CD
cavity without evidence for outside complexation. Besides, the
higher upfield shift value of 0.12 ppm was assigned to Hj
(Table 3). This probably means that the complexation of trans-
Ner within the CD cavity involves hydrophobic interactions and
that Ner penetrates the cavity from the wider side [28].

Furthermore, a ROESY experiment was performed to gain
further insight into the dynamic structure of the B-CD/trans-Ner
inclusion complex. The two-dimensional spectrum indicates a

strong intermolecular cross-peaks between H3 and Hs protons

(a) s

3.95 I
3.90
3.85
3.80
3.75
3.70
3.65 ‘

3.60

ppm 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12

1.1
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Table 3: 'H NMR chemical shifts (3, ppm) for free 8-CD and B-CD/
trans-Ner inclusion complex solutions in D20 in the presence of
0.5 mM B-CD and 3.28 mM trans-Ner.

B-CD H O(free) (PPM) O(complex) (PPM) A B (ppm)
Hiq 5.11 5.08 -0.03
Hy 3.70 3.67 -0.03
Hgy 3.62 3.61 -0.01
Hs 4.00 3.93 -0.07
Hs 3.89 3.77 -0.12
Hg 3.91 3.83 <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>