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RESUME 

 

Le recours aux plantes à des fins médicinales est connu depuis la nuit des temps dans 

différentes cultures. Au cours de ces dernières années, des efforts ont été consacrés à la 

pratique de la phytothérapie en tant que médecine alternative ou complémentaire dans le but 

d’éviter les effets indésirables liés aux médicaments d’origine synthétiques. Parmi la 

diversité des constituants de plante utilisés en phytothérapie, les huiles essentielles et 

végétales continuent à être utilisées en première intention. L’utilisation des huiles est souvent 

confrontée par leur dégradation et leur biodisponibilité réduite dans le corps humain. Par 

conséquent, des systèmes de la nanoencapsulation sont conçus pour surmonter les contraintes 

physicochimiques susmentionnés.  

L'objectif de cette étude est la nanoencapsulation de l’huile essentielle des racines du 

costus indien (Saussurea lappa CB. Clarke.) et l’huile végétale des noyaux de dattes (Phoenix 

dactylifera L.) extraites par un procédé innovant et respectueux de l'environnement 

(extraction par dioxyde de carbone supercritique) dans des nanoparticules polymères et 

l’étude de leurs performances thérapeutiques.  

Trois axes ont été abordés dans ce travail. Le premier a porté sur l'extraction des 

huiles ainsi que leur analyse qualitative et quantitative par chromatographie en phase gazeuse 

couplée à la spectrométrie de masse. Le deuxième a porté sur l'encapsulation des huiles dans 

des nanoparticules polymères à base de dérivés de poly (méthyl méthacrylate) (Eudragit® 

RS100) par la technique de la nanoprécipitation après avoir été optimisée et la caractérisation 

des nanocapsules obtenues. Le dernier axe a porté sur l’étude de l’activité anti-inflammatoire, 

anti-Alzheimer, antidiabétique et antioxydante.  

Les résultats de l’analyse des huiles ont montré la prédominance de l’acide oléique 

(47.7%) et du dehydrocostus lactone (55.4%) pour l’huile végétale et essentielle, 

respectivement. L’Eudragit RS®100 est capable d’encapsuler avec succès les deux types 

d’huiles dans des particules de taille comprise entre 145 et 217 nm avec un potentiel ζ de +45 

à +59mV et une excellente stabilité à différentes températures et pH. De plus, les 

nanoparticules chargées d’huile des noyaux de dattes ont montré une activité antidiabétique 

supérieure à celle du médicament standard, une activité anti-Alzheimer modérée et une faible 

activité antioxydante. Celles chargées d’huile de costus ont révélé des activités anti-

inflammatoire, antidiabétique et anti-Alzheimer pertinentes. 

A travers cette thèse, nous avons mis en évidence le potentiel prometteur des 

nanoparticules polymères à améliorer les performances biologiques des huiles naturelles et 

qu’elles constituent des alternatives intéressantes par rapport aux différents médicaments 

d'origine synthétique dans la prise en charge de la maladie d'Alzheimer, du diabète et des 

maladies inflammatoires. 

 

Mots clés :  Encapsulation, huile de costus indien, huile des noyaux de dattes, nanoparticules 

polymères, Eudragit® RS100, nanoprécipitation 
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ABSTRACT 

 

The use of plants for medicinal purposes has been known since ancient times in 

different cultures. In recent years, efforts have been devoted to the use of herbal medicine as 

a form of alternative therapy to avoid the adverse effects related with conventional 

chemically synthesized drugs. Among the vastness of plant products, essential and vegetable 

oils deserve peculiar attention. The use of plant oils is always confronted by their 

susceptibility to degradation and their reduced bioavailability in the human body. Therefore, 

nanoencapsulation systems (nanocarriers) were designed to overcome the aforementioned 

physicochemical drawbacks.  

The objective of this study was the nanoencapsulation of costus roots essential oil 

(Saussurea lappa CB Clarke). and date palm seeds vegetable oil (Phoenix dactylifera L.) 

extracted by an innovative and an environmentally friendly technique (Supercritical fluid 

extraction) in polymeric nanoparticles and the investigation of their therapeutic 

performances.  

Three axes were addressed in this work. The first one dealt with the extraction of oils 

and their qualitative and quantitative analysis by Gas chromatography- mass spectrometry. 

The second one is addressed to the encapsulation of plant oils in poly (methyl methacrylate) 

derivative (Eudragit® RS100) based- polymeric nanoparticles using the nanoprecipitation 

technique after having been optimized and the characterization of the obtained nanocapsules. 

The last part focused on the study of the anti-inflammatory, anti-Alzheimer, anti-diabetic and 

antioxidant activities.  

The results of the oil analysis showed the predominance of oleic acid (47.7%) and 

dehydrocostus lactone (55.4%) for vegetable and essential oils, respectively. Eudragit 

RS®100 is able to successfully encapsulate both types of oils in nanocapsules in the 

nanoscale range (from 145 to 217nm) with zeta potential between +45 and + 59mV and 

excellent stability at different temperatures and pH. In addition, the date seeds oil-loaded 

nanoparticles showed superior anti-diabetic activity than the standard drug, moderate anti-

Alzheimer's activity, and low antioxidant activity. While costus oil loaded nanoparticles 

exerted relevant anti-inflammatory, anti-diabetic and anti-Alzheimer's activities.  

Through this thesis, we have demonstrated the promising potential of polymeric 

nanoparticles to improve the biological performance of natural oils and found that the studied 

oils-loaded nanoparticles constitute interesting alternatives of synthetic drugs in the 

management of Alzheimer, diabetes and inflammatory diseases. 

 

Key words : Encapsulation, costus roots oil, date seed oil, polymeric nanoparticles, Eudragit® 

RS100, nanoprecipitation 
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 ملخص

 

و لقد كرست . منذ فجر التاريخ في ثقافات مختلفة امعروفكان استخدام النباتات لأغراض طبية  مم لا شك فيه أن       
لفها ألممارسة طب الأعشاب كطب بديل في السنوات الأخيرة  جهود عدة و تكميلي بهدف تجنب الآثار الجانبية التي تُخ

من بين المكونات النباتية المتنوعة المستخدمة في طب الأعشاب يحتل استخدام الزيوت العطرية والنباتية و . الأدوية العادية
 انخفاض توافرها البيولوجي في جسم الإنسان و للتلفكتعرضها غالبًا ما يواجه استخدام الزيوت صعوبات  و . المراتب الأولى

 . المذكورة أعلاهشاكل للتغلب على الم  (nanoencapsulation)لذلك تم تصميم أنظمة التغليف
والزيت العطري  (.Phoenix dactylifera L)الهدف من هذه الدراسة هو تغليف الزيت النباتي لنواة التمر       

استخراج ثاني )للبيئة  صديقة المستخرجين بطريقة مبتكرة و(.Saussurea lappa CB.Clarke) للقسط الهندي 
    . في جزيئات البوليمر النانوية ودراسة أدائها العلاجي( أكسيد الكربون فوق الحرج

المحور الأول على استخلاص الزيوت وتحليلها النوعي والكمي عن طريق كروماتوجرافيا  نا فيركَز ، تمت مناقشة ثلاثة محاور     
تغليف الزيوت في جسيمات بوليمر نانوية مكونة من  تناولناالمحور الثاني فقد في أما .الغاز مقرونة بمقياس الطيف الكتلي

بعد  (nanoprécipitation) نانويالترسيب البتقنية  (Eudragit® RS100) (ميثيل ميثاكريلات)مشتقات بولي 
الالتهابات ، الزهايمر، فعالية ضد ال فقد درسناالجزء الأخير  أما في. تحليل هاته الجسيمات و تحديد الشروط المناسبة

 . السكري و الأكسدة
في  dehydrocostus lactone (٪55.4) و( ٪47.7)أظهرت نتائج تحليل الزيوت غالبية حمض الأولييك      

على تغليف كلا النوعين من الزيوت بنجاح ا كان قادر ف Eudragit® RS100 أما . الزيت النباتي والعطري على التوالي
ميللي فولت مع استقرار  59+ و  45+بين potentiel zêta  ونانومتر  217إلى  145 قطرفي كبسولات نانوية ب

أظهرت جسيمات البوليمر النانوية المحملة بزيت نواة التمر  بالإضافة إلى ذلك ،. ممتاز في درجات حرارة وحموضة مختلفة
بينما مارست الجزيئات المحملة . نشاطاً فعالا ضد مرض السكري ، معتدلًا ضد مرض الزهايمر ، و منخفضًا ضد الأكسدة

 .بزيت القسط أنشطة فعالة ضد الالتهابات، السكري والزهايمر
وحة على الإمكانات الواعدة لجزيئات البوليمر النانوية على تحسين الأداء لقد سلطنا الضوء من خلال هذه الأطر      

تشكل بدائل مثيرة للاهتمام  التي بدورها الجسيمات النانوية المحملة بالزيوت المدروسة على و ،البيولوجي للزيوت الطبيعية
 .مراض الالتهابيةمقارنة بالعقاقير المختلفة ذات الأصل الاصطناعي في إدارة مرض الزهايمر، السكري والأ

 
،  Eudragit® RS100، جزيئات البوليمر النانوية  نواة التمر ،زيت القسط ، زيت التغليف ، : فتاحيةالكلمات الم

 الترسيب النانوي
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Introduction générale 

INTRODUCTION GENERALE 

 

La quête de remèdes au sein du règne végétal date de plusieurs millénaires. 

Actuellement, la médecine connaît un engouement extraordinaire à travers le monde par 

l’utilisation des plantes aromatiques et médicinales [1]. Selon l’organisation mondiale de la 

santé (OMS), entre 70 et 95 % de la population mondiale contemporaine a eu recours à la 

médecine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé primaire [2]. Ce regain 

d’intérêt repose essentiellement sur la force d’innovation dans le secteur de l’industrie 

pharmaceutique pour répondre aux besoins d’un marché toujours plus exigeant en termes de 

coût, d’accessibilité et d’efficacité. En effet, la médecine traditionnelle est plus abordable, 

plus proche de l'idéologie du patient et reçoit un meilleur accès du public par rapport aux 

médicaments d’origine synthétique [3].  En outre, l'utilisation abusive et / ou incorrecte des 

médicaments conventionnels entraîne dans certains cas des effets secondaires nocifs [4]. On 

estime que 10 à 20% des complications sont dues aux effets secondaires de ces médicaments 

[5].  

Les plantes produisent une grande variété de métabolites secondaires aux vertus 

bénéfiques pour l’homme ; parmi eux, les huiles essentielles et végétales requièrent une 

attention particulière [6–9]. Les huiles essentielles (HE) comprennent des composés 

organiques volatils et peu-volatils déterminant l'arôme, la saveur et le parfum spécifiques des 

plantes. Elles sont instables à température ambiante. En revanche, les huiles végétales (HV) 

sont constituées d'esters de glycérol et d'acides gras et sont non volatiles et stables à 

température ambiante [10,11].  

Récemment, les HE et HV ont fait l'objet d'un grand nombre de travaux de recherches 

et de développement dans plusieurs domaines en raison de leurs activités biologiques. Etant 

comestibles sous leur forme raffinée ou vierge, les HV jouent un rôle crucial dans la 

prévention thérapeutique et prophylactique des maladies telles que l'inflammation, le diabète, 

le cancer et l'athérosclérose [12–15]. Simultanément, les HE connaissent une émergence 

considérable en raison de leur propriétés antioxydantes, antibactériennes, antifongiques, 

antivirales, antimutagènes, anti-carcinogènes et anti-inflammatoires. Les bénéfices attendus 

par la consommation des HE ou de leurs dérivés ont été largement étudiés [16,17]. 

Parallèlement aux fins médicinales, l'application des HE s'étend à l’industrie agroalimentaire. 
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Plusieurs rapports ont mis en évidence l'efficacité des HE par rapport aux conservateurs 

chimiques pour prévenir la croissance d'agents pathogènes et retarder la détérioration des 

aliments [18,19]. De plus, les HE trouvent de nombreux débouchés dans le secteur agricole 

où elles remplacent les pesticides synthétiques qui sont plus toxiques ou auxquels les 

parasites ont montré une résistance [20].  

Une grande diversité des procédés a été mise au point et est utilisée dans le domaine 

de l’extraction solide- liquide de façon à obtenir un rendement en huile maximum  tout  en 

garantissant  un produit extrait de qualité dans un état chimique très proche de sa structure 

native [21]. La plupart des procédés d’extraction classiques utilisent des solvants organiques 

(tels que le méthanol, l’éthanol, l’hexane, l’acétone, etc.) ou l’eau et se réalisent, 

généralement, à pression atmosphérique [22]. Sous l’impulsion de réduire  l’utilisation de 

solvants organiques toxiques et en vue d’atteindre la meilleure qualité d'extrait, les plus hauts 

taux de rendement avec un procédé respectant le concept de la chimie verte [23], des 

technologies innovantes utilisant les fluides supercritiques tel que le CO2 sont développées. 

 Au voisinage du point critique, le pouvoir solvant du CO2 varie largement avec les 

changements de température et de pression. La séparation de l’huile et du CO2 est très facile 

et s’effectue par simple détente. De plus, ses propriétés de transport à l’état supercritique 

(diffusivité, viscosité …) assurent une pénétration plus profonde dans la matière végétale et 

donc une extraction efficace et rapide [22]. Dernièrement, l’extraction des HE par CO2 

supercritique a connu un engouement sans précédent vu le grand nombre de travaux publiés 

[24–29]. 

Toutefois, l’utilisation des HE est généralement entravée par leur faible solubilité 

dans l’eau, leur volatilité et leur sensibilité aux conditions environnementales (lumière, 

chaleur, oxygène) [30]. Hădărugă et al. ont rapporté que les HE sensibles à la chaleur et/ou 

l’oxydation peuvent être dégradées pendant la formulation, le transport et le stockage au point 

qu'elles deviennent inefficaces, voire néfastes avec la formation de dérivés toxiques [31]. 

Plusieurs exemples sont liés à cet aspect, citant la dégradation du safrole en métabolites 

cancérigènes [32], l'oxydation du pinène en dérivés oxydés nocifs [33], ou la dégradation du 

linalol ou du caryophyllène en dérivés oxygénés allergisants [34]. Le même comportement 

se produit avec les HV où l'oxydation peut générer des produits toxiques qui affectent les 

tissus biologiques. De plus, les acides gras insaturés présents dans les HV augmentent le 
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risque d'oxydation lipidique qui à son tour entraîne la production de radicaux libres ; des 

produits d'oxydation primaires tels que les hydro peroxydes lipidiques et des produits 

d'oxydation secondaires à savoir les hydrocarbures, les époxydes, les cétones et les 

aldéhydes ; qui ont un impact négatif sur le goût des HV [35,36]. Outre tout cela, la faible 

solubilité dans l’eau, la faible perméabilité et la faible biodisponibilité des HV dans les 

fluides et les tissus biologiques constituent d'autres facteurs qui limitent leur utilisation 

rationnelle [11].  

Dans le domaine pharmaceutique, la mise au point de nanovecteurs innovants basés 

sur le concept de l’encapsulation des substances bioactives est en plein essor.  A l’heure 

actuelle, les nanoparticules polymères (NP) ont suscité un intérêt grandissant par rapport aux 

autres systèmes d’encapsulation [37,38]. Différents avantages sont mis en avant comme la 

protection des huiles contre les facteurs environnementaux grâce à la présence d’une 

membrane polymérique entourant l’huile, une protection contre l’irritation de la peau et des 

tissus, une amélioration de la biodisponibilité, mais aussi un meilleur confort pour les patients 

(prises répétitives). Ainsi, les NP apparaissent comme une réponse à de nombreux problèmes 

posés par les HE et HV de nature lipophile pour améliorer la prise en charge des pathologies 

[11,39]. Les NP font appel aux polymères naturels et synthétiques. Par ailleurs, les polymères 

synthétiques sont plus avantageux en termes de pureté et de reproductibilité [40,41]. Parmi 

la variété des polymères synthétiques, Eudragit ® RS 100, un copolymère d'acrylate d'éthyle, 

de méthacrylate de méthyle et de méthacrylate de chlorotriméthylammonium éthylique avec 

4.5−6.8% de groupes ammonium quaternaire, a été largement utilisé dû au fait qu’il est 

biocompatible, non toxique, non irritant et fournit une libération contrôlée aux actifs 

encapsulés [42–45].  

Dans le contexte de la formulation des huiles extraites des plantes s’inscrit ce travail 

de thèse qui a été réalisé au niveau du Laboratoire de l’Ingénierie des Procédés de 

l'Environnement (Faculté de Génie des Procédés, Université Constantine 3) et du Laboratoire 

d’Automatique et de Génie des Procédés (Université Claude Bernard Lyon 1). Il porte 

principalement sur l’encapsulation des huiles extraites des plantes par CO2 supercritique dans 

des nanoparticules polymères pour des fins thérapeutiques. C’est dans cette perspective que 

nous nous sommes intéressés à étudier deux types d’huile, très connues pour leurs propriétés 

bioactives, et qui n’ont jamais été encapsulées dans des nanoparticules polymères d’Eudragit 
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® RS 100. Il s’agit de l’HE du costus, extraite des racines du costus indien (Saussurea lappa 

CB. Clarke) ; et l’HV du palmier dattier, extraite des noyaux de dattes (Phoenix dactilyfera 

L.).  

Le travail présenté dans ce manuscrit s’articule autour de quatre chapitres  

Le premier chapitre bibliographique est dédié aux généralités sur les huiles 

essentielles et végétales et leurs compositions y compris leur extraction par fluide 

supercritique. Nous décrirons ensuite les deux plantes utilisées dans ce travail. L’illustration 

des problèmes rencontrés lors de l’utilisation des huiles sous leur forme libre constituera la 

fin de cette partie.  

Le deuxième chapitre met en évidence l’intérêt des nanoparticules polymères en tant 

que vecteur d’huile pour une application thérapeutique. Nous présenterons les concepts 

fondamentaux de l’encapsulation en développant la technologie de la nanoprécipitation et les 

différents travaux de la littérature traitant ce procédé d’encapsulation. 

Quant à la partie expérimentale, elle comporte quatre sections regroupées dans le 

chapitre trois. La première section porte sur l’extraction des huiles par CO2 supercritique et 

leur analyse par chromatographie. Le second volet consiste en une étude paramétrique de la 

nanoprécipitation pour identifier et optimiser les différents paramètres influençant les 

propriétés colloïdales des nanoparticules à base d’Eudragit ® RS 100 telles que la taille des 

particules et leur charge de surface. La troisième section de cette partie expérimentale sera 

dédiée à l’encapsulation de l’huile des noyaux de dattes et celle de costus dans les 

nanoparticules optimisées ainsi que leur caractérisation. Tandis que la dernière partie sera 

consacrée à l’étude des effets thérapeutiques in vitro des huiles sous leurs formes libres et 

encapsulées.  

Dans le chapitre quatre tous les résultats seront présentés avec leur discussion. 

Enfin la conclusion générale fera le bilan du travail réalisé avec les perspectives 

futures. 
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CHAPITRE I 

GENERALITES SUR LES HUILES ESSENTIELLES ET VEGETALES ET LEUR 

EXTRACTION 

1.1. Introduction 

Les plantes s'imposent dans la nature par leur aspect, leur mystère et leur exubérance. 

Au fil des siècles, l’homme ne se limitait pas à consommer des plantes, ils s’en servait aussi  

pour se soigner [5,46]. Les plantes médicinales ont constitué le pilier de la médecine 

traditionnelle.  

La Pharmacopée Française (11ème édition) définit les plantes médicinales comme « 

des drogues végétales dont au moins une partie possède des propriétés médicamenteuses. 

Ces plantes médicinales peuvent aussi avoir des usages alimentaires, condimentaires ou 

hygiéniques»[47]. Pendant la dernière décennie, l’utilisation des plantes a connu un regain 

d’intérêt dans le monde pour leurs vertus médicinales [48], comme illustré dans la Figure 

1.1. 

  

Figure 1.1. Situation de la médecine traditionnelle dans le monde, selon l’OMS 2003.  

Les plantes médicinales nous procurent de nombreuses substances bioactives; parmi 

lesquelles les huiles essentielles et végétales ont suscité un grand intérêt [6–9]. En plus de 

leur utilisation médicinale, les huiles trouvent de nouvelles embauches dans plusieurs 

secteurs, principalement en agroalimentaire, en textile et font aussi l’objet d’une énorme 
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consommation en parfumerie et en cosmétique où elles sont appréciées pour leurs propriétés 

organoleptiques. Dans ce chapitre sont présentées : 

 Des généralités sur les huiles essentielles et végétales et leurs compositions 

chimiques. 

 Une description botanique des deux plantes étudiées « le palmier dattier » et 

« le costus indien » en spécifiant les composants majoritaires et minoritaires 

des deux matrices et de leurs huiles.  

 Le principe d’extraction par CO2 supercritique adopté dans cette étude ainsi 

que les problèmes qui entravent l’utilisation des huiles. 

1.2. Huiles végétales 

1.2.1. Définition 

Les huiles végétales (HV), également appelées huiles non essentielles ou huiles fixes, 

sont des matières grasses, non volatiles, onctueuses, épaisses, insolubles dans l’eau et 

solubles dans les solvants organiques.  Si les huiles essentielles (HE) sont extraites des 

plantes aromatiques, les HV, proviennent essentiellement de plantes oléagineuses (du latin « 

oleago » : « qui contient de l’huile ») [49]. Elles sont généralement extraites des graines (soja, 

sésame, tournesol etc.), ou moins souvent d'autres parties comme le péricarpe de certains 

fruits (olive, avocat etc.), par simple pressage et / ou procédé d'extraction au solvant [8]. Les 

HV se différencient des graisses par leur point de fusion. Les graisses sont plus ou moins 

solides à la température de 15°C, tandis que les huiles sont des corps gras liquides à cette 

température [50].  

1.2.2. Composition chimique 

Les HV sont composées d’une grande variété de constituants selon leur origine, leur 

type de culture et le mode et la période de récolte [51]. Elles sont composées de : 

A. Triglycérides 

Les triglycérides, autrement nommés triacylglycérols, représentent 95 à 98% du poids 

total de l'huile [8]. Les triglycérides résultent de l’estérification d'une molécule de trialcool 

(glycérol) avec trois molécules d'acides gras (R-COOH) (Fig.1.2).  

Les caractéristiques des HV dépendent de plusieurs paramètres, y compris ; la 

longueur et le degré d'insaturation de la chaîne carbonée des acides gras et la stéréochimie 

des doubles liaisons [52]. De plus, les variétés climatiques, agronomiques et culturales 
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peuvent engendrer une différence dans la composition en acides gras des triglycérides [8] 

(Fig.1.3). 

 

Figure I.2. Représentation schématique des monoglycérides, diglycérides et 

triglycérides. 

 

 

Figure 1.3. Composition moyenne en acide gras (%) de quelques huiles 

végétales. 
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B. Composants minoritaires 

Outre les triglycérides, les HV contiennent également divers composants minoritaires 

(moins de 5%) présentant des propriétés biologiques et des valeurs nutritionnelles cruciales 

[8]. Ces composants comprennent deux groupes les glycérolipides comme les mono- et 

diglycérides et les phospholipides et les non glycérolipides tels que les tocols, les stérols, les 

acides gras libres, les pigments, les vitamines, les composés phénoliques, les protéines, l’eau, 

etc. (Fig.4) [53]. 
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Figure 1.4. Composants minoritaires des huiles végétales. 
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1.3. Huile végétale des noyaux de dattes 

La datte, le fruit du palmier dattier, a toujours été considérée depuis les temps 

immémoriaux un élément important de l’alimentation tant pour les humains que pour les 

animaux due à sa valeur nutritive et énergétique inégalable. En plus de sa consommation 

directe, la datte est utilisée comme matière première en industrie alimentaire (la pâte de dattes 

[54], la farine de dattes [55], les jus [56], les sirops [57], la confiserie [58], le vinaigre [59], 

l’alcool [60], etc.). Les bénéfices attendus par la consommation des dattes sont largement 

documentés [61–64].  

Les noyaux de dattes sont des sous-produits (déchets) issus de plusieurs procédés de 

transformation de dattes. Actuellement, ils sont devenus un problème environnemental 

majeur pour les zones de production et de transformation. En effet, des tonnes de noyaux de 

dattes sont quotidiennement jetées comme matière indésirable ou utilisées principalement 

pour l'alimentation des bovins, des moutons et des chameaux [65]. La littérature fait état de 

plusieurs travaux consacrés à la recherche de solutions à ce problème et à valoriser ces sous-

produits [66–68]. 

1.3.1. Généralités sur le palmier dattier  

Le palmier dattier est connu, depuis des décennies, comme le pilier des écosystèmes 

oasiens. Il permet de protéger contre le rayonnement solaire et de limiter les dégâts 

d’ensablement dans ces zones désertiques. Le nom systématique du dattier, Phoenix 

dactylifera L., provient du mot « phoenix » qui indique dattier chez les phéniciens, et « 

dactylifera » qui dérive du terme « dactulos » signifiant un doigt chez les grecs,  allusion faite 

à la forme du fruit [69]. Le palmier dattier est une plante dioïque, monocotylédone, 

arborescente, cultivée dans les régions arides et semi-arides et retrouvée entre 10° et 39° 

d'altitude nord [70]. La classification systématique du palmier dattier est comme suit : 

 Règne : Plantae 

 Division : Magnoliophyta 

 Classe : Liliopsida 

 Ordre : Arecales 

 Famille : Arecaceae 

 Genre : Phoenix 

 Espèce : Phoenix dactylifera L. 
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Le genre Phoenix comporte près de douze espèces dont l’espèce Phoenix dactylifera 

constitue le véritable palmier dattier. Les fruits « dattes » font l’objet d’un commerce 

international important [71]. 

1.3.2. Répartition géographique du palmier dattier et production des dattes dans le 

monde 

La datte se place au 5e rang des fruits les plus cultivés dans les régions arides et semi-

arides, après les agrumes, la mangue, la banane et l’ananas (Fig.1.5).  

 

Figure 1.5. Répartition géographique du palmier dattier. 

La production mondiale de dattes varie autour de 7 millions de tonnes par année [72]. 

Concentrée à 90% au Moyen-Orient et en Afrique du Nord. Les principaux pays producteurs 

sont l’Égypte, l’Iran, l’Arabie saoudite, l’Algérie et le Pakistan (Fig.1.6)[73]. Aux Etats-Unis 

d’Amérique, la culture du palmier n'a débuté que vers les années 1900 avec l’importation des 

variétés irakiennes. En Europe, l’Espagne est l’unique pays producteur des dattes 

principalement dans la célèbre palmeraie d’Elche [73]. 
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a.  

 
 

b.  

 

 
 

Figure 1.6. Production mondiale des dattes en tonnes (a) et en pourcentage (b) en 2015. 

 

1.3.3. Morphologie du palmier dattier  

Le dattier est généralement un palmier de grande taille d’une hauteur d’environ 20 à 

30 m, au tronc cylindrique autrement appelé stipe ou tige, portant une couronne de feuilles 

(palmes) pennées, finement divisées de 4 à 7 m de longueur. Les fleurs mâles et femelles sont 

portées par des palmiers différents, d’où la caractéristique de l’espèce dioïque [69]. Les fruits 

sont appelés dattes et sont groupés en régimes (Fig.1.7).  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Dio%C3%AFque
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Figure 1.7. Présentation morphologique du palmier dattier. 

La datte est une baie généralement de forme allongée, oblongue ou arrondie, d’un 

poids variable (2 à 8 g) et d’une taille de 2 à 8 cm de longueur selon les variétés. La couleur 

de la datte dépend des cultivars et du stade de maturation. Elle varie du blanc jaunâtre au noir 

en passant par les couleurs ambres, rouges et brunes [71]. La baie comporte deux parties :  

a. Une partie comestible dite pulpe ou chair, composée d'un mésocarpe charnu, de 

consistance variable selon sa teneur en sucre, protégé par une enveloppe cellulosique 

fine, appelée épicarpe. L'endocarpe de teinte plus clair et de texture fibreuse se 

présente sous la forme d'une membrane très fine entourant le noyau [74] (Fig.1.7). 

b. Une partie non comestible ayant une consistance dure appelée noyau ou gaine. Le 

noyau de dattes est de forme allongée représentant 10 à 15% du poids total des dattes 

[70]. Il est constitué d’un embryon dorsal, d’un sillon ventral et d’un albumen corné 

d’une consistance dure et protégé par un tégument [69] (Fig.1.8). 

 

Figure 1.8. Présentation morphologique d’un noyau de datte (El-Khadem et al.)i. 

i ELkhadem B, Rekia M. Valorisation des noyaux de dattes par production de bioénergie dans la région 

d’Adrar. Mémoire de Master, Université d’Adrar, 2019; pp.13. 
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1.3.4. Composition chimique des noyaux de dattes 

Les travaux de recherche menés sur la composition des noyaux de différentes variétés 

de dattes cultivées dans différents pays ont démontré la présence des protéines, des lipides, 

des carbohydrates, des sucres, des minéraux, des flavonoïdes, des acides phénoliques et de 

l’eau à différentes concentrations tout dépend de l'origine et la saison de culture (Tableau 

1.1).   

Tableau 1.1. Différents composés identifiés dans différentes variétés des noyaux de dattes. 

Cultivar Variété des noyaux de dattes Contenance Réf. 

                                                                                  Protéine 

Iran -Mazafati Bam, Mazafati Jiroft et Kalutah 4.44-5.07a [75] 

 5.21-8.62 a [76] 

Arabie 

Saoudite 

-Soukari 8.84-14.09 a [77] 

-Barhi, Khulas, Monaif, Rozaiz, Soukari, Soulage et Soughi 3.71-5.47 a [78] 

 

Tunisie 

-Deglet Nour et Allig 5.17-5.56b [79] 

-Deglet Nour, Allig, Kentichi, Bejo, Zehdi et Baydh El 

Hamam  

2070-3870b [80] 

 

Maroc 

-Boufgous, Bousthammi et Majhoul 4300-6100 b [81] 

-Deglet Noor, Khadrawy, Medjool et Zahidi 4440-5490 b [82] 

-Arechti et Korkobbi 5.3-5.84 a [83] 

                                                                                   Huile 

Arabie 

Saoudite 

-Soukari 8.6-9.8 a [77] 

-Barhi, Khulas, Monaif, Rozaiz, Soukari, Soulage et Soughi 5.05-7.95 a [78] 

                                                                                  Sucre 

Maroc -Boufgous, Bousthammi et Majhoul 8700-9500 b [81] 

-Deglet Noor, Khadrawy, Medjool et Zahidi 4500-6960 b [82] 

Arabie 

Saoudite

  

-Barhi, Khulas, Monaif, Rozaiz, Soukari, Soulage, et 

Soughi 

Glu: 313-359 b; Fru: 340-393 

b; Raf: 285-328 b; Stach: 335-

384 b; Suc: 306-354 b 

[78] 

 

Tunisie 

-Arechti, Korkobbi 4.43-5.33 a [83] 

-Lemsi, Amari, Hammouri, Korkobi, Matata, Halwaya, 

Rochdi, Deglet Nour, Baht, Bouhattam, Eguiwa et Khadhouri 

1.21-3.81 a [84] 

-Deglet Nour, Allig, Kentichi, Bejo, Zehdi et Baydh El 

Hamam  

86540-86660 b [80] 

                                                                                Lipide  

Maroc -Boufgous, Bousthammi et Majhoul 5700-6900 b [81] 

-Deglet Noor, Khadrawy, Medjool et Zahidi 9320-10190 b [82] 

Tunisie -Deglet Nour et Allig 10.19-12.6 b [79] 

-Lemsi, Amari, Hammouri, Korkobi, Matata, Halwaya, 

Rochdi, Deglet Nour, Baht, Bouhattam, Eguiwa et Khadhouri 

4.88-7.84 a [84] 

-Arechti and Korkobbi 8.93-9.02 a [83] 

-Deglet Nour, Allig, Kentichi, Bejo, Zehdi et Baydh El 

Hamam  

870-3810 b [80] 

                                                                          Eau  

Iran -Mazafati Bam, Mazafati Jiroft et Kalutah 1.66-2.33 a [75] 

-Mazafati Bam, Mazafati Jiroft, Kalutah 9.72-16.28 a [76] 

-Soukari 3.58-7.04 a [77] 
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Arabie 

Saoudite 

-Barhi, Khulas, Monaif, Rozaiz, Soukari, Soulage and 

Soughi 

7.87-9.01 a [78] 

Maroc -Boufgous, Bousthammi, Majhoul 3580-7040 b [81] 

-Deglet Noor, Khadrawy, Medjool, Zahidi 4.9-6.36 a [82] 

Tunisie -Lemsi, Amari, Hammouri, Korkobi, Matata, Halwaya, 

Rochdi, Deglet Nour, Baht, Bouhattam, Eguiwa, Khadhouri 

73.83-82.37 a [84] 

                                                                                     Acide phénolique  

Maroc -Jihel et Majhoul Caf: 59.76-92.37 b ; Chl: 6.07-

11.82b ; Cou: 109.87-141.72b ; 

Féru: 8.42-14.31 b ; Gal: 8.54-

12.38 b ; Syr: 0.27-0.81b ; Van: 

8.92-11.31 b  

[85] 

-Boufgous, Bousthammi et Majhoul 2690-5340 b [81] 

Arabie 

Saoudite 

-Soukari 525.35-595.83 b   [77] 

Emirates -Abu Maan, Fard, Khalas, Ajwa, Mabroom, Lulu et Khodari 4.65-7.8 b [76] 

Tunisie -Lemsi, Amari, Hammouri, Korkobi, Matata, Halwaya, 

Rochdi, Deglet Nour, Baht, Bouhattam, Eguiwa et Khadhouri 

5130-9530 b [84] 

-Arechti et Korkobbi 4.21-4.43 b [83] 

-Deglet Nour, Allig et Bejo Gal: 0.43-0.84 a, Van: 8.86-20.85 

a Caf: 0.52-1.72 a, Syr: 0.8-2.15 a 

Cou :51.93-59.96 a, Féru: 5.31-

17.27 a  

Sin : 3.59-8.13 a, Cin : 2.9-6.8 a 

[86] 

Iran -Kabkab, Rabbi, Zahedi et Mazafati 241-280 b [87] 

Lybie 

Maroc 

Algérie 

Soudan 

Pakistan 

-Adwi, Taleese et Tasfert 

-Adwi, Allig, Boufgous et Majhoul 

-Deglet Nour et Ghars 

-Barakawi et Gondeila  

-Dhakki et Dora 

Gal: 2.56- 6.91 c,  

Syr: 1.28- 4.86 c,  

Pro: 0.031-0.089 c, 

Caf: 1.18- 3.43 c 

[88] 

                                                                                         Carbohydrate  

Emirates -Abu Maan, Fard, Khalas, Ajwa, Mabroom, Lulu et Khodari  2.1-4.8 a [76] 

Tunisie -Deglet Nour et Allig 81-83.1 b [79] 

                                                                                             Minéraux  

Iran -Mazafati Bam, Mazafati Jiroft et Kalutah Na : 25- 29.667 c, K: 0.47-0.6 c, 

Ca : 25-29.66 c, Fe : 42.9- 
106.66 c, Zn : 6.23- 153.33 c,  

Cu : 25.14- 29.64 c,  

P : 0.06-0.08 c, Mn :4.5-7.9 c 

[75] 

 -Barhi, Khulas, Monaif, Rozaiz, Soukari, Soulage et Soughi B: 5.2-6.2 c, Ca: 264-688 c, Cr: 

1.27-2.19 c, Fe: 24.8-37.7 c, K: 

3285-4212 c, Mg: 738-893 c, 

Mn: 3.37-7.79 c, Ni: 0.8-1.6 c, 

P :2101-3063 c, Zn : 8.48-

14.18 c 

[78] 

Maroc -Boufgous, Bousthammi et Majhoul K : 2967.12-4153.30 c, Na : 

108.06-319.42 c, Mg: 615.30-

827.62 c, Ca : 394.97-626.71 c, 

Fe : 27.76-70.30 c, Cu : 4.83-

8.36 c, Mn : 5.51-10.99 c,  

Zn : 8.77-14.79 c 

[76] 
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Tunisie -Deglet Nour et Allig K: 229-293 b, Na: 10.25-10.40 

b, Mg: 51.7-58.4 b, Ca: 28.9-

38.8 b, Fe: 2.21-2.30 b 

[79] 

-Lemsi, Amari, Hammouri, Korkobi, Matata, Halwaya, 

Rochdi, Deglet Nour, Baht, Bouhattam, Eguiwa et Khadhouri 

Na: 10.61-16.7 b, P: 68.33-124 

b, K: 201-290 b 

[84] 

-Arechti et Korkobbi Na: 43.6-45.8 b, K: 322-391 b, 

Ca: 30.4-47.8 b, Fe: 5.05-8.40 b, 

Cu: 1.52-2.31 b, Mg: 74.6-93.2 

b, Mn: 0.47-0.85b  

[83] 

-Deglet Nour, Allig, Kentichi, Bejo, Zehdi et Baydh El 

Hamam  

K: 70.81-100.53 b, Na: 3.67-

22.14 b, Ca: 119.54-215.36 b, P: 

58.13-68.18 b, Zn: 0.48-1.02 b 

Fe: 1.07-2.57 b 

[80] 

                                                                                  Flavonoïdes  

Maroc -Jihel et Majhoul Lutéoline : 9.17-13.24 b   

Quercétine : 23.71-34.06 b   

Rutoside : 71.74-86.32 b 

[85] 

-Boufgous, Bousthammi et Majhoul 1220-1840 b (27) 

Emirates -Abu Maan, Fard, Khalas, Ajwa, Mabroom, Lulu et Khodari 1.6-4.54 b [76] 

Tunisie -Lemsi, Amari, Hammouri, Korkobi, Matata, Halwaya, 

Rochdi, Deglet Nour, Baht, Bouhattam, Eguiwa et Khadhouri 

1430-3830 b [84] 

 -Arechti et Korkobbi 2.92-3.31 b [83] 

 -Deglet Nour, Allig et Bejo Rutoside: 0.4-0.84 a 

Catéchine: 0.64-3.62 a 

[86] 

Lybie 

Maroc 

Algérie 

Soudan 

Pakistan 

-Adwi, Taleese et Tasfert 

-Adwi, Allig, Boufgous et Majhoul 

-Deglet Nour et Ghars 

-Barakawi et Gondeila  

-Dhakki et Dora 

Rutoside: 0.89- 1.23 c 

Catéchine: 2.86- 7.23 c 

[88] 

a pourcentage ; b mg/100g poids sec ; c mg/kg poids sec ; Glu: glucose; Fru: fructose; Raf: raffinose; Stach: 

stachyose; Suc: sucrose ; Caf: acide caféique; Chl: acide chlorogénique; Cou: acide p-coumarique; Féru : acide 

férulique ; Gal : acide gallique ; Syr : acide syringique ; Van :acide vanillique ; Pro : acide protocatéchique ; 

Sin : acide sinapique ; Cin : acide cinnamique ; Na : sodium, K: potassium, Ca : calcium, Fe : Fer, Zn : zinc, 

Cu : cuivre, P : phosphore, Mn :  manganèse ;  B: bore ; Cr: chrome ; Mg: magnésium ; Ni: nickel. 

 

En plus de ces constituants, l’huile contenue dans les noyaux de dattes (5-10%) est 

largement étudiée dans la littérature pour ses effets précieux dans différents domaines 

[77,78]. Actuellement, de nombreuses études ont mis en valeur le contenu huileux des sous-

produits de dattes à travers l’extraction de l’huile et l’étude de sa composition [89–92]. 

1.3.5. Composition chimique de l’huile des noyaux de dattes 

a. Composition en acides gras 

La composition en acide gras de l'huile des noyaux de dattes est illustrée dans le 

Tableau 1.2.  
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Tableau 1.2. Composition en acide gras de l’huile des noyaux de dattes issues de différentes variétés. 

 Besbes et 

al. (2004) 

[79]  

Basuny et 

al. (2011) 

[93] 

Akbari et 

al. (2012) 

[94] 

Boukouada 

et al. (2014) 

[95] 

Soliman et 

al. (2015) 

[96] 

Dehdivan et 

al. (2017)  

[97] 

Bouhlali et 

al. (2017) 

[81]  

Laghouiter et 

al. (2018)  

[98] 

Nehdi et al. 

(2018)  

[92] 

Al-juhaimi  

et al. (2018) 

[88] 

Olowokere 

 et al. (2019) 

[89] 

Tafti et al. 

(2019) 

[75] 

Raza et al. 

(2019) 

[99] 

      Composition en acides gras saturés (%)      

C8 :0 - - - - - - - - 0.00-0.25 - - 0.1-1.2 - 

C10 :0 0.07-0.80 0.25 0.47-0.50 0-4.3 - 0.2-0.5 - - 0.00-0.32 - 11.19 0.2-0.5 0.48-0.55 

C12 :0 5.81-17.8 35.31 25.6-30.8 22.1-28.5 8.67-24.17 14-15.8 16.74-20.34 6.63-25.36 - 9.7-24.6 24.37 14-15.8 25.7-30.8 

C13 :0 - - - - - - - - 0.14-18.67 - - - - 

C14 :0 3.12-9.84 0.04 13.3-16.9 10.7-11.4 7.01-15.43 10.6-10.9 10.23-12.28 9.30-19.33 0.86-12.31 5.47-12.8 - 10.6-10.8 6.9-16.7 

C16 :0 10.9-15.0 12.58 11.9-13.1 8.7-9.6 4.82-18.09 10.8-11.8 9.82-10.91 9.63-17.59 9.49-38.08 8.6-11.24 - 10.8-11.8 11.9-13.1 

C17 :0  - - - - - 0.01-0.04 0.08-0.86 0.02-0.11 - - - - 

C18 :0 3.00-5.67 3.301 1.8-2.3 1.9-3.4 1.22-7.86 - 2.86-3.73 0.77-3.18 2.44-4.72 1.3-4.9 49.40 3-3.4 1.8-2.3 

C20 :0 - 0.02 - 0-0.4 0-0.08 - 0.43-0.52 0.10-0.50 0.25-0.49 - 7.69 0.2-0.4 - 

C22 :0 - - - - 0-0.15 - 0.21-0.27 - 0.06-0.36 - 5.58 0-0.1 - 

C23 :0 - - - - - - 0.21-0.27 - 0.00-0.09 - - - - 

C24 :0 - - - - - - 0.15-0.21 - 0.07-0.19 - - - - 

C26 :0 - - - - - - - - 0.00-0.06 - - - - 

      Composition en acides gras monoinsaturés (%)     

C14 :1 0.04-0.09 - - - - 0.01-0.07 - - - - - - - 

C16 :1 0.11-1.52 - nd - 0.2-0.4 0.05-0.09 - 0.09-1.66 0.02-0.07 - - 0.2-0.4 Nd 

C18 :1 41.3-47.7 39.50 31.5-37.6 39.2-46.5 - 48.1-50.5 44.92-48.38 37.83-52.53 45.10-50.76 39.7-48.6 - 48.1-50.5 31.5-37.6 

C20 :1 - - Nd - 0.2-0.4 - - - 0.17-0.52 - - 0.2-0.4 Nd 

      Composition en acides gras polyinsaturés (%)     

C18 :2 12.2-21.0 8.20 4.4-7.0 6.1-6.9 7.7-8.2 - 8.30-9.02 5.71-10.44 7.41-12.79 6.2-19.8 - 7.7-8.2 4.4-6.9 

C18 :3 1.68-0.81 0.81 nd 0-0.3 0.4-0.7 - 0.09-0.21 0.1-0.41 0.01-0.25 0.3-2.3 - 0.4-0.7 Nd 

C8 :0, acide caprylique ; C10 :0, acide caprique ; C12 :0, acide laurique ; C13 :0, acide tridécylique ; C14 :0, acide myristique ; C16 :0, acide palmitique ; C17 :0, acide margarique ; C18 

:0, acide stéarique ; C20 :0, acide arachidique ; C22 :0, acide béhénique ; C23 :0, acide tricosylique; C24 :0, acide lignocérique ; C26 :0, acide cérotique ; C14 :1, acide myristoléique ; 

C16 :1, acide palmitoléique ; C18 :1 , acide oléique ; C20 :1, acide gadoléique ; C18 :2, acide linoléique ; C18 :3, acide linolénique. nd : non-détecté ; Tiret (-) : non-testé.                               

Variétés du Phoenix dactylifera L. utilisées dans les travaux reportés dans le Tableau: Cultivar Algérien : Degla-Baïdha et Tafezouine [95] Ghars, Tafzouine, Azerza, Aoucht, Adela, 

Dagla, Timjhourt, Bint Qbala et Sboe Lossif [98] Deglet Nour et Ghars [88]. Cultivar Tunisien : Deglet Nour et Allig [79]. Cultivar Arabie Saoudite : Khalas [93], Khalas, Barhy, 

Kadary, Segae, Succary et Sallag [96] Barhi, Khalas, Manifi, Rezeiz, Sulaj et Sukkari [92]. Cultivar Iranien : Kabkab, Shekar et Shahabi [94]Mazafati Bam, Mazafati Jiroft et Kalutah 

[97] Mazafati Bam, Mazafati Jiroft et Kalutah [75]. Cultivar Marocain : Bousthammi, Majhoul et Boufgous [81] ; Adwi, Allig, Boufgous, Majhoul [88]. Cultivar Libyen : Adwi, Taleese 

et Tasfert [88].  Cultivar  Soudanais : Barakawi et Gondeila [88].  Cultivar  Pakistanais : Dhakki et Dora [88], Karblain, Halawi et Ajwa [99]. Cultivar Nigérien : Marmara [89]
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L’analyse des acides gras de différentes variétés de noyaux de dattes a montré la 

présence de cinq acides gras majoritaires, mais en quantités variables  (l’acide oléique, 

l’acide linoléique, l’acide palmitique, l’acide myristique et l’acide laurique) 

[75,88,94,95,99]. Certains acides gras sont détectés en quantités faibles, notamment les 

acides caprylique, caprique, tridécylique, margarique, stéarique, arachidique, béhénique, 

tricosylique, lignocérique, cérotique, myristoléique, palmitoléique, trans-vaccénique, 

gadoléique et linolénique. L'huile des noyaux de datte est une source d'acides gras saturés, 

monoinsaturés et polyinsaturés.  

La composition en acides gras peut changer en fonction de la variété et du stade de 

maturation, ainsi que de la méthode d'extraction [100]. Différentes études ont rapporté que 

les acides gras insaturés et saturés majoritaires de l’HV des noyaux de dattes de différents 

cultivars iranien, algérien, tunisien et saoudien sont respectivement les acides oléique et 

laurique [94–97]. Olowokere et al. ont rapporté que  le composant majoritaire dans la variété 

nigérienne (Marmara) est l’acide stérique (49.40%) suivi par l’acide laurique (24.37%)[89]. 

L’étude effectuée par Besbes et al. a révélé que les dattes tunisiennes (variétés Deglet Nour 

et Allig) sont plus riches en acides gras insaturés que des saturés [79].  

Basuny et al. ont comparé le profil des acides gras des noyaux de dattes de la variété 

khalas avec l’huile commerciale de palmiste [93]. Ils ont constaté des taux élevés en acides 

oléique et linoléique par rapport à l’huile de palmiste. Les teneurs en acides oléique et 

linoléique sont de 39.5 et 8.2% pour la variété khalas ; et de 26.25 et 2.57% pour l’huile 

commerciale, respectivement. 

b. Composition en stérols 

Les stérols, encore appelés les phytostérols, représentent avec les tocols la plus grande 

partie insaponifiable des HV. Leur structure moléculaire présente de fortes analogies avec le 

cholestérol animal [101]. Le taux des phytostérols dans les HV est couramment utilisé pour 

déterminer la qualité d'huile [102]. La littérature a rapporté que les principaux stérols présents 

dans l’huile des noyaux de dattes sont le β-sitostérol, le campestérol et le ∆5-avénastérol 

(Tableau 1.3).  
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Tableau 1.3. Composition en constituants minoritaires de l’huile des noyaux de dattes issues 

de différentes variétés. 

Constituant Contenance Composition Réf. 

 

 

 

Stérol  

 

470 – 845a Cholestérol [98] 

541 - 788 a - [103] 

8.3-11.7 a Cholestérol [91] 

336 a 

 

β -sitostérol (76%), campestérol (8.89%), Δ5-avenestérol 

(8.79%), Δ5,24-stigmastadiénol (2.73%), Δ7-avenastérol 

(1.18%), stigmastérol (1.09%), Δ7-stigmasténol (0.79%), 

cholestérol (0.42%) 

[104] 

300–350 a β -sitostérol (80%), campestérol (10%), Δ5-avenastérol (4.5%), 

stigmastérol (2.42%), cholestérol (0.96%), Δ5,24-

stigmastadiénol (0.41%) 

[79] 

38.10 a β -sitostérol (66%), campestérol (22%), stigmasterol (9%), 

brassicaesterol (3%) 

[93] 

 

 

 

 

 

 

 

Tocophérol et 

Tocotriénol  

 

 

32 - 74 a  α-tocophérol (15.57–74.1%), β+γ tocophérol (25.12–56.01%), 

δ-tocophérol (0-28.41%) 

[98] 

54.65 a α -tocophérol (1.85%), β -tocophérol (1.7%), γ-tocophérol 

(17.72%), α-tocotriénol (63.28%), γ-tocotriénol (11.84%), δ -

tocotriénol (3.60%)  

[88] 

 

0.053–0.143 a  

 

α--tocophérol (51.02%), (β+γ)-tocophérol (30.61%),  

δ-tocophérol (12.24%) 

[95] 

1.01–1.86 a 

 

α -tocophérol (52.54%), α-tocophéryl acetate (27.68%),  

γ -tocophérol (19.76%) 

 [105] 

24.97–42.08 a α -tocophérol (38.8%), γ -tocophérol (5.4%), δ-tocophérol 

(2.4%)  

[79] 

51.54 a  

 

α -tocophérol (0.6%), δ-tocophérol (1%), β-tocophérol (0.9%),  

γ -tocophérol (10.3%), α-tocotriénol (66%), γ-tocotriénol (4.6%) 

[104] 

70.75 a 

 

α -tocophérol (17.52%), β-tocophérol (2.42%), δ-tocophérol 

(0.9%), α-tocotriénol (30.19%), γ -tocophérol (23.61%), γ-

tocotriénol (19.07%), δ-tocotriénol (5.89%) 

 [92] 

 

2.43 a α -tocophérol [93] 

Acides 

phénoliques 

 

312-347 a - [91] 

64-127 a - [95] 

22.03–52.08 a 

 

Hydroxytyrosol (10.21%), acide protocatéchique (9.62%), 

tyrosol (8.10%), acide caféique (4.95%), acide gallique 

(4.11%), acide p-coumarique (0.26%), oleuropéine (0.18%) 

[106] 

79 - 177 a - [107] 

319 a - [93] 

Caroténoïde 

 

10.4-12.8 b - [91] 

Flavanoïde  0.626 a Rutoside (17%), catéchine (83%) [88] 

41-52 a - [91] 

Minéraux  48.69 a K (64.7%), Na (10.2%), Mg (0.04%), Ca (25.1%), Fe (0.05%)  [96] 

Chlorophylle  0.21-0.25 b - [91] 

0.10 b - [104] 

   (-) : Non-déterminé ; a  mg/100g d’huile ; b mg/kg d’huile. 
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D'autres stérols mineurs sont aussi présents dans l’huile des noyaux de dattes comme 

le cholestérol, le stigmastérol, le ∆5,24-stigmastadiénol, le ∆7-avénastérol et le ∆7 

stigmasténol [79,93,104].  

Les stérols remplissent plusieurs fonctions d'un point de vue biologique, telle que 

l’activité anticholestérol. Par leur structure comparable au cholestérol, ils réduisent entre 

autres l’absorption du cholestérol dans les intestins. Tapiero et ses collaborateurs ont montré 

que les stérols des HV réduisaient le taux du cholestérol total dans le sang, en particulier le 

« mauvais cholestérol » en inhibant son absorption dans l'intestin [108]. 

c. Composition en tocophérols et tocotriénols 

Les HV contiennent aussi des traces de tocols (tocophérols et tocotriénols), 

communément appelés vitamine E. Des recherches récentes ont caractérisé les profils de la 

famille des tocols dans l’extrait des noyaux de dattes (Tableau 1.3). Différentes formes de 

tocols (α-, β-, γ- et δ-tocophérols et α-, β-, γ- et δ-tocotriénols) sont constatées. La 

prédominance d'un tocol ou d'un autre dépend de l'origine de l'huile. Alpha-tocophérol et α-

tocotriénol sont les principaux tocols présents dans la majorité des cultivars testés 

[88,92,105]. Dans d’autres études réalisées sur d’autres variétés de noyaux de dattes, γ-

tocophérol et α-tocotriénol sont trouvés comme tocols majoritaires [88,104]. Les tocols 

présentent différentes activités biologiques telles que des activités neuroprotectrices, 

anticancéreuses, cardioprotectrices, immunostimulantes, antidiabétiques, hépatoprotectrices 

et néphroprotectrices [109].  

d. Composition en polyphénols 

L'activité antioxydante de l’huile des noyaux de dattes est due principalement à la 

présence des phénols et des flavonoïdes. La teneur de ces deux constituants dans l’huile des 

noyaux de dattes est largement examinée (Tableau 1.3). L’étude menée sur la variété 

tunisienne Kentichi a révélé la présence des flavonoïdes dans les limites 41-52 mg/100g 

d’huile [91].  De plus, Besbes et al. ont constaté la présence de huit composés phénoliques à 

des taux compris entre 22.03 et 52.08 mg/100g d’huile dans les variétés tunisienne (Deglet 

Nour et Allig) [106]. Besbes et al. ont mené une autre étude sur la stabilité des mêmes huiles, 

les résultats ont montré que la stabilité élevée de l'huile de Deglet Nour est liée au taux élevé 

en composés phénoliques comparativement à l’huile de Allig [110].  
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e. Autres composants 

Les résultats des travaux antérieurs résumés dans le Tableau 1.3 montre que l’huile 

des noyaux de dattes peut contenir d’autres produits minoritaires. L’études menée par Herch 

et al. sur la variété tunisienne kentichi a révélé la présence des caroténoïdes à raison de 10.4 

à 12.8 (mg/kg d’huile) [91]. Une autre étude élaborée par Soliman et al. a montré que les 

huiles des noyaux de dattes issues de six cultivars saoudiens (Khalas, Barhy, Kadary, Segae, 

Succary et Sallag) contiennent des minéraux (48.69 mg/100g d’huile) dont le potassium est 

l’élément majoritaire (64.7%), suivi par le calcium (25.1%) puis le sodium (10.2%)[96]. 

1.3.6. Utilisation de l’huile des noyaux de dattes 

L'huile des noyaux de dattes est largement utilisée dans le domaine agro-alimentaire, 

médicinal et industriel, comme le montre le Tableau 1.4. 

 

Tableau 1.4. Différentes utilisations de l’huile des noyaux de dattes. 

Variété Région Activité/Utilisation Caractéristique Réf. 

                                     Utilisation culinaire  

Tunisienne  

Deglet-Nour Degach Huile de friture 

Huile de cuisson 

Temps d'induction de l’oxydation très élevé. 

Stable à la chaleur pour une longue durée. 

[111] 

Allig 

Saoudienne    

Khalas Al-Hasa Production de la 

mayonnaise 

Acceptabilité (goût, odeur, couleur et texture). [93] 

Algérienne    

Kentichi ns Production de la 

margarine 

Acceptabilité (couleur, texture et brillance) 

 

[112] 

                                    Utilisation médicinale  

Tunisienne  

Deglet nour Degach Chimiopréventive Augmentation de l’activité des enzymes 

antioxydants endogènes : CAT, SOD et GPx 

[113] 

Photoprotectrice Diminution de l’expression de la protéine p53 [114] 

 Diminution de peroxydation lipidique des 

spermatozoïdes 

[115] 

Algérienne  

Kentichi ns Antioxydante 

Antibactérienne 

Crème : PH=6.33 ; PE=14.78cm2  [66] 

Deglet-Nour Ouargla Antioxydante CI50 (DPPH)= 210 a [95] 

Ghars Ouargla Antioxydante CI50 (DPPH)= 140 a [95] 

Ghardaia CI50 (DPPH)= 46.97 a [98] 

Degla-Baïdha Ouargla Antioxydante CI50 (DPPH)= 170 a [95] 

Tamdjouhert Ouargla Antioxydante CI50 (DPPH)= 290 a [95] 

Ghardaia CI50 (DPPH)= 47.97 a [98] 

Tafezouine Ouargla Antioxydante CI50 (DPPH)= 330 a [95] 

Ghardaia CI50 (DPPH)= 59.21 a [98] 
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Azerza  Ghardaia Antioxydante CI50 (DPPH)= 77.58 a [98] 

Aoucht  Ghardaia Antioxydante CI50 (DPPH)= 53.95 a   [98] 

Adela  Ghardaia Antioxydante CI50 (DPPH)= 64.10 a   [98] 

Bint Qbala  Ghardaia Antioxydante CI50 (DPPH)= 56.82 a   [98] 

Sboe Lossif  Ghardaia Antioxydante CI50(DPPH)= 46.42 a [98] 

                                 Utilisation industrielle  

Emiratie    

Khalas ns Production du 

biodiesel 

Biodiesel conforme aux normes [116] 

Pakistanaise    

Zahidi ns Production du 

biodiesel 

Biodiesel conforme aux normes [117] 

Basra ns 

Khazravi ns 

Irakienne    

ns ns Synthèse du poly (3-

hydroxybutyrate) 

Structure moléculaire et propriétés thermiques 

similaires au poly (3-hydroxybutyrate) standard. 

[118] 

Algérienne    

Deglet Nour Tolga Anticorrosive Diminution de la dégradation de l’acier. [119] 

Kentichi 
a mg/ml ; DPPH : 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle ; CI50 : Concentration de l’échantillon testé nécessaire pour 

réduire 50 % des radicaux libres; SOD : superoxide dismutase ; CAT : catalase ; GPx : glutathione peroxidase ; 

PE : Pouvoir d’étalement ; ns : non spécifié. 

 

a. Utilisation en agro-alimentaire 

L'huile des noyaux de dattes présente une composition chimique et des 

caractéristiques physico-chimiques précieuses pour son utilisation culinaire (huile de friture, 

de cuisson ou d’assaisonnement, voire même alternative à l'oléine de palme) [92].  Ceci est 

lié à la présence de nombreux antioxydants naturels (composés phénoliques, tocols, etc.) qui 

la rendent très stable face aux rancissements oxydatifs [104] et aux traitements thermiques 

[111]. En effet, Besbes et al. ont remarqué que les huiles extraites de Deglet Nour et Allig 

peuvent être utilisées comme huile de friture et de cuisson due à leur résistance à la chaleur 

et leur grande stabilité à l'oxydation [111]. De plus, l’huile des noyaux de dattes peut être 

utilisée pour la production de la margarine en raison de la présence de caroténoïdes qui 

confèrent une couleur jaunâtre du beure sans ajout de colorants synthétiques [104]. Basuny 

et Al-Marzooq ont préparé une mayonnaise à base d’huile des noyaux de dattes saoudienne 

(khalas) et ont trouvé qu’elle était supérieure en termes de caractéristiques sensorielles par 

rapport à la mayonnaise commerciale préparée à base d’huile de maïs [93].   
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b. Utilisation en médecine 

Suite à son large spectre d'absorbance des rayons UV, l'huile des noyaux de dattes 

peut protéger la peau contre les rayons UV-A et UV-B, qui sont responsables de la plupart 

des dommages cellulaires ainsi que des altérations causées par le stress oxydatif [110]. 

Dammak et al. ont étudié l’effet protecteur de l’huile des noyaux de dattes contre le stress 

oxydatif causé par le peroxyde d'hydrogène sur des kératinocytes épidermiques humaines 

normales [113]. Les résultats ont montré que l’huile est pourvue d’un effet chimioprotecteur 

par inhibition de la peroxydation lipidique induite par le peroxyde d'hydrogène. Dans une 

autre étude menée par ces mêmes auteurs, l’HV des noyaux de dattes présente des effets 

photoprotecteurs significatifs par inhibition des dommages d’ADN suite à l'irradiation UV-

B des peaux humaines saines [114].  

L’huile des noyaux de dattes est apte à être incorporer dans les crèmes cosmétiques. 

Actuellement, Lecheb et Benamara ont formulé et caractérisé une bio-crème contenant l’HV 

des noyaux de dattes et ont noté un bon étalement de la crème avec une viscosité et un 

comportement rhéologique similaires à ceux des crèmes commerciales [66].  

Le contenu en antioxydants naturels et l'activité antioxydante diffèrent selon le 

cultivar. Boukouada et al. ont mené l’étude de l’activité antioxydante de cinq variétés 

algériennes en utilisant la méthode de DDPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle) basée sur la 

capacité des antioxydants à piéger le radical DPPH•. Les résultats ont révélé une différence 

significative entre les différentes variétés testées et ceci a été attribuée à la teneur en acides 

phénoliques [95]. Laghouiter et al. ont lié l’activité antioxydante puissante de la variété Sboe 

Lossif à son taux élevé en α-tocophérol (0.74mg/g d’huile) [98].  

L’activité de l’huile des noyaux de dattes contre les espèces réactives de l'oxygène 

responsables des dommages oxydatifs cellulaires ne se limite pas aux soins de la peau. En 

effet, une étude menée par Ben Abdallah et al. a révélé que le niveau de la peroxydation 

lipidique des spermatozoïdes ajoutés avec de l'huile des noyaux de dattes diminue et que la 

capacité du sperme à féconder l'ovocyte augmente [115]. Dans une autre étude, il est constaté 

que l'utilisation de l'huile des noyaux de dattes augmente la motilité, la viabilité et le nombre 

de spermatozoïdes chez la souris [120].  
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Dans l’ensemble, l'huile des noyaux de dattes peut être considérée comme un produit 

diététique prometteur avec des effets antioxydants avérés à être incorporer dans les produits 

cosmétiques et / ou diététiques.  

c. Utilisation en industrie 

L’huile des noyaux de dattes est extrêmement prometteuse, non seulement dans la 

production de produits alimentaires fonctionnels et pharmaceutiques, mais aussi en tant 

qu’une ressource renouvelable. Différents travaux ont été mené sur la transformation de l’HV 

des noyaux de dattes en biodiesel [116,121]. Azeem et et. ont attribué ce fait à la faible teneur 

de l’huile en acides gras libres [117]. L’huile des noyaux de dattes est récemment explorée 

comme matière première pour la synthèse du poly (3-hydroxybutyrate), un polyester 

biodégradable qui peut remplacer les plastiques contaminants [118].  

Une autre application de l’huile des noyaux de dattes est exploitée par Ouadi et al., il 

s’agit de l’activité anticorrosive [119]. Dans cette étude, le processus de la corrosion est 

inhibé par l’application de l’HV sur la surface de l'acier traité par une solution d’HCl (1M). 

1.4. Huiles essentielles 

1.4.1. Définition 

Les HE, connues également sous le nom d’essences, d’huiles volatiles ou de parfums, 

etc., sont des liquides aromatiques, odorants, peu ou pas miscibles à l’eau, incolores ou 

jaunâtres, inflammables et qui s’altèrent facilement à l’air [122]. Les HE se forment dans un 

grand nombre de plantes aromatiques comme produits du métabolisme secondaire [123]. 

Elles sont liquides à température ordinaire avec un toucher non onctueux et non gras 

contrairement aux HV. Elles sont connues par leur odeur plus ou moins remarquable, suave, 

piquante ou désagréable [122].  

1.4.2. Composition chimique 

Les HE constituent un mélange complexe et variable de constituants appartenant 

exclusivement à deux groupes distincts : les terpénoïdes et les phénylpropanoïdes. 

A. Terpènes 

Les terpènes sont les composés les plus abondants dans les HE [124]. Ils sont classés en deux 

catégories principales : les hydrocarbures terpéniques et les dérivés oxygénés [10]. 
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a. Hydrocarbures terpéniques  

Les hydrocarbures terpéniques de formule chimique (C5H8) n sont des dérivés de 

l'isoprène (C5H8); reliés tête à queue d’une façon linéaire ou cyclique [124] (Fig.1.9). En 

fonction du nombre d'unités isoprène, différents terpènes peuvent être trouvés dans les 

HE [125]: 

 n = 2 : les monoterpènes (C10H16) 

 n = 3 : les sesquiterpènes (C15H24) 

 n = 4 : les diterpènes (C20H32) 

 n = 5 : les sesterpènes (C25H40) 

 n = 6 : les triterpènes (C30H48)  

 n = 8 : les tétraterpènes (C40H64) 

 n > 8 : les polyterpènes  

 

 

Figure 1.9. Représentation schématique de l’unité isoprène et de la formation des terpènes.  

b. Terpénoïdes  

Les terpénoïdes sont formés par ajout d’une fonction spécifique sur le squelette hydrocarboné 

d’un terpène. Le suffixe « oïd » signifie « dérivé de » ou « similaire », par conséquent « 

terpénoïde » désigne toutes les molécules ayant une structure de type terpène [10]. 

Différentes fonctions peuvent être greffées sur le terpène (Fig.1.10) : 

 Groupement -OH => terpénols ou alcools terpéniques ;  

 Groupement =O => terpénones ou cétones terpéniques ;  

 Groupement -CHO => terpénals ou aldéhydes terpéniques ; 

 Groupement -COO- => esters terpéniques, etc. 

A ces différentes dénominations, le préfixe mono-, sesqui- ou di- sont ajoutés, afin de préciser 

la nature du terpène d’origine. Ainsi, une fonction aldéhyde greffée sur un monoterpène 

donne une molécule que l’on nommera monoterpénal, ou aldéhyde monoterpénique. 

http://www.aromacopa.com/monoterpene.php
http://www.bonneplante.com/sesquiterpene.php
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Figure 1.10. Exemples de monoterpènes, sesquiterpènes et diterpènes. 

B. Phénylpropanoïdes 

Les phénylpropanoïdes, composés aromatiques dérivées du phénylpropane, sont très 

fréquemment rencontrés dans les HE. Leur nom est dérivé du groupe phényl et de la queue 

propène [125] (Fig.1.11). Les phénylpropanoïdes donnent une saveur et une odeur 

spécifiques à la plante lorsqu'ils sont présents [10]. La vanilline, l'eugénol, l'anéthol, 

l'estragole et le cinnamaldéhyde sont des exemples de ce groupe de constituants.  

 

Figure 1.11. Exemples de phénylpropanoïdes. 
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C. Autres composés 

Les essences peuvent contenir des composés soufrés et azotés comme les 

isothiocyanates, l'indole et le diallyl disulfide (Fig.1.12), issus de la dégradation des lactones, 

des terpènes et des glycosides [125]. Ils peuvent contenir aussi des traces de composés à 

chaîne droite, ne contenant aucune ramification latérale ; ils vont du n-heptane aux composés 

avec 35 atomes de carbone. L'alcool de feuille (3 (Z) -hexène-1-ol) représente un exemple 

de cette classe [125] (Fig.1.12). 

 

Figure 1.12. Structures des indole, isothiocyanate, diallyl sulfide et 3 (Z) -hexène-1-ol. 

1.5. Huile essentielle du costus indien 

1.5.1. Généralités sur le costus indien 

Le costus indien est une plante de chardon originaire de l'Inde ayant le nom 

systématique de Saussurea lappa C.B. Clarke, appartenant à la famille des Asteraceae qui 

comprend environ 1000 genres, principalement répartis en Asie et en Europe. Saussurea DC., 

en tant que plus grand sous-genre de cette famille, comprend plus de 300 espèces réparties 

dans le monde, dont 61 espèces sont présentes en Inde [126]. Le costus est l'une des espèces 

les plus connues de ce genre, bien utilisé il y a environ 2500 ans en médecine traditionnelle 

indienne et chinoise [127]. Le costus est également connu sous plusieurs noms vernaculaires 

y compris costus en anglais et français ; yun mu xiang en chinois, Kust ou qust en arabe [126]. 

L’huile de costus est reconnue depuis des temps immémoriaux comme traitement efficace de 

la lèpre, c'est pourquoi le nom du « Kushta » qui indique lèpre en sanskrit, une ancienne 

langue védique indienne, lui a été donné [128]. Les racines sèches de cette plante sont 

largement utilisées pour le traitement de différentes maladies telles que la fièvre, la bronchite, 

l’ulcère, la polyarthrite rhumatoïde, la fièvre typhoïde et les maladies chroniques de la peau 

[129,130].  

La classification systématique de la plante est comme suit : 

 Règne : Plantae 

 Division : Magnoliophyta 
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 Classe : Magnoliopsida 

 Ordre : Asterales 

 Famille : Asterales 

 Genre : Saussurea 

 Espèce : Saussurea lappa C.B. Clarke 

Plusieurs autres dénominations scientifiques sont accordées à cette plante : Saussurea costus 

Falc., Aucklandia lappa Decne., Aucklandia costus Falc., Aplotaxis lappa Decne., et 

Aplotaxis auricula DC. 

1.5.2. Répartition géographique du costus indien 

Le costus indien se trouve généralement à une altitude de 2500 à 3000 m en Inde ; y 

compris le Cachemire , le Jammu , l' Himalaya , les Ghâts occidentaux , l’Himachal Pradesh, 

l’Uttaranchal  et la vallée Kishenganga (Fig.1.13) [131].  

 
Figure 1.13. Répartition géographique du costus indien : (1)  La vallée Kishenganga ; (2) 

Cachemire et Jammu ; (3) Himachal Pradesh; (4) Uttaranchal et (5) Les Ghâts occidentaux. 

Les traits en beige : Himalaya ; La couleur orange : Distribution du costus. 

 

Kaur et al. ont rapporté que cette plante peut se trouver aussi en Chine, Corée et 

Pakistan [132]. Saussurea lappa est la seule espèce appartenant à l'Annexe I de « la 

convention sur le commerce international des espèces de faune et de flore sauvages menacées 

d'extinction » qui est largement commercialisée au niveau international à des fins 

médicinales. Le costus utilisé seul ou en association avec d’autres ingrédients actifs est 

https://fr.qwe.wiki/wiki/India
https://fr.qwe.wiki/wiki/Kashmir
https://fr.qwe.wiki/wiki/Jammu
https://fr.qwe.wiki/wiki/Himalayas
https://fr.qwe.wiki/wiki/Western_Ghats
https://fr.qwe.wiki/wiki/Kishenganga_Valley
https://fr.qwe.wiki/wiki/Kishenganga_Valley
https://fr.qwe.wiki/wiki/Kashmir
https://fr.qwe.wiki/wiki/Jammu
https://fr.qwe.wiki/wiki/Western_Ghats
https://fr.qwe.wiki/wiki/Himalayas
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formulé en médicaments qui sont déjà disponibles sur le marché. Semwal et al. en ont 

rapporté récemment une liste de ces produits [133].  

1.5.3. Morphologie du costus indien 

Plante herbacée, vivace ayant une tige dressée et fibreuse qui peut atteindre 1 à 2 m 

de hauteur [129]. Les racines sont robustes de 60 cm de longueur. Elles sont récoltées en 

Septembre-Octobre lorsqu'elles atteignent une croissance maximale. Les racines séchées 

présentent un goût légèrement amer, une odeur caractéristique et une couleur grisâtre à 

marron foncé. Elles sont épaisses, dures, striées, fusiformes à cylindriques de 7 à 15 cm de 

long et 1.5 cm d'épaisseur avec un centre effondré [129,132].  Les feuilles sont 

irrégulièrement dentées, grandes à la base de la tige (plusieurs dizaines de cm) et plus petites 

en haut. Les fleurs violettes à noires forment un capitule de 3 à 5 cm de diamètre [133]. Les 

fruits sont des akènes recourbés (3 mm de long) et surmontés d'un pappus (voir Fig.1.14)  

[132,134].  

a      
b       

                              c        

Figure 1.14. Présentation morphologique du costus indien : (a) Partie aérienne de la plante 

(Jani et al.)i; (b) Fleurs (Liu et al.)ii; (c) Racines. 

i Jani DP, Jani KD. Analytical profile of Kushtha (Saussuria lappa) extensively used medicinal plant in 

Ayurveda system of medicine. J Ayurveda Integr Med Sci 2017; 2: 63–67. 
ii Liu ZL, He Q, Chu SS, et al. Essential oil composition and larvicidal activity of Saussurea lappa roots against 

the mosquito Aedes albopictus (Diptera: Culicidae). Parasitol Res 2012; 110: 2125–2130. 

                                                           

https://fr.wikipedia.org/wiki/Capitule_(botanique)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ak%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pappus_(botanique)
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1.5.4. Composition chimique des racines du costus indien 

À partir des racines du costus, un large éventail de constituants biologiquement actifs 

sont isolés. Les sesquiterpènes sont les principaux constituants actifs isolés et ils sont classés 

en trois groupes sur la base de leur squelette carbocyclique :  

 Guaïane  

 Eudesmane  

 Germacrène  

Ces groupes sont biosynthétisés séquentiellement et, en raison de l'instabilité du germacrène, 

la moitié des sesquiterpènes se présente sous forme de guaïane et 40% sous forme 

d'eudesmane et germacrène [130] (voir Tableau 1.5). D’autres constituants peuvent se 

présenter dans les racines du costus comme les flavonoïdes, les monoterpènes, les 

phytostérols [130], les triterpènes [137], les polyphénols [138], les alcaloïdes et les 

anthraquinones [139]. 
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         Tableau 1.5. Sesquiterpènes isolés des racines du costus indien.  

  Sesquiterpènes de type guaïane  

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

6 

 

7 

 

8 

 

9 

 

 
 

 

  
   Sesquiterpènes de type germacrène   

21 

 

22 

 

23 

 

24 

 

25 

 
1 : Isodehydrocostus lactone; 2: Saussurealdéhyde; 3 : Isodehydrocostuslactone-15-aldehyde ; 4 :11,13-Epoxydehydrocostus lactone ; 

5 :11,13-Epoxyisozaluzanin C ; 6 :11, 13-Epoxy-3-ketodehyrocostus lactone ; 7 : 4β-Methoxy-dehydrocostus lactone ; 8 :15-

Hydroxydehydrocostus lactone ; 9 : Lappadilactone ; 10 : Dehydrocostus lactone ; 11 : Isozaluzanine ; 12 : Zaluzanine C ; 13 : 11β, 13- 

Dihydro-3-epizaluzanin C ; 14 : Cynaropicrine ; 15 : Lappalone ; 16 : Saussureamine B ; 17 : Saussureamine C ; 18 : 12- Methoxy-

dihydrodehyrocostus lactone ; 19 : Mokko lactone ; 20 : 11,13 Dihydroglucoaluzanine C ; 21 : Dihydrocostunolide ; 22 : Costunolide ; 23 

: 12-Methoxy dihydrocostunolide ; 24 : Costunolide 15-o-β-d-glucopyranoside ; 25: Saussureamine A. 
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Tableau 1.5. (Suite) 

Sesquiterpènes de type eudesmane 

 
    

(26) (27) (28) (29) (30) 

 

 
 

 
 

(31) (32) (33) (34) (35) 

  

 
 

 

 

(36) (37) (38) (39) (40) 

 

 

   

(41) (42) (43) (44) (45) 

26 : Saussureal ; 27 : 13-Sulfodihydrosantamarine ; 28 : Saussureamine D ; 29 : 13-Sulfodihydroreyosin ; 30 : 11β, 13-

Dihydroreyosine ; 31 : réynosine ; 32 : acide β-costique ; 33 : α-cyclocostunolide ; 34 : alantolactone ; 35 : Isoalantolactone ; 36 : β-

cyclocostunolide; 37 : Magnolialide ; 38 : 4β-hydroxyeudesm-11-en-12-al ; 39 : 4α-Hydroxy-4β-Méthyldihydrocostol ; 40 : α-Costol ; 

41 : acide isocostique ; 42 : Santamarine ; 43 : Arbusculine A; 44 : 1β, 6α- Dihydroxycostic acid ethyl ester ; 45 : Colartine. 
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1.5.5. Composition chimique de l’huile de costus indien 

L’HE du costus est largement utilisée en médecine traditionnelle chinoise et indienne 

en tant que médicament unique ou en association avec d'autres substances naturelles 

bioactives [126]. Il est reporté que l’huile de costus peut être obtenue par différentes 

méthodes d’extraction avec un rendement de 0.8 à 6% [129]. L’étude de la composition 

chimique de l’huile est largement étudiée dans la littérature. Différents mono- et 

sesquiterpènes sont trouvés dans l’HE citant : Pinène, phéllandrène, D-limonène, 1,8-cinéol, 

terpinène, linalool, terpinéol, trans-cinnamaldéhyde, safrole, α-copaène, aromadendrène, 

myrcène, thuyène, β-élémène, dihydro-α-ionone, β-caryophyllène , géranyl acétone, 

curcumène, sélinène, trans-β-ionone, α-élémol, nérolidol, caryophyllène oxide, eudesmol, 

camphène, bergamotène, 8-cédrèn-13-ol, β-costol, dehydrocostus lactone et costunolide 

[129,136,139–141], etc. Liu et al. ont mené une étude phytochimique sur l’HE du costus de 

la région Hebei-Chine et les résultats ont révélé une teneur plus élevée en sesquiterpénoïdes 

(79.80%) par rapport aux monoterpénoïdes (13.25%). Les principaux composants sont le 

dehydrocostus lactone (46.75%), le costunolide (9.26%), le 8-cédrèn-13-ol (5.06%) et l’α-

curcumène (4.33%) [136]. Ces résultats sont similaires à ceux rapportés par d’autres études. 

Choudhary et al. ont constaté que le dehydrocostus lactone et le costunolide sont les 

composants majoritaires de l’huile [142]. L’analyse menée par Chen et al. a montré que les 

HE du costus indien récolté de sept provinces différentes contiennent toutes ces deux 

principaux constituants mais à des teneurs différentes variant entre 16.30 et 25.36% pour le 

dehydrocostus lactone et de 4.28 à 8.32% pour le costunolide [143].  

Dans une autre étude, le (7Z,10Z,13Z)-7,10,13-hexadecatriénal et le dehydrocostus 

lactone sont majoritaires dans les huiles extraites des racines du costus provenant de la Chine 

et de la Corée [140].  Parallèlement, Abdelwahab et al. ont noté la dominance du costunolide 

et β-élémène (7.18 %) dans l’huile provenant du Jazan-Arabie Saoudite [144]. Toutes ses 

variations dans la composition chimique de l’essence de costus indien sont liées à la période 

de la récolte, aux facteurs climatiques et saisonniers ainsi qu'à la durée de stockage de la 

plante. En effet, Benedetto et al. ont montré que la période de récolte influe énormément sur 

la composition chimique de l’huile de costus. La concentration la plus élevée en 

dehydrocostus lactone est trouvée chez les plantes âgées de trois ans et cueillies en Avril et 

en Décembre [145]. 
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1.5.6. Utilisation de l’huile de costus indien 

Des remèdes à base de l’huile de costus ou de ses dérivés sesquiterpéniques sont 

utilisés en médecine de par le monde. Vu sa richesse en terpènes, flavonoïdes et en lactones 

sesquiterpéniques, cette huile exerce une multitude d’activités biologiques, comme 

mentionné dans le ci-dessous Tableau 1.6. 

Tableau 1.6. Utilisations médicinales de l’huile des racines du costus indien et de ses 

constituants. 

Effet Forme utilisée Caractéristique Réf. 

Antimicrobien Huile Inhibition de la croissance des Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococus aureus et 

Bacillus subtilis. 

[144] 

Costunolide Inhibition de la croissance des Trichophyton 

mentagrophytes, T. simii, T. rubrum 296, T. rubrum 

57, Epidermophyton floccosum, Scopulariopsis sp, 

Aspergillus niger, Curvulari lunata et 

Magnaporthe grisea 

[146] 

Flavonoïdes Inhibition de la croissance des Aspergillus niger, 

Aspergillus Ochraceus, Aspergillus versicolor, 

Aspergillus flavus, Penicilium, ochrochloron, 

Penicillium funiculosum, Trichoderma viride, 

Cladosporium cladosporioides et Alternaria 

alternate. 

[147] 

Larvicide 

(Aedes 

albopictus) 

Huile CL50= 12.41 μg/ml [136] 

Dehydrocostus 

lactone 

CL50= 2.34 μg/ml  

Costunolide CL50= 3.26 μg/ml 

Anti-

inflammatoire 

Costuolide Inhibition de TNF-α, IL-1β, IL-6, MCP-1, COX2, 

iNOS et NF—B 

[148–150] 

Dehydrocostus 

lactone 

Inhibition de TNF-α, IL-1β, IL-17, IL-6, IL-23, 

IFN-γ, MPO, MCP-1, SOD, COX-2, iNOS 

[151,152] 

Santamarine Inhibition des iNOS et COX-2 [153] 

Saussureamines 

A et B  

Inhibition de la production du NO et l’activation du 

NF-κB 

[154] 

 

Antitumorale Dehydrocostus 

lactone 

Apoptose des lignées cellulaires HeLa 

(CL50=12µM) 

[155] 

Costunolide Apoptose des lignées cellulaires MDA-MB-231 [156] 

Cynaropicrine Apoptose des lignées cellulaires Colo-205 et MCF-

7 

[157] 

β-cyclocostunolide  

Dihydro costunolide 

Apoptose des lignées cellulaires U937, Eol-1 et 

Jurkat T  

[158] 

Anti-hépatite Dehydrocostus 

lactone 

Suppression de l’expression de l’antigène de 

surface de l’hépatite B  

[159] 

Costunolide 
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Hypolipémiant Huile Réduction du taux du cholestérol et des 

triglycérides dans le sang 

[138] 

Anticoagulant Huile Inhibition de la coagulation plaquettaire induite par 

l'adénosine diphosphate 

[160] 

Antidiabétique Huile Baisse de la glycémie sanguine [161] 

Sédatif Huile Soulagement des douleurs durant l’accouchement [132] 
CL50 : Concentration létale ; TNF-α : Facteur de nécrose tumorale ; IL : Interleukine ; MCP-1 : Monocytes de 

type 1 ; NF—B : Facteur nucléaire-kappa B ; IFN-γ : Interféron-gamma ; MPO : Myéloperoxydase ; SOD : 

Superoxide dismutase COX-2 : Cyclooxygénase, iNOS : Oxyde nitrique syntase. 

 

a. Activité anti-inflammatoire 

C’est l’activité la mieux décrite pour l’extrait de costus, utilisé seul ou en association avec 

d’autres médicaments, dans le traitement de l'œsophagite, la gastrite, l'ulcère gastroduodénal, 

le rhumatisme articulaire aigu et la polyarthrite rhumatoïde. L'activité anti-inflammatoire de 

l’huile de costus s'exprime principalement par l’effet inhibiteur des cytokines pro-

inflammatoires par ses dérivés sesquiterpéniques. Il est prouvé que le dehydrocostus lactone 

inhibe l’expression de plusieurs cytokines comme le facteur de nécrose tumorale (TNF-α), 

l’interleukine (IL-1β, IL-17, IL-6, IL-23), l’interféron-gamma (IFN-γ), la myéloperoxydase 

(MPO), la protéine chimioattractive des monocytes de type 1 (MCP-1), la superoxide 

dismutase (SOD), la cyclooxygénase (COX-2) et l’oxyde nitrique syntase (iNOS) [151,152]. 

Simultanément, le costunolide inhibe l’expression du TNF-α, IL-1β, IL-6, MCP-1, COX2, 

iNOS et NF—B (facteur nucléaire-kappa B) [148–150]. Choodej et al. ont constaté des 

concentrations d’inhibition de 50% des facteurs égales à 2.05 et 2.06 µM, pour dehydrocostus 

lactone et costunolide, respectivement [151]. La santamarine est un autre sesquiterpène 

lactone qui possède un effet anti-inflammatoire par son activité inhibitrice de cytokines 

(iNOS et COX-2) chez des macrophages humaines (RAW264) stimulées par les 

lipopolysaccharides (LPS) [153]. De plus, Matsuda et al. ont trouvé que les saussureamines 

A et B inhibent la production d'oxyde nitrique (NO) et l’activation du NF-κB chez  les 

macrophages péritonéales de souris stimulées par des lipopolysaccharides (LPS) [154]. 

b. Activité antimicrobienne 

L’huile de costus est traditionnellement utilisée pour traiter les maladies de la cavité buccale, 

telles que la mauvaise haleine, la carie dentaire et la parodontite [162], ce qui suggère son 

utilisation dans le traitement des maladies infectieuses causées par des bactéries, des 

champignons, des virus et des parasites. Il est rapporté que l’essence de costus est très 

efficace contre différents agents pathogènes résistants. Abdelwahab et al. ont utilisé la 
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méthode des disques pour exploiter l’effet antibactérien de l’huile et les résultats ont révélé 

l’inhibition de la croissance des Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococus 

aureus et Bacillus subtilis [144]. Cette activité est liée à la présence des sesquiterpènes 

lactones connus par leur propriétés antibactériennes et antifongiques [163]. Le costunolide a 

montré une activité antifongique significative contre Trichophyton mentagrophytes, 

Trichophyton simii, Trichophyton rubrum 296, Trichophyton rubrum 57, Epidermophyton 

floccosum, Scopulariopsis sp, Aspergillus niger, Curvulari lunata et Magnaporthe grisea 

avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de 66.5, 62, 31.25, 62.5,125, 250, 250, 

125 et 250 μg/ml, respectivement [146]. Dans une autre étude, il a été conclu que le 

dehydrocostus lactone et le costunolide présentent une activité antimycobactérienne 

synergique contre Mycobacterium tuberculosis H37Rv [164].  

c. Activité antitumorale 

Différents sesquiterpènes lactones provenant du costus indien ont montré un effet 

anticancéreux prometteur, en particulier le dehydrocostus lactone [155], le costunolide [156], 

le cynaropicrine [157], le β-cyclocostunolide et le dihydro costunolide [158]. 

d. Activité hépatoprotectrice 

En plus des activités citées ci-dessus, quelques sesquiterpènes lactones isolés de l’HE du 

costus sont doués d’une activité hépatoprotectrice. Le costunolide et le dehydrocostus lactone 

ont montré un effet suppresseur important de l'expression de l'antigène de surface de 

l'hépatite B chez la lignée cellulaire Hep 3B [159]. 

e. Activité larvicide 

Ces dernières années, l'utilisation des insecticides naturels, d'origine végétale, respectueux 

de l'environnement a suscité l’intérêt de plusieurs chercheurs. Dans ce concept, Liu et al. ont 

conduit une étude qui a pour but de déterminer l'activité larvicide de l’HE du costus indien 

et de ses constituants isolés contre les larves du moustique Aedes albopictus [136]. Le 

dehydrocostus lactone et le costunolide ont présenté une activité larvicide plus forte par 

rapport à l’huile avec des concentrations létales (CL50) de 2.34 et 3.26 μg/ml, 

respectivement. 
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f. Autres activités 

Il est rapporté que l’essence de costus inhibe la coagulation plaquettaire induite par 

l'adénosine diphosphate [160], diminue la glycémie sanguine [161] et soulage les douleurs 

durant l’accouchement sans aucun effet indésirable sur la mère ou sur le fœtus [132]. En 

dehors des fins médicinales, l’huile de costus est utilisée en parfumerie et en cosmétique pour 

la préparation des parfums. Elle a une odeur caractéristique très forte et se marie bien avec 

le vétiver, le patchouli, la rose, la violette et le bois de santal utilisés dans la préparation des 

huiles pour cheveux [165]. 

1.6. Extraction des huiles essentielles et végétales 

1.6.1. Généralités 

L’extraction végétale est une opération très fréquente dans de nombreux procédés de 

fabrication dans les différentes industries agro-alimentaire, pharmaceutique, cosmétique et 

de la parfumerie. Elle sert à isoler une substance d’intérêt thérapeutique contenue initialement 

dans une plante. Différentes méthodes sont développées pour l’extraction des HE et HV 

comme l’hydrodistillation, l’entrainement à la vapeur, l’expression à froid, l’extraction par 

solvant organique, etc. Ces techniques traditionnelles requièrent d’importantes adaptations 

afin de minimiser les risques pour la santé et l’environnement. Au cours de cette dernière 

décennie, la recherche de procédés et de produits alternatifs plus respectueux de l'homme et 

de son environnement occupe une place fondamentale en recherche et en développement 

[166]. Des méthodes d’extraction innovantes sont abordées et développées beaucoup plus 

écologiques, utilisant des solvants moins toxiques et permettant d’obtenir des extraits de 

haute qualité. Parmi ces méthodes, l’extraction par fluide supercritique requiert une 

importance particulière. 

1.6.2. Extraction par fluide supercritique 

Un fluide est en état supercritique lorsqu’il est porté dans des conditions opératoires 

de température et de pression supérieures à sa pression (Pc) et température (Tc) critiques, 

comme représenté dans la Figure 1.15.  
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Figure 1.15. Diagramme de phases et coordonnées critiques de quelques fluides. 

 

Un fluide supercritique présente des propriétés physico chimiques intermédiaires 

entre celles de l’état gazeux et liquide. En particulier, il possède une viscosité faible comme 

celle des gaz, un coefficient de diffusivité intermédiaire entre celui des gaz et des liquides, et 

une masse volumique élevée comme celle des liquides [166]. Le dioxyde de carbone (CO2) 

est le fluide le plus utilisé. Il est peu coûteux, non toxique, non inflammable et chimiquement 

inerte. Son état gazeux à la pression atmosphérique permet de le séparer spontanément de 

l’extrait sans présence éventuelle de résidus de solvants [167]. En outre, le CO2 possède un 

bon pouvoir solvant pour l'extraction de composés apolaires tels que les molécules 

hydrophobes (huiles, alcanes) et peut dissoudre certaines molécules faiblement polaires et 

volatiles telles que les cétones, les alcools, les esters et les aldéhydes [168]. De plus, sa 

température et sa pression critiques facilement accessibles sont compatibles avec une large 

gamme de composés naturels comme les huiles des plantes sans crainte de dégradation 

thermique [167]. 

Le cycle de l’extraction par fluide supercritique comporte trois zones (Fig.1.16) :  

a. La zone de l’extraction où le fluide, en état supercritique, se trouve en contact 

avec la matrice végétale, 

b. La zone de séparation où l’on récupère l’extrait par une simple détente, 

provoquant ainsi une séparation des solutés et du CO2,  

c. La zone de recyclage où le fluide est condensé pour être remis en état 

supercritique et entamer un nouveau cycle. 
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Figure 1.16. Schéma simplifié d’une opération d’extraction par CO2 supercritique.  

 

Les avantages de l’extraction par CO2 supercritique sont : 

 Minimisation voire élimination des solvants chimiques,  

 Diffusivité facile dans la matrice végétale, 

 Pouvoir solvant élevé, 

 Convenable pour les substances thermolabiles, 

 Facilité de récupération et purification des extraits par dépressurisation, 

 Extrapolation simple [168]. 

 

1.6.3. Utilisation du CO2 supercritique pour l’extraction de l’huile des noyaux de dattes 

et celle du costus 

Le procédé de l’extraction par CO2 supercritique a été largement utilisé pour 

l’extraction des HE et HV. Concernant l’huile des noyaux de dattes, les travaux présentés 

dans le Tableau 1.7 traitent l’effet des conditions opératoires sur le rendement et la 

composition chimique de l’huile extraite. 

Pour le costus, ce procédé n’a jamais été utilisé. La plupart des travaux réalisés ont 

procédé à l’extraction de l’huile par solvants organiques.  
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Tableau 1.7. Exemples de travaux réalisés à propos de l’utilisation du CO2 supercritique 

pour l’extraction de l’huile des noyaux de dattes. 

Variété Pays Pression 

(bar) 

Température 

(K) 

Rendement 

(%) 

Composant 

majoritaire 

Réf. 

Mabroum  Malaisie 200 313 8.1 Acide oléique [169] 

Ghars Algérie 250 333 14.3 Acide oléique [170] 

Mariami Malaisie 414  343 3.0 Acide élaïdique [171] 

Mariami Malaisie 552 323 3.3 Acide oléique [172] 

 

1.7.  Challenges dans l’utilisation des huiles essentielles et végétales  

La stabilité des HE ou HV au moment de leur utilisation ou durant leur stockage est 

un facteur important pour préserver leurs valeurs thérapeutiques. Généralement, l’utilisation 

est entravée par leur susceptibilité d’oxydation [102]. Il est rapporté que les caractéristiques 

organoleptiques des huiles sont très sensibles à l’oxydation. Dans certains cas extrêmes, 

l’oxydation des HE ou HV peut générer des dérivés toxiques néfastes pour les tissus 

biologiques [31–33,35,36]. Il est constaté que les monoterpènes (mono et bicycliques), les 

alcools monoterpéniques, les amino-acides soufrés et les oxydes sesquiterpéniques sont 

thermolabiles et sensibles à l’oxydation, limitant ainsi l’utilisation de l’huile de costus [173]. 

En outre, la stabilité de l’huile des noyaux de dattes contre l’oxydation dépend en particulier 

de sa teneur et sa composition en acides gras insaturés. Ainsi, l’huile la moins insaturée est 

la plus stable à l’oxydation. Cette stabilité dépend aussi de sa teneur en tocophérols. D’autres 

facteurs comme la chaleur et la lumière peuvent favoriser les réactions d’oxydation des huiles 

végétales, augmentant ainsi la vitesse d’auto-oxydation [102]. 

Au-delà de la sensibilité aux conditions environnementales (lumière, chaleur et 

oxygène), l’huile de costus peut être à l'origine de réactions allergiques cutanées potentielles 

(i.e. dermites de contact) si elle est appliquée directement sur la peau sans dilution. Une étude 

menée par Cheminat et ses collaborateurs a montré que l’élimination des sesquiterpènes 

lactones (costunolide et dehydrocostus lactone) de l’huile de costus par complexation avec 

l'aminoéthyl-polystyrène prévient les réactions allergiques chez les cobayes [174]. 

Cependant, cette solution ne semble pas prometteuse puisque la plupart des activités 

biologiques de l’huile de costus sont liées à la présence de ces deux constituants. Outre tout 
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cela, la faible la perméabilité et la  biodisponibilité réduite des HE et HV dans les fluides et 

les tissus biologiques constituent d'autres facteurs limitant leur utilisation [11].  

De nouveaux procédés sont développés pour surmonter ces limitations, parmi eux la 

nanoencapsulation a connu un intérêt croissant. Plus de détails à propos de cette technologie 

vont être abordés dans le chapitre suivant. 
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CHAPITRE II 

ENCAPSULATION DES HUILES ESSENTIELLES ET VEGETALES 

 

2.1. Introduction 

Les technologies de la nanoencapsulation sont devenues incontournables dans de très 

nombreux secteurs (agroalimentaire, cosmétique, électronique, construction, textile, 

biomédical, etc.) depuis plusieurs années pour les avantages qu’elles peuvent procurer 

[175,176]. Elles permettent la préparation de différents nanotransporteurs individualisés 

constitués d’un matériau enrobant contenant une matière active. Dans cette optique, la 

nanoencapsulation a pu résoudre les problèmes qui confrontent l’utilisation des HE et HV 

[11,177]. 

Ce chapitre met l’accent sur un type particulier de nanotransporteurs, les 

nanoparticules polymères (NP). Nous allons décrire dans une première partie leur propriétés 

colloïdales ainsi que les principaux polymères utilisés pour leur conception. Ensuite, nous 

présenterons les procédés de synthèse les plus utilisés puis dans une dernière partie nous 

exploiterons particulièrement la méthode de la nanoprécipitation et les résultats obtenus dans 

différents travaux en termes de propriétés physicochimiques des NP chargées d’huile, des 

excipients utilisés ainsi que des facteurs influençant cette technique. 

2.2. Principe de la nanoencapsulation des huiles 

La nanoencapsulation consiste ainsi à associer une molécule bioactive (huile) à un 

nanotransporteur (hôte) dans le but de la protéger du milieu extérieur, d’assurer son transport 

au sein de l’organisme et garantir sa libération contrôlée à une cellule ou un tissu spécifique 

[178]. 

L’engouement pour la nanoencapsulation des huiles vient des nouvelles 

caractéristiques qu’elle confère, notamment : 

 La protection des huiles des facteurs environnementaux tels que le pH, 

l'oxygène, la lumière, etc.  

 La protection contre l'évaporation et la photo-dégradation.  

 L’efficacité améliorée. 

 La toxicité réduite. 

 La réduction des effets secondaires.  
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 L’accroissement du confort des malades [39,123,178]. 

2.3. Nanoparticules polymères 

2.3.1. Définition 

Les nanoparticules polymères sont des particules colloïdales solides ayant des 

diamètres compris entre 10 et 1000 nm [179]. Selon la nature et la structure des polymères 

et leur mode de formulation, il existe deux types de nanoparticules polymères présentant 

différentes morphologies ; des nanocapsules composées d’une membrane polymère 

renfermant un cœur liquide et des nanosphères composées d’un cœur matriciel de polymère 

(Figure 2.1). Les premières sont de type vésiculaire ; alors que les deuxièmes sont de type 

matriciel [180]. 

 

Figure 2.1. Types de nanoparticules polymères (Lammari et al.)i. 

2.3.2. Caractéristiques physicochimiques  

La taille des particules, la charge de surface et l’efficacité d’encapsulation sont les 

principaux paramètres à déterminer pour caractériser les NP.  

A. Taille 

La diffusion dynamique de la lumière (en anglais, dynamic light scattering ou DLS) est 

autrement appelée la spectroscopie de corrélation de photons (PCS). Elle permet de 

déterminer le diamètre hydrodynamique de particules, pour des tailles comprises entre 1 nm 

à 1 μm. Le principe de cette technique porte sur le mouvement brownien des particules en 

suspension après avoir été irradiées par un laser. L’intensité de la lumière diffusée par les 

particules est dépendante de leur taille et de leur vitesse. Plus la taille des particules est 

importante, mieux est la diffusion des rayons lumineux, plus le mouvement Brownien est 

lent.  

i Lammari N, Froiio F, Louaer M, et al. Poly (ethyl acrylate-co-methyl methacrylate-co-trimethylammoniethyl 

methacrylate chloride) (Eudragit RS 100) nanocapsules as nanovector carriers for Phoenix dactylifera L. seeds 

oil: a versatile antidiabetic agent. Biomacromolecules 2020.  
DOI: https://dx.doi.org/10.1021/acs.biomac.0c00255. 
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L’équation de Stokes-Einstein permet de calculer le diamètre hydrodynamique (dh) des 

particules en tenant compte du coefficient de diffusion translationnel (D0) estimé via la 

sommation de la lumière diffusée par les particules (eq 2.1) [182] : 

𝑑ℎ =
𝐾𝐵𝑇

3𝜋𝜂𝐷0
          (2.1) 

              Où :                               

dh : Diamètre hydrodynamique  

T : Température  

kB : Constante de Boltzman (1.3805 . 10-23J.K-1) 

η : Viscosité de la phase de dispersion  

D0 : Coefficient de diffusion  

Cette technique permet ainsi d’obtenir une estimation de la distribution de taille par l’indice 

de polydispersité de la suspension [182]. 

B. Charge de surface 

La charge de surface d’une particule est caractérisée par le potentiel zêta (ζ). Lorsqu’une 

particule chargée est en suspension, il se forme une double couche électrique entre la surface 

chargée et les ions du milieu environnant. Le potentiel ζ est mesuré à la surface de la double 

couche électrique (nommée plan de cisaillement ou plan de glissement) (Fig. 2.2) [183]. 

 

Figure 2.2. Représentation de la double couche électronique. 

Le potentiel ζ permet de prédire la stabilité à long terme des NP (Tableau 2.1). Si les 

particules ont un potentiel de charge faible en valeur absolue, les forces de répulsion sont 
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dans ce cas faibles pour vaincre les forces d’attraction de Van der Waals, ce qui conduit à la 

floculation ou à la coagulation des particules [184].  

 

Tableau 2.1. Stabilité des dispersions pour différentes valeurs de potentiel zêta 

(Arulprakasajothi et al.)i. 

Potentiel zêta (mV) Stabilité du colloïde 

0 à ±5 Coagulation ou floculation rapide 

±10 à ±30 Stabilité faible 

±30 à ±40 Stabilité modérée 

±40 à ±60 Stabilité bonne 

Plus de ±61 Stabilité excellente 

 

Le potentiel ζ se mesure par électrophorèse à l’aide d’un Zetasizer NanoZS. Un voltage est 

appliqué entre deux électrodes et les NP vont se déplacer suivant leur charge vers l’électrode 

de charge opposée. Plus la particule est chargée, plus le déplacement est rapide. La 

détermination de la vitesse des ions, autrement dite mobilité électrophorétique, sert à calculer 

le potentiel par l’équation de Helmholtz-Smoluchowski (eq 2.2) :  

ζ =
ηµe

ε
𝑐      (2.2) 

                        Où :   

                                      ζ : Potentiel zêta  

η : Viscosité du milieu  

µe : Mobilité électrophorétique  

c : Constante qui vaut 1 ou 2/3  

ε : Constante diélectrique du milieu  

La constante c est définie selon le rayon de la NP (r) et l’épaisseur de la double couche de 

diffusion k : 

                   si kr < 0.1, c = 2/3  

                   si   kr > 100, c = 1  

 

i Arulprakasajothi M, Elangovan K, Chandrasekhar U, et al. Performance study of conical strip inserts in tube 

heat exchanger using water based titanium oxide nanofluid. Therm Sci 2018; 22: 477–485. 
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C. Efficacité d’encapsulation 

L’efficacité d’une particule à encapsuler un principe actif est évaluée par deux paramètres ; 

l’efficacité d’encapsulation (EE%) et le taux de charge (DL, Drug loading). L’EE% est 

définie comme étant la quantité de la substance active présente dans les NP par rapport à la 

quantité initiale introduite dans la formulation (eq 2.3).  

𝐸𝐸% =
Quantité du principe actif ou d′huile dans les particules

Quantité initiale du principe actif  ou d′huile 
× 100       (2.3) 

 

Le DL correspond à la masse de la substance active encapsulée par rapport à la masse de 

nanoparticules (eq 2.4) [183]. 

𝐷𝐿 =
Masse du principe actif ou d′huile dans les particules

Masse de nanoparticules préparées
× 100           (2.4) 

 

Ces deux paramètres dépendent du procédé de formulation. Différentes méthodes d’analyse 

sont utilisées pour les déterminer telles que la spectroscopie ultraviolet-visible, la 

chromatographie en phase liquide, la chromatographie en phase gazeuse couplée à la 

spectrométrie de masse [183], etc. 

2.4. Principaux polymères utilisés pour la conception des nanoparticules 

Un polymère est une macromolécule formée par la répétition de nombreuses sous-

unités qui dérivent d’un ou de plusieurs monomères. Les polymères utilisés pour la 

conception des NP peuvent être d’origine naturelle ou synthétique [185]. Ils doivent être 

biocompatibles, non immunogènes, non toxiques et non cancérigènes. Ils peuvent être 

biodégradables c’est-à-dire ils se dégradent dans l’organisme et leurs produits de dégradation 

sont bien tolérés. Dans la cas contraire, ils s’éliminent de l’organisme sans avoir subir de 

dégradations [186]. En tenant compte de la très grande variété des polymères utilisables, nous 

ne mentionnerons ici que les principaux. 

2.4.1. Polymères naturels 

Les polymères naturels sont principalement les polysaccharides tels que l’alginate, le 

chitosane, le dextrane et les dérivés de la cellulose et les protéines comme l’albumine et la 

gélatine. La Figure 2.3.A illustre quelques types de polymères naturels. Les polysaccharides 

sont largement utilisés pour la conception de la paroi des NP. Ils sont biocompatibles et la 

plupart sont biodégradables. Leurs produits de dégradation sont facilement éliminés, voire 
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assimilés par l’organisme vu qu’ils sont constitués de sous-unités saccharidiques (type 

glucose, galactose, etc.). Leur utilisation est limitée par la faible reproductibilité en termes 

de structures, de masses molaires et de composition chimique [186].  

 

Figure 2.3. Illustration de la structure chimique de quelques polymères naturels et 

synthétiques. 

 

 

2.4.2. Polymères synthétiques 

Les polymères synthétiques sont plus utilisés comparativement aux polymères naturels. Ils 

sont caractérisés par : 

 Des propriétés mécaniques, viscoélastiques ou tensioactives mieux contrôlables ; 

 Une composition chimique largement modulable grâce à la très grande variété des 

monomères ; 

 Un contrôle complet de la taille et des masses molaires en utilisant des méthodes de 

synthèse macromoléculaires appropriées,  

 Une pureté remarquable [40,41,186]. 

Les principaux polymères synthétiques utilisés pour la conception des NP sont les suivants : 
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A. Les polyesters aliphatiques  

Le polylatide, le poly (lactide–co–glycolide) et le poly-ε-caprolactone sont les principaux 

polyesters aliphatiques fréquemment utilisés pour la vectorisation des principes actifs 

hydrophobes (Fig.2.3.B) ; et sont connus pour leur biocompatibilité et leur biodégradabilité 

[187]. 

B. Les dérivés du type méthacrylate (Eudragit®) 

Un autre type de polymères synthétiques utilisés pour la vectorisation des principes actifs est 

le poly (méthyl méthacrylate) (PMMA) (Fig.2.3.B). Il est synthétisé par polymérisation 

radicalaire du méthacrylate de méthyle (Fig.2.4) amorcée par amorçage chimique 

(peroxodisulfate d’ammonium ou de potassium) ou par irradiation UV [186]. 

 

Figure 2.4. Mécanisme de la polymérisation radicalaire du méthacrylate de méthyle. 

 

Les dérivés du PMMA sont plus connus sous leur dénomination commerciale d’Eudragit®. 

Ils sont simplement utilisés pour l'enrobage des formes pharmaceutiques conventionnelles 

comme les comprimés. Les premiers polymères de PMMA développés étaient gastro-

résistants. Par la suite, la gamme de produits d’Eudragit® est élargie en introduisant sur le 

marché des dérivés poly (aminoalkyl) méthacrylate pour la libération prolongée. Les 

polymères de PMMA sont classés en deux grandes classes : (i) les PMMA solubles dans les 

fluides digestifs comme l’Eudragit® E, L et S ayant des groupements acides ou alcalins 

permettant une libération pH-dépendante du principe actif ; (ii) les PMMA insolubles, à 

savoir l’Eudragit® RL et RS ayant des groupes neutres permettant une libération contrôlée 

du principe actif indépendamment du pH (Fig.2.5) [188]. Les Eudragit® RS et RL sont des 

copolymères de méthyle de méthacrylate et d'éthyle d'acrylate, avec une faible teneur en 

acide d’ester méthacrylique, et possédant des groupes ammonium quaternaire (Fig.2.6) 

[185]. La différence entre ces deux polymères réside sur la proportion des différents 

composés. La proportion en éthylacrylate, méthylméthacrylate et triméthylammonio-
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éthylméthacrylate de l’Eudragit® RL et RS est : 1/2/0.2 et 1/2/0.1, respectivement [189]. Les 

polymères d’Eudragit® sont biocompatibles. Plusieurs études in vivo ont prouvées que les 

Eudragit® ne provoquent pas de toxicité ou d’irritation des cellules ou des tissus. De ce fait, 

ils sont acceptés par les autorités de santé dans les principaux pays en Europe, aux Etats unis 

d’Amérique et au Japon comme des polymères pharmaceutiques [190]. 

 

Figure 2.5. Propriétés des dérivés acryliques (Eudragit®). 

 

 

Figure 2.6. Structure chimique des dérivés acryliques (Eudragit®) (Date et al.)i. 

i Date AA, Jain A, Khachane P, et al. Organic solvent-free approach to single step fabrication of Eudragit 

nanoparticles using Labrasol. Pharmazie 2010; 65: 733–736. 
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2.5. Méthodes de préparation des nanoparticules polymères 

De très nombreux procédés sont proposés pour préparer les NP, parmi lesquels les 

méthodes utilisant des polymères préformés sont plus utilisées. Cela est lié au fait que ces 

derniers possèdent des caractéristiques physicochimiques bien définies, et que le processus 

est simple et rapide et ne nécessite pas une étape d’élimination des monomères résiduels et 

des réactifs (catalyseur, amorceur, etc.) lors de la polymérisation. De plus, ils sont 

compatibles avec les principes actifs et ne provoquent aucune réaction pendant la préparation 

des NP [186].  

Le principe des méthodes utilisant des polymères préformés (Fig.2.7) consiste à 

précipiter un polymère préalablement dissous dans un solvant organique, formant ainsi des 

NP solides. Ces méthodes sont largement utilisées pour encapsuler les HE et HV, comme 

illustré dans le Tableau 2.2. 
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Figure 2.7. Méthodes de préparation de nanoparticules polymères. 

Svt  n-m : Solvant non-miscible avec l’eau ; svt p-m : Solvant partiellement miscible avec l’eau ; svt t-m : Solvant totalement miscible avec l’eau. 
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Tableau 2.2. Différentes méthodes d’encapsulation des huiles essentielles et végétales  

Huile encapsulée Plante Polymère utilisé Propriété physicochimiques  Réf. 

 dh (nm) ζ (mV) EE (%)  

Nanoprécipitation       

Palmarosa Cymbopogon martini L. Poly-ε-caprolactone 282 -27.2 99.5 [192] 

Géraniol / Poly-ε-caprolactone 289 -26.6 99.9 [192] 

Thym Thymus vulgaris  Eudragit-L 100-55 154 -4.11 52.8 [193] 

Thymus serpyllum L. Chitosan / / 68 [194] 

Chitosan 117-226 +27 / [195] 

Thymus leptobotrys  Eudragit -RS 100 144 +80.9 / [196] 

Thymus satureoides  Eudragit -RS 100 132 81.6 / [196] 

Bergamote Citrus bergamia Risso. Eudragit RS100 57- 208 +39 to +74 28-84 [43] 

Orange douce Citrus sinensis L. Eudragit RS100 57- 208 +39 to +74 56-96 [43] 

Romarin Rosmarinus officinalis L. Eudragit EPO 200 / 59 [197] 

Poly-ε-caprolactone 145 -11.0 78.2 [198] 

Poly-ε-caprolactone 220 -19.9 99 [199] 

Lavande Lavandula dentate L. Eudragit EPO 200 / 41 [197] 

 Poly (éthylène oxide)-b- Polylactide 10-75 / 70-75 [200] 

Menthe poivrée Mentha piperita L. Acétate de cellulose 180 -38 / [201] 

Cinnamon Cinnamomum cassia persl. Acétate de cellulose 150 -40 / [201] 

Citronelle Cymbopogon citratus DC. Acétate de cellulose 200 -36 / [201] 

Polylactide 300 -6 / [202] 

Citron vert Citrus aurantiifolia Christm. Chitosane / +10 / [203] 

Chitosane 250 +10 / [195] 

Poivre noir Shinus mole L. Chitosane 754 +9.1 / [204] 

Zanthoxylum rhoifolium  Zanthoxylum rhoifolium L. Poly-ε-caprolactone 500 -20 96 [205] 

Pelargonium graveolens Pelargonium graveolens L’Hér. Eudragit RS100 113 +80.6 / [196] 

Eugenia Caryophyllata Eugenia Caryophyllata C. Eudragit RS 100 131 +80.7 / [196] 

Carvacrol / Poly(3‐hydroxybutyrate) 146 -26 21 [206] 

Poly (lactide–co–glycolide) 210 / 26 [207] 

Carvone / Poly (lactide–co–glycolide) 126 / / [208] 

Anethole / Poly (lactide–co–glycolide) 158 / / [208] 

Rose musquée  Eudragit RS100 158 +9.8 / [209] 
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Nanoprécipitation        

Ricin Ricinus communis L. 1,2,4-Triazoline-3,5-dione 260-150 / / [210] 

Olive  Olea europaea L. 1,2,4-Triazoline-3,5-dione 185 -30 / [210] 

Pépins de courge Cucurbita maxima L. 1,2,4-Triazoline-3,5-dione 172 -35 / [210] 

Tournesol Helianthus annuus L. 1,2,4-Triazoline-3,5-dione 178 -33 / [210] 

Noisette Corylus avellane L. 1,2,4-Triazoline-3,5-dione 175 -35 / [210] 

Son de riz Oryza sativa L. Poly-ε-caprolactone 200 -9 / [211] 

Pignons de pin Pinus siberica L. Eudragit L 100-55 / Eudragit L100 / 

Eudragit S100 

236-296 / 85-91 [212] 

Acide gras libre  260-319 / 83-99 

Babassu Attalea speciose L. Poly (lactide–co–glycolide) 209 −15.8 / [213] 

Emulsion-évaporation de solvent       

Clou de girofle Syzygium aromaticum L. Poly (lactide–co–glycolide) 238 −40.3 93.9 [214] 

Eugénol  / Poly (lactide–co–glycolide) 179 / 98 [215] 

Trans-cinnamaldéhyde / Poly (lactide–co–glycolide)  174  92 [215] 

Grains de Chia  Salvia hispanica L. Mucilage des grains de chia 205 

 

-11.6 82.8 [216] 

Grains de café Coffea arabica L. 

 

Polylactide 263 / 112.7 [217] 

 
Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-

hydroxyvalerate) 

271  94.5 [217] 

Emulsion-diffusion de solvent       

Romarin Rosmarinus officinalis L. Poly-ε-caprolactone 150     -7.06   81.5 [218] 

Citron Citrus aurantiifolia Christm Poly-ε-caprolactone 141.83 -4.82   92.3 [218] 

Lippia sidoides  Lippia sidoides Cham. Poly-ε-caprolactone 173.6 / 70.6 [219] 

Citronelle 
Cymbopogon citratus DC. Poly (lactide–co–glycolide) 277   −16  73 [220] 

 Poly (lactide–co–glycolide) 217 -20.5 / [221] 

Eugénol / Poly-ε-caprolactone 320  100 [222] 

Gélation ionique       

Clou de girofle Syzygium aromaticum L. Chitosane 268.47 +22.45 / [223] 

Poivre noir Schinus mole L. Chitosane 517 +40.2 26.6 [224] 

Cannelle Cinnamomum verum L. Chitosane 80–100 -11.2 to -22.4 47.7 - 55.6 [225] 

Chitosane 215 / / [226] 

Cardamome Elettaria cardamomum L. Chitosane 50–100 >+50 >90 [227] 

Summer savory Summer savory L. Chitosane 135- 237 -9.7 to -21.1 35.1 – 40.7 [228] 
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Gélation ionique      

Carum copticum Carum copticum L. Chitosane / / 36.2 [229] 

Curcuma Curcuma longa L.   Alginate + Chitosane ˂300 / 71 [230] 

Citronelle Cymbopogon citratus DC.   Alginate + Chitosane ˂300 / 86.9 [230] 

Jasmin Jasminum polyanthum L.   Gélatine + Gomme arabique  / / [231] 

Basilic Bcimum basilicum L. Gélatine 392 .103 / 95.4 [232] 

Pimenta dioica Pimenta dioica L. Chitosane + k-carrageenan / / / [233] 

Eugénol / Chitosane 80–100 +16.2 to +33.5 1.1–20.2 [234] 

Origan Origanum vulgare L. Chitosane 40 - 80 / / [235] 

Grains de pavot Papaver rhoeas L. Gélatine + Gomme arabique ˂5000 / 76.8 [236] 

Vanille Vanilla pompona L.   Chitosane + Gomme arabique 7500 / 94.2 [237] 

Olive  Olea europaea L Gélatine + Sodium alginate / / / [238] 

Microalgue /   Gélatine + Gomme arabique ≈30 .103 / / [239] 

Menthe poivrée Mentha piperita L.   Gélatine + Gomme arabique / / / [240] 

Séchage par atomisation      

Nigelle Nigella staiva L. Caséinate de sodium + 

maltodextrine DE10 

18.5.103 

 

/ 95.4 [241] 

Eucalyptus  Eucalyptus staigeriana L. Gomme de cajou 27.70- 432.6 +24.5  to +10.4 24.9 - 26.8 [242] 

Lippia sidoides Lippia sidoides L. Alginate + Gomme de cajou 223 to 399 −30 to −36 50 [243] 

Chitosane + Gomme de cajou 335–558 / 70 [244] 

Chitosane 25 –17.3 77.8 [245] 

Origan Oregano EO Inuline 3000 - 4500 / / [246] 

Amidon de riz 3000 – 4500 / / [247] 

Gélatine + sucrose  3000 – 4500 / / [247] 

Amande Prunus dulcis L. Amidon du taro 1600–31.1.103 

 

/ 37.5 [248] 

Pivoine Paeonia lactiflora L. Protéine de lactosérum + sirop de 

maïs + Lécithine 

/ / 93.6 [249] 

Grains de Chia Salvia hispanica L. Caséinate de sodium + maltodextrine 

+ protéine de chia + mucilage de chia 

/ / 53.4- 96.2 

 

[250] 

Tournesol Helianthus annuus L. Maltodextrine + HPMC / / 79.4 [251] 

Noyer du Queensland Macadamia integrifolia L. Caséinate de sodium + maltodextrine 9750 / 88.7 [252] 
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Séchage par atomisation      

Kénaf Hibiscus cannabinus L. β-cyclodextrine + Gomme arabique (25–37).103 / 90.0- 95.3 [253] 

β-cyclodextrine + Caséinate de 

sodium 

(25–37).103 / 90.0- 95.3 [253] 

β-cyclodextrine + Gomme arabique 

+ Caséinate de sodium 

(25–37).103 

 

/ 90.0- 95.3 [253] 

  Maltodextrine + Protéine de soja 4000-10.103 / ≈ 60 [254] 

Protéine de lactosérum + gomme 

mesquite 

(13–28).103 / 70 [255] 

Protéine de lactosérum + gomme 

mesquite 

(13–28).103 / 70 [255] 

Noix Juglans regia L. Poudre de lait écrémé + Tween 80 / / / [256] 

 Poudre de lait écrémé + maltodextrine / / / [256] 

Lin Linum usitatissimum L. Maltodextrine + Gomme arabique 600 -26.103 

 

 62.3- 95.7 [257] 

 Gomme arabique / / ≈ 90 [258] 

Gomme arabique + Maltodextrine / / ≈ 90 [258] 

Gomme arabique + 

Maltodextrine + Protéine de 

lactosérum 

/ / ≈ 90 [258] 

Maltodextrine +methylcellulose / / ≈ 90 [258] 

Gomme arabique / / 54.9 – 90.7 [259] 

Gomme arabique + Maltodextrine / / 54.9 – 90.7 [259] 

Noyer du Queensland Macadamia integrifolia L. Caséinate de sodium +maltodextrine 9750 / 88.75 [252] 

Grains de café Coffea arabica L. 

 

Gomme arabique 4000-11.103 / 10-30 [260] 

Gomme arabique 7880-13.103 / 48-88 [261] 

HPMC: Hydroxypropyl méthylcellulose. 
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2.5.1. Emulsion-évaporation du solvant 

Cette technique développée et brevetée par Vanderhoff et al. [262] consiste à préparer 

une émulsion huile dans l’eau puis à éliminer le solvant organique par évaporation ce qui 

conduit à la précipitation du polymère et la formation des NP. Dans un premier temps, l’huile 

à encapsuler est dissoute dans une solution organique non miscible à l’eau, constituée de 

polymère et de solvant organique (dichlorométhane, chloroforme, ou acétate d’éthyle). Ce 

mélange est ensuite émulsifié dans une phase aqueuse contenant un stabilisant (généralement 

le poly alcool vinylique) par homogénéisation ou ultrasonication pour former une émulsion 

stable. Après cela, le solvant organique est évaporé soit par agitation magnétique continue à 

température ambiante soit sous pression réduite conduisant à la formation de nanoparticules 

(Fig.2.7.a) [263,264]. Elle est bien adaptée aux principes actifs lipophiles mais moins utilisée 

pour encapsuler les huiles extraites des plantes par rapport aux autres méthodes (Tableau 

2.2). Tout ceci est peut-être dû aux énergies importantes mises en jeu et à la possibilité de la 

coalescence possible des gouttelettes lors de l'évaporation du solvant. 

2.5.2. Emulsion-diffusion du solvant 

Cette technique brevetée par Quintanar et al. est basée sur des phénomènes de 

diffusion de solvant pour provoquer la précipitation d’un polymère [265]. Dans cette 

méthode, le polymère et l’huile doivent être dissous dans une phase organique qui est 

partiellement miscible à la phase aqueuse contenant un tensioactif sous forte agitation, 

provoquant une saturation mutuelle rapide des deux phases. Par la suite, l’addition d'eau au 

système provoque la précipitation du polymère et la formation de NP par diffusion du solvant 

vers la phase aqueuse externe (Fig.2.7.b)[266]. Le solvant est enfin éliminé par évaporation 

ou filtration. Les avantages de l’émulsion-diffusion du solvant sont la reproductibilité même 

à l’échelle industrielle et les taux élevés d'encapsulation des molécules lipophiles. Cependant, 

l'instabilité éventuelle des principes actifs dans la phase aqueuse saturée durant 

l'émulsification et les grands volumes d'eau à éliminer constituent les principaux 

inconvénients qui limitent l’utilisation de cette technique [267]. 

2.5.3. Séchage par atomisation 

Le séchage par atomisation ou  spray drying est couramment utilisé pour 

l’encapsulation de molécules sensibles à la chaleur, telles que les huiles, les enzymes et les 

arômes en raison du court temps de contact entre l’air chaud et la matière première, 
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généralement, l'évaporation se produit entre 15 à 30 secondes et a lieu à la surface des 

particules ; ainsi, les matériaux n'atteignent jamais la température d'entrée du gaz de séchage 

[268]. Les HV sont également encapsulées par cette technique (Tableau 2.2). Le spray 

drying consiste à atomiser une émulsion contenant l’huile à encapsuler avec le polymère en 

fines gouttelettes dans un courant d’air chaud et sec qui évapore le solvant instantanément en 

raison de l'énorme surface entre les gouttelettes et le gaz de séchage et forme par la suite des 

particules solides après précipitation du polymère [269] (Fig.2.7.c). Les particules obtenues 

à la fin sont des nanocapsules contenant la phase huileuse à l’intérieur. Le séchage par 

nébulisation classique n’est pas adapté à la production des NP parce qu’elles sont trop petites 

pour être récupérées à la fin du procédé dans le cyclone. Par conséquent, des nouveaux types 

d’appareils sont conçus pour faciliter la collecte des NP comme le Büchi Nano Spray Dryer, 

qui capte les particules par un collecteur électrostatique [269].  

Actuellement, le spray drying est largement utilisé dans les industries nutraceutiques 

et agro-alimentaires en raison de ses avantages, notamment la facilité de mise à l'échelle, la 

simplicité, les faibles coûts de production et la capacité à produire des particules faciles à 

transporter et à stocker. D’après les différents travaux illustrés dans le Tableau 2.2, les 

inconvénients de ce procédé résident dans la granulométrie élevée des particules ; ainsi 

qu’aux faibles rendements d'encapsulation des huiles. 

2.5.4. Nanoprécipitation 

La technique de la nanoprécipitation, autrement appelée « déplacement du solvant », 

a été décrite pour la première fois par Fessi et al. [270]. Elle requiert l’utilisation de trois 

ingrédients : un polymère, un solvant et un non-solvant du polymère. Le solvant doit être 

totalement miscible avec le non-solvant. L’acétone, en raison de son faible point d’ébullition, 

est très fréquemment recommandé [271]. Cette technique est largement utilisée pour 

l’encapsulation des HE ou HV, comme illustré dans le Tableau 2.2. Elle consiste à dissoudre 

l’huile dans une solution organique de polymère qui sera ensuite injectée, sous agitation 

modérée, dans une phase aqueuse, dans laquelle le polymère et l’huile ne sont pas solubles 

(Fig.2.7.d). Les NP se forment instantanément après diffusion du solvant vers la phase 

aqueuse. Cette formation de particules est traduite par le fait que le polymère quitte les 

gouttelettes et se dépose à l’interface grâce à son insolubilité à la fois dans l’huile et dans la 

phase externe (mélange eau-solvant). Par la suite, le solvant organique sera éliminé par 
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évaporation sous pression réduite [181]. L’ajout des agents tensioactifs n’est pas 

indispensable mais permet généralement de diminuer la taille et la polydispersité des NP 

obtenues et assurer la stabilité à long terme de la suspension colloïdale. 

La nanoprécipitation est très simple à mettre en œuvre, rapide, économique et 

hautement reproductible. Elle permet l’incorporation d’une grande quantité d’huile avec un 

excellent rendement dans des NP de taille bien définie et de distribution de taille homogène. 

De plus, elle ne nécessite pas d'énergie de production élevée. Le principal inconvénient de 

cette méthode est l'utilisation de solvants organiques qui peuvent être toxiques pour la santé 

ce qui nécessite une étape de purification des NP à la fin du procédé [272]. 

2.5.5. Gélation ionique 

Afin d'éviter l'utilisation de solvants organiques toxiques ou des énergies élevées, 

Calco et al. ont proposé une nouvelle approche appelée gélation ionique ou coacervation 

[273]. Dans cette méthode, des agrégats nanométriques se forment via l’interaction 

électrostatique à partir des solutions de polysaccharides chargés qui gélifient en présence 

d’ions de signe opposé (Fig.2.7.e). Cette transition de l'état liquide à l'état de gel des 

polysaccharides se produit à pH fixe. L’alginate de sodium et le chitosane sont parmi les 

polysaccharides les plus utilisés pour la gélation ionique [268]. Plusieurs études ont été 

menées en utilisant cette technique pour encapsuler les HV, comme indiqué dans le Tableau 

2.2. Les principaux inconvénients de cette technique sont l’efficacité d'encapsulation 

modérée et le diamètre élevé des nanocapsules comparativement à la technique de la 

nanoprécipitation. 
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2.6. Revue bibliographique sur l’utilisation de la nanoprécipitation pour 

l’encapsulation des huiles essentielles et végétales 

Ce travail traite pour la première fois l’encapsulation de l’HE du Saussurea lappa 

CB. Clarke. et l’HV du Phoenix dactylifera L. dans des NP en employant la technique de la 

nanoprécipitation. Une étude bibliographique semble nécessaire sur l’utilisation de cette 

technique pour l’encapsulation des huiles et le Tableau 2.3 en résume l’ensemble des travaux 

qui ont été conduits pendant cette dernière décennie.  

2.6.1. Matières premières utilisées 

a. Phase organique (phase solvant) : La méthode de la nanoprécipitation implique 

l'utilisation d'un solvant organique, qui est complètement soluble dans la phase aqueuse 

externe, induisant une précipitation immédiate du polymère. Selon le Tableau 2.3, l’acétone 

est le solvant le plus recommandé [192,199–202,207,274]. Plusieurs d’autres solvants 

peuvent être utilisés comme le diméthylsulfoxyde [208], l'éthanol [196], l'acide acétique 

[194,195,203,204,275], le mélange isopropanol/acétone [193,197], et le tétrahydrofurane 

[276]. Les polymères utilisés sont souvent biodégradables et biocompatibles ; ils peuvent être 

synthétiques ou naturels. Eudragit®RS100 [43,196], Eudragit®L100-55 [193], Eudragit®EPO 

[197], poly-ε-caprolactone [192,199,277], polylactide [202] et poly (lactide- co-glycolide) 

[207,208] sont des polymères synthétiques largement utilisés pour l’encapsulation des huiles 

de plantes. Les polymères naturels peuvent aussi être utilisés pour développer des NP, parmi 

lesquels le chitosane est le plus répandu [194,203,275]. Des tensioactifs comme les esters de 

sorbitane (span 20 [199]) et les phospholipides (l'Epikuron®200 [207] et la lécithine [192]) 

sont couramment utilisés pour empêcher l’agrégation des particules.  

b. Phase aqueuse (phase non-solvant) : Il peut s'agir d'un mélange de tensioactifs 

dissous dans le non-solvant. Le Pluronic®F68 [192,207], le Tween 80 [199,274] et l'alcool 

polyvinylique [193,278] sont des exemples de tensioactifs utilisés. Concernant le non-

solvant, l'eau est largement utilisée [193,196,199–202,207,208,274,279].  
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Tableau 2.3. Utilisation de la nanoprécipitation pour l’encapsulation des huiles essentielles et végétales dans des nanoparticules. 

Huile 

encapsulée 

Phase organique Phase aqueuse   Propriétés biologiques  Application Réf. 

Polymère Surfactant Solvant Surfactant Solvant    

C. martini  Poly-ε-

caprolactone 

Lécithine Acétone Pluronic F68 Eau Antioxydant, antimicrobien Cosmétique [192] 

Géraniol Poly-ε-

caprolactone 

Lécithine Acétone Pluronic F68 Eau Antioxydant, antimicrobien Cosmétique [192] 

PluronicF-127  / Tétrahydrofuran / Eau Antimicrobien Alimentaire [276] 

Thym Eudragit L 100-55 / Acétone : 

Isopropanol 

Alcool 

polyvinylique 

Eau Antioxydant Alimentaire [193] 

Chitosane / Acide acétique / Méthanol Antimicrobien Agriculture [194] 

Chitosane / Acide acétique  / Méthanol Antimicrobien Agriculture [195] 

  Eudragit RS 100 / Ethanol / Eau Bactériostatique, 

fongistatique 

Médecine [196] 

Bergamote  Eudragit RS100 / Acétone / Eau Antimicrobien Alimentaire [43] 

Orange sucrée Eudragit RS100 / Acétone / Eau Antimicrobien Alimentaire [43] 

Romarin   Eudragit EPO / Acétone: 

Isopropanol 

/ Eau Antioxydant Cosmétique [197] 

Poly-ε-caprolactone Span 20 Acétone Tween 80 Eau Insecticide Agriculture [198] 

Poly-ε-

caprolactone 

Span 20 Acétone Tween 80 Eau Antioxydant, analgésique, 

antimicrobien 

Médecine [199] 

Lavande Eudragit EPO / Acétone:Isopropanol / Eau Antioxydant Cosmétique [197] 
Polyéthylène oxide 

-b-Polylactide 
/ Acétone / Eau Antimicrobien Textile [200] 

Menthe poivrée Acétate de 

cellulose  

/ Acétone / Eau Antimicrobien  Médecine [201] 

Cannelle Acétate de 

cellulose  

/ Acétone / Eau Antimicrobien Médecine [201] 

Citronnelle Acétate de 

cellulose 

/ Acétone / Eau Antimicrobien Médecine [201] 

Polylactide / Acétone / Eau Antimicrobien Médecine [202] 

Poivre noir Chitosane / Acide acétique  / Méthanol Antifongique Agriculture [204] 

Citron vert Chitosane / Acide acétique / Méthanol Antimicobien Agriculture [195] 
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Tableau 2.3 (Suite) 

Citron vert Chitosane / Acide acétique / Méthanol Antimicrobien Alimentaire [203] 

Z. rhoifolium  Poly-ε-caprolactone Span 60 Acétone Tween 80 Eau Pesticide Agriculture [274] 

P. graveolens Eudragit RS 100 / Ethanol / Eau Bactériostatique, 

fongistatique 

Médecine [196] 

E. 

Caryophyllata 

Eudragit RS 100 / Ethanol / Eau Bactériostatique, 

fongistatique 

Médecine [196] 

Carvacol Poly (lactide- co-

glycolide) 

Epikuron 200 Acétone Pluronic 

F68 

Eau Antimicrobien Médecine [207] 

Carvone Poly (lactide- co-

glycolide) 

/ Diméthylsulfoxyde  / Eau Antimicobien  Alimentaire [208] 

Poivrier  Chitosane / Acide acétique / Méthanol Antifongique Alimentaire [275] 

Anéthole Poly (lactide- co-

glycolide) 

/ Diméthylsulfoxyde  / Eau Antimicobien Alimentaire [208] 

Origan Poly-ε-caprolactone Span 80 Acétone Tween 80 Eau Antimicobien / [280] 

Rose musquée Eudragit RS100 / Acétone Tween 80   Eau Cicatrisant Cosmétique [209] 

Ricin 1,2,4-Triazoline-

3,5-dione 

 

/ 

 

Acétone 

 

/ 

 

 

  Eau 

   

 

Source d’acides gras 

insaturés 

 

/ 

 

[210] 

 Olive  

Pépins de 

courge 

Tournesol 

Noisette 

Son de riz Poly-ε-caprolactone      Anti-solaire Cosmétique [211] 

Pignons de pin Eudragit L 100-55 

/ Eudragit L100 / 

Eudragit S100 

Poloxamer  

188 

Acétone /   Eau Source d’acides gras 

insaturés 

Médecine [212] 

Babassu Poly (lactide- co-

glycolide) 

/ Acétone Pluronic 

F68 

  Eau Traitement de 

l’hyperplasie bénigne de 

la prostate 

Médecine [213] 
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2.6.2. Propriétés physicochimiques des nanoparticules polymères préparées par 

nanoprécipitation 

A. Propriétés colloïdales 

Les NP produites par la technique de la nanoprécipitation présentent généralement 

une taille nanométrique, une distribution granulométrique étroite avec une EE% élevée. 

Khoobdel et al. ont constaté que les nanocapsules préparées à base de poly-ε-caprolactone 

contenant l’HE du romarin possédaient une forme sphérique, une petite taille (145 nm) avec 

une distribution régulière (indice de polydispersité ˂ 0.3) (Fig.2.8) [198]. Dans une autre 

étude, l’analyse des NP par microscopie électronique en transmission a révélé une nette 

différence entre la structure des NP vides et celles contenant l’huile de citron vert (Fig.2.9) 

[281]. De plus, les NP contenant l'huile végétale extraite des pignons de pin possèdent un 

diamètre moyen et une EE% variant entre 236-296 nm et 85-91%, respectivement [212]. 

 

Figure 2.8. Microscopie électronique à balayage des nanoparticules contenant l’huile 

essentielle du romarin (Khoobdel et al.)i. 

 

 

Figure 2.9. Microscopie électronique en transmission des nanoparticules vides (à gauche) 

et ceux contenant l’huile de citron vert (à droite) (Liakos et al.)ii. 

 

i Khoobdel M, Ahsaei SM, Farzaneh M. Insecticidal activity of polycaprolactone nanocapsules loaded with 

Rosmarinus officinalis essential oil in Tribolium castaneum (Herbst). Entomol Res 2017; 47: 175–184. 
ii Liakos IL, D’autilia F, Garzoni A, et al. All natural cellulose acetate—Lemongrass essential oil antimicrobial 

nanocapsules. Int J Pharm 2016; 510: 508–515. 
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Plusieurs travaux ont rapporté l'efficacité de la nanoprécipitation par rapport à d'autres 

méthodes en termes de taille de NP et d'EE% d'huile. Shakeri et al. ont constaté que 

l'utilisation de la nanoprécipitation a permis une amélioration significative de l’EE% (21%) 

et une meilleure stabilité (potentiel ζ de -26 mV) des particules de poly(3‐hydroxybutyrate) 

chargées en carvacrol par rapport à la méthode de la dialyse [206]. En outre, Esfandyari-

Manesh et al. ont comparé le diamètre moyen, la distribution de taille et la charge en huile 

du poly (lactide-co-glycolide) carvone / anéthol-NP préparées par deux techniques ; la 

nanoprécipitation et l’émulsification évaporation du solvant [208]. Les résultats ont révélé 

que les particules élaborées par nanoprécipitation sont plus petites en taille (126 et 158 nm 

pour carvone et anéthole, respectivement), et ont une distribution de taille plus étroite (indice 

de polydispersité d'environ 0.08) et une EE% plus élevée (12.32% pour la carvone et 14.73% 

pour l’anéthole). La faible EE% constatée en utilisant la méthode d'émulsification est 

attribuée à la perte d’huile pendant la phase d'évaporation qui a duré 3 h. De plus, la difficulté 

pour la dispersion mutuelle de la phase organique en utilisant cette méthode se traduit par 

des particules plus grosses [208]. Fraj et al. ont rapporté des résultats similaires en termes de 

taille de particule, de potentiel ζ et d’EE% pour l’HE d'Origanum vulgare L. contenue dans 

des NP de poly-ε-caprolactone préparées par nanoprécipitation et double émulsion [280]. La 

taille des particules, le potentiel ζ et l’EE% trouvés sont de 181.6 nm, -40.9 mV, 85.89% et 

1759 nm, -15.7 mV, 47.5% pour la nanoprécipitation et la double émulsion, respectivement.  

B. Libération in vitro de l’huile encapsulée 

La libération in vitro des HE ou HV à partir des NP est largement étudiée. En 2015, 

Christofoli et ses collaborateurs ont examiné la libération de l’HE du Zanthoxylum rhoifolium 

L. à partir des NP de poly-ε-caprolactone préparées par nanoprécipitation [205]. Les résultats 

ont montré une courbe de libération biphasique ; une libération initiale rapide pendant la 

première heure suivie d'une libération ralentie après 12 h pour atteindre un maximum de 

libération (81.9%) à 72 h (Fig.2.10). La première phase est due à la fraction d’huile adsorbée 

à la surface des NP. Alors que la deuxième est attribuée à la diffusion de l’huile du cœur des 

NP vers l'extérieur [205]. Ce profil de libération est similaire à ce qui est observé dans des 

travaux antérieurs [194,200,207].  
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Figure 2. 10. Profil de libération de l’huile essentielle du Zanthoxylum rhoifolium L. à 

partir des nanoparticules de poly-ε-caprolactone (Christofoli  et al.)i. 

Les études in vitro démontrent que différents facteurs peuvent affecter la libération 

des huiles à partir de systèmes colloïdaux. Ces facteurs comprennent le type de la paroi 

polymérique et l’huile à encapsuler. Il est montré que la libération du carvacrol est plus rapide 

par rapport à celle du thymol à partir des NP de chitosane [194]. Les temps de libération 

maximaux sont de 540 et 630 min pour une libération de 100% de carvacrol et de thymol, 

respectivement. Ce résultat s'explique par le fait que le carvacrol est plus hydrophile que le 

thymol, donc au contact de l'eau, une libération plus importante est attendue [194]. Dans une 

autre étude, Popiolski et ses collaborateurs ont rapporté que la libération de l’HE du 

Lavandula dentata L. à partir des NP de copolymères polyéthylène oxyde-acide b-

polylactique dépend du poids moléculaire du polylactide [200]. En effet, deux types de 

polylactide ayant différents poids moléculaires (4.5 et 10 KDa) sont utilisés pour la 

conception des NP. La libération de l’essence à partir des NP formées par le polylactide 

(10KDa) était d'environ 40% et ce pourcentage est resté le même pendant 24 h. Alors que 

pour les NP de polylactide (4.5KDa), seulement 5% sont libérés. Cette différence était liée à 

la taille moyenne des NP. Au fait, les NP produites à partir du polylactide à poids moléculaire 

élevé sont significativement plus petites que celles produites à partir du polylactide à poids 

moléculaire faible ; ce qui favorise la diffusion de l’huile de lavande du noyau interne vers 

le milieu externe, conduisant ainsi à augmenter la quantité d'huile libérée [200]. 

i Christofoli M, Cristina E, Costa C, et al. Insecticidal effect of nanoencapsulated essential oils from 

Zanthoxylum rhoifolium ( Rutaceae ) in Bemisia tabaci populations. Ind Crop Prod 2015; 70: 301–308. 
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C. Stabilité des nanoparticules 

La stabilité des NP préparées par la nanoprécipitation est largement étudiée dans la 

littérature. Fraj et al. ont comparé la stabilité des NP contenant l’HE d'Origanum vulgare 

L. préparées par deux techniques la nanoprécipitation et la double émulsion ; pendant 60 

jours à différentes température (4, 25 et 40 °C) et ont suivi la teneur en carvacrol, le 

constituant majeur de l’HE. Les résultats ont montré que les NP sont physiquement stables 

avec une forte rétention en carvacrol [280]. De même, Badri et al. n’ont constaté aucun 

changement significatif de la taille et du potentiel ζ des NP contenant l’huile de nigelle en 

fonction de la température stockées pendant un mois (Fig.2.11) [279].  

Le grand défi qui freine la faisabilité des applications biologiques des HE et HV 

dans plusieurs domaines est leur instabilité en présence de la lumière, la chaleur et 

l'humidité. Dans ce contexte, l'étude de la photodégradation (rayonnements UV-A et UV-

C) des NP de poly-ε-caprolactone contenant l’HE de Zanthoxylum rhoifolium L. est étudiée 

[274]. Les résultats ont révélé que l’huile non encapsulée subit une photodégradation de 

94.3% après 7 h d'exposition à la lumière, tandis que la dégradation des NP n'est que 44.8%. 

Cela a confirmé la propriété de la paroi polymérique à protéger les molécules bioactives 

[274]. Des résultats similaires sont trouvés avec des NP contenant l'huile de bourrache avec 

la bétaméthasone [282]. 

 
 

Figure 2.11. Etude de stabilité des nanoparticules contenant l’huile de nigelle stockées 

pendant un mois à différente températures en termes de taille et du potentiel zêta (Badri 

et al.)i. 

 

i Badri W, El-Asbahani A, Miladi K, et al. Poly (ε-caprolactone ) nanoparticles loaded with indomethacin 

and Nigella Sativa L. essential oil for the topical treatment of inflammation. J Drug Deliv Sci Technol 

2018; 46: 234–242. 
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D. Reproductibilité à grande échelle 

Avec le développement des stratégies de conception de nanovecteurs, la 

reproductibilité et l’applicabilité d’un point de vue industriel restent cruciales dans le choix 

d'une technique appropriée pour produire des nanovecteurs chargés d'HE ou HV avec des 

propriétés prévisibles. En ce qui concerne le processus de nanoprécipitation, Ephrem et ses 

collaborateurs ont comparé les propriétés colloïdales des nanocapsules contenant l’huile 

essentielle du romarin préparées à petite et à grande échelles [199]. Les résultats ont révélé 

que l’extrapolation à l’échelle industrielle n’a pas d’influence sur les caractéristiques des 

NP qui ont une forme sphérique, un diamètre moyen de 230 nm, un potentiel ζ de -20 mV 

avec une EE% supérieure à 99% et une bonne stabilité [199]. 

2.6.3. Paramètres affectant les propriétés colloïdales des nanoparticules préparées 

par nanoprécipitation 

Les principaux paramètres qui gouvernent les propriétés physicochimiques des NP 

mises en jeu sont les conditions opératoires et la composition polymérique (polymère, 

huile, tensioactif). 

A. Effet du polymère 

Différents travaux sont réalisés pour étudier l'effet du polymère sur les propriétés 

des NP préparées par la méthode de déplacement du solvant. Dans ce contexte, l'impact de 

la quantité du poly-ε-caprolactone sur le diamètre moyen des NP contenant l’HE du 

Rosmarinus officinalis L. est étudié et les résultats ont montré que la taille des particules 

est proportionnelle à la quantité du polymère. En effet, une quantité élevée du polymère 

entraîne une augmentation de l'épaisseur de la paroi polymérique ce qui augmente la taille 

des particules au détriment de leur nombre. Des résultats similaires sont raportés par Badri 

et al. avec les NP de poly-ε-caprolactone contenant l’huile d’argan (Fig.2.12) [278]. De 

plus il est constaté que la structure poreuse de l’Eudragit®L100 a entrainé la fuite de l'huile 

extraite des pignons de pin encapsulée dans les NP, diminuant ainsi le taux de l’EE% [212]. 
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Figure 2.12. Effet de la concentration du polymère sur les propriétés colloïdales 

des nanoparticules polymères de poly-ε-caprolactone (Badri et al.)i. 

 

B. Effet de l’huile encapsulée 

Concernant l’effet du type d’huile à encapsuler, Liakos et al. ont déterminé la taille 

de trois types de NP à base d'acétate de cellulose produites dans les mêmes conditions tout 

en variant l’huile [201]. Les résultats ont révélé que la taille des particules croit dans l'ordre 

suivant ; NP contenant l’huile de la cannelle, NP contenant l’huile de la menthe poivrée 

puis celles contenant l’huile de la citronnelle. Cette différence est attribuée à la structure 

chimique de l'huile encapsulée. Le géranial et le néral, les principaux composants de l'huile 

de la citronnelle, ont de longues chaînes carbonées (~ 10 atomes de carbone), ce qui 

entraîne une augmentation de la taille des capsules lorsqu'elles sont fixées à l'acétate de 

cellulose. Alors que pour l'huile de la cannelle, le composé majoritaire (le cinnamaldéhyde) 

réagit avec le groupe hydroxyle de l'acétate de cellulose créant ainsi une liaison hémiacétal 

responsable de la compression des NP ce qui réduit la taille des particules [201]. Dans une 

autre étude réalisée par Badri et al., la taille des NP augmente avec la quantité d’huile 

d’argan encapsulée (Fig.2.13) [278].  

En plus de la taille, l’huile encapsulée peut affecter la charge superficielle des 

particules. Il est rapporté que l’augmentation de la quantité d’huile de citronnelle entraine 

un accroissement du potentiel ζ des NP à base d’acétate de cellulose [201]. Les auteurs ont 

lié cette variation à la présence de certaines molécules d'huile sur la surface externe des 

particules. Dans une autre étude, la présence de l’HE du citron vert à la surface des NP de 

chitosane a diminué le potentiel ζ de +61.1 à +57.0 mV dû à la diminution des groupes 

NH3
+ libres de chitosane suite à leur interaction avec l’HE [203].  

i Badri W, Miladi K, Eddabra R, et al. Elaboration of nanoparticles containing indomethacin: Argan oil for 

transdermal local and cosmetic application. J Nanomater 2015; 2015: 1–9. 
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Figure 2.13. Effet de la quantité d’huile sur les propriétés colloïdales des 

nanoparticules polymères de poly-ε-caprolactone (Badri et al.)i. 

 

C. Effet du tensioactif 

Au moyen de la technique de la nanoprécipitation, des NP avec une stabilité 

colloïdale suffisante peuvent être produites sans aucun besoin de tensioactif. Actuellement, 

plusieurs rapports ont mis en évidence l'effet négligeable du surfactant sur les propriétés 

physico-chimiques des NP contenant des HE [43,195,275,276,196,197,200–204,208]. Le 

même scénario s’est produit avec les HV. Badri et al. (2015) ont souligné que la quantité 

d'alcool polyvinylique utilisée comme tensioactif n'a d'effet significatif sur le diamètre 

moyen des NP de poly-ε-caprolactone qu’au-delà de 0.1 mg/ml en raison du dépôt de 

tensioactif supplémentaire sur la surface des particules (Fig.2.14)[278]. 

Certains HE peuvent jouer le rôle de tensioactif. C’est le cas des HE de la menthe 

poivrée, de la cannelle et de la citronnelle qui présentent de longues queues d'hydrocarbures 

avec des têtes hydrophiles ayant des groupements fonctionnels [201].  

 

Figure 2.14. Effet de la quantité du tensioactif sur les propriétés colloïdales des 

nanoparticules polymères de poly-ε-caprolactone (Badri et al.)i. 

i Badri W, Miladi K, Eddabra R, et al. Elaboration of nanoparticles containing indomethacin: Argan oil for 

transdermal local and cosmetic application. J Nanomater 2015; 2015: 1–9. 
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D. Effet du rapport volumique phase organique / phase aqueuse 

L'effet du rapport entre la phase organique et la phase aqueuse peut affecter la taille des 

particules. Il est montré que la taille des NP est proportionnelle à ce rapport en raison de la 

diffusion lente du solvant organique (acétone) vers la phase aqueuse ce qui rend la 

précipitation du polymère lente entrainant une augmentation de la taille des NP (Fig.2.15) 

[278]. 

 

Fifure 2.15. Effet du rapport volumique : acétone / eau sur les propriétés colloïdales des 

nanoparticules polymères de poly-ε-caprolactone (Badri et al.)i. 

 

E. Effet des conditions opératoires 

En plus des facteurs mentionnés ci-dessus, les conditions opératoires peuvent 

affecter les propriétés physico-chimiques des NP préparées par nanoprécipitation. Dans ce 

contexte, Badri et al. ont étudié l'effet de la vitesse d'agitation et de la vitesse d'addition de 

la phase organique et ont noté que la taille des particules de poly-ε-caprolactone contenant 

l'huile d'argan est inversement proportionnelle à la vitesse d'agitation et à la vitesse 

d'addition de la phase organique à la phase aqueuse [278].  

Dans l’ensemble la nanoprécipitation largement utilisée pour l’encapsulation des 

HE et HV permet d’obtenir des NP avec des caractéristiques physicochimiques bien 

adaptées pour leur application dans plusieurs domaines : alimentaire, agricole, médicale, 

cosmétique et en textile (Tableau 2.3). 

 

i Badri W, Miladi K, Eddabra R, et al. Elaboration of nanoparticles containing indomethacin: Argan oil for 

transdermal local and cosmetic application. J Nanomater 2015; 2015: 1–9. 
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CHPITRE III 

MATERIELS ET METHODES 

Stratégie du travail 

Cette partie est consacrée à la description des matériels et méthodes utilisés afin de 

mener à bien la présente étude. Elle englobe quatre sous-parties essentielles. La première 

section porte sur l’extraction et l’analyse de l’huile des noyaux de dattes et celle du costus. 

La seconde consiste en une étude paramétrique de la nanoprécipitation pour identifier et 

optimiser les différents paramètres influençant la préparation des NP vides à base de PMMA 

(Eudragit®RS100). La troisième porte sur la préparation et la caractérisation des NP chargées 

d’huile ; et enfin dans la dernière partie les méthodes permettant d’accéder aux activités 

biologiques des huiles sous leurs formes libres et encapsulées sont détaillées. Un schéma 

récapitulatif montrant la stratégie expérimentale suivie dans le présent travail est illustré ci-

dessous. Tous les réactifs et produits utilisés tout au long de cette étude sont insérés en 

Annexe A. 

 

Figure 3.1. Stratégie du travail expérimental. 
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Partie 1. Extraction et analyse des huiles  

3.1. Préparation des matrices végétales 

Les noyaux de dattes utilisées dans cette étude proviennent de la variété « Ghars », 

récoltée dans la région du Sahara (Biskra, Algérie). Les racines sèches du costus indien sont 

achetées chez un herboriste (Bordj Bou Arreridj, Algérie). Les deux matières végétales ont 

subi un traitement préliminaire : lavage, séchage et broyage. Les poudres obtenues sont 

stockées par la suite dans des récipients étanches. Les taux d’humidité résiduelle sont 

respectivement de 8 et 10% pour la poudre des racines du costus et celle noyaux de dattes. 

La Figure 3.2 montre les matières végétales utilisées avant et après prétraitement. 

a)  

b)  

Figure 3.2. Illustration des matières végétales utilisées avant et après prétraitement : (a) 

Noyaux de dattes ; (b) Racines du costus indien. 

3.2. Pilote d’extraction par CO2 supercritique 

L’extraction est réalisée dans un pilote construit par la société Separex 

(Champigneulles, France) (série 4343 type SF2). L’installation comprend : un extracteur en 

acier inoxydable, deux séparateurs en série pour le fractionnement et la récupération des 

extraits et une pompe haute pression qui peut aller jusqu'à 700bar (Fig 3.3). Le débit maximal 
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du CO2 est de 200 g/min. Le CO2 utilisé est d'une pureté de 99.5% et est fourni par SIDAL 

SPA Air liquide (Alger, Algérie). 

  

 
Figure 3.3. Schéma du pilote d’extraction par CO2 supercritique.  
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3.3. Protocole de l’extraction par CO2 supercritique 

En se basant sur l’étude élaborée par Louaer et ses collaborateurs [170], les conditions 

opératoires utilisées pour l’extraction de l’huile des noyaux de dattes sont résumées dans le 

Tableau 3.1. 

 Pour l’huile de costus, une série d’expériences est effectuée afin d’optimiser la 

pression, la température et le diamètre des particules (Voir Annexe B). Les conditions 

optimales retenues sont regroupées dans le Tableau 3.1. 

 

Tableau 3.1. Conditions opératoires optimales de l’extraction supercritique de l’huile des 

noyaux de dattes et celle du costus. 

Paramètre 

opératoire 

Huile des noyaux de 

dattes 

Huile de costus 

Mode Dynamique Dynamique 

Pression de CO2 250bar 100bar 

Débit du CO2 supercritique 50g/min 50g/min 

Masse initiale de la poudre 80g 80g 

Diamètre de la poudre 0.3mm 0.3mm 

Température d’extraction 60°C 40°C 

Température de séparation 30°C 30°C 

Temps d’extraction 210min 180min 

 

Les huiles sont recueillies et conservées à 4 °C à l'abri de la lumière pour éviter toute 

dégradation. Le rendement d’huile en pourcentage (R) est calculé par l’équation 3.1 : 

𝑅 =
𝑃𝐻

𝑃𝑃
 × 100         (3.1) 

Avec :  

           PH : poids de l’huile extraite en g  

           PP : poids de la plante traitée en g. 

3.4. Analyse de l’huile essentielle du costus indien 

L’HE du costus est analysée à l’Institut des Sciences Analytique (ISA) (Villeurbanne, 

France) par un chromatographe en phase gazeuse (CPG) (Agilent 6890N) lié à un détecteur 

à ionisation de flamme (FID) et couplé à la spectrométrie de masse (MS) (Agilent 5973N) 

en utilisant deux colonnes capillaires, l’une polaire (INNOWAX) et l’autre apolaire (HP-1). 

Les conditions opératoires sont répertoriées dans les Tableaux 3.2 et 3.3. 
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Tableau 3.2. Conditions opératoires des analyses par chromatographie en phase gazeuse. 

Colonne capillaire INNOWAX HP-1 

Longueur 60 m  50 m 

Diamètre interne 0.32 mm 0.32 mm 

Epaisseur de phase 0.50 μm 0.50 μm 

Température du détecteur (FID) 250 °C 250 °C 

Gaz vecteur Hélium Hélium 

Débit 1.3 ml/min 1.3 ml/min 

Température de l’injecteur 250 °C 250 °C 

Programmation du four 2 min à 60°C 

2°C/min de 60 à 245°C  

30 min à 245°C 

 

8 min at 80 °C 

2°C/min de 80 à 220 °C  

10°C/min de 220 à 310°C  

20 min à 310 °C 

Quantité injectée 1μl 1μl 

Mode d’injection Split 1/60 Split 1/60 

 

Tableau 3.3. Conditions opératoires des analyses par chromatographie en phase gazeuse 

couplée à la spectrométrie de masse 

Colonne capillaire HP-5MS 

Courant d’ionisation 70 eV 

Longueur 30 m  

Diamètre interne 0.25 mm 

Epaisseur de phase 0.25 μm 

Température du détecteur  250 °C 

Gaz vecteur Hélium 

Débit 1.0 ml/min 

Température de l’injecteur 250 °C 

Programmation du four 2 min à 60℃ ; 3℃/min de 60 à 250℃ ; 2min à 250℃ ; 

10℃/min de 250 à 325℃ puis 15min à 325℃. 

Quantité injectée 1μl 

Mode d’injection Split 1/60 

 

L’identification des constituants de l’HE se fait par comparaison du spectre de masse 

de chaque pic séparé par CPG avec ceux reportés dans des librairies de référence (Wiley et 

NIST data gateway 2005). La calibration pour les indices de rétention est obtenue par 

injection d’un mélange d’alcanes de C5 à C30. 
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3.5. Analyse de l’huile végétale des noyaux de dattes 

L’HV des noyaux de dattes est analysée à l’Institut des Sciences Analytiques 

(Villeurbanne-France), par CPG-FID (Agilent 6890N) en utilisant la colonne INNOWAX 

dans les mêmes conditions opératoires que ceux de l’huile de costus mentionnées dans le 

Tableau 3.2. L’huile est traitée, avant injection, comme suit :  

 Mettre à reflux 200 µl de corps gras avec 4 ml de solution méthanolique de soude 

(0.5N) pendant 10 min.  

 Ajouter 5ml de solution méthanolique de trifluorure de bore (10%) et porter au 

reflux pendant 5 min. 

 Après addition de l’eau, faire l’extraction par 2 ml d’hexane 

 Sécher la phase organique avec du sulfate de sodium et injecter la dans CPG-FID. 
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Partie 2. Etude paramétrique de la nanoprécipitation 

 

3.1. Préparation des nanoparticules vides  

Les NP sont préparées au moyen de la nanoprécipitation. La phase organique, obtenue 

en dissolvant du PMMA (Evonik, Allemagne) dans un solvant organique, est ajoutée 

lentement à la phase aqueuse, constituée d’eau seulement (eau déionisée du système Milli-

Q), à température ambiante et sous agitation magnétique modérée (Fig.3.4). La diffusion du 

solvant vers le non-solvant conduit à la formation instantanée d’une suspension de NP. Le 

solvant organique est évaporé ultérieurement à l'aide de d’un rotavapor R-124® de Buchi. 

 

 

Figure 3.4. Préparation des nanoparticules de PMMA vides. 

 

3.2. Etude de l’effet de différents facteurs opératoires 

Différents paramètres sont examinés pour l’optimisation des NP modèles conçues 

pour l’encapsulation des HE et HV. Le Tableau 3.4 résume l’ensemble des formulations qui 

sont réalisées. 
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Tableau 3.4. Effets de différents paramètres sur la taille des particules et le potentiel ζ des 

nanoparticules vides à base de PMMA. Les valeurs « en gras » indiquent les paramètres 

modifiés. 

Paramètre 

étudié 

Formulation Phase organique Phase 

aqueuse  

(ml) 

Vitesse  

(rpm) 

Eudragit 

(mg/ml) 

Acétone 

(ml) 

Ethanol 

(ml) 

Méthanol 

(ml) 

  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
 T

y
p
e 

d
u
 s

o
lv

an
t 

  
&

 

  
 R

ap
p
o
rt

 v
o
lu

m
iq

u
e 

so
lv

an
t 

/ 
n

o
n

-s
o

lv
an

t 
 

   

F1 16 10 - - 30 500 

F2 16 12 - - 30 500 

F3 16 15 - - 30 500 

F4 16 20 - - 30 500 

F5 16 30 - - 30 500 

F6 16 - 10 - 30 500 

F7 16 - 12 - 30 500 

F8 16 - 15 - 30 500 

F9 16 - 20 - 30 500 

F10 16 - 30 - 30 500 

F11 16 - - 10 30 500 

F12 16 - - 12 30 500 

F13 16 - - 15 30 500 

F14 16 - - 20 30 500 

F15 16 - - 30 30 500 

 

                     

 

 

 

Concentration 

en polymère 

 

 

F16 28 15 - - 30 500 

F17 40 15 - - 30 500 

F18 52 15 - - 30 500 

F19 64 15 - - 30 500 

F20 28 - 15 - 30 500 

F21 40 - 15 - 30 500 

F22 52 - 15 - 30 500 

F23 64 - 15 - 30 500 

F24 28 - - 15 30 500 

F25 40 - - 15 30 500 

F26 52 - - 15 30 500 

F27 64 - - 15 30 500 

 

 

Vitesse 

d’agitation 

F28 16 15 - - 30 300 

F29 16 15 - - 30 700 

F30 16 - 15 - 30 300 

F31 16 - 15 - 30 700 

F32 16 - - 15 30 300 

F33 16 - - 15 30 700 

La concentration du polymère est la concentration dans le solvant organique. 
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3.2.1. Influence de la nature du solvant et du rapport volumique solvant/non-solvant 

Le choix du solvant se fait essentiellement sur la base de sa miscibilité avec le non-

solvant (l’eau) et de son pouvoir à solubiliser le polymère. Pour étudier l’effet du solvant 

ainsi que le rapport volumique solvant/non-solvant sur les propriétés colloïdales des NP, 

quinze solutions organiques de PMMA (16 mg/ml) sont préparées à différents rapports 

volumiques (1/3, 2/5, 1/2, 2/3 et 1/1) en variant le solvant organique (acétone, éthanol et 

méthanol). Le volume du non-solvant est maintenu constant (30 ml) pour toutes les 

expériences. Toutes les formulations préparées sont évaluées en termes de taille de particules, 

de distribution en taille et de potentiel ζ. 

3.2.2. Influence de la concentration en polymère                                                                            

Différentes solutions organiques de PMMA (15 ml) à différentes concentrations sont 

préparées (16, 28, 40, 52 et 64 mg/ml) en utilisant les trois solvants organiques. La taille des 

particules, l’indice de polydispersité et le potentiel ζ sont à nouveau évalués pour toutes les 

formulations. 

3.2.3. Influence de la vitesse d'agitation 

Pour évaluer l'effet de la vitesse d'agitation sur les propriétés colloïdales des NP 

obtenues, différentes solutions organiques de PMMA à (16 mg/ml) sont préparées à un 

rapport volumique de ½ sous trois vitesses d'agitation (300, 500 et 700 rpm). Les NP 

résultantes sont à nouveau caractérisées. 

3.3. Caractérisation des nanoparticules vides 

3.3.1. Diffusion dynamique de la lumière  

La suspension des NP est soumise à une analyse par diffusion dynamique de la 

lumière en utilisant un Zetasizer Nano ZS200 (Malvern Instruments, Royaume-Uni) pour 

mesurer la taille moyenne des particules, l’indice de polydispersité et le potentiel ζ. Les NP 

sont dispersées dans une solution de NaCl (1 mM) avant chaque mesure. Toutes les mesures 

sont effectuées en triple à température ambiante et à un pH avoisinant 6.5. 

3.3.2. Microscopie électronique à balayage  

La Microscopie Electronique à Balayage (MEB ou SEM pour Scanning Electron 

Microscopy) est une méthode d’analyse microscopique permettant d’observer des objets en 

relief. Celle-ci est basée sur une interaction électron-matière entre un faisceau électronique 

et la surface de l’échantillon à analyser. Cette interaction génère des électrons secondaires se 
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trouvant dans des états d’énergie faible. Ils sont accélérés vers différents détecteurs 

permettant ainsi la reconstruction d’une image tridimensionnelle de la surface [283].  

La MEB est réalisée à l'aide d'un microscope FEI Quanta 250 FEG au Centre 

Technologique des Microstructures (CTµ) de l'Université de Lyon (Villeurbanne, France). 

Une goutte de la suspension de NP est fixée sur un support spécifique au MEB (plot 

métallique) à l’aide d’un ruban adhésif double face, puis séchée à température ambiante. 

L’échantillon est recouvert d’une fine couche de métal (d’environ 2 à 3 nm d’épaisseur) pour 

qu’il réémet les électrons à l’intérieur de la chambre d’observation du microscope. Cette 

étape est réalisée par pulvérisation cathodique du cuivre en utilisant un métalliseur. Les 

échantillons ainsi préparés sont observés au microscope sous une tension d'accélération de 

15 kV. 
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Partie 3. Encapsulation des huiles dans des nanoparticules polymères 

 

3.1. Protocole de préparation 

Les NP sont préparées dans les conditions optimales préalablement déterminées 

(Partie 2). Pour ce faire, différentes quantités de l’HE du costus ou de l’HV des noyaux de 

dattes (15, 30, 60, 120, 240 et 300 mg) sont dissoutes dans la solution organique de PMMA 

à 16 mg/ml (Fig.3.5). L’acétone est choisi comme solvant organique pour l’huile des noyaux 

de dattes et l’éthanol pour l’huile de costus indien. La phase organique est ajoutée à 30 ml 

d'eau sous agitation magnétique (500 rpm) et à température ambiante. Le solvant organique 

est évaporé ultérieurement à l'aide d’un rotavapor R-124® Buchi (9°C, 25rpm). 

 

Figure 3.5. Préparation des nanoparticules de PMMA chargées d’huile. 

3.2. Caractérisation des nanoparticules 

3.2.1. Diffusion dynamique de la lumière  

Les NP sont analysées en termes de taille, d’indice de polydispersité et de potentiel ζ 

à l’aide d’un Zetasizer Nano ZS200 comme décrit précédemment dans la partie 2 (3.3.1).  

3.2.2. Microscopie électronique en transmission  

La microscopie électronique en transmission (MET, ou TEM pour Transmission 

Electron Microscopy) repose sur le même principe que le MEB, mais le faisceau d’électrons 
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est « transmis » à travers un échantillon très mince, ce qui permet de l’observer en « 

transparence » [284]. 

Dans notre étude, les NP sont visualisées immédiatement après préparation, à l'aide 

d'un microscope Philips CM120 fonctionnant à 120 kV, au Centre Technologique des 

Microstructures (CTμ) de l'Université de Lyon (Villeurbanne, France). Pour cela,10µl de la 

suspension de NP sont déposés directement sur la grille du microscope qui sera observée 

après séchage à l’air libre. 

3.2.3. Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourrier  

La Spectroscopie Infrarouge à Transformée de Fourier ou Fourier Transform 

InfraRed Spectroscopy (FTIR) en anglais est l’une des techniques les plus utilisées pour 

l’identification des groupements fonctionnels et leurs éventuelles interactions dans une 

molécule [283]. 

Le polymère, l’huile de costus et celle des noyaux de dattes sous leurs formes libres 

et encapsulées sont analysés à l'aide d'un spectromètre FTIR (spectromètre Thermo Scientific 

Technologies FTIR avec logiciel IR MONIC Solution). Une lyophilisation est effectuée 

avant l’analyse des NP liquides dont les conditions opératoires sont insérées en Annexe C. 

Les spectres sont enregistrés dans une plage de 400 à 4000 cm-1. 

3.2.4. Efficacité d’encapsulation 

 Nanoparticules contenant l’huile des noyaux de dattes 

La dispersion colloïdale des NP contenant l’HV des noyaux de dattes est soumise à une 

centrifugation à 15000 tr/min pendant 30 min. Le surnageant est éliminé et la quantité d'huile 

encapsulée est mesurée après ajout du chloroforme. La solution résultante a été filtrée et 

analysée par un spectrophotomètre ultraviolet UV-1800 (Shimadzu, Japon) à une longueur 

d’onde égale à 274.8 nm. L’EE% et le DL(µg d’huile/mg de polymère) sont déterminées en 

utilisant les équations 2.3 et 2.4 (Chapitre II). La méthode analytique a fait l'objet d'une 

validation en termes de linéarité, précision et répétabilité (voir Annexe D).  

 Nanoparticules contenant l’huile de costus 

La détermination de l’EE% de l’HE du costus par UV-visible n’est pas possible vu 

l’apparition de plusieurs pics dans le spectre ce qui rend le choix de la longueur d’onde 

maximale difficile (voir Annexe D).  

 



 

88 

 

CHAPITRE III                                                                             Matériels et méthodes 

3.3. Stabilité colloïdale des nanoparticules 

Afin d'évaluer la stabilité colloïdale, les formulations des NP obtenues sont stockées 

pendant 3 mois à 4, 25 et 40°C. La stabilité physique des NP est évaluée en termes de taille 

des particules et de potentiel ζ. 

De plus, la stabilité des NP aux variations de pH est examinée à travers le potentiel ζ. 

Pour ce faire, le potentiel ζ de différentes formulations est mesuré à température ambiante et 

à différents pH (3, 4, 5, 7, 9, 10 et 12). Le pH est ajusté par l’ajout de solutions d’HCl ou du 

NaOH à l’aide d’un pH-mètre pH510 (Mettler Toledo, Viroflay, France). 

3.4. Analyse statistique 

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type. La comparaison entre les 

différentes données est déterminée par analyse de variance (ANOVA) suivi d’un post-test de 

Tukey à l'aide du logiciel XLSTAT. La différence est considérée comme significative si p-

value est inférieure à 0.05. 
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Partie 4. Etude des activités biologiques 

 

3.1. Stratégie du travail 

En se basant sur la littérature reportée dans le chapitre I, les principales utilisations 

médicinales de l’huile des noyaux de dattes et celle du costus portent sur l’activité 

antioxydante et anti-inflammatoire, respectivement. De ce fait, la stratégie suivie dans cette 

partie porte sur l’étude de ces deux activités pour les deux huiles sous leurs formes libres et 

encapsulées. Ainsi l’étude de l’activité de ces formulations sur l’inhibition des enzymes clés 

de plusieurs maladies à savoir : l’α-amylase et l’α-glucosidase pour le diabète sucré ; 

l’acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase pour l’Alzheimer est menée.  

3.2. Activité anti-inflammatoire 

L’étude de l’effet anti-inflammatoire de l’HE du costus sous sa forme libre et 

encapsulée sur la lignée cellulaire A549 est effectuée au niveau du service de l’inflammation 

et l’immunité de l'épithélium respiratoire – Hôpital Lyon Sud - Université Claude Bernard 

Lyon 1, France.  

3.2.1. Lignées cellulaires et conditions de culture 

 Les cellules épithéliales alvéolaires humaines (lignée A549) sont obtenues auprès de 

l’ATCC (American Type Culture Collection LGC Standard, Molsheim, France). Les cellules 

sont cultivées dans du DMEM/F-12 enrichi avec 10% (v/v) de FBS et 1% (v/v) d’un mélange 

d’antibiotique (pénicilline : streptomycine). Les cellules sont cultivées sous atmosphère 

humide en présence de 5 % de CO2 à 37°C. Le milieu de culture est renouvelé régulièrement 

pour assurer un bon développement des cellules. De la trypsine (0.05%) est utilisée pour 

décrocher les cellules de leur support afin de procéder aux différentes expériences. Après 

avoir compté les cellules par un compteur automatique (EVE de VWR), elles sont réparties 

dans des puits de culture cellulaire (2.106 cellules/puits) et laissées incuber pendant 5h en 

présence de 5 % de CO2 à 37°C.   

3.2.2. Traitement des plaques 

 Des plaques de 12 puits sont utilisées tout au long de cette étude. Le protocole de 

traitement des plaques est illustré dans la Figure 3.6.  
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Figure 3.6. Traitement cellulaire des plaques. NP0 : Nanoparticules vides ; NP-HE : Nanoparticules contenant l’huile essentielle du 

costus à 4mg/ml ; NP-HE 1 :  Nanoparticules contenant l’huile essentielle du costus à 100µg/ml ; NP-HE2 : Nanoparticules contenant 

l’huile essentielle du costus à 200µg/ml.
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 Chaque lot de trois puits a subi le même traitement (ligne verticale) ; des lamelles sont 

ajoutées aux quatre derniers puits (ligne horizontale). Lorsque les cellules A549 sont à 80 % 

de confluence, elles vont subir différents traitements à savoir : les NP vides, la solution de 

l’huile de costus (200µg/ml d’huile dans du DMSO), le DMSO seul et les NP chargées 

d’huile de costus à différentes concentrations (12.5, 25, 50, 75, 100 et 200 µg/ml d'huile). 

Parallèlement à cela, les cellules témoins reçoivent le même volume de solvant que les 

cellules traitées (1ml de milieu de culture DMEM/F-12). Les cultures sont ensuite incubées 

à 37°C en présence de 5 % de CO2 durant 24h. La méthode suivie pour la préparation des 

différentes concentrations est insérée en Annexe E.1.  

 Après incubation, les surnageants de culture de tous les puits sont récupérés et 

conservés au congélateur à -20°C jusqu’à réalisation d’un test de cytotoxicité et d’une 

zymographie de gélatine.  

 Dans le but de conserver l’ARN des cellules, du RNAlater (750µl) est ajouté aux puits 

dépourvus de lamelles. Une visualisation des cellules contenues dans les puits pourvus de 

lamelles est réalisée par la suite. Enfin, les plaques sont conservées au congélateur à -80°C 

jusqu’à réalisation d’une qPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction).  

3.2.3. Test de cytotoxicité 

 Le test de cytotoxicité LDH (Lactate déshydrogénase) est une méthode indirecte et 

colorimétrique qui permet de déterminer la cytotoxicité cellulaire in vitro. Ce test est basé 

sur le fait que lors de la mort cellulaire, des enzymes cytoplasmiques comme la LDH, peuvent 

être libérées dans le milieu à cause de la perte de l'intégrité de la paroi plasmique. En 

mesurant la quantité de la LDH relâchée, il est possible de déterminer le taux de cellules 

ayant subi une lyse ou des dommages. La LDH provenant des cellules favorise l'oxydation 

du lactate en pyruvate avec une réduction simultanée du NAD+ en NADH. Dans une seconde 

étape, la diaphorase, catalyseur provenant du kit, réduit le sel de tétrazolium par transfert des 

protons du NADH en formazan de couleur rouge et qui peut être détecté par 

spectrophotométrie (Fig.3.7) [285]. L’intensité de la coloration reflète la quantité de LDH 

libérée et donc la mort cellulaire. 
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Figure 3.7. Principe du test de cytotoxicité LDH.  

  

 Un test de cytotoxicité LDH est réalisé sur les surnageants issus des différents 

traitements cellulaires en utilisant le kit d'analyse de cytotoxicité Pierce LDH (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) selon le protocole suivant : 

 Dans une plaque à 96 puits fond plats, déposer 50 µl de chaque surnageant. 

 Déposer 1 quadruplet de contrôle positif « LDH positive control ».  

 Déposer 1 quadruplet de contrôle négatif (Tampon phosphate salin). 

 Ajouter 50 µl de « Reaction Mixture » à chaque puit et mélanger avec une pipette 

multicanaux. Le protocole de la préparation des réactifs est inséré en Annexe E.2. 

 Incuber la plaque à température ambiante pendant 30min à l’abri de la lumière. 

 Déposer 50 µl de « Solution Stop » et mélanger en tapotant. 

 Lire l’absorbance à 492 et 680nm et soustraire la valeur mesurée à 680nm de celle 

mesurée à 492nm. Le pourcentage de cytotoxicité est mesuré en appliquant l’équation 

3.2 : 

% 𝐶𝑦𝑡𝑜𝑡𝑜𝑥𝑖𝑐𝑖𝑡é =
Actvité LDH des composés traités − Actvité LDH contrôle négatif

𝐴ctvité LDH contrôle positif  − Actvité LDH contrôle négatif
 × 100       (3.2) 

 

3.2.4. Observation microscopique des changements morphologiques cellulaires 

 Après les traitements cellulaires, les changements de morphologie des cellules A549 

sont visualisés au microscope optique après fixation et coloration avec le kit Kwik-Diff 
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(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Le protocole de coloration est comme 

suit : 

 Ajouter 1ml de fixateur aux puits contenant des lamelles, laisser reposer puis aspirer 

ce dernier. 

 L’opération est répétée avec l’éosine et le bleu de méthylène qui servent à colorer 

respectivement le cytoplasme et le noyau.  

 Retirer les lamelles, les laver et les mettre sur des lames. 

 Procéder à une observation sous microscope optique. 

3.2.5. Traitement cellulaire par lipopolysaccharide 

 L’étude de l’activité anti-inflammatoire porte sur la suppression de l’expression des 

cytokines inflammatoires chez les cellules A549, après activation par lipopolysaccharide 

(LPS). Les cellules sont traitées 1 h avant la stimulation par LPS avec des NP vides et des 

NP contenant l’huile de costus à 25 µg/ml. Après 1 h d’incubation, les cellules sont lysées ; 

des études quantitatives des cytokines et médiateurs inflammatoires ainsi que des 

métalloprotéases sont réalisées.  

3.2.6. Etude quantitative des cytokines et des médiateurs inflammatoires 

A. Extraction de l’ARN 

 L’extraction des ARN totaux est effectuée grâce à un Kit EZ-10 DNAaway RNA 

Miniprep Kit de Biobasic en suivant les indications du fabricant (voir Annexe E.3 et E.4). 

B. Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

 Des ADN complémentaires (ADNc) sont synthétisés à partir des ARN totaux grâce à 

une Reverse Transcriptase en utilisant de l’ARN comme matrice. La Reverse Transcription 

(RT-PCR) est effectuée à l’aide du Kit « Superscript®TM IV » (Thermo Fischer Scientific), 

dans un thermocycleur « Gene AMP PCR System 2400 » (Perkin Elmer) en suivant les 

indications du fabricant (voir Annexe E.5). 

C. Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) 

 La PCR quantitative (qPCR) ou PCR en temps réel est une réaction de PCR classique 

visant à amplifier une matrice d’ADN (simple ou double brin) afin de quantifier par 

fluorescence la formation du produit de PCR. Dans notre étude, elle nous a permis de 

déterminer de façon indirecte l’effet des traitements testés (NP chargées et NP vides après 

stimulation des A549 par LPS) sur l’expression de gènes cibles codant pour différents 
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cytokines et médiateurs inflammatoires à savoir : l'interleukine (IL1β), le facteur de nécrose 

tumorale alpha (TNFα) et le facteur de stimulation des colonies de granulocytes-

macrophages (GM-CSF). La qPCR est réalisée à l’aide du kit « TaqMan® Fast Advanced 

Master Mix » (Thermo Fischer Scientific), dans un thermocycleur en suivant les instructions 

du fabricant (voir Annexe E.6). Le TBP est utilisé comme gène de normalisation. Les 

amorces Taqman utilisés sont : hTBP (Hs99999910_m1), hCSF2 (Hs00929873_m1), hTNFα 

(Hs00174128_m1) et hIL1β (Hs 01555410_m1) 

E. Extrapolation des résultats de qPCR 

 Les courbes d’amplification obtenues sont analysées avec le logiciel « AriaMx » 

(Agilent) afin de déterminer le cycle seuil (Thershold Cycle, Ct) de chaque gène. Le Ct 

correspond au nombre de cycles de qPCR nécessaires pour que l'ADN amplifié soit 

détectable. Chaque résultat de Ct représente la moyenne des Ct issus de trois répétitions. La 

méthode développée par Livak et Schmittgen [286] est utilisée dans le but d’évaluer 

l’expression relative de notre gène par rapport au gène de normalisation en appliquant 

l’équation suivante : 

                Quantité initiale du gène= 2-ΔΔCt               (3.3) 

Avec : Ct=Ct gène cible-Ct gène de référence,                  

           Ct=(Ct) condition expérimentale -(Ct) condition contrôle. 

3.2.7. Etude quantitative des métalloprotéases 

La zymographie de gélatine décrite en 1980 par Heussen, C. et Dowdle, E.B [287] 

est utilisée pour quantifier les métalloprotéases (MMP) secrétées par les cellules traitées. 

C’est une technique électrophorétique simple, extrêmement sensible, utilisée pour quantifier 

les gélatinases, autrement dits métalloprotéases (MMP-2 et MMP-9) dans les échantillons en 

se basant sur leur poids moléculaire (kDa) ainsi que la dégradation de leur substrat 

préférentiel (la gélatine). Le principe de cette méthode porte sur la digestion de la gélatine 

incorporée dans un gel de polyacrylamide par des gélatinases migrant à travers le gel. Après 

coloration, les zones de digestion forment des bandes claires sur un fond sombre où la 

gélatine est dégradée par MMP. Le protocole suivi pour déterminer les MMP libérées par les 

A549 est illustré dans la Figure 3.8 et il consiste à : 
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Figure 3.8. Protocole de la zymographie de gélatine. 

A. Préparation des gels 

 Faire le montage des plaques en verres. 

 Préparer la solution de séparation à 10% d’acrylamide et la déposer entre les 

plaques.  

 Déposer 150 µl d’isopropanol pour niveler le gel.  

 Laisser polymériser environ 30 min. 

 Préparer la solution de concentration à 4% d’acrylamide et la déposer en-dessus 

du gel de séparation. 

 Placer les peignes et laisser polymériser environ 20 min. La composition des deux 

gels ainsi que le protocole de préparation des différentes solutions et tampons 
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utilisés est inséré en Annexe E.7. 

 Après solidification, retirer les peignes et laver les puits avec de l’eau distillée. 

B. Préparation des échantillons  

 Pipeter 5µl des surnageants décongelés issus de différents traitements cellulaires. 

 Ajouter 7µl PBS+, 3µl Tampon de charge 5X et une goutte du bleu laemmli 5X.  

C. Traitement des gels par électrophorèse 

 Pour faire séparer les protéines, le gel est soumis à une électrophorèse à 4°C et à 

10 mA jusqu’à ce que les protéines s’alignent au début du gel de séparation. Puis 

la migration se fait à 20 mA.  

 Décoller le gel des plaques à la fin de la migration et retirer le gel de concentration.  

D. Traitement du gel 

 Laver le gel dans du triton X-100 (2 %) sous agitation pendant environ 30min à 

température ambiante. 

 Laisser le gel dans le tampon d’incubation à 37 °C pendant 24 h. 

 Mettre le gel dans le tampon de coloration pendant 10 min sous agitation sous la 

sorbonne puis dans le tampon de décoloration pendant environ 2h. 

Prendre la photo du gel à l’aide du ChemidocXRS BIORAD. Les activités enzymatiques sont 

détectées sous forme de bandes claires de lyse de la gélatine sur un fond bleu. Une analyse 

densitométrique des différentes bandes est effectuée à l’aide du logiciel Image J pour 

quantifier l’activité enzymatique. 

3.3. Activité antioxydante 

L’étude de l’activité antioxydante de l’HV des noyaux de dattes sous sa forme libre 

et encapsulée est effectuée in vitro en se basant sur des réactions colorimétriques 

quantitatives à l'aide d'un lecteur de microplaques (PerkinElmer Multimode Plate Reader 

EnSpire) au niveau du centre national de recherche biotechnologique (CRBt), Constantine, 

Algérie.  

Il n’existe pas de méthode universelle par laquelle le profil antioxydant des 

échantillons est déterminé quantitativement d’une manière bien précise vue la complexité du 

processus d’oxydation et la nature diversifiée des antioxydants. De ce fait, diverses méthodes 

et outils analytiques sont développées pour l'évaluation de l’activité antiradicalaire [288].  
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Dans notre travail, quatre méthodes sont utilisées à savoir : DPPH, ABTS, CUPRAC 

et le pouvoir réducteur. Dans chaque cas, la capacité antioxydante est comparée à celle d’un 

antioxydant standard, l’Hydroxyanisole butylé (BHA). Le protocole de préparation de 

différents réactifs et solutions est en Annexe F. 

3.3.1. Méthode de DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) 

A. Principe 

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) fut l’un des radicaux libres les plus 

utilisés pour étudier l’activité antiradicalaire des composés phénoliques. Cette dernière 

consiste à ajouter le radical DPPH•, possédant un électron non apparié sur un atome du pont 

d’azote, à une solution méthanolique contenant un piégeur de radicaux libres pouvant céder 

un atome d’hydrogène qui va réduire le DPPH• de couleur violette en 2,2-diphenyl-1-picryl 

hydrazine de couleur jaune [289](Fig.3.9). 

 

Figure 3.9. Mécanisme du piégeage du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH). 

B. Protocole 

L’activité antioxydante DPPH de l’HV sous sa forme libre et encapsulée est évaluée 

selon le protocole précédemment décrit par Blois [290], comme illustré dans la Figure 3.10. 

Dans une microplaque à 96 puits, 40 μl de la solution échantillon à différentes concentrations 

sont mélangées et incubées pendant 30 min à l’obscurité et à température ambiante avec 160 

μl de la solution de DPPH. L'absorbance est lue à 517 nm et la capacité de piégeage du DPPH 

a été déterminée par rapport au blanc en appliquant l’équation 3.4. 

 𝐷𝑃𝑃𝐻 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 % =
𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐 − 𝐴é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛

𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐
 × 100         (3.4)   

Où Ablanc : l’absorbance du blanc ; Aéchantillon : l’absorbance de l’échantillon. La CI50 (µg/ml) 

« la concentration de l’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % des radicaux libres » 
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est mesurée graphiquement à partir de la droite de régression du pourcentage d’inhibition en 

fonction de la concentration et comparée à celle du BHA. 

 

Figure 3.10. Protocole suivi pour l’étude de l’activité antioxydante ‘‘DPPH’’. 

3.3.2. Méthode de l’ABTS (2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) 

A. Principe 

Le profil antioxydant d’une molécule est déduit de sa capacité à réduire le radical 

ABTS•+ (un radical de couleur bleu, formé de la réaction d’ABTS (sel d’ammonium de 

l’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) avec le persulfate de potassium). 

La réduction de l’ABTS•+, par transfert de proton, conduit à la décoloration de la solution et 

l’absorbance sera alors mesurée par spectrométrie à 734nm [291]. La Figure 3.11 montre le 

principe de cette méthode. 

 

Figure 3.11. Formation et piégeage de l’ABTS•+ en présence d’un agent antiradicalaire. 
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B. Protocole 

L'activité de piégeage de l’ABTS•+ est évaluée selon le protocole précédemment 

décrit par Re et al.[292], avec de légères modifications, comme indiqué dans la Figure 3.12. 

Dans une microplaque à 96 puits, 40 μl de la solution échantillon à différentes concentrations 

sont ajoutées à 160 μl de solution d’ABTS•+. L'absorbance est lue à 734 nm et la capacité de 

piégeage de l’ABTS•+ est déterminée par rapport au blanc en appliquant l’équation 3.5. 

𝐴𝐵𝑇𝑆 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛% =
𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐 − 𝐴é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛

𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐
 × 100        (3.5) 

Où Ablanc : l’absorbance du blanc ; Aéchantillon : l’absorbance de l’échantillon. La CI50 

de différentes solutions testées est mesurée et comparée à celle du BHA. 

 

Figure 3.12. Protocole suivi pour l’étude de l’activité antioxydante ‘‘ABTS’’. 

3.3.3. Méthode de CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) 

A. Principe 

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) consiste à 

déterminer le pouvoir antioxydant par réduction du cuivre. Le principe de cette méthode porte 

sur le fait qu’en présence d’un agent antiradicalaire, le complexe cuivre (Cu2+)-néocuproïne 

est réduit en gagnant un électron [293], comme le montre la Figure 3.13. La conversion du 

Cu+2 en Cu+1 est suivie par spectrophotométrie à une longueur d’onde de 450 nm. 

 
Figure 3.13. Principe de la méthode de CUPRAC (Réduction du complexe Cu2+-

néocuproïne. 
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B. Protocole 

La capacité à réduire le cuivre est évaluée selon le protocole précédemment décrit par Apak 

et al. [294], comme illustré dans la Figure 3.14. Dans une microplaque à 96 puits, 40 μl de 

la solution échantillon à différentes concentrations sont ajoutées à 60 μl de la solution 

d’acétate d’ammonium (1M), 50 µl de néocuproïne (7.5mM) et 50 µl de chlorure de cuivre 

(10mM). L'absorbance est lue après 1h d’incubation à température ambiante à 450 nm. Le 

BHA est utilisé comme standard. L’activité antioxydante est évaluée à titre de A0.5 (μg/ml) 

indiquant la concentration correspondant à 0.50 d’absorbance. Elle est déterminée 

graphiquement à partir de la droite de régression d’absorbance en fonction de la concentration 

pour chaque échantillon testé.    

 

 

Figure 3.14. Protocole suivi pour l’étude de l’activité antioxydante ‘‘CUPRAC’’. 

3.3.4. Pouvoir réducteur (Reducing power test) 

A. Principe 

La méthode Reducing power ou le pouvoir réducteur est décrite par Oyaizu en 1986. Elle est 

basée sur la capacité d’un antioxydant à réduire le fer ferrique (Fe3+) présent dans le complexe 

ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6) en fer ferreux (Fe2+) (Eq 3.6). L’addition du Fe3+ au 

produit réduit conduit à la formation du bleu de Prusse (Fe[Fe(CN)6]-) (Eq 3.7), qui a une 

forte absorbance à 700nm [288]. Cette réaction est révélée par le virage de la coloration du 

jaune au bleu-vert. 

Fe(CN)6-3 + antioxydant → Fe(CN)6
-4 + antioxydant·    (3.6) 

Fe(CN)6
-4 + Fe3+ → Fe[Fe(CN)6]

-             (3.7) 

B. Procédure  

Dans une microplaque à 96 puits, mélanger 10 μl de l’échantillon à différentes concentrations 

avec 40 μl du tampon phosphate à pH 6.6 et 50 μl de ferricyanure de potassium à 1%. Après 

incubation pendant 20 min à 50°C, 50 µl d’acide trichloracétique à 10% sont ajoutés pour 
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arrêter la réaction. La lecture de l’absorbance se fait à 700nm après addition de 40 μl d’eau 

distillée et 10 μl de chlorure du fer à 0.1%, comme illustré dans la Figure 3.15. L’activité 

antioxydante est évaluée à titre de A0.5 et comparée à celle du BHA. 

 

Figure 3.15. Protocole suivi pour l’étude de l’activité antioxydante ‘‘pouvoir réducteur’’. 

3.4. Activité enzymatique 

L’étude de l’activité enzymatique de l’huile des noyaux de dattes et celle du costus 

sous leurs formes libres et encapsulées est effectuée in vitro en se basant sur des réactions 

colorimétriques quantitatives à l'aide d'un lecteur de microplaques (PerkinElmer Multimode 

Plate Reader EnSpire) au niveau du centre national de recherche biotechnologique (CRBt), 

Constantine, Algérie.  

L’activité enzymatique est évaluée à titre de CI50 (μg/ml) indiquant la concentration 

correspondant à une inhibition de 50% d’enzyme. Elle est déterminée graphiquement à partir 

de la droite de régression de pourcentage d’inhibition d’enzyme en fonction de la 

concentration pour chaque échantillon testé et comparée à celle des standards. Le protocole 

de la préparation des réactifs et des enzymes est inséré en Annexe G. 
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3.4.1. Activité anti-Alzheimer 

A. Principe 

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des enzymes : l’acétylcholinestérase et 

la butyrylcholinestérase à hydrolyser en thiocholine l'acétylthiocholine et la 

butyrylthiocholine, respectivement (Fig.3.16). La thiocholine réagit avec l’acide 5,5′-

dithiobis (2-nitrobenzoïque) et génère un chromophore jaune qui peut être quantifié à 412 

nm.  

 

Figure 3.16. Mécanisme d’action de l'acétylcholinestérase et de la butyrylcholinestérase. 

 

B.  Protocole 

L’activité anti-Alzheimer de l’huile des noyaux de dattes et celle du costus sous leur formes 

libre et encapsulée est évaluée in vitro contre l'acétylcholinestérase et la 

butyrylcholinestérase selon la méthode précédemment décrite par Ellman et al. [295]. Le 

protocole suivi est illustré dans la Figure 3.17. Dans une microplaque, 10 µl de la solution 

échantillon à différentes concentrations sont mélangées et incubées pendant 15 min à 25°C 

avec 150 μl de solution tampon (pH 8) et 20 μl d'acétylcholinestérase ou de 
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butyrylcholinestérase. Ensuite, 10 µl de l’acide 5,5′-dithiobis (2-nitrobenzoïque) sont ajoutés 

avec 10 µl d’acétylthiocholine ou de butyrylthiocholine. L'absorbance est lue à 412 nm et le 

pourcentage d'inhibition de l'acétylcholinestérase et de la butyrylcholinestérase est déterminé 

par rapport au blanc en appliquant l’équation 3.8. 

% 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 =
𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐 − 𝐴é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛

𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐
 × 100       (3.8) 

Où Ablanc : l’absorbance du blanc ; Aéchantillon : l’absorbance de l’échantillon. La galantamine 

est utilisée comme référence.  

 

Figure 3.17. Protocole suivi pour l’étude de l’activité anti-Alzheimer. 

3.4.2. Activité antidiabétique  

A. Principe 

L'α-amylase pancréatique hydrolyse les amidons complexes en oligosaccharides dans 

l'intestin grêle, qui seront hydrolysés par la suite avec d’autres oligosaccharides, 

trisaccharides et disaccharides par l’α-glucosidase intestinale en glucose et autres 

monosaccharides d’où un taux élevé est un signe du diabète sucré [296](Fig.3.18). Le 

principe de la méthode adoptée pour étudier l’activité antidiabétique porte sur la capacité de 
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l'α-amylase et l’α-glucosidase à hydrolyser l’amidon et le 4-nitrophényl α-D-

glucopyranoside, respectivement.   

 

Figure 3.18. Mécanisme d’action de l’α-amylase et de l’α-glucosidase. 

B. Protocole de l’activité anti-amylase 

L'activité inhibitrice de l'alpha-amylase est réalisée par la méthode Caraway-Somogyi 

(Iodure de potassium-Iode (IKI))[297]. Dans une microplaque, 25 μl de la solution 

échantillon à différentes concentrations sont mélangées avec une solution d'α-amylase (50 

μl). Après incubation à 37°C pendant 10min, la réaction est démarrée en ajoutant 50 μl de la 

solution d'amidon. La plaque sera à nouveau incubée pendant 10 min à 37°C et analysée par 

un lecteur de microplaques à 630 nm après l’ajout de 25 μl d’HCl et 100 μl de la solution 

d’IKI. La Figure 3.19 illustre la répartition de différentes solutions dans la microplaque 

utilisée. L'inhibition de l'activité α-amylase est calculée en appliquant l’équation 3.9 et 

comparée à celle d’un médicament standard : Acarbose. 

          Inhibition (%) = (1 −  
(Ac−Ae)(As−Ab) 

 (Ac− Ae)
)  × 100       (3.9) 

 Avec : Ac : Absorbance [Amidon+IKI+HCl+Volume de solvant d’échantillon +Volume 

tampon Enzyme] ; 

         Ae : Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ Volume de solvant d’extrait] ; 
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         As : Absorbance [Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCl] ; 

         Ab : Absorbance [Extrait+IKI+125µl de tampon]. 

 

Figure 3.19. Schéma de la plaque utilisée pour l’étude de l’activité inhibitrice d’α-amylase. 

c.  Protocole de l’activité anti-glucosidase 

L'activité inhibitrice de l'α-glucosidase est réalisée en appliquant la méthode décrite 

précédemment par Vadivelan et al. avec quelques modifications [298]. Cinquante microlitres 

de la solution échantillon à différentes concentrations sont pré-incubées avec 100 μl de la 

solution d’enzyme à 37°C pendant 15 min ; puis 50 µl de la solution de p-nitrophényl α-D 

glucopyranoside sont ajoutées au mélange, comme illustré dans la Figure 3.20. L’absorbance 

est lue à 405 nm après incubation à 37°C pendant 5 min. Le pourcentage d’inhibition de l'a-

glucosidase est calculé selon l’équation 3.8. L’acarbose est utilisé comme référence.  
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Figure 3.20. Protocole suivi pour l’étude de l’activité anti-glucosidase. 
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CHAPITRE IV 

RESULTATS ET DISCUSSION 

 

4.1. Introduction 

Dans le présent chapitre, tous les résultats obtenus avec leurs discussions sont exposés en 

suivant la méthodologie du chapitre III.  

 La première partie comporte les résultats de l’analyse par GC-MS des deux extraits ;  

 La deuxième partie illustre les résultats de l’étude paramétrique de la nanoprécipitation 

ainsi que la caractérisation des nanoparticules vides ; 

 La troisième partie est consacrée aux résultats de la caractérisation des nanoparticules 

chargées d’huile ;  

 Et enfin la dernière partie concerne les résultats des activités biologiques à savoir : 

antioxydante, anti-inflammatoire, anti-Alzheimer et antidiabétique.  

4.2. Résultats de l’analyse des huiles  

4.2.1. Analyse de l’huile des noyaux de dattes 

L’huile végétale obtenue par fluide supercritique est un liquide visqueux ayant une 

couleur jaune clair (Fig.4.1). 

  

Figure 4.1. Aspect de l’huile végétale des noyaux de dattes. 
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La composition en acides gras de l’HV obtenue est récapitulée dans le Tableau 4.1. 

Un total de 18 composants a été identifié, représentant 98.769 % du poids total d’huile dont 

58.027% sont des acides gras insaturés et 40.742% correspondent aux acides gras saturés. Il 

est également remarqué que l’acide oléique est le composé majoritaire avec 47.737% du 

poids total, suivi de l’acide laurique (15.17%), l’acide palmitique (10.45%), l’acide 

myristique (10.155%) et l’acide linoléique (8.768%). Ces résultats sont en accords avec ceux 

rapportés par différents travaux où il est constaté la prédominance de ces cinq acides gras, 

mais en quantités variables [75,81,88,94,98] (voir Chapitre I). D'autres composés 

apparaissent comme traces dans notre huile tels : l’acide arachidonique, l’acide linolénique, 

l’acide stéarique, l’acide caprique et l’acide caprylique. 

 

Tableau 4.1. Composition chimique de l'huile végétale de noyaux de dattes déterminée par 

par chromatographie en phase gazeuse. 

No Composant Symbole Formule IR-WAX Quantité (%) 

1 Acide caprylique C8 : 0 C8H16O2 1404 0.215 

2 Acide caprique C10 : 0 C10H20O2 1609 0.264 

3 Acide laurique C12 : 0 C12H24O2 1817 15.17 

4 Acide tridécylique C13 : 0 C13H26O2 1919 0.035 

5 Acide myristique C14 : 0 C14H28O2 2024 10.155 

6 Acide pentadécylique C15 : 0 C15H30O2 2126 0.072 

7 Acide palmitique C16 : 0 C16H32O2 2233 10.45 

8 Acide palmitoléique C16 : 1 C16H30O2 2261 0.100 

9 Acide margarique C17 : 0 C17H34O2 2335 0.082 

10 Acide stéarique C18 : 0 C18H36O2 2440 3.608 

11 Acide oléique C18 : 1 C18H34O2 2468 47.737 

12 Acide linoléique C18 : 2 C18H32O2 2515 8.768 

13 Acide linolénique C18 : 3 C18H30O2 2583 0.361 

14 Acide gadoléique C20 : 1 C20H32O2 2645 0.528 

15 Acide arachidonique  C20 : 4 C20H38O2 2670 0.533 

16 Acide hénéicosylique C21 : 0 C21H42O2 2748 0.03 

17 Acide béhénique C22 : 0 C22H44O2 2851 0.382 

18 Acide lignocérique C24 : 0 C24H48O2 >3000 0.279 

   Acides gras insaturés 58.027 

   Acides gras saturés 40.742 

   Total 98.769 
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4.2.2. Analyse de l’huile de costus 

L’HE obtenue est peu visqueuse avec une couleur jaune brunâtre, une odeur très forte 

et une saveur piquante (Fig.4.2).  

 

Figure 4.2. Aspect de l’huile essentielle du costus. 

Deux méthodes complémentaires sont utilisées (GC-FID et GC-MS) pour mieux 

connaitre la composition de l’HE. De ce fait, deux types de colonnes capillaires sont utilisés 

(HP-Innowax et HP-1) afin d’obtenir des informations satisfaisantes sur la composition de 

l’HE et éviter la co-élution de certains constituants. Les pourcentages relatifs des composants 

de l’huile sont représentés dans le Tableau 4.2. Un total de 21 composants est identifié, 

représentant 82.75% du poids total. Les principaux constituants de l’essence sont le 

dehydrocostus lactone comme composé majoritaire (55.39%), suivi du costunolide (8.87%), 

dehydrosaussurea lactone (6.55%) et de l'aplotaxène (4.73%). Les sesquiterpènes oxygénés 

représentent 75.92% de l’ensemble des constituants, tandis que 8 des 21 constituants sont des 

hydrocarbures sesquiterpènes, correspondant à 5.94% de l'HE brute. La composition 

chimique de l'HE est en accord avec celle rapportée dans des travaux précédents 

[136,139,143]. Chen et al. ont constaté que les huiles extraites des racines de costus 

provenant de sept provinces contiennent toutes les deux principaux composants, le 

dehydrocostus lactone et le costunolide à des teneurs allant de 16.30 à 25.36% et de 4.28 à 

8.32%, respectivement [143]. La variation de la composition de l'extrait peut être attribuée à 

des facteurs climatiques et saisonniers, au moment de la récolte ainsi qu'à la durée de 

stockage de la plante.  
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D'autres composés présentant un intérêt médicinal sont présents à l'état de traces dans 

notre huile comme le β-eudesmol, l’oxyde de caryophyllène, le β-ionone et l’α-humulène 

(Tableau 4.2). 

Tableau 4.2. Composition chimique de l'huile essentielle du costus déterminée par 

chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse. 

No Composant Formule IR-HP-1 IR-WAX Quantité (%) 

1 Béta elemène C15H24 1388 1808 0.288 

2 Dihydroionone  C13H22O 1396    - 0.088 

3 Alpha ionone  C13H20O 1406 1876 0.147 

4 Trans Béta Caryophyllène C15H24  1419 1628 0.288 

5 Néryl acétone  C13H22O 1428    - 0.029 

6 Alpha humulène  C15H24  1452 1704 0.033 

7 Béta ionone  C13H20O 1464 1946 0.093 

8 Alpha+Gamma curcumène C15H22 /C15H24 1471 1801/1719 0.06 

9 Pentadécène-1 C15H30 1474 1539 0.06 

10 Béta sélinène  C15H24  1482 1750 0.308 

11 Alpha sélinène  C15H24  1493 1758 0.17 

12 Alpha élémol  C15H26O 1534 2108 0.085 

13 Eléma- 1,3,11(13)-Trién-12-al C15H22O 1555    - 0.206 

14 Oxyde Caryophyllène C15H24O 1570 2024 0.291 

15 Béta Eudesmol  C15H26O 1636 2268 1.256 

16 Aplotaxène  C17H28 1660 2623 4.734 

17 Béta costol  C15H24O  1748 2532 1.865 

18 Alpha costol  C15H24O 1754 2607 1.034 

19 Dehydrosaussurea lactone C15H20O2 1861    - 6.556 

20 Costunolide  C15H20O2 1891    - 8.874 

21 Dehydrocostus lactone C15H18O2 1962    - 55.399 

22 Inconnu - 2118    - 0.446 

23 Inconnu      - 2146    - 0.44 

 Total    82.75 

Sesquiterpènes hydrocarbonés : 5.94% ; Sesquiterpènes oxygénés : 75.92% ; Inconnu : 0.89. 

 

4.3. Résultats de l’étude paramétrique de la nanoprécipitation 

Dans le but d’optimiser les NP à base de PMMA, une série d'expériences sur les 

variables liées au processus de la nanoprécipitation est menée afin de montrer leur impact sur 

les propriétés colloïdales des NP y compris, la taille des particules, l’indice de polydispersité 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C13H22O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C13H22O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H24
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H20O2
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et le potentiel ζ. Le Tableau 4.3 résume les résultats de l'analyse des NP vides préparées en 

faisant varier les quantités des ingrédients de la formulation et les conditions opératoires. 

 

Tableau 4.3. Résultats du diamètre et du potentiel zêta pour les différentes formulations 

synthétisées. Les valeurs « en gras » indiquent les paramètres modifiés. 

 Eudragit 

(mg/ml) 

Rapport volumique Vitesse 

d’agitation 

(rpm) 

Diamètre 

(nm)  

Potentiel 

ζ (mV) Acétone Ethanol Méthanol 

F1 16 1/3 - - 500 59 ± 1 44 ± 2 

F2 16 2/5 - - 500 52 ± 1 50 ± 2 

F3 16 1/2 - - 500 50 ± 1 51 ± 4 

F4 16 2/3 - - 500 49 ± 2 53 ± 3 

F5 16 1/1 - - 500 49 ± 1 48 ± 2 

F6 16 - 1/3 - 500 49 ± 3 39 ± 2 

F7 16 - 2/5 - 500 47 ± 1 39 ± 3 

F8 16 - 1/2 - 500 45 ± 2 39 ± 2 

F9 16 - 2/3 - 500 51 ± 1 38 ± 2 

F10 16 - 1/1 - 500 54 ± 4 43 ± 2 

F11 16 - - 1/3 500 48 ± 3 71 ± 3 

F12 16 - - 2/5 500 46 ± 5 70 ± 2 

F13 16 - - 1/2 500 45 ± 1 64 ± 3  

F14 16 - - 2/3 500 50 ± 1 59 ± 4 

F15 16 - - 1/1 500 53 ± 2 51 ± 1  

F16 28 1/2 - - 500 51 ± 2 45 ± 2 

F17 40 1/2 - - 500 65 ± 3 53 ± 2 

F18 52 1/2 - - 500 78 ± 1 53 ± 1 

F19 64 1/2 - - 500 88 ± 4 54 ± 3 

F20 28 - 1/2 - 500 44 ± 2 37 ± 2 

F21 40 - 1/2 - 500 55 ± 1 45 ± 2 

F22 52 - 1/2 - 500 59 ± 1 47 ± 1 

F23 64 - 1/2 - 500 63 ± 1 45 ± 6 

F24 28 - - 1/2 500 45 ± 1 64 ± 3 

F25 40 - - 1/2 500 49 ± 4 63 ± 2 

F26 52 - - 1/2 500 53 ± 3 73 ± 3 

F27 64 - - 1/2 500 54 ± 1 72 ± 2 

F28 16 1/2 - - 300 61 ± 2 48 ± 3 

F29 16 1/2 - - 700 42 ± 1 49 ± 5 

F30 16 - 1/2 - 300 56 ± 2 40 ± 2 

F31 16 - 1/2 - 700 35 ± 1 41 ± 2 

F32 16 - - 1/2 300 54 ± 2 62 ± 3 

F33 16 - - 1/2 700 34 ± 2 66 ± 4 

La concentration du polymère est définie par rapport au solvant organique. 
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4.3.1. Effet du rapport volumique solvant / non solvant et de la nature du solvant 

organique 

Le rapport phase organique / phase aqueuse fait partie des paramètres les plus 

critiques pour la formation spontanée des NP par la méthode de la nanoprécipitation [299]. 

Pour évaluer cet effet, différents rapports (1/3, 2/5, 1/2, 2/3 et 1/1) du volume de solvant par 

rapport au volume de non-solvant (S/NS) sont réalisés en utilisant trois types de solvants : 

acétone, éthanol et méthanol, comme illustré dans le Tableau 4.3. La Figure 4.3 montre la 

relation entre la taille des NP et le rapport S/NS pour les trois types de solvants utilisés après 

leur évaporation.  

 
a 

 

b 

 
Figure 4.3. Effet du rapport volumique solvant/non solvant sur le diamètre (a) et le 

potentiel zêta (b) des nanoparticules. 

 

Il est observé qu'avec une augmentation du rapport volumique acétone/eau de 1/3 à 

1/1, il y a une diminution significative de la taille des particules de 59 ± 1 à 49 ± 1 nm 

(Fi.4.3.a). Une telle diminution de la taille en fonction du rapport volumique peut s’expliquer 

par la viscosité réduite de la phase organique, ce qui facilite la diffusion de l'acétone dans 

l'eau. Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de Limayem et ses collaborateurs [300]. 

Dong et Feng ont constaté que l'augmentation du volume du solvant tout en préservant la 

même quantité du polymère conduit à une diminution de la viscosité de la phase organique, 

et donc la taille des particules [301]. 

La Figure 4.3.a montre également qu'en augmentant le rapport volumique de 

l'éthanol à l'eau de 1/3 à 1/2, une légère diminution de la taille des particules est observée de 
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49 ± 3 à 45 ± 2 nm. Cependant, à des rapports de volumes très élevés, il y a une augmentation 

de la taille des particules de 51 ± 1 à 54 ± 1 nm pour des rapports de volume de 2/3 et 1/1, 

respectivement. La même tendance s'est manifestée avec le méthanol. En augmentant le 

rapport du méthanol / eau de 1/3 à 1/2, la taille des NP diminue de 48 ± 3 nm à 45 ± 1 nm et 

des NP présentant des diamètres plus importants sont obtenues avec des rapports de volume 

élevés. Néanmoins, l'analyse statistique de ces résultats démontre que les changements de 

taille des particules n'étaient pas significatifs pour le méthanol et l'éthanol (la valeur p-

ANNOVA était supérieure à 0.05). Ces résultats sont liés en se référant à des travaux 

antérieurs à la solubilité des solvants organiques dans l'eau [302]. En effet, il est constaté que 

la taille des particules change considérablement lors de l'utilisation de solvants partiellement 

solubles dans l'eau comme le cas de l’acétate d'éthyle et le carbonate de propylène. Alors 

qu’elle ne change pas d’une façon significative en utilisant un solvant entièrement miscible 

avec l'eau. Les valeurs diélectriques de l'acétone, l'éthanol et le méthanol sont respectivement 

21.30 ± 0.02, 25.02 ± 0.02 et 33.30 ± 0.02 [303]. Ainsi, l'éthanol et le méthanol sont plus 

miscibles avec l'eau par rapport l’acétone, ce qui traduit l’effet négligeable de ces deux 

solvant sur la taille des particules.  

Pour une étude plus approfondie, la variation de la dispersion de taille est étudiée en 

fonction du rapport S/NS pour toutes les NP développées. La Figure 4.4 illustre pour tous 

les solvants testés, une distribution granulométrique unimodale étroite pour un rapport 

volumique de 1/2. Concernant l’acétone, on constate une distribution de taille unimodale 

avec des rapports volumiques de 1/3, 2/5 et 1/2, et qui devient plus étroite pour le rapport 

1/2. Tandis qu’une distribution bimodale est observée avec les rapports volumiques : 2/3 et 

1/1. Ces résultats s’accordent avec ceux de Tarhini et al. qui ont suggéré lors du 

développement des NP à base de protéines par le biais de la nanoprécipitation que la 

distribution de taille est très large avec des rapports supérieurs à 1/2 [304]. Résultats aussi 

confirmés par Badri et al. [305]. 
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Figure 4.4. Distribution de taille des nanoparticules à base de PMMA à différents rapports 

volumiques solvant/non solvant (1/3, 2/5, 1/2, 2/3 et 1/1) pour l’acétone, l’éthanol et le 

méthanol. 

 

Il est également observable que, pour l’éthanol, les NP ne présentent pas de 

distribution unimodale à des rapports supérieurs à 1/2 où un petit pic est apparu indiquant la 

présence d'agrégats (Fig.4.4). Le même résultat s'est reproduit avec le méthanol pour des 

rapports élevés (2/3 et 1/1) mais les pics d'agrégation dans ce cas sont plus larges. En effet, 

un pic de forme gaussienne non parfaite est observé pour le rapport volumique 1/1. 
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L'influence du rapport volumique S/NS sur le potentiel ζ est également étudiée et les 

résultats sont montré dans la Figure 4.3.b Toutes les NP ont un potentiel ζ positif à cause de 

la présence des groupements positifs quaternaires d'ammonium dans le PMMA comme décrit 

précédemment [43]. Concernant l'effet du rapport volumique sur le potentiel ζ, il n’est 

significatif que pour le méthanol. En augmentant le rapport S/NS, le potentiel ζ diminue et 

les NP deviennent moins stables. Ceci est en accord avec les résultats de la distribution de 

taille où les NP préparées avec du méthanol montrent l'agrégation la plus élevée pour un 

rapport de 1/1. Dans le cas de l'acétone et de l'éthanol, l'effet du rapport volumique est 

insignifiant. Des résultats similaires rapportés par Badri et al. ont révélé l’effet négligeable 

du rapport volumique acétone / eau sur le potentiel ζ des NP de polycaprolacone préparées 

par la nanoprécipitation [41].  

D'après tous ces résultats, un rapport volumique de 1/2 semble favoriser la formation 

de NP de petite taille avec une distribution unimodale étroite et un potentiel ζ élevé pour les 

trois solvants utilisés et sera retenu pour l’étude des autres facteurs.  

4.3.2. Effet de la concentration en polymère  

L’effet de la concentration en polymère sur la taille et le potentiel ζ des particules est 

évaluée pour les trois types de solvants et les résultats sont montrés sur la Figure 4.5.   

 

 
a 

  

b  

 
 

Figure 4.5. Effet de la concentration en polymère sur le diamètre (a) et le potentiel zêta (b) 

des nanoparticules. 

 

Nous notons que la taille des particules est dépendante de la concentration en PMMA. 

La concentration et la taille des NP évoluent dans le même sens quel que soit le solvant 
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organique utilisé (Fig.4.5). Ce résultat est déjà mis en évidence par de nombreux travaux 

[301,302,306]. Badri et al. ont attribué l’augmentation de la taille des particules à 

l’augmentation de la viscosité de la phase organique qui réduit la diffusion de l'acétone vers 

la phase aqueuse [41]. 

Notre étude montre également que la taille des NP dépend du type de solvant 

organique. Les NP obtenues avec de l'acétone sont plus grandes que celles obtenues avec de 

l'éthanol ou du méthanol (Fig.4.5.a). En effet, d’après l’étude de Bilati et al. l'augmentation 

de la taille des particules est due à la constante diélectrique faible du solvant (ɛ) [307]. Ainsi, 

l'acétone, ayant une constante diélectrique inférieure à celles de l'éthanol et du méthanol 

[303], donne des NP plus grandes. Des résultats similaires sont aussi constatés [308]. 

L'affinité du solvant (X) pour le non solvant s'est avérée cruciale pour optimiser  la taille 

finale des particules [305]; elle est calculée selon l'équation 4.1: 

                                  𝑋 = 𝑉𝑛s*(δs-δns)2/ ɌT             (4.1) 

Où Vns est le volume molaire du solvant; δs et δns sont les paramètres de solubilité 

Hildebrand du solvant et du non-solvant, respectivement; Ɍ est la constante des gaz et T est 

la température absolue [307]. Plus la valeur de X est élevée, plus l'affinité du solvant pour le 

non-solvant est faible, plus la vitesse de diffusion est lente et donc plus la taille des NP 

augmente [305]. Les paramètres de solubilité Hildebrand de l'acétone, l'éthanol, le méthanol 

et l'eau sont respectivement 19.7, 26.2, 29.7 et 48 [309]. Ainsi, l'affinité des non-solvants 

pour l'eau varieront dans l’ordre suivant : méthanol > éthanol > acétone. Par conséquent, la 

vitesse de diffusion de l'acétone est la plus lente et les NP obtenues sont les plus grandes. 

En ce qui concerne le potentiel ζ des NP obtenues, la Figure 4.5.b montre que la 

variation de la concentration en polymère ne présente pas d’effet significatif, comme 

rapportés par Badri et al. [41]. 

4.3.3. Effet de la vitesse d’agitation 

L’effet de la vitesse d’agitation sur les propriétés colloïdales des particules est évalué 

pour les trois types de solvants et les résultats sont illustrés dans la Figure 4.6.   
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a 

 

b 

 
Figure 4.6. Effet de la vitesse d’agitation sur le diamètre (a) et le potentiel zêta (b) des 

nanoparticules. 

 

La taille des NP préparées par nanoprécipitation dépend de la vitesse d’agitation 

(Fig.4.6.a). En effet, plus la vitesse est élevée, plus la taille des NP diminue. En augmentant 

la vitesse d'agitation de 300 à 700 rpm, la taille des particules diminue significativement de 

61 ± 2 nm à 42 ± 1 nm, de 56 ± 2 à 35 ± 1 nm et de 54 ± 2 à 34 ± 2 nm pour l'acétone, 

l'éthanol et méthanol, respectivement. Ce comportement est attendu puisqu’il a déjà été 

constaté pour des NP formées de polycaprolactone [41] et de polylactide [310]. Une telle 

diminution de la taille peut s’expliquer par le fait qu’en augmentant la vitesse d’agitation, la 

force de cisaillement augmente ce qui entraine une diffusion plus rapide du solvant vers le 

non-solvant [271].  

Concernant l'influence de la vitesse d'agitation sur le potentiel ζ, les résultats montrent 

que l'effet est insignifiant (p > 0,05) (Fig.4.6.b). Ces résultats sont en accord avec ceux 

trouvés par Badri et al. [41]. Il est néanmoins important de préciser que la vitesse d’agitation 

la plus élevée (700 rpm) forme une mousse qui gêne par la suite l’évaporation du solvant. 

Sur cette base, 500rpm est choisie comme vitesse optimale. 

Pour conclure, les paramètres étudiés ont tous un rôle crucial dans la préparation des 

NP à base de PMMA. Les conditions optimales donnant des particules avec une taille 

convenable, une distribution uniforme et un potentiel ζ élevé sont : un rapport volumique 

S/NS de 1/2 ; une concentration en PMMA de 16 mg/ml ; et une vitesse d'agitation  de 500 

rpm. 
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4.3.4. Morphologie des nanoparticules vides 

Les trois formulations optimisées de NP sont visualisées par MEB et évaluées en 

termes de forme et de texture. La Figure 4.7 montre que toutes les NP ont une forme 

sphérique, régulière et sont de l’échelle submicrométrique. 

a 

 
 

b 

 

                                c 

 
 

Figure 4.7. Images de nanoparticules à base de PMMA préparées avec de l'acétone (a), de 

l'éthanol (b) et du méthanol (c) par microscopie électronique à balayage. 

 

4.4. Caractérisation des nanoparticules chargées en huile des noyaux de dattes 

4.4.1. Résultats de l’analyse par diffusion dynamique de la lumière  

Pour obtenir la quantité adéquate de l’HV des noyaux de dattes à encapsuler, 

différentes quantités sont étudiées (15, 30, 60, 120, 240 et 300 mg) et les NP préparées sont 

analysées en termes de taille, potentiel ζ et EE%, comme illustré dans le Tableau 4.4. 
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Tableau 4.4. Résultats de diamètre du potentiel ζ et d’efficacité d’encapsulation des 

nanoparticules chargées en huile des noyaux de dattes. 

Quantité d’huile (mg) Diamètre 

(nm) 

Potential ζ 

(mV) 

EE (%) DL (µg/mg 

polymer) 

0 50 ± 1 51 ± 4 / / 

15 126 ± 2 57 ± 4 99.0 ± 1.0 61.9 ± 0.6 

30 150 ± 1 62 ± 3 97.3 ± 3.0 121.6 ± 3.8 

60 187 ± 2 62 ± 2 99.0 ± 1.0 247.5 ± 2.5 

120 217 ± 3 59 ± 4 98.0 ± 1.0 490.0 ± 5.0 

240 228 ± 3 46 ± 5 91.3 ± 3.2 913.3 ± 32.1 

300 231 ± 3 48 ± 1 85.7 ± 3.1 1070.8 ± 38.2 

 

La suspension contenant les NP vides a une couleur blanche transparente. Cependant, 

elle a perdu sa transparence et est devenue de plus en plus opaque en augmentant la quantité 

d'huile incorporée (Fig.4.8).  

 

 
Figure 4.8. Variation de couleur des suspensions de nanoparticules chargées d’huile des 

noyaux de dattes en fonction de la quantité d’huile incorporée. 

 

Ce Résultat est en concordance avec les mesures de la taille des particules, montrées 

sur la Figure 4.9.a, où toutes les NP préparées ont un diamètre moyen supérieur à celui des 

NP vides. Résultats conformes avec d’autres travaux [311]. Ainsi, en augmentant la quantité 

d'huile de 15 à 120 mg, une augmentation significative de la taille des particules est 

enregistrée de 126 ± 2 à 217 ± 3 nm. Alors qu’au-delà de 120 mg, une légère augmentation 

de la taille des particules est constatée. Pour 240 et 300 mg d’huile, le diamètre des particules 
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est de 228 ± 3 et 231 ± 3 nm, respectivement. De plus, les suspensions ne présentent pas un 

aspect homogène et certaines gouttes d'huile apparaissent (Fig.4.8). Donc, nous pouvons 

supposer qu'il y a une quantité optimale d’HV à encapsuler dans notre NP. Le même résultat 

est confirmé par Badri et al. [278].  

a 

 

b 

 
 

Figure 4.9. Effet de la quantité d’huile des noyaux de dattes sur la taille (a) et le potentiel ζ 

(b) des nanoparticules chargées. 

 

Dans le but de sélectionner la quantité adéquate d’extrait à encapsuler, une analyse 

plus approfondie est effectuée pour corréler entre la quantité d'huile et le rayon cubique des 

NP en supposant que le nombre de NP est constant et qu’uniquement leur taille qui varie en 

fonction de la quantité de polymère ou d’huile utilisés (Eq. 4.2). 

𝑟3 ≈
𝑚

𝑁𝑝
       (4.2) 

Avec : 

r : le rayon de la nanoparticule. 

m : la quantité de polymère ou d’huile utilisés. 

Np : le nombre de nanoparticules. 

Pour les NP chargées d'huile, la taille des particules augmente en augmentant la 

quantité d'huile de 15 à 120 mg ; ce qui est confirmée par la bonne corrélation entre la 

quantité d'huile et le rayon des NP (R2=0.9866) (Fig.4.10). Alors qu'avec des quantités plus 

élevées (240 et 300 mg), les particules n'augmentent pas en taille. Ceci est peut-être expliqué 

par le fait que les NP sont saturées en huile. Donc, la quantité maximale d’huile à encapsuler 

ne doit excéder 120mg. 
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a

 

b

 

Figure 4.10. Corrélation entre la quantité du polymère (a), la quantité d’huile des noyaux 

de dattes (b) et le rayon cubique des nanoparticules. 

 

Pour l’effet de la quantité d’huile sur le potentiel ζ, nous notons pour les NP une 

légère variation en augmentant la teneur de l’extrait encapsulé (Fig.4.9.b). De plus, des 

valeurs plus élevées sont enregistrées par rapport aux NP vides, où leur potentiel ζ est de 51 

± 4 mV. Ce résultat est attribué à l’incorporation de l'huile qui peut interagir avec le 

polymère, influençant ainsi la charge des NP. La Figure 4.9.b montre également que toutes 

les valeurs mesurées du potentiel ζ sont supérieures à +30mV ce qui indique que ces NP sont 

physiquement stables. 

Une mesure de l’EE% est effectuée par spectroscopie UV-visible et les résultats sont 

montrés dans le Tableau 4.4. Presque la totalité de l’huile des noyaux de dattes est 

encapsulée dans les NP ; les valeurs de l’EE% sont comprises entre 97 et 99%. Alors que de 

faibles valeurs sont notées à des quantités plus élevées d'huile (>120mg), ce qui confirme 

notre hypothèse.  

4.4.2. Résultats de l’analyse par microscopie électronique  

Les images obtenues par MEB des NP chargées en huile ne sont pas très nettes et 

explicatives ce qui nous a conduit à analyser ces particules par MET. Les résultats ont permis 

de bien visualiser la forme sphérique et régulière de ces dernières (voir Fig.4.11). 
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a 

 

b 

  

Figure 4.11. Images de microscopie électronique à balayage (a) et de microscopie 

électronique en transmission (b) de nanoparticules de PMMA chargées d’huile des noyaux 

de dattes. 

4.4.3. Résultats de l’analyse par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier 

Dans le but d’étudier l'interaction chimique entre l'huile des noyaux de dattes et le 

polymère, une analyse par FTIR est réalisée. Généralement, l'interaction principe actif-

polymère conduit à la formation de nouvelles bandes d'absorption et/ou à l'expansion des 

bandes d'absorption dans les spectres FTIR [312]. Les spectres de l'huile non encapsulée, du 

PMMA et des NP chargées sont illustrés dans la Figure 4.12.  
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Figure 4.12. Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier pour l’huile des noyaux de 

dattes, le PMMA et les NP chargées. 

 

Les pics à 2921 et 2852 cm-1, détectés dans le spectre de l'huile, correspondent aux 

vibrations d'élongation du C–H aliphatique dans les groupements CH2 et CH3 terminaux, 

respectivement. La bande d'absorption à 1708cm-1 est liée aux vibrations d’élongation C=O 

de l’acide carboxylique ; alors que celle à 1464 cm-1 est attribuée à l’élongation C=C des 

groupes carbonyles. De plus, les pics à 1743 et 1163cm-1 sont dus respectivement aux 

vibrations d'élongation des groupements C=O et C-O de l'ester. Ces résultats sont similaires 

à ceux obtenus dans la littérature [89,313,314].  

Le spectre FTIR du PMMA montre des pics caractéristiques à 2950, 1722 et 1143 

cm-1 attribués respectivement aux vibrations d'étirement des C–H aliphatiques, des C=O et 

C–O des groupes esters. Cela est conforme à ce qui est rapporté précédemment  [315,316].  

La superposition des spectres de l’huile et du PMMA sur celui des NP chargées révèle 

une augmentation de l’intensité du pic à 1725 cm-1 et l’apparition de certains pics 

caractéristiques des groupements fonctionnels de l'huile des noyaux de dattes à 2924, 2853 

et 1466 cm-1. Cela signifie que l’HV est bien encapsulée dans les NP.  

4.5. Caractérisation des nanoparticules chargées en huile de costus 

4.5.1. Résultats de l’analyse par diffusion dynamique de la lumière  

Les NP contenant l’HE du costus, préparées par le procédé de la nanoprécipitation, 

sont caractérisées en suivant la même démarche adoptée pour l’huile des noyaux de dattes. 
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De ce fait, différentes quantités d’huile sont incorporées et les NP résultantes sont analysées 

par DLS, comme le montre le Tableau 4.5. 

 

Tableau 4.5. Résultats du diamètre et du potentiel ζ des nanoparticules chargées en huile 

essentielle du costus. 

Quantité d’huile (mg) Diamètre (nm) Potentiel ζ (mV) 

0 45 ± 2 39 ± 2 

15 60 ± 2 40 ± 1 

30 86 ± 1 41 ± 1 

60 112 ± 1 39 ±1 

120 145 ± 1 45 ± 2 

240 155 ± 1 43 ± 1 

 

La taille moyenne des NP chargées d’huile est significativement plus élevée que celle 

des NP vides (p < 0,05). Des résultats similaires sont déjà rapportés dans la littérature 

[192,311]. Concernant l’aspect des nanosuspensions, le même phénomène s’est reproduit 

avec l’essence de costus. En effet, la couleur de la suspension devient de plus en plus opaque 

en augmentant la quantité d'huile. A des concentrations élevées (plus de 120mg), la 

suspension n’est plus homogène (apparition de quelques traces d’huiles) (Fig.4.13). 

 

Figure 4.13. Variation de couleur des suspensions de nanoparticules chargées d’huile 

essentielle du costus. 
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Nous observons qu’au-delà de 120mg, l’effet sur la taille des NP est 

négligeable (Fig.4.14.a). Ce résultat est confirmé par le calcul du coefficient de corrélation 

(eq.4.2), R2=0.9998 (Fig.4.15).  

a 

 

b 

 

Figure 4.14. Effet de la quantité d'huile de costus sur la taille (a) et le potentiel ζ (b) des 

nanoparticules chargées. 

 

 

a

 

b 

 

Figure 4.15. Corrélation entre la quantité du polymère (a), la quantité de l’huile de costus 

(b) et le rayon cubique des nanoparticules. 

 

Nous avons également étudié l’effet de la teneur en huile encapsulée sur le potentiel 

ζ et les résultats montrés dans la Figure 4.14.b révèle une très faible variation. Toutes les NP 

synthétisées sont physiquement stables (potentiel ζ > + 30 mV). 
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4.5.2. Résultats de l’analyse par microscopie électronique  

Comme l’image des NP chargées avec l’essence de costus obtenue par MEB n’est 

pas très nette, nous avons analysé ces dernières par MET. L’aspect sphérique et régulier de 

ces particules apparait clairement dans la Figure 4.16. 

a  

 
b 

  
 

Figure 4.16. Images de microscopie électronique à balayage (a) et de microscopie 

électronique en transmission (b) des nanoparticules de PMMA chargées de l’huile de costus. 

 

 

4.5.3. Résultats de l’analyse par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier 

Une analyse par FTIR est réalisée pour étudier l'interaction chimique entre l’huile de 

costus et PMMA, comme illustré dans la Figure 4.17.  
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Figure 4.17. Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier pour l’huile de costus, le 

PMMA et les nanoparticules chargées. 

 

Le spectre de PMMA concorde avec celui qui est déjà discuté dans la section 4.4.3. 

Pour le spectre de l’HE, la large bande à 3419 cm-1 correspond au groupement O–H des 

phénols et des alcools ; alors que les petits pics à 2925 et 1439 cm-1 sont dus respectivement 

aux vibrations d’élongation et de déformation des liaisons C–H des hydrocarbures saturés 

[317]. La forte bande d'absorption à 1762 cm-1 est attribuée aux lactones à cinq carbone, 

présents dans le dehydrosaussurea lactone, le dehydrocostus lactone et le costunolide [318]. 

De plus, les pics à 1640 cm-1 et ceux compris entre 649 et 998 cm-1 sont liés respectivement 

aux vibrations d’élongation et de déformation de la liaison C = C des alcènes. 

La superposition des spectres de l’huile, du PMMA et des NP chargées montre 

l’augmentation de l'intensité du pic à 1724 cm-1, la disparition du pic à 3419 cm-1 et la 

formation de nouveaux pics à 2927, 2856, 1764, 1640 et 650 cm-1 qui caractérisent l’essence 

de costus. Ce résultat confirme l’encapsulation de l’HE dans les nanoparticules polymères. 

4.6. Etude de stabilité des nanoparticules chargées d’huile 

La stabilité colloïdale des NP chargées d’huile est étudiée en analysant la taille et le 

potentiel ζ en fonction de la température (4, 25 et 40 °C) pendant trois mois, comme le montre 

la Figure 4.18.  
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NP chargées de l’HE du costus 

 

 

 

 
NP chargées de l’HV des noyaux de dattes 

 

 

 

 
 

 

Figure 4.18. Stabilité des nanoparticules à base de PMMA chargées d’huile en 

termes de taille et de potentiel ζ. 

 

Nous notons pour le diamètre moyen et le potentiel ζ un léger changement pendant 

toute la période de stockage pour les deux huiles étudiées.  

Pour s’assurer de la permanence de la charge en huile des noyaux de dattes dans les 

nanoparticules au cours du temps, le taux d’encapsulation est mesuré en fonction du temps 

et de la température et les résultats sont mentionnés dans le Tableau ci-dessous. 

 

 

 

0

50

100

150

200

1 30 60 90

D
ia

m
èt

re
 (

n
m

)

Jours

0

20

40

60

1 30 60 90

P
o

te
n

ti
el

-ζ
(m

V
)

Jours

0

50

100

150

200

250

1 30 60 90

D
ia

m
èt

re
 (

n
m

)

Jours

0

20

40

60

80

1 30 60 90

P
o

te
n

ti
el

-ζ
(m

V
)

Jours

4°C                25°C                  37°C     



 

130 

 

CHAPITRE IV                                                                                                        Résultats et discussion 

Tableau 4.6. Résultats des taux d’efficacité d’encapsulation des nanoparticules chargées en 

huile des noyaux de dattes en fonction du temps et de la température. 

 Taux d’efficacité d’encapsulation (%) 

 4°C 25°C 37°C 

1 Jour 99.2 ± 1.7 99.6 ± 3.0 98.9 ± 0.9 

30 Jours 98.5 ± 2.5 97.5 ± 2.5 99.1 ± 1.3 

60 Jours 96.9 ± 1.9 99.2 ± 1.9 98.4 ± 1.8 

90 Jours 97.6 ± 0.5 98.5 ± 1.9 99.1 ± 1.3 

 

Il apparait clairement que la variation du taux d’encapsulation est négligeable. 

La stabilité des nanoparticules par rapport aux variations de pH nous indique qu’en 

augmentant le pH de 3 à 12, le potentiel ζ diminue de +45 à +32 mV pour l’HE et de +68 à 

+34 mV pour l’HV (Fig.4.19). Boddohi et al. ont liés les changements du potentiel ζ à la 

diminution de la charge du chitosane induite par la réduction de la concentration en ions H+ 

[319]. La diminution du potentiel ζ en allant d’un milieu acide vers un milieu basique n’a pas 

influé sur la stabilité de la suspension vue que les valeurs sont au-dessus de la limite +30 mV.  

 

Figure 4.19. Stabilité des nanoparticules à base de PMMA chargées d’huile en termes de pH. 

HV-ND : Huile végétale des noyaux de dattes ; HE-CO : Huile essentielle du costus. 

 

4.7. Résultats des activités biologiques 

4.7.1. Résultats de l’activité anti-inflammatoire  

L’inflammation est l’ensemble de réactions de défense naturelle ayant pour but de 

reconnaître, détruire et éliminer des agents pathogènes, des irritants ou des cellules 

endommagées. L’hôte répond à une inflammation par la production et la libération des 

médiateurs pro-inflammatoires (cytokines) comme l’IL-1, l’IL-6, l’IL-10 et le TNF-α. Ce 

dernier induit à son tour la production d'autres cytokines inflammatoires comme GM-CSF et 
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potentialise l'inflammation [320]. La cellule produit aussi des métalloprotéinases matricielles 

telles que MMP-9 et MMP-2, responsables du remodelage tissulaire [321] et de la modulation 

de l'inflammation [322].  

L'extrait des racines de costus et ses principales lactones sesquiterpéniques sont 

largement testés pour leurs effets anti-inflammatoires. Dans le présent travail, l’étude de 

l’activité anti-inflammatoire est réalisée sur la lignée cellulaire A549 après avoir fait un test 

de cytotoxicité pour déterminer la concentration d’huile non cytotoxique. 

A. Etude de cytotoxicité par test LDH 

Un test LDH est établi pour étudier la cytotoxicité de notre formulation. La lignée 

cellulaire épithéliale pulmonaire humaine A549 est choisie dans notre étude à raison de son 

large domaine d’utilisation in vitro pour le dépistage de la cytotoxicité des formulations 

[323]. La viabilité cellulaire est déterminée après traitement des cellules A549 par différentes 

formulations à savoir : les NP vides, l’huile de costus non encapsulée et les NP 

correspondantes à différentes concentrations (12.5, 25, 50, 75, 100 et 200µg/mL) pendant 

24h. Les résultats du test LDH (exprimés en pourcentage de cytotoxicité par rapport aux 

cellules témoins non traitées) sont présentés dans la Figure 4.20. La non-cytotoxicité des NP 

vides confirme la biocompatibilité du polymère utilisé. Des résultats similaires sont trouvés 

concernant la non-cytotoxicité des NP constituées de PMMA après traitement de nombreuses 

lignées cellulaires telles que RAW264, HaCaT (kératinocytes humains), MDA-MB231 

(adénocarcinome mammaire humain invasif), FaDu (cellules de carcinome du pharynx), 

MCF -7 (adénocarcinome mammaire humain non invasif) [324], macrophages NR8383 

[325], CAM (membrane chorioallantoïque) et la lignée de cellules épithéliales cornéennes du 

lapin [326]. La Figure 4.20 indique aussi que les nanocapsules chargées d’huile présentent 

un effet cytotoxique dose-dépendant. En effet, une augmentation graduelle du pourcentage 

de cytotoxicité est survenue en augmentant la concentration d’huile. Les NP à des 

concentrations très élevées (≥ 50 µg/ml) sont considérées comme cytotoxiques ; 

contrairement à celles de 25 et 12.5 µg/ml qui sont non cytotoxiques. 
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Figure 4.20. Effet cytotoxique de l’huile de costus sous sa forme libre et 

encapsulée. 

B. Evaluation des modifications de la morphologie cellulaire 

Dans le but de confirmer les résultats du test LDH, les cellules A549 issues des 

différents traitements sont observées à l’aide d’un microscope optique après coloration. La 

Figure 4.21 montre les images prises pour chaque traitement. Contrairement aux cellules 

témoins (Fig. 4.21.A), des altérations structurelles, une réduction du nombre de cellules 

viables et une destruction du cytoplasme sont observées lors du traitement avec des particules 

chargées en HE du costus à des concentrations supérieures ou égales à 50 µg/ml (Fig.4.21.D, 

E, F et G). Cependant, les cellules traitées avec des NP à des concentrations de 12.5 et 25 

µg/ml ne présentent pas de changements morphologiques marqués ; ainsi des cellules à 

confluence, des noyaux plus gros et un cytoplasme intact sont visualisés (Fig.4.21.B et C). 

De ce fait, les NP contenant l’extrait du costus à 12.5 et 25 µg/ml ne présentent aucune 

cytotoxicité. 
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Figure 4.21. Observation microscopique de la morphologie cellulaire des A549. Cellules non 

traitées (A) ; Cellules traitées par des NP chargées d’huile de costus à différentes 

concentrations : 12.5 µg/ml (B) ; 25 µg/ml (C) ; 50 µg/ml (D); 75 µg/ml (E); 100 µg/ml (F) 

et 200 µg/ml (G). Grossissement x400. 

 

C. Evaluation des marqueurs inflammatoires 

Le dosage des marqueurs inflammatoires est effectué sur les cellules A549 après 

traitement par les NP contenant l’huile à 25µg/ml et stimulées par LPS. Ce dernier est utilisé 

pour déclencher l'expression et la libération des médiateurs inflammatoires par les cellules 

A549. Une RT-qPCR est utilisée pour l’évaluation de ces marqueurs et les cycles seuils (Ct) 

obtenus des différents gènes sont estimés à partir des courbes d’amplification à l’aide du 

logiciel AriaMx. L'expression de l'ARNm de TNF-α, IL-1β et GM-CSF est évaluée par 

rapport à un gène de normalisation (TBP) en appliquant l’équation 3.3 et les résultats sont 
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représentés par la Figure 4.22. L’extrapolation des résultats de la qPCR est insérée en 

Annexe E.8. 

  

 

Figure 4.22. Expression de l'ARNm des médiateurs inflammatoires (TNF-α, GM-CSF et 

l'IL-1β). 

 

La stimulation des cellules A549 avec du LPS a entraîné une forte augmentation de 

l'expression de l'ARNm des facteurs inflammatoires. Le même résultat est observé lors du 

traitement par des NP vides.  

Par contre, une réduction de l’expression des cytokines est observée lors du traitement 

avec les NP chargées ; ce qui laisse suggérer que l’HE exerce un effet anti-inflammatoire. Il 

est reporté que le dehydrocostus lactone et le costunolide peuvent inhiber potentiellement 

l'expression du TNF-α [148,151,327] et IL-1β [148–150]. L'activité de ces deux constituants 

n'est pas limitée sur ces deux cytokines. Dans une étude récente menée par Zhou et al. [152], 
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le dehydrocostus lactone extrait des racines du costus a réduit l'expression d'autres médiateurs 

inflammatoires comme la MPO, la SOD, la MCP-1, l'IL-17, l'IL-6 et l'IL- 23 ; il réduit 

également la voie de signalisation inflammatoire associée à COX2, IL-6, IL-23, iNOS et IL-

17  [152]. Par la suite, il est démontré que le costunolide régule négativement l'expression de 

la translocation nucléaire de IL-6, MCP-1, COX2, iNOS et NF-κB dans les cellules 

microgliales BV-2 [148]. Li et al. ont attribué l'effet anti-inflammatoire du costunolide et du 

dehydrocostus lactone à leur cycle α-méthylène-γ-butyrolactone (Fig.4.23).  

 

Figures 4.23. Schéma du site actif (α-méthylène-γ-butyrolactone) du costunolide et du 

dehydrocostus lactone. Le α-méthylène-γ-butyrolactone est marqué en rouge. 

 

Un test de cytotoxicité LDH est parallèlement réalisé pour affirmer la non-

cytotoxicité du traitement sur les cellules A549 stimulées par LPS et les résultats présentés 

dans la Figure 4.24 confirment la non-cytotoxicité de notre formulation. 

 

 

 

Figure 4.24. Effet cytotoxique des nanoparticules vides et celles chargées en huile de 

costus à 25 µg/ml lors de la stimulation des A549 par LPS. 
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D. Zymographie et analyse densitométrique 

Une zymographie de gélatine est réalisée pour évaluer l’activité des métalloprotéases 

libérés par les cellules A549 traitées et les résultats sont rapportés sur la Figure 4.25. 

 

Figure 4.25. Zymographie de gélatine pour MMP9 après traitement des cellules A549 

avec nanoparticules vides et ceux contenant l’huile de costus à 25 µg/ml. 

 

La comparaison de l’intensité des bandes se fait en plan horizontal ; une bande claire 

correspond au lieu où les MMP dégradent la gélatine. Nous notons une diminution de 

l’intensité de la bande du MMP-9 après traitement des cellules par les NP contenant l’huile 

de costus par rapport aux cellules ayant subies une stimulation par LPS seulement. Ceci est 

expliqué par le fait que LPS stimule la production de MMP-9 qui en migrant à travers le 

gel vont dégrader la gélatine et laisser une bande claire. L’intensité des bandes est 

proportionnelle à la quantité du MMP libérées par les cellules. Dans l’autre cas, l’HE par son 

effet anti-inflammatoire, va inhiber la production des MMP-9 ce qui traduit par la suite par 

une diminution de l’intensité de la bande.  Ces résultats sont en accords avec des travaux 

antérieurs où le costunolide [150] et le dehydrocostus lactone [328] présentent une inhibition 

remarquable de la MMP-9.   

Pour compléter cette étude qualitative, une analyse densitométrique par le logiciel 

ImageJ est effectuée et les résultats illustrés dans la Figure 4.26 confirment ceux de la 

zymographie où les NP contenant l’essence de costus réduisent l’activité des MMP-9.  
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Figure 4.26. Analyse densitométrique après traitement des cellules A549 avec les 

nanoparticules vides et ceux contenant l’huile de costus à 25 µg/ml. 

 

Dans l'ensemble, nous déduisons que l’huile de costus possède une activité anti-

inflammatoire importante qui se traduit par la réduction de l’expression des cytokines 

inflammatoires et des MMP-9. 

4.7.2. Résultats de l’activité antioxydante 

L’organisme humain est soumis à une grande variété d’agression chimiques (fumées 

de combustion, tabagisme, métaux de transition, toxines), physiques (radiations ionisantes, 

ultraviolet, traumatisme), et métaboliques (exposition à des xénobiotiques, privation des 

facteurs de croissance ou facteurs hormonaux) [329]. La plupart de ces agressions 

débouchent sur une même expression appelée stress oxydatif ou stress oxydant, qui se définit 

comme étant une perturbation de l’équilibre endogène entre les radicaux libres (espèces 

réactives de l’oxygène) et les agents antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit à 

des dommages au niveau des tissus graisseux, de l’ADN et des protéines [330]. Des études 

épidémiologiques montrent aujourd’hui que plus le taux en antioxydants est élevé, moins est 

le risque de développer un cancer ou des maladies cardiovasculaires [331]. Les radicaux 

libres présentent un électron de valence non apparié dans l’orbitale externe ; ils peuvent être 

des dérivés de l'azote comme le monoxyde d'azote NO•, ou de l’oxygène tels le radical 

hydroxyle OH• ou l'anion superoxyde O2•-[330]. En présence des antioxydants, l’équilibre 

est rétabli soit par réduction (gain d’un autre électron) ou par oxydation (perte de l’électron 

libre) [332]. 

En se basant sur l’étude bibliographique illustrée dans le chapitre I, la méthode de 

DPPH est la seule méthode utilisée pour exploiter l’effet antioxydant de l’huile des noyaux 
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de dattes ; et comme il n’existe pas d’une méthode unique in vitro vue la complexité du 

processus d’oxydation et la nature diversifiée des antioxydants, d’autres méthodes à savoir ; 

l’ABTS, le CUPRAC et le pouvoir réducteur sont employées dans notre étude pour évaluer 

cet effet pour l’huile libre et encapsulée. L’activité de différents échantillons est déduite à 

l’aide d’un spectrophotomètre en suivant le piégeage des radicaux libres qui s’accompagne 

par le passage de la couleur violette à la couleur jaune pour le DPPH et du bleu à l’incolore 

pour l’ABTS ; ou en suivant la réduction du cuivre ou du fer ferrique qui se reflète par le 

virage de la couleur verte à l’orange pour le CUPRAC et du jaune au bleu pour le pouvoir 

réducteur. Les résultats sont comparés à ceux des antioxydants standards, et sont regroupés 

dans le Tableau 4.7 en termes de pourcentages d’inhibition pour chaque concentration. 

 

Tableau 4.7. Résultats des tests DPPH, ABTS, CUPRAC et pouvoir réducteur de l’huile des 

noyaux des dattes, des nanoparticules chargées et des standards. 

C(µg/ml) 12.5 25 50 100 200  400 800 

   DPPH (% inhibition)   

Huile  - - - - 5.4±2.9 11.1±1.4 18.1±2.0 

NP - 2.4±0.5 2.6±0.9 3.4±0.7 7.5±0.4 14.0±0.8 21.5±0.9 

BHA 48.2± 2.6 62.4± 2.8 81.1±1.4 84.2±0.1 87.2±1.2 88.9±2.3 90.2±2.5 

   ABTS (% inhibition)   

Huile  - 5.9±0.7 6.0±0.9 8.4±1.2 10.6±1.4 13.1±1.8 16.4±0.9 

NP - - 4.2±1.1 4.6±1.6 8.9±0.3 11.4±2.6 18.9±4.8 

BHA 64.7±0.6 78.5±2.7 88.4±1.3 95.3±0.3 95.6±0.5 95.8±0.2 95.9±0.1 

   CUPRAC (Absorbance)   

Huile  - 0.17±0.03 0.22±0.03 0.28±0.01 0.42±0.01 0.73±0.01 1.16±0.01 

NP - 0.16±0.01 0.21±0.02 0.27±0.00 0.43±0.00 0.69±0.02 1.03±0.01 

BHA 1.15±0.07 1.95±0.21 3.08±0.18 3.56±0.04 3.36±0.01 3.77±0.01 3.95±0,01 

C(µg/ml) 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200  

   Pouvoir réducteur (Absorbance)   

Huile  - - - 0.03±0.00 0.06±0.01 0.17±0.01 0.25±0.07 

NP - - - 0.04±0.00 0.08±0.01 0.19±0.06 0.26±0.07 

BHA 0.09±0.01  0.12±0.01 0.19±0.02 0.38±0.02 0.77±0.02 1.72±0.03 3.52±0.02 

(-) : Absence d’absorbance. 

Les valeurs moyennes sont exprimées en moyenne ± SD de trois mesures parallèles. 

Huile : Huile des noyaux de dattes ; NP : nanoparticules contenant l’huile des noyaux de dattes. 
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En comparant les résultats obtenus avec ceux du BHA, nous déduisons que l’huile 

des noyaux de dattes présente une très faible activité antioxydante. Aucun virage de couleur 

n’est détecté sur les microplaques issues des différents tests (voir Fig.4.27). Concernant le 

test du DPPH, les valeurs de la CI50 sont très élevées (> 0.8mg/ml) (Tableau 4.8). De même 

sont les valeurs de la CI50 pour le test d’ABTS et des A0.5 pour les méthodes CUPRAC et 

pouvoir réducteur.  La CI50 (DPPH) trouvée dans notre étude est comparable à celles obtenues 

par d’autres travaux de recherche [95,98] (voir chapitre I). La CI50 de la variété Ghars issue 

de la région de Ghardaïa est de 46.9 mg/ml [98]; alors que celle récoltée de la région de 

Ouargla est trouvée à 140 mg/ml [95]. La variété utilisée dans notre étude provient de la 

région de Biskra. Cette différence est donc attribuée à l’origine de la plante. En effet, les 

variations géographiques et les changements climatiques peuvent affecter la qualité de l’huile 

et son pouvoir antioxydant [333]. 

 

Figure 4.27. Résultats de l’étude de l’activité antioxydante sur microplaque. 
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Tableau 4.8. Résultats de la mesure des CI50 et des A0.5 de l’huile des noyaux de dattes, des 

nanoparticules chargées et du standard pour les différents tests (DPPH, ABTS, CUPRAC et 

pouvoir réducteur). 

   Huile NP chargées BHA 

CI50 DPPH (µg/ml)  > 800 > 800 12.7 ± 3.8 

CI50 ABTS (µg/ml) > 800 > 800 6.7 ± 0.5 

A0.5 CUPRAC (µg/ml)  246.5 ± 3.4 242.0 ± 7.8 3.5 ± 0.1 

A0.5 Pouvoir réducteur (µg/ml) > 200 > 200 32.9 ± 0.3 

 

Les composés phénoliques jouent un rôle important dans l’extrait des noyaux de 

dattes en ce qui concerne la saveur, la durée de conservation et la résistance à l'oxydation. 

Ainsi, une meilleure stabilité à l'oxydation est liée à la présence de ces derniers à des taux 

élevés [65]. Dans ce contexte et afin d’expliquer la faible activité antioxydante, nous avons 

quantifié la teneur en polyphénols totaux de l’HV des noyaux de dattes et les résultats 

montrent un taux égal à 2.74 ± 1.7 µg/mg. Le principe de la méthode utilisée est inséré en 

Annexe F.7. Des résultats similaires sont trouvés par Herch et al. [91] (3.12 - 3.45 µg/mg), 

Jaih et al. [107] (0.79 - 1.77 µg/mg), Basuny et al. [93] (3.19 µg/mg) et Besbes et al. [106] 

(0.22 - 0.52 µg/mg). Ces résultats sont attribués à la polarité du solvant utilisé dans le procédé 

de l’extraction. Différentes études révèlent une relation proportionnelle entre la polarité du 

solvant utilisé, la teneur en polyphénols totaux et l’activité antioxydante [80,334–336]. Dans 

notre étude le CO2, vue qu’il est non polaire, il a une faible capacité à dissoudre des composés 

polaires tels que les polyphénols ; ce qui entraine une faible activité antioxydante. Il est 

rapporté que l’ajout d’un co-solvant tel que le méthanol au procédé d’extraction par CO2 

supercritique améliore le taux des polyphénols extraits [337,338]. Une étude similaire menée 

par Djenidi et al. a aboutit à des quantités considérables en polyphénols (56.7µg/mg) en 

ajoutant du méthanol [339].  

La faible activité antioxydante trouvée par ces méthodes est donc attribuée à la faible 

teneur en antioxydants naturels. Ces méthodes colorimétriques ont permis de montrer la 

faible activité antioxydante de l’HV des noyaux de dattes, contrairement à ce qui est publié 

où le rôle efficace dans la prévention du stress oxydatif est prouvé. Dammak et al. ont étudié 

l’effet protecteur de l’huile des ND contre le stress oxydatif induit par le peroxyde 

d'hydrogène sur des kératinocytes épidermiques humaines normales et les résultats ont 

montré qu’elle augmente l’activité des enzymes antioxydantes endogènes : Superoxide 



 

141 

 

CHAPITRE IV                                                                                                        Résultats et discussion 

dismutase, catalase et glutathione peroxidase [113]. Dans une autre étude menée par ces 

même auteurs, l’huile des noyaux de dattes diminue l’expression la protéine P53 qui 

endommage l’ADN suite à l'irradiation UV-B des peaux humaines saines [114]. De plus, il 

est prouvé que  l’acide oléique est aussi efficace que l’α- et le γ-tocophérol pour prévenir les 

risques des produits de peroxydation lipidique, tels que l'instabilité génomique, le 

dysfonctionnement mitochondrial et la sénescence cellulaire, qui sont tous des signes 

distinctifs du processus de vieillissement [340]. Alors, nous pouvons conclure que l’extrait 

des noyaux de dattes est peut-être efficace dans le management du stress oxydatif et du 

vieillissement cellulaire mais pas par le biais de l’activité antiradicalaire liée à la présence 

des antioxydants naturels. 

4.7.3. Résultats de l’activité anti-Alzheimer 

Les maladies neurodégénératives et plus particulièrement la maladie d’Alzheimer est 

devenue un problème majeur de santé publique. Outre les problèmes que pose cette maladie, 

son coût global pour la société en termes de soins et d’accompagnement ne cesse de s’alourdir 

vue sa prévalence qui croît sur un rythme alarmant. La maladie d’Alzheimer s'agit d'un 

trouble neurodégénératif chronique du cerveau caractérisé par un déclin progressif des 

activités de la vie quotidienne, du comportement et de la cognition. Elle est due à un déficit 

en neurotransmetteur cholinergique : l’acétylcholine [341]. Le traitement de cette maladie 

porte donc sur l’inhibition des enzymes qui dégradent l’acétylcholine dans la synapse, à 

savoir : l'acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase, augmentant ainsi la disponibilité de 

l'acétylcholine pour stimuler les récepteurs dans le cerveau [342,343].  

L'activité anticholinestérase de l’huile des noyaux de dattes et celle du costus sous 

leurs formes libres et encapsulées est évaluée pour la première fois dans notre étude et 

comparée à celle d’un médicament standard : la galantamine.  

A. Cas de l’huile de costus 

L’HE du costus et les NP correspondantes ont inhibé l’activité de 

l'acétylcholinestérase et de la butyrylcholinestérase de manière dose-dépendante, comme 

illustré dans la Figure 4.28.  

 

 

 



 

142 

 

CHAPITRE IV                                                                                                        Résultats et discussion 

a) 

 

b) 

 

Figure 4.28. Inhibition par l’huile de costus, les nanoparticules et la galantamine de 

l'acétylcholinestérase (a) et de la butyrylcholinestérase (b).  

 

 

Concernant la butyrylcholinestérase, les NP chargées en huile ont montré une 

meilleure inhibition que la galantamine. À la concentration la plus élevée (200 μg/ml), l'ordre 

d'inhibition est : NP chargées en huile (101.6%) > huile non encapsulée (93.2%) > 

galantamine (78.9%) ; Alors que pour l'acétylcholinestérase, il est comme suit : galantamine 

(94.8%) > NP chargées en huile (90.6%) > huile non encapsulée (72.6%) (voir Tableau 4.9).  
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Tableau 4.9. Résultats de l’activité anticholinestérase de l’huile de costus, des nanoparticules 

et de la galantamine. 

C(µg/ml) 3.125  6.25  12.5 25 50 100 200  

   Inhibition de l’acétylcholinestérase %  

Huile  8.8 ± 2.1 11.8 ± 1.1 13.9 ± 1.8 20.3 ± 3.9 42.7 ± 1.8 62.2 ± 1.0 72.6 ± 0.6 

NP chargées 14.9 ± 4.0 16.7 ± 3.4 46.3 ± 2.1 58.2 ± 2.7 73.0 ± 4.0 85.0 ± 6.5 90.6 ± 2.1 

NP vides 3.2 ± 2.2 3.2 ± 1.3 3.5 ± 0.1 4.6 ± 2.1 4.0 ± 1.3 4.1 ± 3.2 6.2 ± 1.3 

Galantamine 35.9 ± 2.3 43.8 ± 0.0 68.5 ± 0.3 80.7 ± 0.4 85.8 ± 1.6 91.8 ± 0.2 94.8 ± 0.3 

   Inhibition de la butyrylcholinestérase %  

Huile  18.3 ± 2.6 33.3 ± 3.3 42.2 ± 2.9 62.2 ± 3.7 79.3 ± 0.7 88.3 ± 6.7 93.2 ± 1.5 

NP chargées 27.7 ± 1.1 37.5 ± 5.9 46.4 ± 0.7 63.6 ± 3.7 82.1 ± 7.8 90.0 ± 3.3 101.6±2.9 

NP vides 4.2 ± 2.2 2.3 ± 1.3 5.2 ± 0.1 6.2 ± 2.1 6.3 ± 1.3 7.2 ± 3.2 6.2 ± 2.1 

Galantamine 3.3 ± 0.6 6.9 ± 0.6 24.0 ± 2.9 45.1 ± 2.6 63.8 ± 2.8 73.6 ± 0.8 78.9 ± 0.6 

C : Concentration. 

 

En comparant l'inhibition des NP vides avec ceux contenant l’huile contre les deux 

enzymes, on suggère que l’huile de costus présente une activité anti-Alzheimer. Ce résultat 

est en accord avec celui du Ponnusankar et al. lorsqu'ils ont testé l'inhibition in vitro de 

l'acétyl- et de la butyrylcholinestérase par l'extrait méthanolique des racines du costus [344]. 

D’autres travaux ont également révélé que les lactones sesquiterpéniques ont un effet 

anticholinestérasique [345–347].  

Li et ses collaborateurs ont rapporté que l'effet biologique du costunolide et du 

dehydrocostus lactone, les principaux constituants de notre huile, est lié à leur squelette α-

méthylène-γ-butyrolactone [348]. Au fait, la double liaison de l'α-méthylène-γ-butyrolactone 

constitue un site électrophile capable de s'engager dans des réactions de type Michael avec 

des groupes nucléophiles de certains groupes essentiels des sites actifs dans le corps humain 

tels les acides aminés et les peptides (L-cystéine, glutathion) ou les enzymes contenant des 

groupes sulfhydriles (Fig.4.29) [349]. Selon l’étude menée par Frasco et al., la présence de 

groupes sulfhydriles libres dans les molécules de cholinestérases humaines entraine une 

inhibition micromolaire irréversible [350]. 
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Figure 4.29. Mécanisme de l'addition de type Michael au fragment α-méthylène-γ-

butyrolactone des lactones sesquiterpéniques. La structure contenant le groupement 

sulfhydrile (-SH) représente le nucléophile (résidu de protéine : cystéine, par exemple). 

 

Dans la présente étude, l'activité anti-Alzheimer in vitro est réalisée sur la 

butyrylcholinestérase dérivant du sérum de cheval similaire à 90.1% à celle de l’homme 

[351] et sur l'acétylcholinestérase provenant d'Electrophorus electricus.  

Donc nous pouvons considérer que la butyrylcholinestérase utilisée contient des 

groupes sulfhydriles capables de réagir avec l'α-méthylène-γ-butyrolactone du costunolide et 

du dehydrocostus lactone. Ce qui explique l'effet inhibiteur élevé de l’essence de costus par 

rapport à la galantamine. Les valeurs de CI50 obtenues avec l’huile libre et la galantamine 

sont respectivement 17.4 et 34.7 µg/ml, comme illustré dans le Tableau 4.10. 

 

Tableau 4.10. Concentrations d’inhibition de 50% des enzymes cholinestérases pour l’huile 

de costus, les nanoparticules et la galantamine. 

 CI50 (Acétylcholinestérase) (µg/ml) CI50 (Butyrylcholinestérase) (µg/ml) 

Huile essentielle 67.4 ± 3.7 17.4 ± 1.1 

NP chargées 25.0 ± 2.0 14.9 ± 1.9 

Galantamine 6.3 ± 1.2 34.7 ± 1.9 

 

Parallèlement, il est rapporté que l'acétylcholinestérase de l’Electrophorus electricus 

ne contient pas de groupes sulfhydriles libres et que l'inhibition enzymatique est millimolaire 

[350]. Cela permet d’expliquer la valeur élevée de CI50 de l’huile de costus (CI50=67.4 ± 

3.7 µg/ml) ; comparativement à celle contre la butyrylcholinestérase (CI50 = 17.4 ± 1.1 

µg/ml). 

La Figure 4.28 illustre également que l’huile de costus sous sa forme encapsulée 

montre une meilleure activité anti-cholinestérase que l'huile non encapsulée. Une diminution 
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des valeurs de CI50 est notée pour les deux enzymes, comme représenté dans le Tableau 

4.10. Les valeurs de CI50 sont de 25.0 et 67.4 µg/ml contre l'acétylcholinestérase ; et de 14.9 

et 17.4 µg/ml contre la butyrylcholinestérase pour les NP chargées en huile et l’huile non 

encapsulée, respectivement. Cela est conforme aux rapports précédents où ils affirmaient une 

amélioration de l'activité biologique lors de l'encapsulation des HE [43]. 

Comme rapporté précédemment, l'extrait méthanolique des racines du Saussurea 

lappa inhibe l'acétyl- et la butyrylcholinestérase respectivement à 58.7 et 94.5 µg/ml [344]. 

Ces valeurs sont nettement plus élevées que celles obtenues dans la présente étude. Alors, les 

NP synthétisées peuvent s’avérer prometteuses pour l'inhibition des enzymes associées à la 

maladie d’Alzheimer. Outre la concentration d’inhibition des enzymes, le processus 

d’extraction vert assure une très bonne qualité des extraits en respectant les exigences de 

l’OMS. 

B. Cas de l’huile des noyaux de dattes 

Les résultats de l’inhibition de l’activité des cholinestérases par l’HV des noyaux de 

dattes libre et encapsulée sont représentés dans la Figure 4.30. 
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a) 

 
b) 

 
Figure 4.30. Inhibition par l’huile des noyaux de dattes, les nanoparticules et la galantamine 

de l'acétylcholinestérase (a) et de la butyrylcholinestérase (b).  

 

Une faible activité est constatée sur l’acétylcholinestérase. La galantamine a montré 

un effet inhibiteur plus puissant en termes de pourcentage (94.8%) pour une concentration 

de 200µg/ml suivi par les NP contenant l’huile et l’huile non encapsulée avec des taux 

d’inhibition de l’ordre de 55.3 et 46.3%, respectivement. De plus, une activité modérée de 

l’huile est remarquée contre la butyrylcholinestérase ; les pourcentages d’inhibition sont de 

l’ordre de 66.8, 73.9 et 78.9% pour l’huile non encapsulée, les NP chargées et la galantamine, 

respectivement (Tableau 4.11). La mesure des CI50 de l’huile libre et encapsulée corrobore 

l’activité modérée de l’huile des noyaux de dattes sur les deux enzymes (voir Tableau 4.12). 
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Tableau 4.11. Résultats de l’activité anticholinestérase de l’huile des noyaux de dattes, des 

nanoparticules et de la galantamine. 

C(µg/ml) 3.125  6.25  12.5  25 50 100  200  

   Inhibition de l’acétylcholinestérase %  

Huile végétale - - 5.1 ± 3.2 13.9 ± 7.2 22.1 ± 0.3 30.1 ± 1.4 46.4 ± 3.8 

NP chargées 6.2 ± 2.1 11.5 ± 1.5 14.9 ± 4.9 20.0 ± 1.8 24.4 ± 0.8 39.6 ± 1.4 55.3 ± 1.1 

NP vides 3.2 ± 2.2 3.2 ± 1.3 3.5 ± 0.1 4.6 ± 2.1 4.0 ± 1.3 4.1 ± 3.2 6.2 ± 1.3 

Galantamine 35.9±2.3 43.8 ± 0.0 68. 5± 0.3 80.7 ± 0.4 85.8 ± 1.6 91.8 ± 0.2 94.8 ± 0.3 

   Inhibition de la butyrylcholinestérase %  

Huile végétale - 3.4 ± 1.7 10.9 ± 1.4 25.1 ± 9.2 41.4 ± 2.5 51.1 ± 1.0 66.8 ± 3.6 

NP chargées 5.2 ± 2.9 6.9 ± 1.7 20.3 ± 3.7 30.9 ± 4.3 43.3 ± 2.4 55.4 ± 2.0 73.9 ± 3.1 

NP vides 4.2 ± 2.2 2.3 ± 1.3 5.2 ± 0.1 6.2 ± 2.1 6.3 ± 1.3 7.2 ± 3.2 6.2 ± 2.1 

Galantamine 3.3 ± 0.6 6.9 ± 0.6 24.0 ± 2.9 45.1 ± 2.6 63.8 ± 2.8 73.6 ± 0.8 78.9 ± 0.6 

C : Concentration. 

 

Tableau 4.12. Concentrations d’inhibition de 50% des enzymes cholinestérases pour l’huile 

des noyaux de dattes, les nanoparticules et la galantamine. 

 CI50 (Acétylcholinestérase) (µg/ml) CI50 (Butyrylcholinestérase)(µg/ml) 

Huile végétale   > 200 98.1±6.8 

NP chargées 168.7 ± 6.9 88.6±6.3 

Galantamine 6.3 ± 1.2 34.7 ± 1.9 

 

Similairement à l’étude menée sur l’huile de costus, l’inhibition de la 

butyrylcholinestérase se fait majoritairement par l’action de l’inhibiteur sur les groupements 

sulfhydriles de l’enzyme via la réaction de Michael. Cette dernière s’agit d’une addition 

nucléophile d’un carbanion sur un composé carbonylé insaturé (aldéhyde, cétone, ester, 

nitrile, amide) formant ainsi une liaison carbone-carbone, ou carbone-soufre. Différentes 

études ont révélé la réticulation des dérivés de triglycérides (acide oléique) avec des dérivés 

aminés et phosphorés par l’addition de Michael [352,353]. Donc, on peut déduire que l’acide 

oléique, composant majoritaire de l’huile des noyaux de dattes, permet d’inhiber de la même 

manière la butyrylcholinestérase. Ceci ne peut s’appliquer à l’acétylcholinestérase utilisée 

vue qu’elle ne contient pas de groupements sulfhydriles.  

Parallèlement, plusieurs rapports ont illustré l’effet majeur des polyphénols sur 

l’inhibition des enzymes cholinestérases et plus particulièrement l’acétylcholinestérase 

[354,355]. Ils ont montré que l’acide cinnamique possède un potentiel inhibiteur 

d’acétylcholinestérase trois fois plus élevé que le médicament standard (donépézil) [356]. De 
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plus, Balkis et al. ont noté que la position, le nombre, la substitution des groupes hydroxyles 

et l'état d'oxydation des flavonoïdes peuvent varier l'efficacité de l'inhibition de cette enzyme 

[357]. En tenant compte des résultats de ces travaux, on peut attribuer la faible activité de 

l’HV sur l’acétylcholinestérase à sa teneur très faible en polyphénols totaux. 

Dans l'ensemble, l’huile des noyaux de dattes possède une activité anti-Alzheimer 

modérée. Pour ce qui est de l’huile de costus, elle peut servir comme alternative aux 

anticholinestérasiques utilisés actuellement dans la prise en charge de la maladie malgré leur 

effets indésirables tels que les vomissement, les nausées, la diarrhée, la confusion et 

l’agitation [358].  

4.7.4. Résultat de l’activité antidiabétique 

Le diabète sucré, un trouble métabolique caractérisé par une hyperglycémie 

attribuable à une carence insulinique, est devenu une cause importante de mortalité et de 

morbidité à l'échelle mondiale [359]. L'un des plus grands défis de la gestion du diabète est 

le contrôle efficace et cohérent de l'hyperglycémie postprandiale. Le régime alimentaire sain 

des personnes diabétiques fait l'objet de nombreux débats. Actuellement, la plupart des 

experts sont convaincus que l'apport total en glucides est un facteur relativement fiable pour 

prédire la glycémie postprandiale [360]. L'inhibition de l'α-amylase et de l'α-glucosidase, 

enzymes impliquées dans la digestion des glucides, peut réduire considérablement 

l'hyperglycémie postprandiale [361,362]. En effet, l'α-amylase décompose les glucides à 

chaîne longue ; tandis que l'α-glucosidase convertit l'amidon et les disaccharides en sucre 

simple (glucose) [296]. Par conséquent, l'inhibition de ces deux enzymes semble être une 

stratégie importante dans la gestion du diabète sucré. Dans ce contexte, l'effet antidiabétique 

de l’huile de costus et celui des noyaux de dattes est testé sur ces enzymes, pour la première 

fois, in vitro et comparé à celui d’un médicament standard ; l’acarbose. Les résultats sont 

présentés comme suit : 

A. Cas de l’huile de costus 

L’huile de costus et les NP correspondantes ont montré une inhibition dose-

dépendante des α-amylase et α-glucosidase, comme illustré dans la Figure 4.31 et le Tableau 

4.13. 
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a) 

 
b) 

 
Figure 4.31. Inhibition par l’huile de costus, les nanoparticules et l’acarbose de l'α-amylase 

(a) et de l’α-glucosidase (b). 

 

Tableau 4.13. Résultats de l’activité antidiabétique de l’huile de costus, des nanoparticules 

et de l’acarbose. 

C (µg/ml) 6.25  12.5  25  50  100  200  400 

   Inhibition de l’α-amylase %   

Huile essentielle 11.3 ± 2.0 25.7 ± 4.4 31.2 ± 2.5 49.0 ± 1.5 64.9±1.0 91.4±6.5 100.0±1.0 

NP chargées 12.7 ± 2.0 27.5 ± 1.0 65.8 ± 4.3 82.4 ± 4.2 100.3±1.6 101.5±2.7 100.5±8.3 

NP vides 1.2 ± 1.2 2.2 ± 1.3 3.3 ± 1.0 3.6 ± 1.5 3.3 ± 1.3 4.3 ± 1.6 5.2 ± 2.3 

Acarbose 7.8 ± 0.2 8.1 ± 0.3 9.5 ± 0.1 10.7 ± 0.9 31.8±2.9 37.2±3.5 53.1 ± 1.6 

C (µg/ml) 15.625  31.25  62.5 125 250  500  

  Inhibition de l’α-glucosidase %   

Huile essentielle 27.3 ± 2.4 48.7 ± 3.5 62.0 ± 1.0 71.0 ± 1.4 85.6 ± 1.7 90.7 ± 1.6 

NP chargées 18.7 ± 3.8 33.0 ± 4.1 49.1 ± 3.1 63.0 ± 0.6 71.3± 1.8 82.5 ± 0.4 

NP vides 3.2 ± 2.2 3.2 ± 1.3 3.5 ± 0.1 4.6 ± 2.1 4.0 ± 1.3 4.1 ± 3.2 

Acarbose 6.2 ± 1.4 11.5 ± 0.6 18.8 ± 0.8 32.0 ± 0.7 46.2 ± 1.3 60.7 ± 0.7 

C : Concentration. 
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En comparant l’effet des capsules formulées avec celui des capsules vides, nous 

déduisons que l’essence du costus est pourvue d’un effet antidiabétique. Résultat confirmé 

par Raafat et ses collaborateurs dont l’étude  a révélé que l'extrait des racines du costus est 

plus efficace dans le contrôle du diabète gestationnel chez des femmes enceintes avec un 

profil de sécurité élevé sur le fœtus [363]. La Figure 4.31 montre également que l’activité 

inhibitrice de l’huile est extrêmement forte en comparaison avec l’acarbose. De cette étude, 

il apparait clairement dans le Tableau 4.14 que les concentrations d’inhibition des 50% des 

enzymes par l’huile non encapsulée sont plus faibles que celle obtenues avec le standard. La 

valeur varie de 65.9 à 365.3 µg/ml pour l'α-amylase, et de 42.1 à 271.7 µg/ml pour l'α-

glucosidase. 

 

Tableau 4.14. Concentrations d’inhibition de 50% d’α-amylase et d’α-glucosidase pour 

l’huile de costus, les nanoparticules et l’acarbose. 

 CI50 (α-amylase) (µg/ml) CI50 (α-glucosidase) (µg/ml) 

Huile essentielle 65.9 ± 1.7 42.10 ± 3.0 

NP chargées 22.9 ± 0.3 75.8 ± 4.4 

Acarbose 365.3 ± 10.7 271.7 ± 7.1 

 

D’après Eliza et al., l'effet antidiabétique de l'HE est lié à la présence du costunolide. 

Ils ont prouvé que l'administration de cette molécule chez des rats diabétiques (20 mg/kg de 

poids corporel) réduit le glucose plasmatique de façon dose-dépendante, diminue 

l'hémoglobine glycosylée et augmente l'insuline plasmatique et le glycogène tissulaire [364]. 

Dans une autre étude, la sensibilité accrue de l'insuline à absorber le glucose est attribuée à 

la stimulation des îlots bêta pancréatiques à sécréter de l'insuline par cette même molécule 

[365].  

En ce qui concerne le mécanisme d’inhibition des enzymes clés contrôlant le diabète, 

presque toutes les α-glucosidases sont inhibées au niveau de leur groupements sulfhydriles 

[366,367]. Ceci n’est pas le cas avec l α-amylase, malgré la présence de ces groupements ; 

ce qui explique cette différence entre les valeurs de CI50 des deux enzymes.   

Il est également rapporté que les α-amylases possèdent des groupements sulfhydriles, 

mais l'effet inhibiteur de l’huile de costus n'est pas similaire à celui contre l'α-glucosidase. 

Schramm et al. ont constaté que les groupements sulfhydriles ne sont pas absolument 
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nécessaires dans la réaction d'inhibition de l'α-amylase puisque leur oxydation complète 

coïncide avec une inactivation à 80% de l'enzyme [368]. Ces observations suggèrent que le 

groupement α-méthylène-γ-butyrolactone des lactones sesquiterpéniques est indispensable 

pour l’activité anti-glucosidase. De plus, l’activité contre l’α-amylase est peut-être due à la 

présence d’autres groupements doués d’une activité inhibitrice. Padilla-Gonzalez et al. ont 

rapporté que l'effet thérapeutique des sesquiterpènes lactones ne se limite pas à la fraction 

lactone, bien que d'autres fragments structuraux comme les groupes époxy, péroxy ou 

aldéhyde ne doivent pas être exclus [349]. 

En ce qui concerne l'α-amylase, l’encapsulation de l’huile de costus a permis 

d’améliorer l’inhibition (CI50) par rapport à l’huile libre de 65.9 à 22.9 µg/ml, comme 

indiqué dans le Tableau 4.14. Des résultats similaires sont rapportés où les capsules 

formulées avec l'extrait de Psoralea corylifolia ont montré un meilleur effet antidiabétique 

comparativement à la forme libre [369]. Dans une autre étude réalisée par Kavitha et al., 

l'amélioration de l'activité antidiabétique de l’extrait de Nilgirianthus ciliatus est liée à 

l’encapsulation de l’huile [370]. Cependant, des résultats inattendus sont constatés avec l'α-

glucosidase où les NP chargées (CI50=75.8 µg/ml) ont présenté une activité d'inhibition plus 

faible par rapport à la forme libre (CI50=42.1 µg/ml) (Tableau 4.14).  

B. Cas de l’huile des noyaux de dattes 

L’étude de l’activité antidiabétique est réalisée avec l’huile des noyaux de dattes et 

les NP correspondantes et les résultats sont illustrés dans la Figure 4.32.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

javascript:void(0);
javascript:void(0);


 

152 

 

CHAPITRE IV                                                                                                        Résultats et discussion 

a) 

 
b) 

 
Figure 4.32. Inhibition par l’huile des noyaux de dattes, les nanoparticules et l’acarbose de 

l'α-amylase (a) et de l’α-glucosidase (b). 

 

 

Une inhibition dose dépendante des deux enzymes est constatée. Les NP chargées en 

huile ont montré un effet inhibiteur de l’α-amylase plus important avec un pourcentage de 

69.7% à la concentration de 400µg/ml comparativement à l’huile non encapsulée et 

l’acarbose avec des taux d’inhibition de 64.6 et 53.0%, respectivement. De la réponse de 

l’inhibition de l’α-glucosidase par l’acarbose (60.7%) et l’huile sous ses deux formes libre 

(77.1%) et encapsulée (71.3%), il apparait que l’acarbose est la moins efficace (Tableau 

4.15). Résultats confirmés par les valeurs des CI50 (voir Tableau 4.16). 
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Tableau 4.15. Résultats de l’activité antidiabétique de l’huile des noyaux de dattes, des 

nanoparticules et de l’acarbose. 

C (µg/ml) 6.25  12.5  25  50  100  200  400 

   Inhibition de lα-amylase %   

Huile végétale 19.1±0.4 25.5±0.2 27.5±1.2 37.2±0.7 46.1±0.8 55.4±0.9 64.6±0.7 

NP chargées 12.2±1.7 23.4±1.7 29.5±0.1 38.8±0.8 53.8±2.3 59.3±1.5 69.7±3.0 

NP vides 1.2 ± 1.2 2.2 ± 1.3 3.3 ± 1.0 3.6 ± 1.5 3.3 ± 1.3 4.3 ± 1.6 5.2 ± 2.3 

Acarbose 7.8 ± 0.2 8.1 ± 0.3 9.5 ± 0.1 10.7±0.9 31.8±2.9 37.2±3.5 53.1±1.6 

C (µg/ml) 15.625  31.25  62.5 125 250  500  

  Inhibition de l’α-glucosidase %   

Huile végétale 12.0±4.5 32.4±5.4 47.6±0.1 53.3±0.5 58.2±5.4 77.1±8.2 

NP chargées 4.4±2.0 16.9±2.7 22.3±3.2 47.3±2.4 57.2±1.9 71.3±5.9 

NP vides 3.2 ± 2.2 3.2 ± 1.3 3.5 ± 0.1 4.6 ± 2.1 4.0 ± 1.3 4.1 ± 3.2 

Acarbose 6.2±1.4 11.5±0.6 18.8±0.8 32.0±0.7 46.2± 1.3 60.7±0.7 

C : Concentration  

 

Tableau 4.16. Concentrations d’inhibition de 50% d’α-amylase et d’α-glucosidase pour 

l’huile des noyaux de dattes, les nanoparticules et l’acarbose. 

 CI50 (α-amylase) (µg/ml) CI50 (α-glucosidase) (µg/ml) 

Huile végétale 148.9±7.2 88.9±2.3 

NP chargées 87.6±4.8 155.3±6.6 

Acarbose 365.3±10.7 271.7±7.1 

 

En comparant l’activité des NP chargées à celle des NP vides, on en déduit que l’effet 

antidiabétique est dû à la présence de l’huile des noyaux de dattes et plus précisément aux 

acides gras insaturés. En effet, plusieurs études ont mis en évidence l’efficacité de ces 

derniers dans la gestion du diabète du type 2 [371–373]. L’analyse par GC-MS a révélé que 

l’huile des noyaux de dattes est constituée principalement d’acide gras insaturés (58.027%) 

dont 47.7% sous forme d’acide oléique et 8.8% d’acide linoléique.  

En examinant le Tableau 4.16, nous constatons que l’huile des noyaux de dattes est 

plus efficace dans l’inhibition de l’α glucosidase par rapport à l’α amylase ; ainsi les valeurs 

de CI50 sont de l’ordre de 88.9 et 148.9 µg/ml, respectivement. Comme signalé 

précédemment, le mécanisme d’inhibition de l’α glucosidase est dû aux groupements 

sulfhydriles de l’enzyme via la réaction de Michael. Effectivement l’acide oléique peut 

engendrer ce type de réaction [374,375]. Des études antérieures ont confirmé ce résultat. Des 

analyses cinétiques menées par Su et ses collaborateurs ont montré que l'acide oléique est un 
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inhibiteur compétitif de l'α-glucosidase [374]. De plus, Miyazawa et al. ont constaté que 

l'augmentation du nombre de doubles liaisons des acides gras améliore l'effet inhibiteur de 

l'α-glucosidase [375]. 

Concernant l’inhibition de l’α-amylase, il est déjà signalé qu’elle ne dépend pas 

uniquement des groupements sulfhydriles. D’ailleurs, les polyphénols peuvent aussi inhiber 

l’α-amylase d’une façon compétitive, non-compétitive ou mixte [376]. Le taux faible des 

polyphénols présents dans l’huile explique l’activité modérée sur cette enzyme. 

Un autre résultat similaire à celui de l’huile de costus est observé. L’encapsulation de 

l’HV a amélioré son activité seulement sur l’α-amylase (Tableau 4.16). 

L'ensemble des résultats obtenus montre que les deux huiles étudiées peuvent être 

utilisées pour leur effet antidiabétique comme alternatives aux hypoglycémiants oraux dont 

la prise est souvent associée à des effets indésirables tels que : la diarrhée, l'inconfort gastro-

intestinal, les nausées, les flatulences, les crampes et la prise du poids [377]. 
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CONCLUSION GENERALE 

&  

PERSPECTIVES 

 

Devant la montée en puissance de la demande en produits naturels, la médecine a 

connu au cours de la dernière décennie une émergence considérable dans l’emploi des 

médicaments à base de plantes par rapport aux substances synthétiques en raison de leur 

coût, accessibilité et efficacité. Dans ce contexte s’inscrit notre thèse qui a pour objectif de 

formuler l’huile essentielle du costus (Saussurea lappa CB. Clarke) et l’huile végétale des 

noyaux de dattes (Phoenix dactylifera L.) pour des applications pharmaceutiques. En se 

basant sur la revue bibliographique établie, une stratégie est adoptée pour bien élucider les 

différentes étapes entreprises pour l’élaboration de ce travail qui peut être décomposée en 

trois parties distinctes :  

- La première partie est consacrée à l’extraction de deux variétés d’huiles ; l’huile 

végétale des noyaux de dattes et l’huile essentielle du costus indien par un 

procédé vert et la détermination de leurs compositions chimiques. 

- La deuxième a trait au processus d’encapsulation de ces extraits principalement 

la nanoprécipitation en optimisant les différents paramètres influant sur la 

synthèse des nanoparticules vides, suivi de l’encapsulation des huiles dans les 

nanocapsules. 

- Dans la troisième partie, certaines activités biologiques des capsules chargées 

en huiles sont examinées, testées et comparées à celles des extraits non 

encapsulés et des standards.  

L’analyse des travaux effectués a permis d’aboutir aux résultats suivants : 

Les rendements de l’extraction par CO2 supercritique dans les conditions optimales 

des deux matrices végétales sélectionnées sont respectivement 23 et 14% pour les racines 

du costus et les noyaux de dattes. L’analyse des extraits par GC/MS a permis d’identifier 

les composés majoritaires de chacun d’eux en révélant que l’huile végétale des noyaux de 

dattes se compose principalement d’acides gras insaturés tel que l’acide oléique (47.7%). 
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Pour l’huile essentielle du costus, le dehydrocostus lactone (55.39%) et le costunolide 

(8.87%) (des lactones sesquiterpéniques) apparaissent comme principaux constituants. 

A propos de l’encapsulation, des nanoparticules polymères à base 

d’Eudragit®RS100 sont utilisées comme nanovecteurs des huiles afin d’améliorer leurs 

stabilités et booster leurs biodisponibilités. Parmi les techniques d’élaboration de ces 

nanoparticules, la nanoprécipitation a été choisie vue sa simplicité, rapidité et 

reproductibilité. Le développement des nanoparticules est basé sur le choix approprié de la 

quantité du polymère, le type du solvant organique, le rapport phase organique / phase 

aqueuse ainsi que la vitesse d'agitation pour leur conférer les propriétés requises. Ainsi, les 

conditions optimales donnant des nanoparticules avec des propriétés colloïdales 

convenables sont fixées à 1/2 pour le rapport volumique solvant / non solvant, à 16mg/ml 

pour la concentration en polymère et à 500rpm pour la vitesse d'agitation. 

Une fois synthétisées, les nanoparticules chargées en huiles sont caractérisées. 

L’analyse par la diffusion dynamique de la lumière a révélé une taille comprise entre 145 

et 217 nm plus importante que celle des nanoparticules vides et un potentiel ζ supérieur en 

valeur absolue à 40mV (pH=6.5) dans les deux cas étudiés leur garantissant une bonne 

stabilité.  Ce résultat est confirmé par la variation de la température et du pH. Les 

nanocapsules visualisées par microscopie électronique en transmission ont présenté une 

forme sphérique et régulière. L’analyse des spectres IR montre des interactions entre les 

huiles et le polymère. Une spectroscopie RMN est suggérée pour identifier clairement ces 

différentes interactions qui ont eu lieu lors de l’encapsulation. Parallèlement à ces 

paramètres, le taux d’encapsulation est déterminé par UV-visible. Cette technique a permis 

d’accéder au taux d’encapsulation de l’huile des noyaux de dattes uniquement ; 98% de 

l’huile sont encapsulées.  

La valorisation des nanoparticules développées est mise en évidence à travers 

différents effets biologiques étudiés in vitro tels que : l’effet antioxydant, anti-

inflammatoire, anti-Alzheimer et antidiabétique. 

Nous soulignons le potentiel prometteur des nanoparticules à améliorer la 

performance biologique des entités bioactives. En effet, les nanoparticules contenant 

l’huile de costus exercent un effet anti-Alzheimer plus élevé que celui de l’huile non 
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encapsulée, avec des CI50 de 25.0 et 14.9 μg/ml sur l’acétylcholinestérase et la 

butyrylcholinestérase, respectivement ; un effet antidiabétique plus marqué que le 

médicament standard sur l'α-amylase (22.9 μg/ml) et l'α-glucosidase (75.8 μg/ml)  ; ainsi 

qu’une activité anti-inflammatoire remarquable révélée par la réduction de l'activité 

enzymatique de la métalloprotéase MMP-9 et de l'expression des cytokines 

inflammatoires: TNF-α, GM-CSF et IL1β. Concernant les nanoparticules contenant l’huile 

des noyaux de dattes, une activité antidiabétique supérieure à celle du médicament standard 

est enregistrée. Les concentrations d’inhibition de 50% d’α-amylase et d'α-glucosidase sont 

respectivement 87.6 et 155.3 µg/ml. Son effet anti-Alzheimer modéré est confirmé par les 

valeurs des CI50 ; 168.7 μg/ml pour l’acétylcholinestérase et 88.6μg/ml pour la 

butyrylcholinestérase. De plus, une faible activité antioxydante constatée pour ces 

nanoparticules est attribuée à la faible teneur en polyphénols totaux. 

Pour conclure, nous avons montré à travers ce manuscrit, que les nanoparticules 

développées chargées de molécules naturelles constituent des alternatives très intéressantes 

par rapport aux différents médicaments d’origine synthétique dans la prise en charge de la 

maladie d'Alzheimer, du diabète ou des maladies inflammatoires. Par ailleurs, des études 

complémentaires sont recommandées pour la poursuite de ces travaux de recherche. 

Concernant les particules contenant l’huile des noyaux de dattes, il faut envisager une étude 

de cytotoxicité sur des lignées cellulaires afin de déterminer la concentration requise non 

néfaste pour l’organisme humain ainsi qu’une évaluation de l’effet antioxydant en 

déterminant l’activité des nanoparticules sur des enzymes antioxydantes endogènes suite à 

l'irradiation UV des peaux humaines saines. En outre, nos perspectives concernant les 

particules contenant l’huile de costus portent sur la détermination de l’efficacité 

d’encapsulation et l’étude de l’expression de l’ARNm d’autres cytokines inflammatoires 

tels que : IL8, chemokine ligand (CCL2) etc. Nous pouvons également approfondir notre 

travail de recherche sur le plan clinique in vivo. Il s’agit donc de discriminer les propriétés 

pharmacocinétiques, la biodisponibilité et la voie métabolique impliquée. De plus, nous 

proposons d’étendre cette étude à la recherche d’autres activités biologiques de ces extraits 

encapsulés à savoir l’activité antimicrobienne, anticancéreuse et larvicide. 
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Annexe A 

Réactifs, produits chimiques et enzymes utilisés 

 

Tous les réactifs, produits, enzymes et milieux de culture avec leurs caractéristiques 

sont regroupés dans le Tableau ci-dessous : 

 

Tableau A.1. Caractéristiques des réactifs, produits chimiques et enzymes utilisés. 

Produit utilisés     

Produit chimique CAS  Fournisseur Pureté    

  (%) 

Masse 

(g/mol) 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 1898-66-4 Sigma-Aldrich - 394.32 

Sel d’ammonium de l’acide 2,2’-

azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-

sulfonique) (ABTS) 

30931-67-0 Sigma-Aldrich - 548.68 

Persulfate de potassium (K2S2O8) 7727-21-1 Sigma-Aldrich ≥ 99 270.32 

Acétate d’ammonium (C₂H₇NO₂) 631-61-8  Merck Millipore 

(Supelco) 

- 77.08 

Chlorure de cuivre (CuCl2) 7447-39-4 Sigma-Aldrich ≥ 99 134.45 

Néocuproine (C14H12N2) 484-11-7 Sigma-Aldrich ≥ 98 208.26 

Chlorure de fer (FeCl3)  7705-08-0 Sigma-Aldrich ≥ 99 162.20 

Ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6) 13746-66-2 Sigma-Aldrich ≥ 99  329.24 

Carbonate de sodium (Na2CO3) 497-19-8 Sigma-Aldrich ≥ 99 105.99 

Folin-Ciocalteu 521-24-4 Sigma-Aldrich ≥ 99 260.20 

Acide gallique 149-91-7 Supleco - 170.12 

Hydroxyanisole butylé (BHA) 25013-16-5 Sigma-Aldrich ≥ 98.5 180.24 

Acide 5,5′-dithiobis (2nitrobenzoïque)  69-78-3 Sigma-Aldrich ≥ 98 396.35 

Iodure d'acétylthiocholine 1866-15-5 Sigma-Aldrich ≥ 98 289.18 

Iodure de S-butyrylthiocholine 1866-16-6 Sigma-Aldrich ≥ 98 317.23 

Galantamine 1953-04-4 Sigma-Aldrich ≥ 99 368.27 

4-nitrophényl α-D-glucopyranoside 3767-28-0 Sigma-Aldrich ≥ 99 301.25 

Acarbose 56180-94-0 Sigma-Aldrich ≥ 95 645.60 

Iodure de potassium (KI) 7681-11-0 Biochem 

Chemopharma 

≥ 99 166.00 

 

Iode solide (I2) 7553-56-2 Sigma-Aldrich ≥ 99.8 253.81 

Amidon 9005-25-8 Sigma-Aldrich   

Hydrogénophosphate de sodium 

(Na2HPO4) 

7558-79-4 Sigma-Aldrich ≥ 99 141.96 

 

Dihydrogénophosphate de sodium 

(NaH2PO4) 

7558-80-7 Sigma-Aldrich ≥ 99 119.98 

 

Enzymes utilisées     

Enzyme CAS Fournisseur Origine Type 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1898-66-4&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=30931-67-0&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=fr&region=FR&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7705-08-0&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=13746-66-2&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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Alpha-glucosidase 9001-42-7 Sigma-Aldrich Saccharomyces 

cerevisiae 

Type I, ≥10 

U/mg  

Alpha-amylase 9001-19-8 Sigma-Aldrich Aspergillus 

oryzaewere 

≥150 U/mg  

Acétylcholinestérase  9000-81-1 Sigma-Aldrich Electrophorus 

electricus  

Type-VI-S, EC 

3.1.1.7, 200-

1,000U/mg  

Butyrylcholinestérase  9001-08-5 Sigma-Aldrich Sérum de cheval EC 3.1.1.8, 

≥10U/mg  

Produits et réactifs pour traitement cellulaire   

Produit Nom Origine 

FBS Fetal Serum Bovine  Gemini® Bio-Products, West 

Sacremento, CA 

Mélange d’antibiotique Pénicilline-Streptomycine 

(10000 U/mL)  

Life Technologies®, Grand Island, 

États-Unis 

RNAlater - Invitrogen ®,Thermo Fisher 

Scientific, Massachusetts, États-

Unis 

PBS+ Dubecco’s Phosphate 

Buffered Saline (avec 

CaCl2 et MgCl2) 

Gibco®, Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, États-Unis 

PBS- Dubecco’s Phosphate 

Buffered Saline (sans 

CaCl2 et MgCl2) 

Gibco®, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, États-

Unis 

BSA Bovine Serum Alcaline Sigma-Aldrich 

LPS  Lipopolysaccharide  Issu de Salmonella abortus equi S-

form (Enzo Life Sciences, Lörrach, 

Allemagne). 

Trypsine Issue du pancréas de 

bovin 

Sigma Aldrich 

Tris-HCl - BioRad, États-Unis 

Acrylamide/Bisacrylamide Solution 40% Sigma Aldrich 

SDS Dodécylsulfate de sodium Sigma Aldrich 

Gélatine - Sigma Aldrich 

APS Persulfate d’ammonium  BioRad, États-Unis 

TEMED N,N, N',N'-tétraméthylène 

diamine 

Life Techologies®, Grand Island, 

États-Unis 

Tampon 10X - BioRad, États-Unis 

Triton X-100 Polyéthylène glycol tert-

octylphényl éther 

VWRTM, États-Unis 

Bleu de Coomassie  Brilliant Blue G 250 Serva Electrophoresis™ Thermo 

Fisher Scientific, Massachusetts, 

États-Unis 

Bleu laemmli 5X - BioRad, États-Unis 

Glycérol  - Sigma Aldrich 

Eau RNAase free - Millipore 
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Buffer Lysis DRP DNA + RNA + Protein 

Extraction Kit (E3597) 

Biobasics INC (Ontario, Canada) 

GT solution  - Biobasics INC (Ontario, Canada) 

NT solution  - Biobasics INC (Ontario, Canada 

Milieu de culture Nom Origine 

DMEM/F-12 Dulbecco's Modified 

Eagles Medium-Nutrient 

Mixture F-1 

Gibco®, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, États-Unis 
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Annexe B 

Extraction de l’huile de costus 

 

Une étude paramétrique été effectuée afin d’examiner l’effet de trois paramètres à 

savoir : la pression ; la température ; et le diamètre des particules sur le rendement 

d’extraction de l'huile de costus indien par CO2 supercritique ; des expériences 

préliminaires sont réalisées selon les conditions illustrées dans le Tableau A.2. Les résultats 

de ces expériences sont montrés dans les Figures A.1 et A.2. 

Tableau A.2. Conditions opératoires utilisées pour l’extraction de l’huile de costus. 
 

Expérience Température (°C) Diamètre (mm) Pression (bar) 

E1 40 0.6 100 

E2 50 0.6 100 

E3 60 0.6 100 

E4 40 0.3 100 

E5 40 0.9 100 

E6 40 0.3 150 

E7 40 0.3 200 

 

  

 
Figure A.1. Effet des différents facteurs sur le rendement de l’huile de costus. 
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Figure A.2. Analyse des cinétiques d’extraction de l’huile de costus. P : Pression ; T : 

Température et Dp : Diamètre des particules. 
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D’après les résultats illustrés ci-dessus, les trois paramètres étudiés avaient un effet 

remarquable sur le rendement de l’extraction de l'huile de costus indien. L’étude de l’effet 

de la température montre qu’une augmentation de la température entraine une baisse du 

rendement, cela est attribué au fait qu’à faible pression (100bar), la perte du pouvoir solvant 

domine sur l’augmentation de la tension de vapeur du solvant, ce qui entraine une 

diminution de la solubilité, réduisant ainsi le rendement. 

L’étude de l’effet du diamètre a montré que l’augmentation du diamètre des 

particules influe négativement sur le rendement de l’extraction. Ceci est attribué à la 

diminution de la surface de contact entre la matrice végétale et le solvant (CO2).  

L’effet de la pression sur le rendement de l’HE du costus est réalisé en fixant la 

température à 40°C et le diamètre à 0.3mm. Nous notons qu’une augmentation de la 

pression entraine une augmentation du pouvoir solvant ce qui se traduit par une 

amélioration du rendement d’extraction 

L’observation visuelle des différents échantillons a révélé que l’huile extraite à 150 

et 200bar est très visqueuse et se solidifie à température ambiante. C’est peut-être dû à la 

présence d’autres constituants autre que l’HE. Afin d’éviter cet état de l’extrait, une 

pression de 100bar est choisie où l’essence est liquide à température ambiante. En résumé, 

les conditions optimales étaient fixées à : Température (40°C), diamètre (0.3mm) et 

pression (100bar). 
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Annexe C 

Conditions opératoires le la lyophilisation 

 

 

Figure A.3. Conditions opératoires de la lyophilisation. 
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Annexe D 

Analyse des huiles par UV-Visible 

 

D.1. Validation de la méthode analytique UV-Visible de l’huile des noyaux de dattes 

Pour valider la méthode d’analyse, une solution mère de l’huile des noyaux de 

dattes dans du chloroforme (20mg/ml) avec cinq solutions étalons (0.8, 1, 2, 4, 6 et 8 

mg/ml) sont préparées. Les absorbances des solutions sont ensuite lues grâce au 

spectrophotomètre UV et la courbe est tracée par la suite. 

D.1.1. Détermination de la longueur d’onde 

Le maximum d’absorption défini pour l’huile des noyaux de dattes est de 274.8 nm 

d’après la Figure A.4. 

 

Figure A.4. Sélection de la longueur d’onde maximale de l’huile des noyaux de dattes. 

D.1.2. Linéarité de la gamme d’étalonnage 

Les résultats obtenus après l’analyse en UV-visible des différentes solutions 

étalons sont montrés sur le Tableau A.3. 

Tableau A.3. Absorbances des solutions étalons à différentes concentrations. 

C (mg/ml) Absorbance  

0.8 0.109 

1.0 0.128 

2.0 0.209 

4.0 0.415 

6.0 0.605 

8.0 0.778 
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La représentation graphique des résultats obtenus et le tracé de la courbe de tendance 

donne une droite, avec un coefficient de corrélation de 0.9992 (Figure A.5). 

 

Figure A.5. Courbe d’étalonnage de l’huile des noyaux de dattes. 

D.1.3. Exactitude 

Les taux de recouvrements de trois solutions sont calculés d’après l’équation A.1 et les 

résultats sont mentionnés dans le Tableau A.4. 

𝑇𝑎𝑢𝑥 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑢𝑣𝑟𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 (%) =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙é𝑒    

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑖𝑛𝑡𝑟𝑜𝑑𝑢𝑖𝑡𝑒
× 100     (A.1) 

Tableau A.4. Etude d’exactitude de la méthode. 

Concentration      

(mg/ml) 

Absorbance  

 

Concentration 

calculée (mg/ml) 

Taux de recouvrement 

(%) 

1 0.126 0.994 99.460 

2 0.221 2.005 100.260 

4 0.409 4.005 100.130 

Les taux de recouvrement sont tous supérieurs à 99%, ce qui confirme l’exactitude de la 

méthode. 

D.1.4. Précision 

Les écarts-types relatifs (RSD) pour les mesures inter-day et intra-day sont calculés en 

appliquant l’équation A.2 et les résultats sont illustrés dans le Tableau A.5. 

𝐸𝑐𝑎𝑟𝑡 𝑡𝑦𝑝𝑒 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑑 (%) =
    σ

𝑚
× 100     (A.2) 

 

y = 0.094x + 0.0325

R² = 0.9992
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Où, m est la moyenne, σ est l’écart type 

Tableau A.5. Etude de répétabilité intra- et inter-day. 

Concentration (mg/mL) Intra-day Inter-day 

 Moyenne SD RSD Moyenne SD RSD 

1 0.118 0.004 4.000 0.132 0.005 4.370 

2 0.182 0.003 1.830 0.186 0.012 6.460 

4 0.418 0.005 1.265 0.425 0.012 2.930 

SD: Ecart type; RSD: écarts-types relatifs    

 

Tous les RSD sont inférieurs à 10.0% (Tableau A.5), ce qui confirme la répétabilité de la 

méthode d’analyse.  

D.1.5. Limites de détection et de quantification 

Les valeurs de limite de détection (LOD) et de limite de quantification (LOQ) sont de 

0.13 et 0.44 mg/ml, respectivement. 

D.2. Analyse de l’huile de costus par UV-Visible 

Plusieurs pics apparaissent dans le spectre UV-visible de l’huile de costus, ce qui rend cette 

méthode inutile. 

  

Figure A.6. Sélection de la longueur d’onde maximale de l’huile de costus. 
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Annexe E 

Activité anti-inflammatoire 

 

E.1. Préparation des concentrations 

Pour la préparation des aliquots des différentes solutions, on se sert de l’équation (A.3):    

                                          C1 .V1= C2 .V2     (A.3) 

Où C1 : la concentration de la solution de NP (4mg/ml),  

      V1 : le volume prélevé,  

      C2 : La concentration finale,  

      V2 : le volume de la solution finale.  

            V2 = (Volume de la solution dans un puit X nombre de puits) +1 volume 

mort 

                 = (1ml X 3) + 1 = 4ml. 

Aliquots de NP contenant l’huile 

200µg/ml                          200μl solution mère + 3.8ml milieu de culture  

100µg/ml                          100μl solution mère + 3.9ml milieu de culture  

75µg/ml                            75μl solution mère + 3.925ml milieu de culture  

50µg/ml                            50μl solution mère + 3.950ml milieu de culture  

25µg/ml                            25μl solution mère + 3.975ml milieu de culture  

12.5µg/ml                         12.5μl solution mère + 3.987ml milieu de culture  

Aliquots de NP vides 

 Pour le test de cytotoxicité : 200μl solution mère + 3.9ml milieu de culture  

 Pour les autres tests : 25μl solution mère + 3.975ml milieu de culture  

Aliquots de la solution d’huile 

200µg/ml                          800μl d’huile + 1.6ml DMSO + 1.6ml milieu de culture  

E.2. Test de cytotoxicité LDH  

E.2.1. Préparation de Reaction Mixture  

- Dans un flacon de 15ml, dissoudre un tube de « Substrate Mix » dans 11.4ml d’eau. 

- Décongeler un tube de « Assay Buffer » (0.6ml) à température ambiante. 
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- Mélanger l’Assay Buffer avec le Substrate Mix et conserver à l’abri de la lumière jusqu’à 

utilisation. 

E.2.2. Préparation du contrôle positif 

Mélanger 1µl de LDH Positive Control avec 10ml de PBS+ et 1% BSA. 

E.3. Extraction de l’ADN 

 Mettre 350 µl de Buffer Lysis DRP tampon dans les puits contenant les A549. 

 Gratter 

 Transférer en tube 1.5ml 

 Centrifuger 3min à 12000g à 4°C 

 Récupérer le surnageant et le placer sur colonne EZ-10 DNA 

 Incuber 1min à température ambiante 

 Centrifuger 1min à 9000g 

 Conserver l’éluat en eppendorf dans la glace. 

E.4. Extraction de l’ARN 

 Ajouter 250 µl à l’éluat conservé, homogénéiser 

 Déposer le mélange sur colonne RZ-10 DNA 

 Centrifuger 1min à 9000g 

 Conserver l’éluat en eppendorf dans la glace 

 Ajouter 500 µl de GT solution 

 Incuber 1min à température ambiante 

 Centrifuger 1min à 9000g 

 Eliminer l’éluat 

 Centrifuger 1min à 9000g 

 Ajouter 500 µl de NT solution 

 Incuber 1min à température ambiante 

 Centrifuger 1min à 9000g 

 Eliminer l’éluat 

 Centrifuger 2min à 9000g 

 Transférer la colonne sur tube de 1.5ml 
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 Déposer 30 µl d’eau RNAase free 

 Incuber 2min à température ambiante  

 Centrifuger 2min à 9000g pour éluer l’ARN 

 Conservation à 4°C puis congélation 

E.5. Protocole de la transcription inverse (SuperScript® IV First-Strand cDNA 

Synthesis Reaction) 

E.5.1. Hybridation de l'ARN  

 Dans un tube de réaction mélanger les composants mentionnés dans le tableau 

suivant : 

Composant Volume 

Amorces Oligo d(T)20 (50µM) 1µl 

dNTP mix (10mM) 1µl 

ARN matrice 11µl 

DEPC (diéthyl pyrocarbonate)-traité l’eau 13µl 

 

 Mélanger et centrifuger brièvement le mélange. 

 Chauffer le mélange ARN-amorce à 65 °C pendant 5 min, puis incuber dans la 

glace pendant au moins 1 min. 

E.5.2. Préparation du RT mix 

 Dans un tube de réaction, mélanger les composants mentionnés dans le tableau suivant  

Composant Volume 

Tampon SSIV 4µl 

DTT (100mM) 1µl 

RNaseOUTTM Recombinant RNase Inhibitor 1µl 

SuperScript® IV Reverse transcriptase (200U/µL) 1µl 

 

 Mélanger et centrifuger brièvement le mélange. 

E.5.3. Combiner l’ARN hybrid avec RT mix  

 Incuber le mélange réactionnel à 50–55 °C pendant 10 min. 

 Inactiver la réaction en l'incubant à 80 °C pendant 10 min. 

E.5.4. Amplification par PCR 

Utilisez votre réaction RT immédiatement pour l'amplification par PCR ou conservez-la à -20 

°C. 
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E.6. Protocole de qPCR (Taqman®Fast Advanced Master Mix) 

 Dans un tube de réaction, mélanger les composants mentionnés dans le tableau 

suivant: 

Composant Volume 

Taqman®Fast Avanced Master Mix (2X) 10µl 

Taqman®Assay (20X) 1µl 

Eau sans nucléase 7µl 

Volume total par réaction 18µl 

 

 Centrifuger brièvement pour amener le mélange réactionnel au fond du tube et 

éliminer les bulles d'air. 

 Transférer le volume approprié du mélange réactionnel PCR dans chaque puits 

d'une plaque (96 puits) de réaction optique. 

 Ajouter 2µl d'ADNc (1 pg à 100 ng dans de l'eau sans nucléase), dans chaque puits. 

 Sceller la plaque avec un film adhésif optique, puis centrifuger brièvement pour 

amener le mélange de réaction PCR au fond des puits et éliminer les bulles d'air. 

 Insérer la plaque dans le thermocycleur. Le programme de la PCR comprend un 

cycle de dénaturation initiale à 95°C durant 10 min, suivi de 45 cycles 

d’amplification (dénaturation à 95°C durant 15 secondes et hybridation/élongation 

à 60°C durant 30 secondes) (Figure A.7).  

 

Figure A.7. Programme de PCR. 
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E.7. Zymographie 

E.7.1. Préparation du gel de séparation  

Dans un flacon de 50ml, mélanger 3.31 ml d’eau avec : 

 Tris-HCl pH 8.8 1.5M (2.5 ml) 

 Acrylamide/Bisacrylamide 40% (2.5 ml) 

 Dodécylsulfate de sodium (SDS) 10% (100 µl) 

 Gélatine 1.5mg/ml (1.5 ml) 

 Persulfate d’ammonium (APS) 10% (75 µl) 

 N,N, N',N'-tétraméthylène diamine (TEMED) (15 µl) 

E.7.2. Préparation du gel de concentration 

Dans un flacon de 15ml, mélanger 3.15ml d’eau avec : 

 Tris -HCl pH 6.8 0.5M (1.25 ml)  

 Acrylamide/Bisacrylamide 40% (500 µl) 

 SDS 10% (50 µl)  

 APS 10% (37.5 µl)  

 TEMED (7.5 µl) 

E.7.3. Préparation du tampon de migration (Tris-glycine-SDS) 

 Mélanger 100 ml de tampon 10X avec 10ml SDS à 10%. 

 Mettre la solution résultante dans 1l d’eau distillée. 

E.7.4. Préparation du tampon d’incubation  

 Dissoudre 6.06g du Tris (50mM) et 0.74g du CaCl2 (5mM) dans 1l d’eau. 

 Ajuster le pH à 7.6 avec du HCl. 

 Ajouter 1ml de Triton X-100  

 Ajouter 50µl du chlorure de zinc (1mM) pour 100ml de tampon. 

E.7.5. Préparation du tampon de coloration 

 Dissoudre 5g du bleu de Coomassie dans 50ml d’acide acétique glacial et 200ml 

du méthanol. 

 Compléter à 500ml avec de l’eau distillée. 

E.7.6. Préparation du tampon de décoloration  

 Mélanger 100ml d’acide acétique avec 200ml du méthanol. 
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 Compléter à 1l avec de l’eau distillée. 

E.7.7. Préparation du tampon de conservation  

 Mélanger 50ml d’acide acétique avec 25ml du glycérol.  

 Compléter à 550 ml avec de l’eau distillée. 

E.8. Extrapolation des résultats de la qPCR 

Prenant le cas des cellules A549 traitées par des NP vides, la courbe d’amplification 

du TNF-α obtenue après une q-PCR de l’ADNc de ces cellules est analysée à l’aide du 

Logiciel AriaMX et la valeur du cycle seuil (Ct) est de 28.2, comme illustré dans la Figure 

A.8. 

1 

 

 

Figure A.8. Courbe d’amplification du TNF-α (cas des NP vides). 

Tous les cycles seuils sont déterminés de la même façon et l’expression des gènes 

codant pour les différents médiateurs inflammatoires (TNF-α, GM-CSF et l'IL-1β) est 

calculée en utilisant l’équation 3.3 (voir Chapitre III), comme le montre les Tableau A.6, 

A.7 et A.8. 

Tableau A.6. Expression de l’ARNm du médiateur inflammatoire TNF-α. 

Echantillons  TBP (Ct) TNF-α (Ct)  ∆Ct ∆∆Ct 2-∆∆Ct 

A549 24.25 31.85 7.60 0.00 1.00 

LPS 24.59 29.18 4.59 -3.02 8.10 

NP vides 23.65 28.23 4.58 -3.02 8.13 

NP chargées 23.08 29.17 6.09 -1.51 2.85 

 

Ct=28.2 
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Tableau A.7. Expression de l’ARNm du médiateur inflammatoire IL1b. 

Echantillons  TBP (Ct) IL1b (Ct) ∆Ct ∆∆Ct 2-∆∆Ct 

A549 24.25 24.25 28.9 0.00 1.00 

LPS 24.59 24.59 28.29 -0.61 1.53 

NP vides 23.65 23.65 27.91 -0.99 1.99 

NP chargées 23.08 23.08 28.83 -0.07 1.05 

 

Tableau A.8. Expression de l’ARNm du médiateur inflammatoire GM-CSF. 

Echantillons  TBP (Ct) GM-CSF (Ct) ∆Ct ∆∆Ct 2-∆∆Ct 

A549 24.77 30.89 6.12 0.00 1.00 

LPS 24.67 29.71 5.04 -1.08 2.12 

NP vides 23.00 27.98 4.98 -1.14 2.20 

NP chargées 24.445 30.7 6.26 0.13 0.91 
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Annexe F 

Activité antioxydante 

F.1. Solution de DPPH 

 Dissoudre 6 mg de DPPH dans un 100 ml du méthanol  

 Vérifier l’absorbance à 517 nm (elle doit être comprise entre 0.4 et 0.5). 

 Conserver la solution à -20°C à l’abri de la lumière.  

F.2. Solution d’ABTS•+ 

 Mélanger 7mM d’ABTS dans l’eau avec 2,45 mM de persulfate de potassium. 

 Conserver la solution à l’abri de la lumière et à température ambiante pendant 12 h 

avant utilisation pour que la solution se stabilise.  

 Avant utilisation, vérifier l’absorbance à 734 nm (elle doit être comprise entre 0.6 

et 0.7). 

F.3. Solution d’acétate d’ammonium (1M) 

Dissoudre 1.927 g d’acétate d’ammonium dans 25 ml d’eau (pH 7)  

F.4. Solution de chlorure de cuivre (10mM) 

Dissoudre 0.0426 g du chlorure de cuivre dans 25 ml d’eau. 

F.5. Solution de néocuproine (7.5mM) 

Dissoudre 0.039 g de la néocuproine dans 25 ml du méthanol. 

F.6. Préparation de Folin Ciocalteu 0.1N 

1ml de la solution deuFolin Ciocalteu concentré (2M) est complété à 10ml avec de l’eau 

distillée (9ml).  

F.7. Teneur en polyphénols totaux 

Le principe de la méthode adoptée est basé sur le fait qu’en présence de phénols, le réactif 

de Folin-Ciocalteu, constitué par un mélange d'acide phosphomolybdique et d’acide 

phosphotungstique est réduit en mélange d'oxydes de tungstène et de molybdène de couleur 

bleu et qui absorbe à 765 nm. 

A. Protocole 

Une solution de carbonate de sodium à 7.5% (80 μl) est mélangée avec 20 μl de l’huile de 

noyaux de dattes (1mg/ml) et 100μl du réactif de Folin-Ciocalteu (0.1N). Le mélange est 
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laissé à l’obscurité pendant 2h. Ensuite, l’absorbance est lue à l’aide d’un 

spectrophotomètre à une longueur d’ondes de 765 nm. Une courbe d’étalonnage de 25 à 

200 µg/ml est établie avec de l’acide gallique dans les mêmes conditions que l’huile à 

analyser. La teneur en polyphénols totaux est exprimée en milligramme équivalent d’acide 

gallique par gramme d’huile (mg EAG/g d’huile). 

B. Gamme d’étalonnage de l’acide gallique 

Une solution mère de l’acide gallique dans du méthanol (0.2mg/ml) avec huit dilutions (25, 

50, 70, 100, 125, 150, 175 et 200 µg/ml) ont été préparées. Dans une microplaque, pipetter 

20µl de chaque dilution et ajouter 100µl de la solution Folin Ciocalteu (0.1N) et 80µl du 

carbonate de sodium (7.5%). Les absorbances sont lues à 765nm après incubation pendant 

2h. La droite d’étalonnage est illustrée dans la Figure A.9. 

 

Figure A.9. Droite d’étalonnage de l’acide gallique. 
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Annexe G 

Activité enzymatique 

G.1. Solution tampon 

1- 1.56 g de NaH2PO4 + 100 ml H2O → V1 

2- 8.890 g de Na2HPO4 + 500 ml H2O → V2 

3- V1 +V2 → Solution Tampon comme le montre le tableau ci-dessous ; on ajuste le 

pH avec du NaOH. 

PH 5.8 6.2 6.4 6.6 6.8 7 7.2 7.4 7.6 7.8 8 

Na2HPO4 (ml) 8 18.5 26.5 37.5 49 61 72 81 87 91.5 94.5 

NaH2PO4 (ml) 92 81.5 73.5 62.5 51 39 28 19 13 8.5 5.3 

 

G.2. Activité anti-cholinestérase 

G.2.1. Solution d’acétylcholinestérase  

 Dissoudre 0.2 mg d’acétylcholinestérase dans 4 ml du tampon (PH=8) → 

Solution mère 

 Aliquoter chaque 20 µl de la solution mère d’enzyme dans un eppendorf 

 Conserver les eppendorfs dans le congélateur à -20°C. 

 Pour le test, diluer un eppendorf dans 3 ml de tampon (PH = 8).  

 Contrôler l’absorbance à 412 nm (elle doit être comprise entre 0.4 et 0.5). 

G.2.2. Solution de butyrylcholinestérase  

 Dissoudre 0.2 mg de butyrylcholinestérase dans 1 ml du tampon (PH=8) → 

Solution mère 

 Aliquoter chaque 20 µl de la solution mère d’enzyme dans un eppendorf 

 Conserver les eppendorfs dans le congélateur à -20°C. 

 Pour le test, diluer un eppendorf dans 2 ml de tampon (PH = 8).  

 Contrôler l’absorbance à 412 nm (elle doit être comprise entre 0.4 et 0.5). 

G.2.3. Solution d’acide 5,5′-dithiobis (2nitrobenzoïque) 

 16 mg d’acide 5,5′-dithiobis (2nitrobenzoïque) + 1 ml tampon (PH=7) → Solution 

A 

 7.5 mg de Bicarbonate de sodium + 1 ml tampon (PH=7) → Solution B 
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 Solution A + Solution B + 2 ml tampon (PH=7) + 4 ml tampon (PH=8) → volume 

total 8 ml 

G.2.4. Solution d’iodure d’acétylthiocholine 

Dissoudre 16g d’iodure d’acétylthiocholine İ dans 4 ml d’eau ; puis ajouter 4 ml du tampon 

(PH =8). 

G.2.5. Solution d’iodure de butyrylthiocholine 

Dissoudre 4 mg d’iodure de butyrylthiocholine dans 4 ml d’eau, puis ajouter 4 ml du 

tampon (PH =8) 

G.3. Activité anti-diabétique 

G.3.1. Solution d’α-glucosidase  

 Dissoudre 1 mg de l’α-glucosidase dans 10 ml du tampon (pH=6.9) → solution 

mère. 

 Aliquoter chaque 1 ml de la solution mère d’enzyme dans un eppendorf 

 Conserver les eppendorfs dans le congélateur à -20°C. 

 Pour le test, diluer un eppendorf dans 9 ml du tampon. 

G.3.2. Solution d’α-amylase 

 Dissoudre 1 mg de l’α-glucosidase dans 10 ml du tampon (pH=6.9) → solution 

mère. 

 Aliquoter chaque 1 ml de la solution mère d’enzyme dans un eppendorf 

 Conserver les eppendorfs dans le congélateur à -20°C. 

 Pour le test, diluer un eppendorf dans 9 ml du tampon. 

G.3.3. Solution de 4-nitrophényl α-D-glucopyranoside (5mM) 

Dissoudre 15.06mg de 4-nitrophényl α-D-glucopyranoside dans 10ml de solution tampon 

(pH 6.9). 

G.3.4. Solution d’amidon 0.1%  

Dissoudre 0.1mg d’amidon dans 100ml d’eau et mettre la solution dans un microonde à 

plusieurs cycles de 15 sec jusqu’à dissolution totale. 

G.3.5. Solution d’IKI  

Dissoudre 3 g de d’iodure de potassium (KI) dans 100 ml d’eau ; puis ajouter 127 mg 

d’iode. Agiter le mélange jusqu’à dissolution complète. 
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Poly(ethyl acrylate-co-methyl Methacrylate-co-
trimethylammoniethyl methacrylate chloride) (Eudragit RS100)
Nanocapsules as Nanovector Carriers for Phoenix dactylifera L. Seeds
Oil: a Versatile Antidiabetic Agent
Narimane Lammari, Francesca Froiio, Mehdi Louaer, Maria Chiara Cristiano, Chawki Bensouici,
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ABSTRACT: Food waste valorization practices have gained
considerable attention focusing on the conversion of the waste
into valuable products. In this context, the present study provides
an insight into a new Eudragit RS100 based nanosystem as a carrier
of date palm (Phoenix dactylifera L.) seeds oil known for its an
antidiabetic activity. A priori systematic study was carried out in
order to understand the individual impact of all contributing factors
considered by the nanoprecipitation method. Then, date seeds oil
nanoparticles were prepared, characterized and analyzed for their in
vitro inhibition activity against: α-amylase and α-glucosidase. The
results showed that the developed nanoparticles had an average
diameter around 207 nm, a ζ-potential of +59 mV, and an
encapsulation efficiency equal to 97 ± 1% with a loading capacity of
0.48 mg·mg−1. The α-amylase and α-glucosidase IC50 were found to be 87.6 and 155.3 μg·mL−1, respectively. Therefore, this study
may surely open new perspectives for the development of novel health-promoting plant oils loaded-nanocarriers for several purposes.

1. INTRODUCTION

Diabetes mellitus is a chronic endocrine disorder characterized
by hyperglycemia, in which blood sugar levels are high as a
result of defects in insulin action, insulin secretion, or both.1

This metabolic disorder constitutes a major challenge with
regards to the life quality and imposes a consistent economic
burden on the global health care systems.2 Life style
management and pharmacotherapy constitute the cornerstone
of preventing and controlling hyperglycemia. However, 5−10%
of the diabetics complain secondary failure as a result of poor
patient compliance, dietary changes, weight gain, and reduced
activity or exercise.3 Additionally, treatment with oral
hypoglycemic agents is generally linked to several adverse
effects, including skin reactions, gastrointestinal discomfort,
hematological disorders, nausea, and weight gain.4,5 Faced with
this challenge, the scientists throughout the world turn to
phytodrugs to avoid the adverse effects associated with
conventional hypoglycemic drugs.6−8 Piero and co-workers
reported that plant-derived medications are crucial in the
management of diabetes.9 For instance, natural products have
gained the attention of many researchers as alternative and
complementary to chemically synthesized drugs. Besides being
edible, plant oils have a variety of uses for human health.10

Indeed, the demand for plant oil has been rising in

pharmaceutical and medicinal fields thanks to their therapeutic
properties. Previous published work studies highlighted the
paramount role of these phytoagents in treating and preventing
several diseases.11−16

The date palm (Phoenix dactylifera L.) belongs to the
Arecaceae family and is widely distributed in arid and semiarid
regions of the world, particularly in the Middle East and North
Africa.17 Date seeds, a byproduct of date processing and
consumption, represent 10−15% of the total fruit weight and
have been considered as an attractive source of carbohydrates,
dietary fibers, proteins, vitamins, and fatty acids.18 Con-
currently, food waste valorization is a recent approach
attracting enormous concern throughout the world, leading
to the production of a valuable product.19 A few published
works have been reported regarding the valorization of date
palm seeds, even though they have been shown to be effective
as antioxidant,20 hepatoprotective,21 and neuroprotective
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agents.22 In addition, recent studies have put into evidence the
antidiabetic potential of date seeds extract.17,23,24 To the best
of our knowledge, the date seeds oil (DS oil) has never been
investigated for antidiabetic activity. Recently, we have carried
out the extraction of date seeds oil by supercritical carbon
dioxide as an alternative to organic solvent extraction
processes.25 Indeed, Supercritical Fluid Extraction (SFE) is
an innovative, clean, and environmentally friendly technique
that has gained high concern over the traditional or
conventional extraction ways like steam-distillation and solvent
extraction due to the use of carbon dioxide (CO2), an inert,
nontoxic, nonflammable, and volatile solvent.26 In addition, it
has relatively low critical temperature and pressure (31 °C and
74 bar, respectively), making it very suitable for thermolabile
compounds. It is also abundant and available in high purity at
relatively low cost and the elimination of its traces from the
obtained extract is easy.27 Nevertheless, the use of DS oil is
impeded by its poor aqueous solubility and low bioavail-
ability.28 Recently, the development of polymer-based nano-
carriers has gained emergent concern thanks to their
biocompatibility, biodegradability, and nonimmunogenicity
properties.29,30 The polymeric nanoparticles (pNPs) provided
a promising platform to encapsulate plant oils in the biological,
medicinal, and biomedical fields due to their benefits, including
(1) oil protection from degradation or loss, (2) sustained and
controlled release, (3) nontoxicity, (4) passive or active
targeting, (5) deep tissue penetration, and (6) enhanced
biopharmaceutical profile.31−34 Polymeric nanoparticles in-
clude both nanospheres and nanocapsules that, according to
the literature, correspond to a polymeric matrix and a
polymeric wall surrounding an oil core, respectively.29,35,36

Natural or synthetic polymers could be used to design pNPs.37

However, synthetic polymers are more advantageous than
natural ones in term of purity and reproducibility.38,39 Among
the several synthetic polymers, Eudragit RS100, a copolymer of
ethyl acrylate, methyl-methacrylate, and chlorotrimethyl−
ammonio ethyl methacrylate with 4.5−6.8% of quaternary
ammonium groups, has been extensively used for developing
pNPs.40−44 Eudragit RS100 seems to be a promising polymer
for drug delivery as it is insoluble in aqueous media but is
permeable, biocompatible, nontoxic, nonirritant, and provides
a controlled drug release.45 As reported earlier, the topical
application of ibuprofen-loaded Eudragit RS100 NPs to rabbit
eyes showed no sign of toxicity or irritation with an increased
corneal residence time and a better penetration into the
anterior chamber of the eye.46 Similarly, Younis and co-
workers revealed the superior ability of silymarin to resolve
hepatic fibrosis in bile duct ligated rats when encapsulated in
Eudragit RS100 nanoparticles as compared to the free drug.47

Consequently, the positive charge engendered by Eudragit RS
polymer would be expected to facilitate the intimate
electrostatic interaction with negatively charged drugs or target
tissue surface resulting to maximize cellular uptake of the drug
polymer complex.48,49 Several research works highlighted the
efficiency of Eudragit RS100 to target the mucus layer due to
its mucoadhesive properties, where an electrostatic interaction
was expected between the ammonium groups of Eudragit and
negatively charged mucin, the main component of muco-
sa.50−53 Additionally, it was reported that terbinafine hydro-
chloride-loaded Eudragit RS100 nanoparticles exhibit a high
electrostatic interaction, with the cornea and conjunctiva
having negative charge resulting in maintaining an effective
drug concentration at the site of action for prolonged time

periods.48 Similarly, an enhanced adhesion of Eudragit
nanoparticles to Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeroginosa in comparison to anionic polylactic coglycolide
nanoparticles was proved.49 Currently, the stability of Eudragit
RS in the gastrointestinal tract and the time-dependent release
characteristics allow authors to propose Eudragit RS polymer
alone or associated with other polymers as a promising system
for colon specific controlled delivery.54,55

Among the several methods used for developing pNPs, the
nanoprecipitation method is widely used due to its simplicity
and reproducibility.56−58 It was initially patented by Fessi in
1989.59 It involves the use of two miscible phases: an organic
phase, in which the polymer and the active pharmaceutical
ingredient (API) are dissolved, and an aqueous phase.
Generally, both the polymer and the API must dissolve in
the organic phase but not in the second one (the non-
solvent).60 The nanoprecipitation consists of the addition of
one phase to the other one under magnetic stirring, causing the
immediate interfacial precipitation of the polymer after
diffusion of the organic solvent to the aqueous phase.34

As a continuation of the previous work25 and basing on the
information available in literature regarding DS oil, the main
objective of the present work was the investigation of the first
time ever carried out encapsulation of DS oil, extracted by a
supercritical carbon dioxide process, in Eudragit RS100 based-
NPs using the nanoprecipitation method, and the assessment
of the in vitro antidiabetic activity through α-amylase and α-
glucosidase inhibition pathways. For this context, the influence
of operating parameters such as polymer amount, organic
solvent type, organic/aqueous phase volume ratio, and the
stirring speed on the colloidal properties of the free pNPs was
investigated. Then, DS oil was encapsulated in the optimized
formulation, and the obtained particles were further charac-
terized in terms of particle size, size distribution, zeta potential,
encapsulation efficiency, morphology, and stability. Finally, in
vitro antidiabetic activity of DS oil and its corresponding NPs
was investigated against key enzymes involved in diabetes
mellitus: α-amylase and α-glucosidase.

2. EXPERIMENTAL SECTION
2.1. Plant Material. The date palm seeds used in this study were

from “Ghars”, an Algerian local variety, collected from the Sahara
region (Biskra, Algeria). The seeds were cleaned and ground to an
approximate size of 0.3 mm. The resultant granules were dried in a
vacuum oven for 24 h and stored in an airtight container.

2.2. Chemical Materials. Eudragit RS100 was obtained from
Pharma Polymere, Germany. Starch powder, 4-nitrophenyl α-D-
glucopyranoside (≥99%), Acarbose (≥95%), α-glucosidase from
Saccharomyces cerevisiae (Type I, ≥10 units/mg protein), and α-
amylase from Aspergillus oryzae were all obtained from Sigma
Chemical Co. (Sigma-Aldrich GmbH, Stern-heim, Germany).
Potassium iodide was obtained from Biochem Chemopharma.
Deionized water from a Milli-Q system was used in all experiments.
All other chemicals and solvents were of analytical grade.

2.3. Supercritical Carbon Dioxide Extraction. A total of 50 g
of date seed granules were used for the supercritical carbon dioxide
extraction, which was performed by our team work using a dynamic
pilot-plant (Separex 4343, type SF2) supplied by Separex
(Champigneulles, France) and is schematically shown on Figure 1.
The carbon dioxide used was of 99.5% purity and was supplied by
SIDAL SPA Air liquid, Algiers, Algeria. The operating extraction
parameters and chemical composition were reported in the
literature25 and were as follows: dynamic extraction time, 210 min;
CO2 flow rate, 50 g/min; CO2 pressure, 250 bar; extraction
temperature, 60 °C, separation temperature, 40 °C (Figure 1).
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2.4. Preparation of Free Eudragit-Based Nanoparticles. The
pNPs were prepared by means of the nanoprecipitation technique.
Three organic solvents were used, acetone, ethanol, and methanol,
and the aqueous phase was water. The organic phase was obtained by
dissolving Eudragit RS100 in one of the considered organic solvents.
Then, it was added carefully and very slowly to the aqueous one at
ambient temperature and under moderate magnetic stirring. The
evaporation of the organic solvent was performed subsequently using
a Buchi Rotavapor R-124.
2.4.1. Effect of Organic/Aqueous Solvent Volume Ratio. A total

of 15 Eudragit RS100 organic solutions at concentrations of 16 mg/
mL were prepared at different organic/aqueous volume ratios of (1/3,
2/5, 1/2, 2/3, and 1/1). The volume of the nonsolvent was kept at 30
mL for all the experiments. After that, all the prepared formulations
were assessed in terms of their particle size, polydispersity index, and
ζ-potential.
2.4.2. Effect of Polymer Amount. A total of 15 Eudragit RS100

organic solutions (15 mL) at different concentrations were prepared
(16, 28, 40, 52, and 64 mg/mL) using the different solvents. The
particle size, polydispersity index, and ζ-potential were again
evaluated for all the formulations.
2.4.3. Effect of Stirring Speed. To evaluate the effect of stirring

speed on the colloidal properties of the obtained NPs, five Eudragit
RS100 organic solutions at concentrations of 16 mg/mL were
prepared at a 1/2 volume ratio under three different agitation speeds
(300, 500, and 700 rpm), and the obtained nanoparticles were further
characterized.
2.5. Preparation of Date Seed Oil-Loaded Eudragit Nano-

particles. To achieve the adequate amounts of vegetable oil to be
encapsulated in Eudragit RS100-based NPs through the nano-
precipitation method, different amounts (15, 30, 60, 120, 240, and
300 mg) have been dissolved in Eudragit RS100 organic solution at
16 mg/mL. Then, the organic phase was added to 30 mL of water
under magnetic stirring (500 rpm) and ambient temperature.
2.6. Characterization of the Obtained Nanoparticles

Dispersion. 2.6.1. Dynamic Light Scattering. The aqueous
suspension of NPs was subjected to analysis by dynamic light
scattering (DLS) on a Zetasizer Nano ZS200 (Malvern Instruments,
U.K.) to measure the mean particle size, polydispersity index, and ζ-
potential. The NPs were dispersed in a 1 mM NaCl solution before
every measure. All measurements were carried out in triplicate at
ambient temperature and a pH around 6.5.
2.6.2. Transmission Electron Microscopy. Transmission electron

microscopy (TEM) was performed with a Philips CM120 microscope
at the “Centre Technologique des Microstructures” (CTμ) at the
University of Lyon (Villeurbanne, France). A total of 10 μL of
suspension was deposited on a microscope grid (copper support
covered with carbon) and slowly dried in open air. The dry samples
were observed by TEM under 120 kV acceleration voltage.

Absorbance was measured by Cary UV−visible spectrophotometer
(Varian, Australia), and values were given according to the Beer−
Lambert equation at a wavelength of 280 nm.

2.6.3. Fourier Transform Infrared Spectroscopy. Fourier trans-
form infrared spectroscopy (FTIR) was carried out to determine the
chemical description of DS oil, Eudragit RS100, and oil-loaded NPs
using Thermo Scientific Technologies FTIR spectrometer with IR
MONIC solution software.

2.6.4. Encapsulation Efficiency. In order to determine the
encapsulation efficiency, a direct method was employed, and a colloid
dispersion was subjected to centrifugation at 15000 rpm for 30 min.
The supernatant was removed, and the quantity of encapsulated DS
oil was measured following total nanoparticles dissolution in
chloroform. The resultant solution was filtrated and analyzed by
ultraviolet spectrophotometer UV-1800 (Shimadzu, Japan) at λ =
274.8 nm.

The encapsulation efficiency and oil loading were determined by
using the following equations:

encapsulation
efficiency

(EE%)
amount of encapsulated date seed oil

total amount of date seed oil
100= ×

(1)

oil loading(mg mg )
amount of encapsulated date seed oil

total amount of polymer
1· =−

(2)

The analytical method was subjected to validation in terms of
linearity, precision and recovery. The standard curve equation was
found to be Y = 0.094X + 0.0325 with good regression coefficient (R2

= 0.9992). The relative standard deviations (RSD) for the interday
and intraday precisions were below 10.0%, whereas the oil recovery at
different concentrations was in range 99−100%. The limit of
detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) values were
found to be as 0.13 and 0.44 mg/mL, respectively (Supporting
Information).

2.7. Stability Study of Date Seed Oil-Loaded Eudragit-
Based Nanoparticles. In order to assess the colloidal stability, the
obtained vegetable oil-loaded NPs were stored for a period of one
month at 4, 25, and 40 °C. Nanoparticles physical stability was
assessed via particle size and ζ-potential measurement. The
measurements were carried out after each 10 days.

2.8. In Vitro Antidiabetic Activity. The in vitro antidiabetic
activity was based on the assessment of the enzymatic activity by using
a 96-well microplate reader, PerkinElmer Multimode Plate Reader
EnSpire (National Center of biotechnology Research, Constantine,
Algeria).

2.8.1. α-Amylase Inhibition Activity. α-Amylase inhibitory activity
was carried out by the Caraway−Somogyi iodine/potassium iodide
method as described earlier with slight modifications.7 A total of 25
μL of sample solution (4 mg/mL; DS oil solution or its corresponding
NPs) was mixed in a 96-well microplate with α-amylase solution (50
μL) in phosphate buffer (pH 6.9 with 6 mM sodium chloride) and
incubated at 37 °C for 10 min. After preincubation, the reaction was
started by adding starch solution (50 μL, 0.1%). Likewise, a blank was
prepared by adding sample solution to all reaction reagents without
enzyme (α-amylase) solution. The reaction mixture was incubated 10
min at 37 °C. After that, the reaction was stopped by adding 25 μL of
HCl (1 M) and followed by the addition of 100 μL of iodine−
potassium iodide solution. The sample and blank absorbances were
read at 630 nm by a microplate reader. Acarbose was used as a
standard (4 mg/mL). The inhibition of α-amylase activity was
calculated as follows:

A A
A A

inhibition(%) 1
( )

)
100s b

c c
= −

−
−

×
+ −

i
k
jjjjj

y
{
zzzzz (3)

where Ac
+, Ac

−, As, and Ab are defined as the absorbance of 100%
enzyme activity (only solvent with the enzyme), 0% enzyme activity
(only solvent without the enzyme), a test sample (with the enzyme),
and a blank (a test sample without the enzyme), respectively.

Figure 1. Supercritical carbon dioxide extraction pilot. It mainly
consists of a high pressure pump, extraction vessel, pressure regulation
system, and one separator vessel. The operating extraction parameters
were fixed as follows: CO2 flow rate, 50 g/min; CO2 pressure, 250
bar; extraction temperature, 60 °C; and separation temperature, 40
°C.
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2.8.2. α-Glycosidase Inhibition Activity. α-Glucosidase inhibitory
activity was performed by using the method described earlier with
slight modifications.6 A total of 50 μL of sample solution (4 mg/mL;
DS oil solution or its corresponding NPs) was preincubated at 37 °C
for 15 min in a 96-well microplate with 100 μL of 0.1 M phosphate
buffer (pH 6.9) containing α-glucosidase solution (0.1 U//mL). After
that, 50 μL of 5 mM p-nitrophenyl α-D-glucopyranoside solution in
0.1 M phosphate buffer (pH 6.9) was added and incubated for 5 min
at 37 °C. The sample and blank absorbances were read at 405 nm by a
microplate reader. Acarbose was used as a standard (4 mg/mL). The
α-glucosidase inhibitory activity was calculated as follows:

A
A

inhibition(%) 1 100s

b
= − ×

i
k
jjjjj

y
{
zzzzz (4)

where As and Ab are the absorbances of the sample and the blank,
respectively.
2.9. Statistical Analysis. The study data are expressed as mean ±

standard deviation (SD) and analyzed statistically. The values have
been analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) and for
statistical significance p < 0.05 was selected such as criterion.

3. RESULTS AND DISCUSSION
Actually, the nanotechnology emerged its application to
encapsulate natural products and especially plant oils. The

current work aims to develop for the first time DS oil-loaded
Eudragit RS100 based-NPs by nanoprecipitation process. In
order to optimize these nanocarriers, a series of experiments on
process and formulation related variables were carried out in
order to find out each parameter relation with obtained
particles hydrodynamic particle size, zeta potential, and
morphology. Table 1 summarizes the results of analyzing
free Eudragit RS100 based NPs prepared by varying the
amounts of formulation ingredients and operating conditions.

3.1. Effect of Solvent to Nonsolvent Volume Ratio.
The organic to aqueous phase ratio is among the most critical
parameters for the spontaneous formation of NPs by the
nanoprecipitation method.61 To assess this effect on the NPs
size and zeta potential, various ratios (1/3, 2/5, 1/2, 2/3, and
1/1) of solvent to nonsolvent volume (S/NS) were carried out
using three types of solvents, acetone, ethanol, and methanol,
as illustrated in Table 1. Figure 2A shows the relation between
NPs size and solvent/nonsolvent for the three used solvents
after their evaporation. It was observed that, with an increasing
in acetone/water volume ratio from 1/3 to 1/1, there was a
significant decrease in particle size from 59 ± 1 to 49 ± 1 nm.
This size decrease is related to the reduced viscosity of the
organic phase, which facilitates acetone diffusion to the water.

Table 1. Formulation and Process Effect on Particle Size and Zeta Potential of Free Eudragit-Based NPsa

organic phase

investigated parameter
Eudragit
(mg/mL)

acetone
(mL)

ethanol
(mL)

methanol
(mL)

aqueous phase
(mL)

stirring speed
(rpm)

diameter
(nm)

ζ-potential
(mV)

solvent type and solvent/nonsolvent
volume ratio

16 10 - - 30 500 59 ± 1 44 ± 2
16 12 - - 30 500 52 ± 1 50 ± 2
16 15 - - 30 500 50 ± 1 51 ± 4
16 20 - - 30 500 49 ± 2 53 ± 3
16 30 - - 30 500 49 ± 1 48 ± 2
16 - 10 - 30 500 49 ± 3 39 ± 2
16 - 12 - 30 500 47 ± 1 39 ± 3
16 - 15 - 30 500 45 ± 2 39 ± 2
16 - 20 - 30 500 51 ± 1 38 ± 2
16 - 30 - 30 500 54 ± 4 43 ± 2
16 - - 10 30 500 48 ± 3 71 ± 3
16 - - 12 30 500 46 ± 5 70 ± 2
16 - - 15 30 500 45 ± 1 64 ± 3
16 - - 20 30 500 50 ± 1 59 ± 4
16 - - 30 30 500 53 ± 2 51 ± 1

polymer amount 28 15 - - 30 500 51 ± 2 45 ± 2
40 15 - - 30 500 65 ± 3 53 ± 2
52 15 - - 30 500 78 ± 1 53 ± 1
64 15 - - 30 500 88 ± 4 54 ± 3
28 - 15 - 30 500 44 ± 2 37 ± 2
40 - 15 - 30 500 55 ± 1 45 ± 2
52 - 15 - 30 500 59 ± 1 47 ± 1
64 - 15 - 30 500 63 ± 1 45 ± 6
28 - - 15 30 500 45 ± 1 64 ± 3
40 - - 15 30 500 49 ± 4 63 ± 2
52 - - 15 30 500 53 ± 3 73 ± 3
64 - - 15 30 500 54 ± 1 72 ± 2

stirring speed 16 15 - - 30 300 61 ± 2 48 ± 3
16 15 - - 30 700 42 ± 1 49 ± 5
16 - 15 - 30 300 56 ± 2 40 ± 2
16 - 15 - 30 700 35 ± 1 41 ± 2
16 - - 15 30 300 54 ± 2 62 ± 3
16 - - 15 30 700 34 ± 2 66 ± 4

aThe “bold” values show the changed parameters. The concentration of polymer is the concentration before evaporation of organic solvent.
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The obtained results are in agreement with those of Limayem
and co-workers.62 Dong and Feng stated that increasing the
volume of the solvent with the same amount of polymer leads
to a decrease in the organic phase viscosity and, thus, a
decrease in the particle size.63

Figure 2A demonstrates also that, by increasing the volume
ratio of ethanol to water from 1/3 to 1/2, a slight decrease in
particle size was observed from 49 ± 3 to 45 ± 2 nm. However,
at very high volume ratios, there was an increase in particle size
from 51 ± 1 to 54 ± 1 nm for volume ratios of 2/3 and 1/1,
respectively. The same trend was exhibited with methanol. By
increasing methanol to water volume ratio from 1/3 to 1/2,
nanoparticles decrease in size from 48 ± 3 to 45 ± 1 nm, and

bigger NPs were obtained with high volume ratios. However,
the statistical analysis of these results demonstrates that the
changes in particle size were not significant for methanol and
ethanol and the p-values were more than 0.05. These results
were related in other research work to the miscibility of the
organic solvent to water.64 In fact, they found that the size
changed significantly when using partially water-soluble
solvents (ethyl acetate and propylene carbonate) as the
organic solvent. However, the effect of volume ratio was
insignificant when using fully water-soluble solvent. In our
case, acetone has a lower solubility in water than the other
solvents. This is based on the values of the dielectric constant,
since its measurement is often used to evaluate the polarity of

Figure 2. Effect of operating conditions on colloidal properties. The impact of the solvent to nonsolvent volume ratio on (A) Z-average size and
(B) ζ-potential of Eudragit RS100 nanoparticles. The effect of polymer concentration ratio on (C) size and (D) ζ-potential of Eudragit RS100
nanoparticles. The effect of stirring speed on (D) Z-average size and (E) ζ-potential. All of the study was carried out for three types of solvents:
acetone, ethanol, and methanol. Measurements from separate assays were combined (n = 3) and represented as mean ± SD.
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liquids. The dielectric values of acetone, ethanol, and methanol
are equal to 21.30 ± 0.02, 25.02 ± 0.02, and 33.30 ± 0.02,
respectively.65 Thus, ethanol and methanol are more miscible
in water, and hence, the volume ratio does not have a
significant effect on particle size.
For further investigation, the variation of size dispersion was

studied as a function of S/NS ratio for all the NPs. Figure 3A
shows that with acetone to water volume ratios 1/3, 2/5, and
1/2, Eudragit NPs with unimodal size distribution were
observed and became narrower with 1/2 volume ratio, while
bimodal size distributions were assessed for 2/3 and 1/1 S/NS

volume ratios. These findings are in accordance with what
Tarhini and co-workers suggested. While developing protein-
based NPs by a nanoprecipitation process, they found that the
size distribution was very high, with ratios above 1/2.66 Similar
results have already been found by other work studies.67

In the case of ethanol, the NPs do not show unimodal
distribution at ratios above 1/2, and a small peak was observed
that indicates the presence of aggregation (Figure 3B). The
same trend happened with methanol, where the NPs are
polydispersed, especially at higher ratios, and the aggregation
peaks were higher than those obtained with ethanol. Indeed, a

Figure 3. Particle size distribution of Eudragit-based NPs at different solvent/nonsolvent volume ratios: 1/3, 2/5, 1/2, 2/3, and 1/1 for (A)
acetone, (B) ethanol, and (C) methanol.
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nonperfect Gaussian shape peak was observed for the S/NS
volume ratio 1/1 (Figure 3C). Thus, for all the tested solvents,
a narrow unimodal size distribution was observed at 1/2 S/NS
volume ratio.
The influence of S/NS volume ratio on the ζ-potential was

also investigated. As shown in Figure 2B, high values of zeta
potential were assessed for all the formulations, indicating the
high stability of the prepared NPs. The surface of the NPs is
positively charged due to ammonium quaternary groups of the
polymer, as previously mentioned.68

However, the effect was only significant when using
methanol as the organic solvent. As the ratio increases, the
ζ-potential decreases and, thus, the NPs are less stable. This is
in agreement with the results of size distribution, where the
NPs prepared with methanol showed the highest aggregation
at a higher volume ratio. In the case of acetone and ethanol,

the effect of volume ratio was not significant on ζ-potential.
Similar results were already published, where neither the
organic solvent volume nor the aqueous one affect the ζ-
potential of polycaprolacone NPs prepared by a solvent
displacement method.39 From these results, we notice that a
1/2 S/NS volume ratio gave the best results with all the
solvents, so it was retained for further experiments.

3.2. Effect of Polymer Concentration and Organic
Solvent Type. The polymer concentration had a crucial effect
on the size of the NPs obtained by the nanoprecipitation
technique. To evaluate this parameter, 15 solutions with
different concentrations (16, 28, 40, 52, and 68 mg/mL) of
Eudragit RS100 were prepared using three types of organic
solvents: acetone, ethanol, and methanol. The results of
particle size and ζ-potential are illustrated in Figure 2, where as
shown, as the Eudragit RS100 concentration increases, the

Figure 4. Scanning electron microscopy images of Eudragit RS100-based NPs prepared with acetone (A), ethanol (B), and methanol (C).

Biomacromolecules pubs.acs.org/Biomac Article

https://dx.doi.org/10.1021/acs.biomac.0c00255
Biomacromolecules XXXX, XXX, XXX−XXX

G

https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.biomac.0c00255?fig=fig4&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.biomac.0c00255?fig=fig4&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.biomac.0c00255?fig=fig4&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.biomac.0c00255?fig=fig4&ref=pdf
pubs.acs.org/Biomac?ref=pdf
https://dx.doi.org/10.1021/acs.biomac.0c00255?ref=pdf


particle size increases significantly, with p value < 0.05 for all
the used solvents (Figure 2C). Similar results were already
discussed in the literature.63,64,69 As reported earlier, the
increase in particle size was related to the increase in the
viscosity of the organic phase, which reduced the diffusion of
acetone to the aqueous phase.39

Moreover, the mean particle size depends on the type of
organic solvent used. The NPs obtained with acetone were
larger than those obtained with ethanol and methanol (Figure
2C). As described earlier, the increase in particle size was
related to the low value of solvent dielectric constant (ε).70

This was confirmed in the present work since the dielectric
value of acetone is lower than those of ethanol and methanol.65

Similar results were also reported.71

Additionally, the affinity of the solvent for the nonsolvent
was found crucial for final particle size67 and it was calculated
using the following equation:

X Vn s ns RT( ) /2δ δ= × − (5)

where Vns is the molar volume of the solvent; δs and δns are
Hildebrand solubility parameter for the solvent and the
nonsolvent, respectively; R is the gas constant; and T is the
absolute temperature.70 The higher the value of X, the smaller
the affinity of the solvent for the nonsolvent, the slower the
rate of diffusion and hence the bigger are the obtained NPs.67

The Hildebrand solubility parameters of acetone, ethanol, and
methanol are 19.7, 26.2, and 29.7, respectively, while for water,
it is equal to 48.72 Thus, the affinity of the nonsolvents to water
decreased as follows: methanol > ethanol > acetone. Hence,
the diffusion rate of acetone is slowest, and thus, the obtained
NPs were the largest.
Regarding the ζ-potential of the obtained nanoparticles,

Figure 2D shows high values of zeta potential for all the
obtained NPs, confirming their high stability, while varying
polymer concentration does not significantly affect the zeta
potential of Eudragit-based NPs. Similar results were already
reported.39

3.3. Effect of Stirring Speed. To investigate the effect of
stirring speed on the colloidal properties of the obtained NPs,
nine samples under different agitation speeds (300, 500, and
700 rpm) were made using three types of organic solvents,
acetone, ethanol and methanol, as mentioned in Table 1. By
increasing the stirring speed from 300 to 700 rpm, the particle
size deceases significantly from 61 ± 2 nm to 42 ± 1 nm, from
56 ± 2 to 35 ± 1 nm and from 54 ± 2 to 34 ± 2 nm for
acetone, ethanol, and methanol, respectively (Figure 2E).
Miladi and co-workers explained this by more efficient shear
mixing and, thus, more rapid diffusion of the solvent to the
nonsolvent.73 Similar results were already found.74 Moreover,
the influence of stirring speed on ζ-potential was carried out,
and the results show that the effect was insignificant (p-value >
0.05; Figure 2F). These findings were in concordance with
those obtained earlier.39 Despite this, high stirring speed (700
rpm) gave the smallest particle sizes; 500 rpm was selected as
the best agitation speed due to the absence of foam, observed
at 700 rpm, which hurdles the solvent evaporation step.
3.4. Nanoparticles Morphology. Three types of NPs

prepared with either acetone, ethanol, or methanol at 1/2
volume ratio with 16 mg/mL of Eudragit RS100 were
visualized by Scanning Electron Microscopy (SEM) and
assessed in terms of shape, surface texture, and smoothness.
Figure 4 shows that all the NPs have spherical and regular
form. According to the undertaken systematic study of the

nanoprecipitation method using Eudragit RS100 as polymer,
the three solvents gave spherical and regular NPs with small
particle size, uniformity distribution, and high zeta potential, at
1/2 S/NS volume ratio, 16 mg/mL polymer, and 500 rpm as
stirring speed.

3.5. Date Seeds Oil Loaded Nanoparticles Character-
ization. The optimized formulation of free Eudragit RS100
based-NPs was used to encapsulate date seeds oil, extracted by
a supercritical CO2 process using the nanoprecipitation
technique. To achieve the adequate amounts of vegetable oil
to be encapsulated, various amounts of DS oil had been
investigated (15, 30, 60, 120, 240, and 300 mg) using acetone
as organic solvent, as mentioned in Table 2.

Free Eudragit RS100-based NPs had a transparent white
color. By incorporating DS oil, the color (i.e., opacity) lost its
transparency and increased as the amount of DS oil increased,
as shown in Figure 5A. This was in concordance with the
measurements of particle size, shown in Figure 5B, where all
the samples had a particle size higher than those of free
Eudragit RS100-based NPs, which had a size of about 50 ± 1
nm. It is reported that the existence of oil increases the size of
nanoparticles.75 By increasing the oil amount from 15 to 120
mg, a significant increase in particle size was observed from
126 ± 2 to 217 ± 3 nm.
Samples prepared with high amounts (more than 120 mg)

did not have a homogeneous aspect and some oil drops were
observed visually (Figure 5A), which means that there is an
optimum quantity of vegetable oil to be encapsulated in 16
mg/mL Eudragit RS100-based NPs. In another work, the effect
of argan oil concentration on particle size was investigated and
the results showed that 40 mg/mL of argan oil was an
appropriate quantity for the encapsulation of indomethacin; at
high concentrations of argan oil, there was not an increase in
particle size.76 This was explained by the fact that the used
stabilizer and surfactant were useful for the stability of the
system to a specific amount of argan oil in the formulation.
Figure 5B indicates also that there was a slight increase in
particle size at higher amounts of vegetable oil. Indeed, the
particle size values were 228 ± 3 and 231 ± 3 nm for DS oil
amounts of 240 and 300 mg, respectively.
Thus, to select an adequate amount of vegetable oil to be

encapsulated, further analysis was performed about the
correlation between the oil amount and the cubic radius of
NPs, as illustrated in Figure 6.
It was assumed that the number of nanoparticles was

constant, so they only changed in size depending on the
amount of polymer/oil used for the formulation.

Table 2. Formulation Effect on Particles Size and Zeta
Potential of DS Oil-Loaded Eudragit RS100-Based NPsa

date seed oil
amount (mg)

diameter
(nm)

ζ-potential
(mV) EE (%)

oil loading (μg/
mg polymer)

15 126 ± 2 56.6 ± 4 99 ± 1 62 ± 0
30 150 ± 1 61.5 ± 3 98 ± 3 123 ± 4
60 187 ± 2 62.1 ± 2 99 ± 1 248 ± 3
120 217 ± 3 59.0 ± 4 97 ± 1 485 ± 5
240 228 ± 3 45.6 ± 5 92 ± 3 920 ± 30
300 231 ± 3 47.9 ± 1 85 ± 3 1062 ± 38

aIn all the experiments, the operating parameters were as follows:
polymer concentration (16 mg/mL); acetone volume (15 mL); water
volume (30 mL); and stirring speed (500 rpm).
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R mp Np/3 ≃ (6)

with R being the radius of nanoparticles, mp is the amount of
polymer or of oil and Np is the number of particles.
For DS oil-loaded NPs, as the oil amount increases from 15

to 120 mg, the particle size increases, this was confirmed by the
good correlation between the oil amount and the radius of
NPs. While, at higher amounts (240 and 300 mg), the particles
do not increase in size. Indeed, a second generation of NPs
appeared. Thus, 120 mg is the adequate quantity of DS oil to
be encapsulated.
Further ζ-potential measurements were carried out for all

the samples and the results were mentioned in Table 2 and
Figure 5C. Varying the amount of plant oil did not have a
significant effect on ζ-potential (p-value > 0.05). Additionally,
higher values were observed for DS oil-loaded NPs as
compared to the values of free Eudragit-based NPs, where
their ζ-potential was about 51 ± 4 mv. This was attributed to
the addition of oils that could interact with the polymer

surface, influence the surface charge of the NPs, and thus shift
the ζ-potential to higher values. While, lower values of ζ-
potential were observed at higher amount of DS oil (more than
120 mg), which confirms the less stability of these NPs
suspensions.
Regarding the encapsulation efficiency, low values were

obtained at higher amounts of DS oil, which confirms further
our results, as shown in Table 2. The optimal formulation has a
high encapsulation efficiency (EE% = 97 ± 1%) with a loading
capacity of 0.48 mg/mg of polymer.
According to the images obtained through transmission

electron microscopy (TEM), DS oil-loaded NPs exhibit a
spherical and a regular form, as demonstrated in Figure 7.
To investigate the chemical interaction between DS oil and

Eudragit RS100, Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR) analysis was carried out. Generally, drug-polymer
interaction leads to the formation of new absorption bands and
the expansion of the absorption bands in FTIR spectra.40 The
FTIR patterns of DS oil, Eudragit, and loaded NPs were shown

Figure 5. Variation in color of date seeds oil loaded NPs at different oil amounts (A). Effect of date seed oil amount on (B) particle size and (C) ζ-
potential of Eudragit RS100-based nanoparticles using acetone as solvent. The results are the mean of three independent experiment ± SD.

Figure 6. Correlation between Eudragit RS100 amount (A) and date seed oil amount (B) and the cubic radius of NPs. Dots represent the cube
radius values of the NPs.
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in Figure 8. In the DS oil spectrum, the peaks at 2921 and
2852 cm−1 correspond to the stretching vibrations of aliphatic
C−H in CH2 and terminal CH3 groups, respectively. The peak
at 1743 cm−1 is owing to the CO stretching vibration of
carboxylic acids of the ester, while the absorption bands at
1708, 1464, and 1163 cm−1 are assigned to CO stretching of
the carbonyl groups, CC stretching, and CO stretching,
respectively. The peak at 721 cm−1 corresponds to the
aromatic compounds. These results were similar to those
obtained in the literature.77−79 The FTIR spectra of Eudragit
RS100 showed characteristic peaks at 2950 cm−1 due to CH
aliphatic stretching, at 1722 cm−1 due to CO ester
stretching, and a peak at 1143 cm−1 that corresponds to the
CO ester group. This was in accordance with what was
reported.80,81 Matching up to the FTIR spectrum of Eudragit
with the oil-loaded nanoparticles revealed a reduction in the
intensity of the peak at 1725 cm−1 as well as coming out of
three jointed peaks in 2924, 2853, and 1466 cm−1 that
characterize DS oil. This might be attributed to the interaction
between DS oil and Eudragit RS100 in the nanoparticles. Thus,
DS oil was successfully entrapped within polymeric nano-
particles.
3.6. Stability Study of Nanoparticle Dispersion. The

colloidal stability of the optimized formulation of DS oil-
loaded NPs was investigated by analyzing size and ζ-potential
as a function of temperature (4 °C, RT and 40 °C) during one
month, as demonstrated in Figure 9A. No significant changes
have been observed in the prepared NPs size and ζ-potential.
Additionally, the ζ-potential values of these NPs have been

determined under different pH to get crucial information about
their stability for biological application. For this purpose, the ζ-

potential of the optimized formulation was determined after
the addition of either diluted HCl or NaOH to get different
pH values (3, 4, 5, 7, 9, 10, and 12). The results demonstrated
in Figure 9B indicate a decrease in ζ-potential for all the NPs
as the pH of the medium varies from pH = 3 to pH = 12.
These results are in conformity with those obtained by Du and
co-workers for Carboxymethyl Konjac Glucomannan−Chito-
san-based NPs.82 In another work study, the change in the ζ-
potential measurements was related to the decrease in the
charge density of the chitosan provoked by the reduction of
the concentration of H+ ions.83 Although the ζ-potential
decreases by varying the pH, the NPs remain stable, with a zeta
potential around +37 mv. This finding spotlights the reliability
of these nanocarriers to protect DS oil, chosen as model, to
broaden the beneficial applications of other plant oils.

3.7. In Vitro Antidiabetic Activity. Diabetes mellitus is
mainly associated with hyperglycemia, which is characterized
by high circulating blood glucose levels. Thus, the management
of diabetes deals with decreasing postprandial hyperglycemia
by the inhibition of carbohydrate hydrolyzing enzymes like α-
amylase and α-glucosidase.84 For instance, α-amylase breaks
down long chain carbohydrates, while α-glucosidase is involved
in the breakdown of starch and disaccharides into glucose.8

Actually, the health care systems rely on the “inhibition of key
enzymes” approach for the treatment and management of
several pathologies like diabetes.85 In this context, the study of
the antidiabetic effect of DS oil and its corresponding
encapsulated form was investigated in vitro against α-amylase
and α-glucosidase and compared to that of standard drug:
Acarbose. The results are shown in Figure 10.
In vitro α-amylase studies revealed that DS oil in its free and

encapsulated forms showed dose-dependent α-amylase inhib-
ition better than the standard drug: acarbose. At the highest
concentration (400 μg/mL), the ranked order of inhibition
was as follows: DS oil-loaded NPs (68.5%) > unencapsulated
DS oil (64.6%) > acarbose (53.0%) (Figure 10A). The
difference in inhibition results between DS oil-loaded NPs and
free NPs (without oil) is related to the presence of DS oil,
which exhibits an antidiabetic effect. The IC50 values were 365
± 10.7, 148.9 ± 7.1, and 87.6 ± 4.8 μg/mL for acarbose,
unencapsulated DS oil, and DS oil-loaded NPs, respectively.
This result was explained by the chemical composition of DS
oil. The fatty acids analysis of the present date seeds oil was

Figure 7. Transmission electron microscopy for DS oil-loaded NPs.

Figure 8. Fourier transform infrared spectroscopy spectra for date seeds oil, Eudragit RS100, and date seed oil-loaded NPs.
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already performed and published by our team work.25 Oleic
acid (C18:1n9) represents the major constituent of the studied
DS oil and represents 40.7−43% of the total fatty acids.25

Simultaneously, several reports highlighted the impact of
unsaturated fatty acid in managing type 2 diabetes.86−88

The Figure 10A showed also that DS oil-loaded NPs
exhibited higher inhibition activity when compared to
unencapsulated oil. This result was in accordance with
previous studies. In 2017, the in vitro antidiabetic activity of
Psoralea corylifolia extract silver NPs was investigated and the
results revealed that plant extracts within silver NPs were more
effective than that of the free form.89 The enhancement in
antidiabetic activity of gelatin encapsulated Nilgirianthus
ciliatus NPs when compared to the free extracts was ascribed
to the sustained release property of these carriers.90 This result
further confirms the benefit of nanoencapsulation in enhancing
the biological activity of bioactive agents.
Regarding α-glucosidase inhibitory activity, all the tested

samples showed in vitro dose-dependent enzyme inhibition. At
the highest concentration (500 μg/mL), acarbose exhibited the
highest inhibitory activity (91.05%; Figure 10B). The IC50
values were 27.5 ± 1.6, 88.9 ± 2.3, and 155.3 ± 6.6 μg/mL for
acarbose, unencapsulated DS oil, and DS oil-loaded NPs,
respectively. Like in the α-amylase inhibition study, free NPs
did not show any inhibition regarding α-glucosidase enzyme.
The α-glucosidase inhibitory effect of DS oil-loaded NPs was
related to the presence of oleic acid in DS oil. As reported
earlier, kinetic assays demonstrated that oleic acid is a
competitive inhibitor of α-glucosidase, and its interactions
exhibited a character of static quenching, which means that it
would bind to α-glucosidase and form a complex.91 Miyazawa

and co-workers stated that increasing the number of double
bound would increase the α-glucosidase inhibitory effect.92

Unexpectedly, unencapsulated DS oil demonstrated higher
enzyme inhibition activity than the entrapped form. This may
be explained by the fact that the oil needs more time to be
released from Eudragit RS100-based NPs. Despite the lowest
IC50 of acarbose, DS oil in its free and encapsulated form
shows a paramount inhibition activity and could be chosen as
an alternative to traditional oral hypoglycemic agents, as it is a
source of unsaturated fatty acids that are crucial fatty acids to
the human body, so it would not produce undesirable side
effects.

4. CONCLUSION
The present study deals with the valorization of date seeds
from waste to wealth using the nanoencapsulation technology.
In this context, the new poly methyl methacrylate derivative-
based polymeric nanoparticles were designed as nanocarriers
for date seed oil, which was a priori extracted by an ecofriendly
process, using a simple, fast, and reproducible technique. The
proper selection of experimental parameters including, the
polymer amount, the type of organic solvent, the organic to
aqueous phase ratio and the stirring speed has to be taken into
consideration to establish nanoparticles with the required
features responsible for the attainment of the final goal. The
developed date seed oil-loaded Eudragit RS100 nanoparticles
formulations were in the nano size range (207 nm) with high
ζ-potential value (+59 mV), an adequate encapsulating
efficiency (97%), and good stability upon one-month storage
at different temperatures and pH. Furthermore, in vitro
antidiabetic activity of the developed particles was investigated

Figure 9. Stability of Eudragit RS100-based NPs containing date seed oil in terms of size, ζ-potential (A), and pH (B). Measurements from
separate assays were combined (n = 3) and represented as mean ± SD.
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on α-amylase and α-glucosidase enzymes, and IC50 values were
found to be 87.6 ± 4.8 and 155.3 ± 6.6 μg/mL, respectively.
In summary, Eudragit RS100 seems to be a promising

polymer for date seed oil delivery, as it is biocompatible,
nontoxic, and a nonirritant and provides a controlled plant oil
release. In addition, its positive charge would be expected to
facilitate the intimate electrostatic interaction with target
tissues, which have negatively charged surfaces, resulting in a
maximizing of the cellular uptake and maintaining effective
drug concentration at the site of action for a prolonged time
period. Additionally, oleic acid, the main component of date
seed oil, besides being beneficial for the human body, may
inhibit α-amylase and α-glucosidase enzymes and alleviate the
side effects derived from conventional hypoglycemic drugs like
skin reactions, gastrointestinal discomfort, nausea, and weight
gain. By combining all these approaches, the developed date
seed oil-loaded nanoparticles may be considered as an
alternative of conventional oral hypoglycemic agents for
diabetes type 2 management.
Importantly, this work has spotlighted a crucial aspect to be

regarded in the perspective of diabetes management: The
cytotoxicity of the developed formulation is of paramount

importance to determine the biosafety of the treatment. For
instance, more biocompatibility experiments on primary and
cell lines have to be carried out. In addition, this is the first
study dealing with the potential use of date seed oil-derived
nanoparticles in the management of diabetes. Further studies
are required on the in vivo clinical application, pharmacoki-
netic profile, and the precise mechanism of action of date seed
oil to substantiate the in vitro results by which date seed oil in
its free and encapsulated form is responsible for the desired
effect.
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A B S T R A C T   

Plant-based remedies have been widely used for the management of variable diseases due to their safety and less 
side effects. In the present study, we investigated Saussurea lappa CB. Clarke. (SL) given its largely reported 
medicinal effects. Specifically, our objective was to provide an insight into a new polymethyl methacrylate based 
nanocapsules as carriers of SL essential oil and characterize their biologic functions. The nanoparticles were 
prepared by nanoprecipitation technique, characterized and analyzed for their cytotoxicity, anti-inflammatory, 
anti-Alzheimer and antidiabetic effects. The results revealed that the developed nanoparticles had a diameter 
around 145 nm, a polydispersity index of 0.18 and a zeta potential equal to +45 mV and they did not show any 
cytotoxicity at 25 μg⋅mL− 1. The results also showed an anti-inflammatory activity (reduction in metalloprotease 
MMP-9 enzyme activity and RNA expression of inflammatory cytokines: TNF-α, GM-CSF and IL1β), a high anti- 
Alzheimer’s effect (IC50 around 25.0 and 14.9 μg⋅mL− 1 against acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase, 
respectively), and a strong antidiabetic effect (IC50 were equal to 22.9 and 75.8 μg⋅mL− 1 against α-amylase and 
α-glucosidase, respectively). Further studies are required including the in vivo studies (e.g., preclinical), the 
pharmacokinetic properties, the bioavailability and the underlying associated metabolic pathways.   

1. Introduction 

Nature is an inexhaustible source of molecular varieties with a great 
therapeutic potential, representing nowadays a valuable pool for the 
identification of novel drug leads (Calixto, 2019; Koparde et al., 2019). 
In the past decades, pharmaceutical industry has shifted its main focus 
toward the synthetic products due to their easy quality control, pro-
duction and time effectiveness (David et al., 2015). However, their cost, 
safety and efficiency remained always questionable, resulting in the 
dependence on the plant-based drug discovery by more than 80% of the 
total population in developed countries (Veeresham, 2012). Since a long 
time plant-based drug discovery had been the basis in the medical 

management of a great number of known diseases and body malfunction 
(Atanasov et al., 2015). Saussurea lappa CB. Clarke. known as costus, 
belongs to the Asteraceae family and is well known for its enormous 
medicinal effects. Ethnopharmacological surveys have pointed that the 
roots and leaves of the plant are used in the traditional treatment of 
several diseases like throat infection, cough, asthma, leprosy, tubercu-
losis, malaria, inflammation, convulsion, helminthic infestation and 
rheumatism (Gautam and Asrani, 2018; Kaur et al., 2019; Madhuri et al., 
2012; Singh et al., 2017; Zahara et al., 2014). Saussurea lappa (SL) is 
considered as a rich source of triterpenoids, flavonoids, steroids and 
sesquiterpene lactones (Singh et al., 2017), and is reported to have 
several biological potentials including antimicrobial (Abdelwahab et al., 
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2019), larvicide (Liu et al., 2012), antioxidant (Sadik et al., 2017), 
antihepatotoxic (Ansari et al., 2018), anti-inflammatory (Tag et al., 
2016), anticancerous (Tian et al., 2017), antiulcerous (Sutar et al., 
2011), anticonvulsant (Dhar et al., 2016) and antidiabetic activities 
(Raafat et al., 2019). A literature survey revealed that most of the studies 
dealt with the investigation of the biological effects of the SL extracts, 
which were obtained by using the conventional organic solvent extrac-
tion processes. 

Simultaneously with the emergence of plant-based drug formula-
tions, the pharmaceutical field has known during the last era a steady 
growth in investment in nanotechnology in order to improve existing 
treatments and develop novel therapies (Matteucci et al., 2018). Poly-
meric nanoparticles (NP) have been proposed as a novel approach to 
overcome difficulties encountered in traditional drug delivery such as 
poor aqueous solubility, low bioavailability, poor stability and bitter 
taste (Giaretta et al., 2019; Ma and Williams, 2018; Umerska et al., 
2018). Sonaje et al. (2010) noticed an enhanced intestinal absorption of 
insulin, a prolonged reduction in blood glucose levels and an increased 
bioavailability upon insulin encapsulation in chitosan/ poly(γ-glutamic 
acid) based NP. Moreover, Huh et al. (2005) demonstrated that encap-
sulation of paclitaxel upsurge dramatically its water solubility by a 
factor of 1000 and ensure its long-term stability. Additionally, these 
nanocarriers (nanospheres or nanocapsules) may provide preferential 
accumulation of bioactive agents at a specific tissue or cell (Lombardo 
et al., 2019). 

Poly (ethyl acrylate-co-methyl methacrylate-co-trimethylammo-
niethyl methacrylate chloride) (PMMA), a synthetic polymer known as 
Eudragit® RS100, was widely used for developing polymeric NP due to 
its crucial features including biocompatibility, permeability, non- 
toxicity, non-irritancy and controlled drug release profile (Hani et al., 
2011). In addition, PMMA was known for its mucoadhesive property. 
For instance, an electrostatic interaction would be expected between its 
ammonium groups and negatively charged chemical groups of bioactive 
agents or target tissue surface (i.e. mucin) resulting in boosting cellular 
uptake (Dillen et al., 2008; Tayel et al., 2013). 

The last decade had seen the integration of nanotechnology and 
herbal medicine to overcome the limitations of using herbal formula-
tions in a scientific way in the aim to promote an efficient therapeutic 
action (Pattabhiramaiah et al., 2020). The expected benefits from the 
encapsulation of plant-based products included an enhanced aqueous 
solubility and bioavailability, a better protection from the environment 
(pH, temperature, humidity and oxygen) and a persistent delivery (Bilia 
et al., 2014). Several studies have been dedicated to the encapsulation of 
plant derived-metabolites such as essential oil (EO) (Chifiriuc et al., 
2017; El-Asbahani et al., 2015; Froiio et al., 2019; Herculano et al., 
2015; Jummes et al., 2020; Partheniadis et al., 2020; Pina-Barrera et al., 
2019; Timbe et al., 2020), vegetable oils (Contri et al., 2013, 2016; 
Lammari et al., 2020a; Sousa et al., 2013), plants extracts (Azeez et al., 
2020; Ma et al., 2018; Mughees et al., 2020; Servat-Medina et al., 2015), 
etc. However, to the best of our knowledge, neither the extract nor the 
EO of costus roots have been previously encapsulated in polymeric 
nanoparticles. 

In this study, we report for the first time, the encapsulation of SL-EO 
in PMMA based-NP and the investigation of the cytotoxicity, anti- 
inflammatory, anti-Alzheimer and antidiabetic potentials of such 
formulation. First and contrary to the majority of previously reported 
studies to extract SL-EO, an innovative and environmentally friendly 
technique (supercritical CO2 extraction process) was used to obtain an 
extract free of any traces of organic solvents. Then, gas chromatography 
coupled to mass spectrometry (GC–MS) was carried out in order to 
characterize the obtained SL-EO before its encapsulation in PMMA-NP. 
The obtained particles were then characterized by dynamic light scat-
tering, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and transmission 
electron microscopy. Finally, in vitro cytotoxicity, anti-Alzheimer, anti-
diabetic and anti-inflammatory activities were investigated for SL-EO in 
its free and encapsulated form. 

2. Material and methods 

2.1. Plant material 

The dried roots of Indian Saussurea lappa CB. Clarke. were purchased 
from herb store (Bordj Bou Arreridj, Algeria). The roots were washed 
with water, air dried, ground to an approximate size of 0.3 mm and 
stored in air-tight bottles ready for further analysis. 

2.2. Chemical reagents 

Eudragit RS®100 was purchased from EVONIK (EVONIK, Germany). 
Carbon dioxide (99.5%) was supplied by SIDAL SPA Air liquid, Algiers, 
Algeria. Acarbose (≥95%), p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside (≥99%), 
starch powder, acetylthiocholine iodide, S-butyrylthiocholine iodide, 
5,5′-dithiobis(2-nitrobenzoic) acid (DTNB), galantamine, Aspergillus 
oryzae-derived α-amylase, Saccharomyces cerevisiae-derived α-glucosi-
dase (Type I, ≥10 units/mg protein), electric eel-derived acetylcholin-
esterase (AChE, Type-VI-S, EC 3.1.1.7, 827.84 U/mg) and horse serum- 
derived butyrylcholinesterase (BChE, EC 3.1.1.8, 7.8 U/mg) were all 
obtained from Sigma Chemical Co. (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, 
Germany). Potassium iodide was obtained from Biochem Chemo-
pharma. Deionized water from Milli-Q system was used in all experi-
ments. All other chemicals and solvents were of analytical grade. 

2.3. Extraction of essential oil 

The dried powder (80 g) of SL was subjected to the supercritical 
carbon dioxide extraction using a dynamic pilot-plant (Separex 4343, 
type SF2) supplied by Separex (Champigneulles, France). The operating 
extraction parameters were as follow: dynamic extraction time: 180 
min; CO2 flow rate: 50 g/min; CO2 pressure: 100 bar; extraction tem-
perature: 40 ◦C and separation temperature: 30 ◦C (Fig. 1). The oil yield 
value was determined around 23%. 

2.4. Gas chromatography analysis of Saussurea lappa EO 

Analysis of SL-EO was performed at the Institut des Sciences analy-
tiques (ISA), CNRS, at Villeurbanne, France, using two GC systems, 
equipped with two kinds of capillary columns: 

2.4.1. Gas chromatography – Flame ionization detector (GC-FID) 
The analysis was carried out on an Agilent 6890 N apparatus 

equipped with a split / splitless injection and a FID detector. SL-EO (1 μL 
volume) was firstly injected in split mode (1/60) to an INNOWAX col-
umn (60 m × 0.32 mm, 0.50-μm film thickness) under a constant flow 
(1.3 mL/min rate) of helium used as gas carrier. The initial temperature 
of the column was maintained constant at 60 ◦C for 2 min and then 
programmed to 245 ◦C at a rate of 2 ◦C/min and then held isothermally 
for 30 min. A second injection was conducted on a HP-1 (Agilent) col-
umn (50 m × 0.32 mm, 0.50-μm film thickness) with a temperature 
program as follow: 8 min at 80 ◦C, increased to 220 ◦C at a rate of 2 ◦C/ 
min and then increased to 310 ◦C at 10 ◦C/min and finally held 
isothermally 20 min at 310 ◦C. Helium was used as the carrier gas at a 
constant pressure (13psi). In both cases, the analyses were performed 
with injector and detector temperatures maintained at 250 ◦C. 

2.4.2. Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC–MS) 
The EO components were identified by mass spectrometry 6890 N 

gas chromatography coupled to Agilent 5973 N mass selective detector. 
SL-EO (1 μL volume) was injected in a split mode (1/60) at 250℃ to an 
HP-5MS capillary column (0.25 mm × 30 m, 0.25-μm film thickness). 
The operating conditions were as follows: the GC temperature program 
was held at 60℃ for 2 min, then increased at 3℃/min from 60℃ to 
250℃ , held at 250℃ for 2 min, increased to 325℃ at 10℃ /min, and 
then held isothermally for 15 min; helium flow rate was maintained at 
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1.0 mL/min; the MS energy ionization was set at 70 eV; electron ioni-
zation mass spectra were acquired in scan mode over the mass ranged 
35–350 Daltons. 

2.4.3. Identification of Saussurea lappa EO components 
Relative percentages of SL-EO components were determined basing 

on their GC peak areas without using correction factors. The retention 
indices were determined by linear interpolation in relation to a ho-
mologous series of n-alkanes (C5–C30) injected on the two capillary 
columns under the same operating conditions with that of literature data 
and those of the add-in-house database available in the ISA laboratory. 
Further identification was made by computer matching with two com-
mercial mass spectral libraries (NIST data gateway database 2005 and 
Wiley). 

2.5. Preparation of PMMA loaded nanoparticles 

PMMA-NP were prepared by means of the nanoprecipitation tech-
nique (Fessi et al., 1989) using a protocol that was already described and 
studied systematically throughout the blank nanoparticles preparation 
(Lammari et al., 2020a) and according to which 240 mg of PMMA was 
dissolved in 15 mL of ethanol and then mixed with 120 mg SL-EO. 
Consecutively the prepared organic phase was added carefully and 
very slowly to the aqueous phase consisting of 30 mL water at ambient 
temperature and under moderate magnetic stirring. The evaporation of 
the organic solvent was performed subsequently using Buchi Rotavapor 
R-124®. For blank nanoparticles, the same step was repeated without 
EO. 

2.6. Characterization of PMMA loaded nanoparticles 

2.6.1. Size distribution, polydispersity index, and zeta potential 
In order to determine the average diameter, polydispersity index and 

zeta (ζ)-potential, the aqueous suspension of PMMA-NP was subjected to 
an analysis by dynamic light scattering (DLS) technique using a Zeta-
sizer Nano ZS200 (Malvern Instruments, UK). Previous to each size 
measurement, nanoparticles were diluted in 1 mL of distilled water. 
While measuring the ζ- potential of prepared nanoparticles, a colloidal 
dispersion was made in 1 mM NaCl solution. All the measurements were 
performed in triplicate at ambient temperature and pH around 6.5 and 
the results were expressed as means and standard deviations. 

2.6.2. Transmission electron microscopy 
The morphology of the NP was investigated immediately after 

preparation, using a Philips CM120 microscope operated at 120 kV, at 
the “Centre Technologique des Microstructures” (CTμ) at the University 
of Lyon (Villeurbanne, France). Drops of the nanoparticle suspensions 
were placed on microscope grid (copper support covered with carbon) 
and the grids were analyzed after being allowed to dry by evaporation. 

2.6.3. Fourier transform infrared spectroscopy 
The infrared spectra of PMMA, un-encapsulated SL-EO and SL-EO 

loaded-NP were investigated using an FTIR spectrometer (Thermo Sci-
entific Technologies FTIR spectrometer with IR MONIC Solution soft-
ware). In this study, the oil loaded NP were freeze dried then analyzed; 
while, no initial preparation was taken place for SL-EO and PMMA. All 
spectra were recorded from 400 to 4000 cm− 1 wavenumber range. Prior 
to each acquisition, blank background had been adjusted. 

2.7. Stability study of Saussurea lappa EO-loaded PMMA nanoparticles 

In order to assess the colloidal stability, the obtained EO-loaded NP 
were stored for a period of one month at 4, 25 and 40 ◦C. Nanoparticles 
physical stability was assessed via particle size and ζ-potential mea-
surements which were carried out after each 10 days. 

2.8. Cell and culture conditions 

Human adenocarcinomic alveolar epithelial cells (A549), supplied 
by American Type Culture Collection LGC Standard, Molsheim, France, 
were cultured in DMEM/F-12 (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA) enriched with 10% FBS (Gemini® Bio-Products, West 
Sacremento, CA) and 1% penicillin/streptomycin (Life Technologies®, 
Grand Island, USA). Cells were grown in a humidified 5% CO2 incubator 
at 37 ◦C. 

2.9. Cytotoxicity test 

At 80% of confluence, A549 cells were treated with SL-EO-solution 
(SL-EO dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO)), blank NP (non- 
loaded) and SL-EO loaded-NP formulations using different concentra-
tions (12.5, 25, 50, 75, 100 and 200 µg/mL of oil content) for 24 h. After 
treatment, culture supernatants were harvested and released LDH was 
measured using Pierce LDH cytotoxicity assay kit (Thermo Fisher 

Fig. 1. Supercritical carbon dioxide extraction pilot.  
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Scientific, Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s 
protocol. 

2.10. Microscopy 

After cell treatments, changes in morphology of A549 cells were 
observed through optical microscope after fixation and coloration with 
Kwik-Diff kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

2.11. Anti-inflammatory activity 

A549 cells were treated, when they reach 80% of confluence, with 
SL-EO loaded-NP at the concentration of 25 µg/mL of oil content 1 h 
prior to lipopolysaccharides (LPS) (1 µg/mL) stimulation. After 1 h post 
LPS exposure, cells were lysed and processed for total RNA extraction 
and mRNA expression analysis. 

2.11.1. Total RNA extraction 
Total cellular RNA was isolated using EZ-10 DNAaway RNA Mini-

prep Kit (Biobasic) according to manufacturer instructions. Quality and 
quantity RNA were controlled with a Nanodrop spectrophotometer 
(ThermoScientific). 

2.11.2. Real-Time PCR 
The expression of mRNA was determined using Taqman quantitative 

Real-Time PCR on cDNA acquired from Reverse Transcriptase-PCR using 
Superscript TM IV (Thermo Fischer Scientific), following manufacturer 
specifications. Product was amplified with commercially available 
Taqman primers and Taqman Mastermix (Life Technologies) on AriaMx 
Real-time PCR system. The product reference for Taqman primers were 
the following: hTBP (Hs99999910_m1), hCSF2 (Hs00929873_m1), 
hTNFα (Hs00174128_m1) and hIL1β (Hs 01555410_m1). Real-Time PCR 
data was analyzed using the comparative Ct (ΔΔCT) method. 

2.11.3. Gelatin zymography 
Gelatin zymography to detect active proteases namely metal-

loproteases (MMP) was performed using cell culture supernatants of 
untreated and treated cells. Briefly, the samples were subjected to so-
dium dodecyl sulphate-poly acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
on 10% polyacrylamide containing 0.1% SDS and 1.5 mg/mL gelatin 
under non-reducing conditions without prior boiling. After electropho-
resis, gels were washed in 2% Triton X-100 for 30 min to remove SDS, 
and subsequently immersed in a mixture containing Tris-HCl (50 mM) 
(pH 7.6), CaCl2 (5 mM) and ZnCl2 (0.5 µM) for 24 h at 37 ◦C. The gels 
were then stained (5 g Coomassie Brilliant Blue, 200 mL methanol, 50 
mL acetic acid, 500 mL distilled deionized water) for 10 min at room 
temperature on a rocker and then destained in 20% methanol /10% 
acetic acid. Enzymatic activities were detected as clear bands of gelatin 
lysis against the blue background. Gels were scanned using Chem-
idocXRS BIORAD and analyzed with FIJI software. Densitometric anal-
ysis was performed on captured images, using ImageJ software. 

2.12. In vitro cholinesterase activity assay 

Cholinesterase activities of SL-EO loaded-NP, un-encapsulated oil 
and free NP were evaluated in vitro against Acetyl and Butyryl cholin-
esterase enzymes based on Ellman’s method (Ellman et al., 1961) using a 
96-well microplate reader, PerkinElmer Multimode Plate Reader EnS-
pire (National Center of biotechnology Research, Constantine, Algeria). 
Different concentrations of sample solution (10 μL) were mixed and 
incubated for 15 min at 25 ◦C with 150 μL of sodium phosphate buffer 
(100 mM, pH 8.0) and 20 μL of acetylcholinesterase or butyr-
ylcholinesterase solution. Then, 10 μL of 0.5 mM DTNB was added along 
with 10 μL of acetylthiocholine iodide or butyrylthiocholine iodide. 
Galantamine hydrobromide was used as positive control. The absor-
bance was read at 412 nm utilizing a 96-well microplate reader. The 

IC50 (the concentration providing 50% enzyme inhibition) was calcu-
lated by plotting inhibition percentage against sample concentration. 

2.13. In vitro alpha-amylase and alpha-glucosidase activity assay 

The study of the antidiabetic activity of SL-EO loaded-NP, un- 
encapsulated oil and free NP was evaluated in vitro through the inhibi-
tion of two key enzymes (α-amylase and α-glucosidase) based on 
quantitative colorimetric assays using a 96-well microplate reader, 
PerkinElmer Multimode Plate Reader EnSpire (National Center of 
biotechnology Research, Constantine, Algeria). 

2.13.1. Alpha amylase activity 
Alpha amylase inhibitory activity was investigated using Caraway- 

Somogyi iodine/potassium iodide method as previously described 
with slight modifications (Yang et al., 2012). Different concentrations of 
sample (25 μL) were mixed with α-amylase solution (50 μL) and incu-
bated at 37 ◦C for 10 min. Then, the reaction was started by adding 
starch solution (50 μL, 0.1%). Similarly, a blank was prepared by adding 
sample solution to all reaction reagents without enzyme solution. After 
incubation (10 min at 37 ◦C), the reaction was stopped by adding 25 μL 
HCl (1 M) and 100 μL iodine-potassium iodide solution. Acarbose was 
used as standard. The sample and blank absorbances were read at 630 
nm by micro plate reader and the IC50 of all the formulations was 
calculated. 

2.13.2. Alpha glucosidase activity 
Alpha glucosidase inhibitory activity was measured using a method 

previously described with slight modifications (Vadivelan et al., 2019). 
In 96-well microplate, different concentration of sample solution (50 μL) 
were mixed with 100 μL of 0.1 M phosphate buffer (pH 6.9) containing 
α-glucosidase solution and incubated at 37 ◦C for 15 min. Next, 50 μL of 
5 mM p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside solution was added. After in-
cubation (5 min at 37 ◦C), the sample and blank absorbances were read 
at 405 nm and the IC50 of all the formulations was determined. Acar-
bose was used as standard. 

2.14. Statistical analysis 

The data values are expressed as mean ± standard deviation (SD). 
The statistical significance of the differences between samples was 
determined using XLSTAT software with one-way analysis of variance 
(ANOVA) with Tukey post-test; p < 0.05 was selected such as criterion 
for significant differences. 

3. Results and discussion 

3.1. Gas chromatography analysis 

To illustrate the chemical composition of SL-EO, two complementary 
methods were used: GC-FID and GC–MS. Two different kinds of capillary 
columns were used as well: the polar HP-Innowax and the apolar HP-1 in 
the aim of facilitating the separation and resolving the problem of co- 
elution of some compounds. The relative percentages of SL-EO compo-
nents were depicted in Table 1. A total of 21 components of the EO were 
identified, accounting for 82.75% of the total oil. The principal com-
pounds in SL-EO were dehydrocostus lactone as the major compound 
(55.39%) followed by costunolide (8.87%), dehydrosaussurea lactone 
(6.55%) and aplotaxene (4.73%). Oxygenated sesquiterpenes repre-
sented 13 out of the 21 compounds, corresponding to 75.92% of the 
whole EO, while 8 out of the 21 constituents were hydrocarbons ses-
quiterpenes, corresponding to 5.94% of the crude EO. The chemical 
composition of EO was in a good agreement with that reported in pre-
vious works (Chen et al., 2011; Liu et al., 2012; Zahara et al., 2014). 
Chen et al. reported that the EO extracted form costus roots collected 
from seven producing areas (provinces) all contained the two main 
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components, dehydrocostus lactone (ranging from 16.30 to 25.36%) and 
costunolide (ranging from 4.28 to 8.32%) (Chen et al., 2011). Variation 
in EO composition may be ascribed to climatic and seasonal factors, 
harvest time and local as well as storage duration of medicinal plants. 
Dehydrocostus lactone and costunolide, are sesquiterpenes lactones, 
very known for their anticancer (Lin et al., 2015; Peng et al., 2017), anti- 
inflammatory (Park et al., 2014; Scarponi et al., 2014), gastro-protective 
(Zheng et al., 2016), anti-osteoclastogenic (Cheon et al., 2014; Li et al., 
2019), antibacterial (Negi et al., 2014) and larvicidal (Liu et al., 2012) 
activities. Dehydrosaussurea lactone (8.87%) is very similar structurally 
to costunolide and has been previously shown to exhibit an anticancer 
activity by inducing cell cycle arrest against various cell lines (Chang 
et al., 2010), while, aplotaxene has been recently regarded as a bioactive 
agent in the treatment of autoimmune and inflammatory diseases due to 
its immunosuppressive effect on T cells (Na et al., 2013). 

Other compounds of significant medicinal and biological interests 
were identified in trace amounts in SL-EO (Table 1) and these include: 
β-eudesmol, a sesquiterpene, which was recently shown as an effective 
inhibitor of SARS-CoV-2 main protease (Aanouz et al., 2020), car-
yophyllene oxide as an analgesic and anti-inflammatory agent (Chavan 
et al., 2010), β-ionone as antioxidant and anticancer agent (Asokkumar 
et al., 2012) and α-humulene which was found as effective bioactive 
agent to inhibit drug-metabolizing enzymes in human liver (Nguyen 
et al., 2017). 

3.2. Nanoparticles characterization 

3.2.1. Dynamic light scattering measurements 
According to Table 2, the average size (Z-average) of the PMMA-NP 

entrapped with SL-EO was significantly higher than that of blank NP (p 
< 0.05). Similar results were already reported in the literature (Lammari 
et al., 2020a; Rosset et al., 2012). Jummes et al. (2020) noticed larger 
sizes for palmarosa EO loaded poly-ε-caprolactone NP compared to the 

unloaded NP. They related the smallest particle size of empty NP to their 
empty interior. With respect to the PDI, low values were shown in this 
study (<0.2) with no significant difference (p > 0.05) between free and 
loaded-NP. Apparently, the PDI value reflected the aggregation level of 
NP (Jummes et al., 2020); thus, in the current study, the low PDI value 
reflected an homogeneous distribution of all particles. 

The ζ-potential represents the overall surface charge that a particle 
acquires in a particular medium and it serves as a key indicator of the 
dispersion stability. Particles exhibiting ζ-potential values greater than 
+ 30 mV or less than − 30 mV are colloidally stable due to repulsive 
electrostatic interactions (Barhoum et al., 2018). In this study, PMMA- 
NP exhibited a good colloidal stability since no aggregation has been 
observed and confirmed by the measured ζ-potential values ranging 
from + 39 to + 45 mV for free and loaded-NP, respectively. The positive 
charge of PMMA-NP was attributed to the ammonium quaternary 
groups of the polymer as previously described (Froiio et al., 2019). 
Higher ζ-potential values were found for SL-EO loaded-NP as compared 
to free NP due to the interaction of the EO with PMMA polymer. This 
result was in accordance with our previous study when encapsulating 
Phoenix dactilyfera seeds oil (Lammari et al., 2020a). 

3.2.2. Nanoparticle morphology 
Morphological characterization of the NP containing SL-EO by 

transmission electron microscopy showed that the NP exhibited spher-
ical and regular form, as depicted in Fig. 2. 

3.2.3. Fourier transform infrared spectroscopy analysis 
Fourier transform infrared spectroscopy analysis was carried out to 

investigate the chemical interaction between SL-EO and PMMA. 
Apparently, drug-polymer interaction resulted in changes in FTIR 
spectra (Yenilmez, 2017). The FTIR patterns of SL-EO, PMMA and 
loaded-NP were shown in Fig. 3. In PMMA spectrum, the peak at 2950 
corresponded to the stretching vibration of C-H aliphatic groups. The 
peaks at 1722 cm− 1 and 1143 cm− 1 were assigned to the stretching vi-
brations of C = O and C-O ester group, respectively; while the band at 
1446 cm− 1 referred to the bending vibration of C-H aliphatic groups. 
This was in agreement with what was reported in the literature (Khur-
shid et al., 2016; Sibokoza et al., 2018). In SL-EO spectrum, the broad 
band at 3419 cm− 1 was correlated to O–H group of α-elemol, β-eudes-
mol, α- and β-costol. The small peaks at 2925 and 1439 cm− 1 were due to 
C–H symmetrical stretching and bending vibrations of saturated hy-
drocarbons, respectively (Riaz et al., 2018). The strong absorption band 
at 1762 cm− 1 indicated a five membered lactone present in dehy-
drosaussurea lactone, dehydrocostus lactone and costunolide (Zaghloul 
et al., 2014). Band at 1640 cm− 1 and those between 649 and 998 cm− 1 

were referred to the C = C stretching and bending of alkene, respec-
tively, present in all the EO constituents. 

The superposition of SL-EO and PMMA FTIR spectrums on that of EO 
loaded-nanoparticles revealed an increase in the peak intensity in 1724 
cm− 1 as well as coming out of peaks in 2927, 2856, 1764 and 650 cm− 1 

which characterized SL-EO. This might be attributed to the interaction 
between SL-EO and PMMA in the nanoparticles. Therefore, SL-EO was 
efficiently encapsulated within the polymeric nanoparticles. 

Table 1 
Saussurea lappa essential oil chemical composition as determined by gas chro-
matography - flame ionization detector (GC - FID) and gas chromatography - 
mass spectrometry (GC–MS).  

No Component Formula RI- 
HP-1 

RI-WAX Content 
(%) 

1 Beta elemene C15H24 1388 1808 0.288 
2 Dihydroionone C13H22O 1396 – 0.088 
3 Alpha ionone C13H20O 1406 1876 0.147 
4 Trans Beta 

Caryophyllene 
C15H24 1419 1628 0.288 

5 Neryl acetone C13H22O 1428 – 0.029 
6 Alpha humulene C15H24 1452 1704 0.033 
7 Beta ionone C13H20O 1464 1946 0.093 
8 Alpha + Gamma 

curcumene 
C15H22 

/C15H24 

1471 1801/ 
1719 

0.06 

9 Pentadecene-1 C15H30 1474 1539 0.06 
10 Beta selinene C15H24 1482 1750 0.308 
11 Alpha selinene C15H24 1493 1758 0.17 
12 Alpha elemol C15H26O 1534 2108 0.085 
13 Elema- 1,3,11(13)- 

Trien-12-al 
C15H22O 1555 – 0.206 

14 Oxyde Caryophyllene C15H24O 1570 2024 0.291 
15 Beta Eudesmol C15H26O 1636 2268 1.256 
16 Aplotaxene C17H28 1660 2623 4.734 
17 Beta costol C15H24O 1748 2532 1.865 
18 Alpha costol C15H24O 1754 2607 1.034 
19 Dehydrosaussurea 

lactone 
C15H20O2 1861 – 6.556 

20 Costunolide C15H20O2 1891 – 8.874 
21 Dehydrocostus lactone C15H18O2 1962 – 55.399 
22 Unknown – 2118 – 0.446 
23 Unknown – 2146 – 0.44  

Total    82.75 

Sesquiterpene hydrocarbons: 5.94%; Sesquiterpene oxygenated: 75.92%; Un-
known: 0.89. 

Table 2 
Particle size, polydispersity index and ζ-potential of blank and loaded PMMA 
nanoparticles.   

Z-average 
(nm) 

PDI ζ-potential 
(mV) 

Blank NP 45 ± 2 0.19 ±
0.01 

+39 ± 2 

Saussurea lappa EO loaded- 
NP 

145 ± 1 0.18 ±
0.01 

+45 ± 2  
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3.3. Stability study 

The colloidal stability of SL-EO loaded-NP formulation was investi-
gated by analyzing the size and the ζ-potential as a function of tem-
perature (4 ◦C, RT and 40 ◦C) during one month. As demonstrated in 
Fig. 4A, the average diameter of the prepared PMMA loaded-NP 
throughout the period of stability study was not changed significantly 
(ranging size was from 140 to 148 nm). The ζ-potential was found to be 
almost constant and in the vicinity of 45 mV +/- 5 mV at pH 6. 

Moreover, the ζ-potential values of these NPs have been determined 
under different pH to get an idea about their stability upon biological 
applications. In this context, the ζ-potential was determined after the 
addition of either diluted HCl or NaOH to have different pH (3, 4, 5, 7, 9, 
10 and 12) and the results are shown in Fig. 4B. By increasing the pH 
from 3 to 12, the ζ-potential decreased from +45 to +32 mV. These 
results were in conformity with those obtained by Du and coworkers 
(2004) for carboxymethyl konjac glucomannan–chitosan based-NP. In 
another study, the change in the ζ-potential measurements was related 
to the decrease in the charge density of the chitosan induced by the 

reduction of the concentration of H+ ions (Boddohi et al., 2008). 
Although the ζ-potential decreased by varying pH, the NP remained 
stable with a ζ-potential around +32 mV. 

3.4. In vitro cytotoxicity 

The human lung epithelial A549 cell line is derived from an alveolar 
adenocarcinoma and has an epithelial like-morphology and is 
commonly used as in vitro model for cytotoxicity screening of formula-
tions (Carterson et al., 2005). In the current study, LDH cytotoxicity test 
was used to determine the cell viability. LDH test is an indirect and 
colorimetric method to check cellular cytotoxicity. It measures the 
concentration of LDH enzyme released from the damaged cells. Released 
LDH catalyzes lactate oxidation to pyruvate with simultaneous reduc-
tion of NAD+ to NADH/H+ that in turn reduces tetrazolium salt to a red 
colored formazan that can be detected by spectrophotometry. The in-
tensity of formed color reflects the amount of released LDH (Aslantürk, 
2017). 

In this study, A549 cells were first treated in a concentration- 

Fig. 2. Transmission Electron Microscopy images of Saussurea lappa EO loaded PMMA nanoparticles at 0.5 and 0.1 μm scale bar.  

Fig. 3. Fourier transformed infrared spectroscopy (FTIR) spectrum noted between 650 cm− 1 and 4000 cm− 1 for unencapsulated Saussurea lappa EO, PMMA and EO 
loaded-Nanoparticles. 
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Fig. 4. Stability of PMMA based nanoparticles containing Saussurea lappa EO in terms of size, ζ-potential (A) and pH (B). Measurements from separate tests were 
combined (n = 3) and represented as mean ± SD; ns indicates non-significant difference (p-value > 0.05). 

Fig. 5. Cytotoxic effect of Saussurea lappa EO in its free and encapsulated form; s: significantly different from the control cells; ns: not significantly different from the 
control cells. 
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dependent manner with SL-EO loaded-NP formulations at different 
concentrations (12.5, 25, 50, 75, 100 and 200 µg/mL of oil content). 
Similarly, the effect of un-encapsulated SL-EO along with DMSO and 
blank NP on cell viability was investigated and the results are shown in 
Fig. 5. The non-cytotoxicity of free NP confirms the biocompatibility of 
the used polymer. Several works reported no detectable cytotoxicity 
after PMMA-NP treatment on many cell lines including HaCaT (human 
keratinocyte), RAW264 (monocyte/macrophage-like cells), MDA- 
MB231 (invasive human breast adenocarcinoma), FaDu (pharynx car-
cinoma cells), MCF-7 (non-invasive human breast adenocarcinoma) 
(Gargouri et al., 2009), NR8383 macrophages (Eidi et al., 2010), CAM 
(chorioallantoic membrane) and rabbit corneal epithelial cell lines 
(Katzer et al., 2014). Moreover, SL-EO loaded-NP exhibit a dose- 
dependent cytotoxic effect. For instance, NP at higher concentrations 
(≥50 µg/mL) were considered as cytotoxic whereas NP containing both 
25 and 12.5 µg/mL were shown as non-cytotoxic. This result was in 
agreement with what Nayal et al. reported when they investigated the in 
vitro cytotoxicity of Lippia dulcis Trev. EO on Hep G2 cells (Nayal et al., 
2009). They found that the EO reduced cells viability in a concentration 
and time-dependent manner. Similar results were also reported in the 
literature (Montero-Villegas et al., 2018). Moreover, the encapsulated 
-EO is more cytotoxic than its un-encapsulated form (especially at higher 
concentration) which can be attributed to the nanoencapsulation 
concept. As reported earlier, the nanoencapsulation may increase the 
cellular uptake and the bioavailability of essential oils as compared to 
their free form (Lammari et al., 2020b). 

Interestingly, these findings corroborate cell morphologic changes. 
Fig. 6 shows micrographs of untreated and treated A549 cells. Light 
microscopic observation shows that cells changed their morphology 
when cultured in the presence of SL-EO loaded-NP at concentrations 
more than 50 µg/mL (Fig. 6. d, e and f). Contrary in A549 control cells, 
structural alterations, reduction of A549 cell populations, and destruc-
tion of the cytoplasm could be observed. However, cells treated with SL- 
EO loaded-NP at 12.5 and 25 µg/mL were similar to control cells where 
higher confluency, bigger nuclei and intact cytoplasm were visualized 
(Fig. 6. b and c). This finding confirms the non-cytotoxicity of the 
developed nanoparticles at these two concentrations (12.5 and 25 µg/ 
mL). 

3.5. Anti-inflammatory effect 

Among the characteristic features of host inflammatory response to 
an insulting agent (e.g., bacteria, viruses, toxins) the production and 

release of pro-inflammatory mediators, including cytokines such as 
interleukin (IL)-1, IL-6 and IL-10 and tumor necrosis factor-alpha (TNF- 
α). This latter induces in turn the production of other inflammatory 
cytokines like granulocyte–macrophage colony-stimulating factor (GM- 
CSF) and potentiate the inflammation (Kany et al., 2019). 

In addition to cytokines, increased production of matrix-degrading 
proteases has been associated with inflammation. These include the 
matrix metalloproteinases (MMP) such as MMP-9 and MMP-2, a family 
of proteolytic enzymes involved in tissue remodeling (Shoshani et al., 
2005) and inflammation modulation (Manicone and Mcguire, 2008). 
Literature survey revealed that both costus root extract and its main 
sesquiterpene lactones were widely studied for their anti-inflammatory 
effects; while, a formulation of such extract employing nanoparticles has 
never been studied for this context. 

To address this aspect, A549 cells were incubated with SL-EO loaded 
nanoparticles (25 µg/mL) for 1 h prior to LPS treatment. This latter is 
known to trigger inflammatory-mediators expression and release by 
A549 cells. After the end of the treatments, mRNA expression of TNF-α, 
IL-1β and GM-CSF was investigated using RT-qPCR. The stimulation of 
A549 with LPS resulted in a strong increase of mRNA expression of the 
inflammatory factors (Fig. 7). Similar results were obtained with free 
nanoparticles treatment (without EO) especially for TNF-α and GM-CSF. 
Interestingly, a high reduction of all the cytokines was observed upon 
treatment with SL-EO loaded-NP (Fig. 7) suggesting strongly the anti- 
inflammatory effect mediated by SL-EO. Both dehydrocostuslactone 
and costunolide were reported as potential inhibitors of the expression 
of TNF-α (Choodej et al., 2018; Seo et al., 2015) (Rayan et al., 2011) and 
IL-1β (Kang et al., 2004; Rayan et al., 2011) (He et al., 2019). The ac-
tivity of these two constituents was not limited on these two cytokines. 
In a recent study carried by Zhou et al. (Zhou et al., 2020), dehy-
drocostus lactone extracted from the roots of SL reduced the expression 
of other inflammatory mediators like myeloperoxidase (MPO), super-
oxide dismutase (SOD), MCP-1, IL-17, IL-6 and IL-23, inflammatory 
signaling pathway (those associated with COX2, IL-6, IL-23, iNOS, 
GP130 and L-17), and colorectal mucosal barrier-related regulatory 
factors (XBP1s and MUC2). Subsequently, costunolide was shown to 
negatively regulates the expression of IL-6, MCP-1, Cox2, iNOS and NF- 
κB nuclear translocation in activated murine BV-2 microglia (Rayan 
et al., 2011). Li et al. related the biological effect of costunolide and 
dehydrocostus lactone to their α-methylene-γ-butyrolactone ring which 
is the key moiety of these two sesquiterpenes (Li et al., 2020). Further 
LDH cytotoxicity assay was used to determine the cell viability upon LPS 
treatment and results confirm the non-cytotoxicity of all the 

Fig. 6. Representative micrographs of cell morphology after various treatments: a) Untreated cells; b) Cells treated with EO-loaded NP (12.5 μg/mL); c) Cells treated 
with EO-loaded NP (25 μg/mL); d) Cells treated with EO-loaded NP (75 μg/mL); e) Cells treated with EO-loaded NP (100 μg/mL) and f) Cells treated with EO-loaded 
NP (200 μg/mL). Magnification x400. 
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formulations (Fig. 8). 
Furthermore, a gelatin zymography was performed to assess the level 

of MMP in the medium released from all the treated A549 cells and the 
results are reported in Fig. 9. In this study, we focused on MMP-9. MMP- 
9 is implicated in the degradation of gelatin and collagen type IV, major 
components of the basement membrane and extracellular matrix (Kim 
et al., 2012). It is also of particular interest for inflammation because of 
its role in neutrophil infiltration and cytokine cleavage (Bradley et al., 

2012; Sorokin, 2010). Our data show that LPS stimulates MMP-9 
enzyme production, while a reduction was noticed after SL-EO loaded- 
NP treatment (Fig. 9). This results was in accordance with previous work 
studies where both costunolide (He et al., 2019) and dihydrocostus 
lactone (Kim et al., 2012) exhibited remarkable inhibition of MMP-9. 
Altogether, our data demonstrate that SL-EO possesses anti- 
inflammatory properties. 

3.6. In vitro anticholinesterase activity 

Alzheimer’s disease is among the major global public health priority 
and recently its prevalence has been increasing at an alarming rate. It is 
a chronic neurodegenerative disorder of the brain characterized by 
progressive decline of activities of daily living, behavior, and cognition. 
Alzheimer’s disease is secondary to deficits in central cholinergic 
neurotransmission resulting from a loss of the neurotransmitter 
(acetylcholine) (Grossberg, 2003; Znati et al., 2020). Cholinesterase 
inhibitors seem to be a promising strategy to manage Alzheimer’s dis-
ease by inhibiting the enzymes that degrade acetylcholine (i.e. acetyl-
cholinesterase and butyrylcholinesterase), thereby increasing the 
availability of acetylcholine to stimulate the receptors within the brain 
(Lane et al., 2005; Mesulam et al., 2002). In this study, we addressed for 
the first time the anticholinesterase activity of free SL-EO, unloaded-NP 
and SL-EO loaded-NP and compared it to that of the standard drug: 
Galantamine. The results are illustrated in Fig. 10. 

All the tested samples inhibited acetylcholinesterase and butyr-
ylcholinesterase activities in vitro in a dose dependent manner. 

Fig. 7. RNA expression of LPS-induced IL-1β (A), TNF-α (B) and GM-CSF (C) after A549 treatment with free PMMA-based NP and SL-EO loaded PMMA-based NP 25 
μg/mL. Measurements from independent wells and reproducible, represented as mean ± SD. Different letters indicate significant difference (p-value < 0.05). 

a a a a

Fig. 8. Cytotoxic effect of Saussurea lappa EO in its free and encapsulated form 
(25 μg/mL) upon LPS stimulation. Different letters indicate significant differ-
ence (p-value < 0.05). 
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Regarding butyrylcholinesterase, SL-EO loaded-NP showed an inhibi-
tion better than the standard drug: Galantamine. At the highest con-
centration (200 μg/mL), the ranked order of inhibition was as follow: SL- 
EO loaded-NP (101.6%) > un-encapsulated SL-EO (93.2%) > galant-
amine (78.9%), while with respect to acetylcholinesterase, the inhibi-
tion order at the highest concentration was as follow: galantamine 
(94.8%) > SL-EO loaded-NP (90.6%) > un-encapsulated SL-EO (72.6%). 
When comparing the inhibition of the unloaded-PMMA-NP (free-NP) 
with that of SL-EO loaded-NP against both enzymes, our data suggests 
that SL-EO exhibits an anti-Alzheimer property. This result was in 
agreement with a report by Ponnusankar et al. (2014) when they tested 
the in vitro acetyl- and butyrylcholinesterase inhibition of the meth-
anolic extract of costus roots. Literature survey revealed also that 
sesquiterpene lactones have been previously reported as cholinesterase 
inhibitors (Hajimehdipoor et al., 2014; Hegazy et al., 2015; Ibrahim 
et al., 2013). Li et al. reported that the biological effect of costunolide 
and dehydrocostus lactone which are the main constituents of the SL- 
EO, is related to their α-methylene-γ-butyrolactone skeleton. For 
instance, the double bond of α-methylene-γ-butyrolactone produces an 
electrophilic entity capable of engaging in Michael-type reactions with 
nucleophilic groups of some essential groups of the active sites in the 
human body like amino acids or peptides (L-cysteine, glutathione) and 
enzymes containing sulfhydryl groups (Fig. 11) (Li et al., 2020; Padilla- 
Gonzalez et al., 2016). It was reported that the presence of free sulfhy-
dryl groups in human cholinesterase enzymes molecules induced an 
irreversible inhibition in the micromolar range (Frasco et al., 2007). In 
the present study, the in vitro anti-Alzheimer activity was performed on 
horse serum-derived butyrylcholinesterase and Electrophorus electricus- 
derived acetylcholinesterase. The horse serum-derived butyr-
ylcholinesterase showed 90.1% similarity with the human serum 
butyrylcholinesterase (Moorad et al., 1999), so it could be assumed that 

it contains sulfhydryl groups capable to react with the α-methylene- 
γ-butyrolactone of costunolide and dehydrocostus lactone. In support of 
this assumption, the high inhibitory effect of SL-EO against butyr-
ylcholinesterase; the IC50 values were 17.4 ± 1.1 and 34.7 ± 2.0 µg/mL 
for un-encapsulated SL-EO and the standard drug, respectively, as 
illustrated in Table 3. 

With respect to acetylcholinesterase, it was reported that free sulf-
hydryl groups were absent in Electrophorus electricus acetylcholines-
terase and the enzyme inhibition occured in the millimolar range 
(Frasco et al., 2007). This explained the high IC50 value of SL-EO (67.4 
± 3.7 µg/mL) when compared to that against butyrylcholinesterase 
(IC50 = 17.4 ± 1.1 µg/mL) or to that of standard drug (IC50 = 6.3 ± 1.2 
µg/mL). 

Fig. 10 shows also that SL-EO in its encapsulated form showed better 
anti-cholinesterase activity than the un-encapsulated oil. A decrease in 
IC50 values was noticed for both enzymes, as depicted in Table 3. The 
IC50 values were 25.0 ± 2.0 and 67.4 ± 3.7 µg/mL against acetylcho-
linesterase; and 14.9 ± 1.9 and 17.4 ± 1.1 µg/mL against butyr-
ylcholinesterase for SL-EO loaded-NP and un-encapsulated SL-EO, 
respectively. This was is accordance with previous reports where they 
asserted an enhancement in the biological activity upon EO encapsula-
tion (Froiio et al., 2019) 

It was reported earlier that the methanolic extract of the roots of SL 
inhibited acetyl- and butyrylcholinesterase with an IC50 equal to 58.68 
± 0.86 and 94.46 ± 0.5 µg/mL, respectively (Ponnusankar et al., 2014). 
These values were higher than those obtained in the present study. Thus, 
the developed NP may represent a promising formulation system for 
enhancing inhibition of Alzheimer-associated enzymes and potentially 
disease management. Of note, in addition to its lowest IC50 for both 
enzymes inhibition, the EO investigated in this study was extracted by a 
green process that provides credence to health claims and for quality 

Fig. 9. Gelatin zymography for MMP9 (A) and densitometry (B) after A549 treatment with free PMMA-based NP and SL-EO loaded PMMA-based NP 25 μg/mL.  
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Fig. 10. Acetylcholinesterase inhibition (A) and Butyrylcholinesterase inhibition (B) of unencapsulated SL-EO, free PMMA-based NP, SL-EO loaded PMMA-based NP 
and galantamine. Measurements from separate tests were combined (n = 3) and represented as mean ± SD; s: significantly different from the standard; ns: not 
significantly different from the standard. 

Fig. 11. Mechanism of the Michael-type addition at α-methylene-γ-butyrolactone moiety of sesquiterpene lactones. The structure containing the sulfhydryl group 
(-SH) represents the nucleophile (protein cysteine residue, for example). 

N. Lammari et al.                                                                                                                                                                                                                               



International Journal of Pharmaceutics 593 (2021) 120138

12

assurance. 

3.7. In vitro α-amylase and α-glucosidase activity 

Diabetes mellitus, a metabolic disorder characterized by hypergly-
cemia over a prolonged period of time, has emerged as an important 
cause of mortality and morbidity on a global scale. It is caused by either 
deficiency or impairment in the effectiveness of pancreatic insulin 
(Kharroubi and Darwish, 2015). One of the greatest challenges in dia-
betes management is the effective and consistent control of postprandial 
hyperglycemia. The healthy diet of diabetic people is an area of much 

debate. Currently, most experts agree that the total carbohydrate intake 
is a relatively reliable factor in predicting postprandial blood glucose 
(Sheard et al., 2004). The inhibition of α-amylase and α-glucosidase, 
enzymes involved in the digestion of carbohydrates, can significantly 
reduce the postprandial hyperglycemia (Agarwal and Gupta, 2016; 
Naquvi et al., 2011). In fact, α-amylase breaks down long chain carbo-
hydrates; while α-glucosidase converts starch and disaccharides into 
simple sugar (glucose) (Nair et al., 2013). Therefore, the inhibition of 
these two enzymes seems to be an important strategy in the management 
of diabetes mellitus. In this context, the study of the antidiabetic effect of 
free SL-EO, unloaded-NP and SL-EO loaded-NP through inhibition of 
α-amylase and α-glucosidase was investigated, for the first time, in vitro 
and compared to that of standard drug: Acarbose. The results are shown 
in Fig. 12. 

All the samples inhibited α-amylase and α-glucosidase activities in 
vitro in a dose dependent manner. Fig. 12 shows that SL-EO exhibited 
inhibitory effect since the unloaded-PMMA-NP (free-NP) did not show 
any enzyme inhibition. This result confirms the fact that costus species 
may reduce the blood glucose level. Raafat et al. reported that costus 
infrared extract has shown superiority in controlling gestational dia-
betes for pregnant groups with high safety profile on the offspring 
(Raafat et al., 2019). Fig. 12 reflects also that SL-EO showed better in-
hibition than the standard drug: acarbose against α-amylase and 
α-glucosidase. The IC50 values were 65.9 ± 1.7 and 365.3 ± 10.7 µg/mL 
against α-amylase; and 42.1 ± 3.0 and 271.7 ± 7.1 µg/mL against 
α-glucosidase for, un-encapsulated SL-EO and acarbose, respectively 

Table 3 
IC50 of α-amylase, α-glucosidase, acetylcholinesterase and butyrylcholinester-
ase for unencapsulated SL-EO, SL-EO loaded PMMA-based NP and the reference 
compounds: Acarbose and Galantamine.  

Sample IC50 (µg/mL) 

α-amylase α-glucosidase AChE BChE 

SL-EO 65.9 ± 1.7* 42.1 ± 3.0* 67.4 ± 3.7* 17.4 ± 1.1* 

SL-EO loaded-NP 22.9 ± 0.3* 75.8 ± 4.4* 25.0 ± 2.0* 14.9 ± 1.9* 
Acarbose 365.3 ± 10.7 271.7 ± 7.1 – – 
Galantamine – – 6.3 ± 1.2 34.7 ± 2.0 

IC50, is the concentration of samples required for 50% inhibition. 
Each value is expressed as mean ± SD. 

* Value is significantly different from the positive control, acarbose or gal-
antamine (p < 0.005). AChE, Acetylcholinesterase; BChE, Butyrylcholinesterase. 

Fig. 12. α-Amylase inhibition (A) and α-glucosidase inhibition (B) of unencapsulated SL-EO, free PMMA-based NP, SL-EO loaded PMMA-based NP and acarbose. 
Measurements from separate tests were combined (n = 3) and represented as mean ± SD; s: significantly different from the standard; ns: not significantly different 
from the standard. 
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(Table 3). According to the literature, the antidiabetic effect of costus oil 
may be related to the presence of costunolide. Eliza et al. suggested that 
costunolide could effectively manage the glycemic control (Eliza et al., 
2009). It was found that plasma glucose was significantly (p < 0.05) 
reduced in a dose-dependent manner upon costunolide administration 
to streptozotocin-induced diabetic rats when compared to the control. 
Additionally, the oral administration of costunolide (20 mg/kg bw) 
significantly decreased glycosylated hemoglobin (HbA1c) and increased 
plasma insulin and tissue glycogen (Eliza et al., 2009). In a subsequent 
study, the increased sensitivity of insulin to uptake glucose by costu-
nolide was ascribed to the stimulation of the beta islets to secrete insulin 
(Li et al., 2004). Regarding the chemical structure of diabetes control-
ling key enzymes, almost all α-glucosidases are reported to be highly 
inhibited by sulfhydryl-binding reagents (El-Shora et al., 2009; Far-
idmoayer and Scaman, 2005). This may explain the potent inhibitory 
activity of SL-EO against this enzyme. Alpha-amylases were also re-
ported to possess sulfhydryl groups, but the inhibitory effect of SL-EO 
was not similar to that against α-glucosidase. It was noticed in an 
ancient work study that sulfhydryl groups were not absolutely required 
in α-amylase inhibition reaction since their complete oxidation coin-
cided with 80% inactivation of the enzyme (Schramm, 1964). Padilla- 
Gonzalez et al. reported that the therapeutic effect of sesquiterpenes 
lactone did not restrict to the lactone moiety, although other structural 
moieties like epoxy, peroxy or aldehyde groups should not be ruled out 
(Padilla-Gonzalez et al., 2016). 

In respect to α-amylase, SL-EO in its encapsulated form exhibited 
better inhibition when compared to the un-encapsulated form. IC50 
values were 65.9 ± 1.7 and 22.9 ± 0.3 µg/mL for un-encapsulated SL-EO 
and SL-EO loaded-NP, respectively (Table 3). Similar results were re-
ported earlier. Psoralea corylifolia extract loaded-NP exhibited better 
antidiabetic effect as compared to the free form (Shanker et al., 2017). 
Kavitha and coworkers (2017) related the enhancement in the antidia-
betic activity of Nilgirianthus ciliatus NP to the encapsulation of the plant 
extract. On the other hand, unexpected results were shown with respect 
to α-glucosidase where SL-EO loaded-NP exhibited lower inhibition 
activity than the un-encapsulated form. The IC50 values were 42.1 ± 3.0 
and 75.8 ± 4.4 µg/mL for un-encapsulated SL-EO and SL-EO loaded-NP, 
respectively (Table 3). This could be related to the fact that the oil 
needed more time to be released from PMMA-NP. In overall, SL-EO may 
be used as alternative for conditional oral hypoglycemic drugs in dia-
betes 2 managements known for their adverse effects like diarrhea, 
gastrointestinal discomfort, nausea, flatulence, cramping and weight 
gain (Fujisawa et al., 2005). 

4. Conclusion 

Indeed the present study confirmed the important medicinal poten-
tial of Saussurea lappa CB. Clarke, known as costus, particularly with the 
extraction of its essential oil by means of supercritical fluid extraction, 
an innovative, a clean, and an environmetally friendly technique. 
Beneficial properties due to the anti-inflammatory, anti-Alzheimer and 
antidiabetic potentials of the extracted essential oil with dehydrocostus 
lactone (55.39%) and costunolide (8.87%) as the major constituents, are 
reinforced by its encapsulation in PMMA based-NP of sizes order of 145 
nm, a high ζ-potential value of + 45 mV and a good stability upon one- 
month storage at different temperatures and pH. The in vitro cytotoxicity 
studies were performed on A549 cell lines and the loaded nanoparticles 
at 25 μg⋅mL− 1 did not exhibit any cytotoxic effect and significant al-
terations on cells cytoplasm and nuclei were observed microscopically at 
higher essential oil concentration (≥50 µg.mL− 1). The obtained results 
did also confirm the better efficiency of the designed nanoparticles in the 
treatment of diabetes type 2 than that of acarbose. The IC50 were equal 
to 22.9 and 75.8 μg⋅mL− 1 against α-amylase and α-glucosidase, respec-
tively. A high anti-Alzheimer’s effect was noticed also with IC50 values 
around 25.0 and 14.9 μg⋅mL− 1 against acetylcholinesterase and butyr-
ylcholinesterase, respectively. The qRT-PCR and gelatin zymography 

experiments demonstrated a significant diminution of inflammatory 
cytokines gene expression (TNF-α, GM-CSF and IL1β) and matrix 
metalloprotease-9 activity in LPS-induced inflammatory A549 cell line. 
Moreover, evidence that α-amylase, α-glucosidase, acetyl- and butyr-
ylcholinesterase inhibitory activities might be related to the α-methy-
lene-γ-butyrolactone moiety of dehydrocostus lactone and costunolide 
of the studied essential oil was shown. To the best of our knowledge, this 
is the first report of the in vitro α-amylase, α-glucosidase and anticho-
linesterase inhibitory effects of Saussurea lappa essential oil loaded 
nanoparticles along with their anti-inflammatory activity. Based on the 
reported enzymes inhibition activities and biologically metalloproteases 
and decreased expression of inflammatory cytokines, Saussurea lappa 
essential oil loaded nanoparticles could pave the way to the develop-
ment of new bioactive formulations or dietary supplements for potential 
management of Alzheimer, diabetes or inflammatory diseases without 
or with adverse effects by comparison to those generally produced by 
conventional synthetic drugs. Further investigations are warranted 
including in vivo studies (e.g., preclinical), pharmacokinetic properties, 
bioavailability and the underlying associated metabolic pathways 
before any firm conclusion can be drawn on the efficacy of Saussurea 
lappa essential oil on the pharmacological activities reported in this 
study. 
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A B S T R A C T   

The last decade has witnessed a burgeoning global movement towards essential and vegetable oils in the food, 
agriculture, pharmaceutical, cosmetic, and textile industries thanks to their natural and safe status, broad 
acceptance by consumers, and versatile functional properties. However, efforts to develop new therapy or 
functional agents based on plant oils have met with challenges of limited stability and/or reduced efficacy. As a 
result, there has been increased research interest in the encapsulation of plant oils, whereby the nanocarriers 
serve as barrier between plant oils and the environment and control oil release leading to improved efficacy, 
reduced toxicity and enhanced patient compliance and convenience. In this review, special concern has been 
addressed to the encapsulation of essential and vegetable oils in three types of nanocarriers: polymeric nano-
particles, liposomes and solid lipid nanoparticles. First, the chemical composition of essential and vegetable oils 
was handled. Moreover, we gather together the research findings reported by the literature regarding the 
different techniques used to generate these nanocarriers with their significant findings. Finally, differences and 
similarities between these nanocarriers are discussed, along with current and future applications that are war-
ranted by their structures and properties.   

1. Introduction 

The last decade has evidently witnessed a tremendous surge in the 
use of herbal medicine as a form of complementary or replacement 
therapy (Mainardi et al., 2009). The global acceptance and public 
concern in the use of herbal medicines, phytonutrients or nutraceuticals 
continue to assume exponential increase. It has been estimated that up 
to 80% of people worldwide relying on them as a primary source of 
healthcare (Ekor, 2013). This concern in drugs of natural origin is 
related to numerous reasons, namely, the traditional medicine is more 
affordable, closer to the patient’s ideology and receives greater public 
access than chemical synthesized treatment. Furthermore, abusive and/ 
or incorrect use of conventional medicines results in some cases in 
harmful side effects (Wachtel-Galor and Benzie, 2011). The use of aro-
matic and medicinal plants is incessantly expanding due to increasing 
consumers demand and concern in these plants for several applications. 

In fact, consumers are becoming more and more aware of the benefits of 
inherent practice of medicinal and aromatic plants and their metabolites 
(Chikezie et al., 2015; Rates, 2001). These plants produce a large variety 
of secondary metabolites; among them, essential and vegetable oils 
deserve particular attention (Dhifi et al., 2016; Kumar et al., 2016; 
Pandey et al., 2016; Yara-Varón et al., 2017). 

Essential oils (EO) comprised volatile and semi-volatile organic 
compounds determining the specific aroma, flavor and fragrance of 
plants. They are volatile and instable at room-temperature. In the other 
hand, vegetable oils (VO) consist of esters of glycerol and fatty acids and 
are nonvolatile and stable at room temperature (Moghaddam and 
Mehdizadeh, 2017; Sagiri et al., 2016). Besides being edible in their 
refined or virgin form, VO play a crucial role in therapeutic and pro-
phylactic prevention of diseases such as inflammation, diabetes, cancer 
and atherosclerosis (Ganesan et al., 2018; Kochikuzhyil et al., 2010; 
Saha and Ghosh, 2011; Yu et al., 2004). Subsequently, EO received 

Abbreviations: EO, Essential oil; VO, Vegetable oil; pNPs, Polymeric nanoparticles; SLN, Solid lipid nanoparticles; EE%, Encapsulation efficiency; HLB, Hydrophilic 
lipophilic balance; SUV, Small unilamellar vesicles; LUV, Large unilamellar vesicles; MLV, Multilamellar vesicles; NLC, Nanostructured lipid carriers; MIC, Minimum 
inhibitory concentration; AUC, Area under the curve. 
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significant attention in food, agricultural and pharmaceutical fields due 
to their antioxidant, antibacterial, antiviral and antifungal properties. 
The diverse health benefits associated with the consumption of EO 
constitute an area of intense research (Ali et al., 2015; Dhifi et al., 2016; 
Elshafie and Ippolito, 2017). Meantime, the benefits linked to these 
bioactive agents is generally hampered by several obstacles. For 
instance, the oxidation is the main problem limiting the use of VO in 
several fields. The unsaturated fatty acids present in VO lead to increase 
the risk of lipid oxidation which in turn result in producing numerous 
free radical species, primary oxidation products such as lipid hydro-
peroxides and secondary oxidation products such as hydrocarbons, ep-
oxides, ketones and aldehydes that negatively impact aroma. Moreover, 
VO oxidation can generate toxic products that can largely affect bio-
logical tissues (Chen et al., 2011; Matthäus, 2010). At the same time, 
numerous studies have evidenced that EO are unstable and degraded 
easily if they are not protected from external factors like oxidation, 
volatilization, heat and light (Turek and Stintzing, 2013). Besides all 
these, the low water solubility, low permeation and low bioavailability 
of plant oils in biological fluids and tissues constitute other factors that 
limit their rational use (Dima et al., 2020; Rein et al., 2013). Therefore, 
designing suitable carriers by using nanoencapsulation approach is 
crucial to overcome restrictions outlined (El-Asbahani et al., 2015a,b; 
Sagiri et al., 2016). Hoyos-leyva et al. (2019) revealed that the encap-
sulation of almond oil in starch microcapsules conferred more protec-
tion against oxidation when compared to unencapsulated oil. Similar 
results were already reported when investigating the stability of linseed, 
jasmine and holy basil oils-loaded nanoparticles against heat, oxidation 
and volatilization as compared to the free oils (Lv et al., 2014; Rubilar 
et al., 2012; Sutaphanit and Chitprasert, 2014). Moreover, several 
studies have evidenced the amelioration of plant oils biological perfor-
mance after being incorporated in nanosystems. Alaarg et al. (2016) 
depicted that the encapsulation of docosahexaenoic acid in liposomes 
improve its anticancer activity. Zhaveh et al. (2015) related the superior 
performance of Cuminum cyminum EO nanogels against Aspergillus flavus 
as compared to the free oil to the increased surface area of the 
nanoparticles. 

Depending on the preparation method, nanocarriers can be mainly 
classified into two main groups: polymer-based nanocarriers and lipid- 
based nanocarriers. Among the several colloidal systems investigated 
in drug delivery, polymeric nanoparticles (pNPs), liposomes and solid 
lipid nanoparticles (SLN) gained more interest (Allen and Cullis, 2013; 
El-say and El-sawy, 2017; Geszke-Moritz and Moritz, 2016; Immordino 
et al., 2006; Mehnert and Mäder, 2012; Rani et al., 2017). In this 
context, the present review covers literature data summarizing the 
current development of nanocarrier systems for plant oils delivery with 
a focus on the main properties and preparation technique of pNPs, li-
posomes and SLN. In addition, the chemical composition of both 
essential and vegetable oils along with the emerging and potential ap-
plications of plant oils loaded nanocarriers in several fields were 
explored. 

2. Chemical composition of vegetable oils 

Vegetable oils, also named non-essential or fixed oils, are fats usually 
extracted from plant seeds (e.g., soybean oil, rapeseed oil, sesame oil, 
etc.), or less often from other parts of fruits (e.g., olive oil, palm oil, etc.), 
by simple pressing and/or solvent extraction process (Yara-Varón et al., 
2017). Depending on the origin, the crop, the season, and the producing 
methods, their composition is highly variable and complex (Lligadas 
et al., 2010). 

2.1. Triglycerides 

The main components of VO are triglycerides; they represent 95 to 
98% of the global constituents depending on the source of oil (Yara- 
Varón et al., 2017). The word ‘oil’ hereby refers to triglycerides that are 

liquid at room temperature (Guner et al., 2006). Triglycerides are 
composed of three fatty acid molecules esterified to one glycerol mole-
cule, as demonstrated in Fig. 1 (Miao et al., 2014). Depending on the 
saturation degree of fatty acids, triglycerides are classified into satu-
rated, mono- and poly-unsaturated fatty acids. The characteristics of VO 
depend on several parameters including; i) fatty acid chain length, ii) the 
degree of unsaturation, and iii) the stereochemistry of the double bonds 
(Meier et al., 2007). Additionally, varieties in climatic, agronomic and 
cultivation may engender difference in fatty acid composition of tri-
glycerides (Yara-Varón et al., 2017). 

2.2. Minor components 

Apart of triglycerides, VO contain also a diversity of non-triglyceride 
minor compounds (<5%) which present crucial biological properties 
and nutritional values for nutraceutical and pharmaceutical industries 
(Fig. 2) (Yara-Varón et al., 2017). They comprised two types: glycer-
olipids including monoglycerides, diglycerides and phospholipids; and 
non-glycerolipids such as tocopherols/tocotrienols, sterols, free fatty 
acids, pigments, vitamins, phenolic compounds, proteins and water 
(Xenakis et al., 2010). 

3. Chemical composition of essential oils 

Essential oils are oily aromatic liquids extracted from different plant 
organs as secondary metabolites like, leaves (eucalyptus, thym, salvia), 
zest (citrus), flowers (lavender, rose, jasmine), fruits (citrus), seeds 
(sesame), roots (ginger) and wood (sandal) (El-Asbahani et al., 2015a, 
b). The EO are generally complex mixtures of individual aroma com-
pounds. Even they are not strictly oils, they are poorly soluble in water 
(Calo et al., 2015). In last decades, innovative methods have been 
emerged to extract EO from plant raw materials (Boukroufa et al., 2015; 
Gavahian et al., 2015; Sodeifian et al., 2016; Zermane et al., 2016). The 
constituents of plant EO comprise mainly four main groups: terpenes, 
phenylpropanoids, straight-chain compounds and miscellaneous groups. 

3.1. Terpenes 

Terpenes are the most abundant compounds found in plant EO 
(Chizzola, 2013). They are synthesized via the mevalonic acid pathway 
in the cytoplasm of plant cells (Morsy, 2017). Terpene compounds can 
be divided into two main categories: terpene hydrocarbons and 
oxygenated compounds (Moghaddam and Mehdizadeh, 2017). 

3.1.1. Terpenes hydrocarbon 
The essential building block of terpenes is the isoprene unit joined in 

a head-to-tail manner. Basing on the number of isoprene units, different 
terpenes can be found in EO, as demonstrated in Fig. 3 (El-Asbahani 
et al., 2015a,b; Morsy, 2017). Terpenes hydrocarbons are the first main 
group of components composed completely of carbon and hydrogen 
atoms and varied significantly in size and complexity (Moghaddam and 
Mehdizadeh, 2017). Monoterpenes and sesquiterpenes are the dominant 
terpenes found in plant EO. They are built up by two and three isoprene 
units, respectively. These terpenes could present acyclic, cyclic or aro-
matic structures. Cyclic terpenes can be classified depending on their 
ring size into monocyclic, bicyclic or tricyclic terpenes. These com-
pounds oxidize rapidly due to their fast reaction to heat and air sources 
(George et al., 2015). Diterpenes result by the combination of four 
isoprene units in a head-to-tail manner; they are essential constituents of 
plant resins (Langenheim, 2003). Commonly, diterpenes, triterpenes 
and tetraterpenes are present in EOs at a very low concentration. Their 
content may vary with the extraction method (Morsy, 2017). 

3.1.2. Terpenoids 
Terpene can be changed by adding functional groups and become 

terpenoid. When a monoterpene or a sesquiterpene has a functional 
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Fig. 1. Triglycerides composition of different vegetable oils.  

Fig. 2. Minor components of vegetable oils.  
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group added to it, it is known as a monoterpenoid or sesquiterpenoid; 
respectively. The suffix “oid” means “derived from” or “like” therefore 
“terpenoid” can refer to all molecules with a terpene-like structure 
(Moghaddam and Mehdizadeh, 2017). They are classified into carbox-
ylic acids, alcohols, aldehydes, esters, ethers, ketones, phenols, lactones, 
oxides, etc. 

3.2. Phenylpropanoid 

This class of compounds, derived from phenylpropene, is synthesized 
from the amino acid phenylalanine and l-tyrosine via the shikimic acid 
pathway. Their name is derived from the aromatic phenyl group and the 
propene tail. The propyl side chain may contain hydroxyl or carboxyl 
group; while the aromatic ring may carry methoxy, hydroxyl and 
methylene dioxy groups (Morsy, 2017). Phenylpropanoids give a spe-
cific flavor and odor to the plant when they are present (Moghaddam 
and Mehdizadeh, 2017). Eugenol and cinnamaldehyde are example of 
this group of constituents (Fig. 4). 

3.3. Straight-chain compounds 

This group contains only straight-chain compounds, not containing 
any side branches. They range from n-heptane, to compounds with 35 
carbon atoms. The leaf alcohol (3(Z)-hexen-1-ol) (Fig. 4) represents an 
example of this class; it gives an intense grassy-green odor upon cutting 
green grass and leaves (Morsy, 2017). 

3.4. Miscellaneous group 

They issue from the degradation of unsaturated fatty acids, lactones, 

terpenes, glycosides and represent sulfur- and nitrogen-containing 
compounds. Diallyl disulfide and indole are example of this class of 
compounds (Fig. 4) (Morsy, 2017). 

4. Limitation in clinical use of plant oils 

Since ancient times, EO have been recommended all over the world 
for a variety of health problems and diseases (Moghaddam and Mehdi-
zadeh, 2017). Enormous studies have investigated the biological prop-
erties of EO, including antimicrobial, antifungal (Ceole et al., 2017; 
Garcia-Rellán et al., 2016), antiviral (Zeghib et al., 2017), insecticidal 
(Chen et al., 2016; Jassbi et al., 2017), antioxidant (Hassanen et al., 
2015; Limaverde et al., 2017), anticancer (Carneiro et al., 2017; Thakre 
et al., 2016), antidiabetic (Tahir et al., 2016), anti-inflammatory 
(Chansang et al., 2018; Nonato et al., 2012), antihypertensive (Cher-
kaoui-Tangi et al., 2016) and immunomodulatory (Orhan et al., 2016; 
Ozek et al., 2017). In medical field, EO have been used against noso-
comial infections, as a cleaning liquid for disinfection of medical 
equipment and surfaces (Warnke et al., 2009) or as an aerosol in oper-
ating blocks and waiting rooms for air cleaning to limit contaminations 
(De Billerbeck, 2007). The application of EO has emerged to food and 
agriculture fields. They are used as antioxidants and preservatives in 
food (Khosravi, 2013; Pandey et al., 2016), as plant and crop protectants 
(Abdullah et al., 2018) and incorporated into foodstuff packaging 
(Ribeiro-Santos et al., 2017). 

In the other side, VO is a source of everlasting components which are 
responsible of pertinent biological properties. Many of the fatty acids 
and other compounds present in VO have long been known to benefit 
our health. Numerous experimental studies approved that a dietary 
intake of omega-3 polyunsaturated fatty acids can reduce inflammation 

Fig. 3. Composition of terpenes.  

Fig. 4. Examples of phenylpropanoids, straight chain compounds and miscellaneous groups.  
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and may prevent the risk of chronic diseases like heart disease, cancer, 
and arthritis (Gammone et al., 2019; Hardman and Fakas, 2016; Kris- 
Etherton et al., 2003). In addition, polyphenols, medium chain fatty 
acids and tocopherol present in some VO were the reason of their anti-
oxidant and antistress activities (Duthie et al., 2016; Yaep et al., 2015). 
Current animal studies have indicated that palmitic acid had a potent 
antiviral property against HIV-1 and HIV-2 (Özçelik et al., 2005). 
Linoleic and oleic acids were considered as effective antibacterial agents 
(Dilika et al., 2000). Further experimental studies highlighted other 
biological benefits of VO such as anti-inflammatory (Hsu and Partha-
sarathy, 2017), analgesic and antipyretic (Intahphuak et al., 2010), 
hypolipidemic (Ali and El-Anany, 2017), antibacterial (Tabassum and 
Vidyasagar, 2014), antiviral (Orhan et al., 2011), hepatoprotective and 
gastroprotective properties (Cheng et al., 2015). 

In the pharmaceutical field, plant oils entered in the composition of 
many dosage forms through several pathways, including the cutaneous 
route (creams, ointments, massage oils, gels), the oral route (tablets, 
syrup, capsules), the rectal route (suppositories) and the pulmonary 
route (aerosols, nasal drops, sprays) (El-Asbahani et al., 2015a,b). 
Despite that, the preparations based on plant oil have some important 
constraints. The VO oral delivery is always confronted to their low sol-
ubility in biological fluids, low permeation and poor bioavailability 
because of their possible oxidation in the gastrointestinal tract 
(Márquez-Ruiz et al., 2008). For instance, Kanner and Lapidot (2001) 
suggested that the adsorbed oxygen and low pH of the human gastric 
fluid may enhance the oxidation of VO in the presence of catalysts found 
in foods. Moreover, it was reported that hydroperoxide resulted from the 
hydrolysis of triacylglycerol contained in VO by pancreatic lipase are not 
likely to be absorbed in their intact form (Suomela et al., 2004). 

Additionally, the toxicity and irritation effects of EO on the oeso-
phageal and gastro intestinal mucosa limit also their uses. EO could be 
the reason of potential allergic reactions of the skin if they are undiluted 
or insufficiently diluted (Pedro et al., 2013; Warshaw et al., 2015). For 
instance, applying excessive amounts of cinnamaldehyde rich-EO to a 
large surface of the skin can result in significant allergic reaction and 
anaphylactic shock, which in turn may be fatal (Diba and Statham, 
2003). Some oils like those extracted from cumin, bergamot, verbena 
and lemon can cause photosensitization and induce malignant skin 
changes like redness, itching, burns, hyperpigmentation, pigmentary 
changes or berloque dermatitis (Zammit, 2010). Moreover, the high 
volatility and the high risk of deterioration of EO upon their direct 
exposure to heat, humidity, light, or oxygen discourages their free use, i. 
e. without a pharmaceutical vehicle (Turek and Stintzing, 2013). 
Therefore, the nanoncapsulation has been considered as a key to over-
come the mentioned limitations (El-Asbahani et al., 2015a,b; Sagiri 
et al., 2016). 

Encapsulation strategies help in converting oils into several dosage 
forms including, liquid, solid or semi-solid dosage forms and thus en-
ables retention of their activity for longer periods of time (Sagiri et al., 
2016). Nanocarriers protect plant oils from environmental factors such 
as pH, oxygen, light etc., serving as barrier between the molecule and 
the environment. They also shield the oils from oxidative degradation, 
evaporation and photo-degradation (Bilia et al., 2014). Their ability to 
control oil release confers improved efficacy, reduced toxicity, improved 
patient compliance and convenience (El-Asbahani et al., 2015a,b; Zhao 
et al., 2017). 

5. Plant oils-loaded nanodelivery systems 

Nanodelivery systems is an area of intense research as they provide a 
number of benefits for therapy, such as (i) high drug efficacy, specificity 
and tolerability, (ii) sustained and controlled release of drugs (iii) less 
risk of toxicity (iv) deep tissue diffusion due to the nanometric size, and 
(iv) protection of drugs at both extracellular and intracellular levels 
(Bilia et al., 2014; Kumari et al., 2010). In this paper, we highlighted the 
different experimental strategies designed to encapsulate plants oils into 

two main groups of organic nanocarriers; polymer based-nanocarriers 
(including polymeric nanoparticles) and lipid based-nanocarriers 
(including liposomes and solid lipid nanoparticles). 

5.1. Encapsulation in polymer-based nanocarriers 

Polymeric nanoparticles (pNP) are submicronic core–shell spherical 
systems prepared from natural or synthetic polymers (Mattheolabakis 
et al., 2012). Depending on the nanoparticle preparation process, 
nanocapsule or nanosphere can be obtained. Nanospheres have a 
matrix-like form in which the drug is evenly distributed. Nanocapsules 
are, however, vesicular structures in which the drug is confined in an 
inner core surrounded by a polymeric membrane (Crucho and Barros, 
2017) (Fig. 5). Many polymers were used for this purpose, notably, 
biodegradable polyesters like poly(lactide-co-glycolide), polylactide and 
poly (ε-caprolactone) were widely used (Froiio et al., 2020). Recently, 
pNP are extensively studied for plant oil delivery in view of their ability 
to entrap and protect oils, biodegradability, bioavailability and their 
high stability. The plant oil may be conjugated with the polymer (matrix 
or wall) or entrapped in the oily core (Bilia et al., 2014). Several 
methods have been reported for developing pNP while the nano-
precipitation, the ionic gelation, the emulsification/solvent evaporation 
and spray drying methods, are extensively used and Fig. 5 demonstrates 
the principle of each technique. 

5.1.1. Spray drying 
Spray-drying technique has been used for decades to encapsulate 

plant oils in micro- and nano polymeric particles. It is based on the 
conversion of an infeed (solution, emulsion or suspension) into a dry 
powder in a single and continuous step. With respect to the encapsula-
tion of plant oil, oil in water emulsion was atomized into fine drops in a 
drying chamber where hot air is passed (150–250 ◦C). A fast evaporation 
of water occurred leading to the instantaneous formation of powder 
(Fig. 5.d) (Encina et al., 2016; Matos et al., 2019). Spray drying tech-
nique is extensively used to encapsulate both essential and vegetable oils 
in micro and nanoparticles, as illustrated in Table 1. 

Regarding the particle size and the encapsulation efficiency (EE%) of 
the particles produced by spray drying technique, high average diameter 
with moderate oil entrapment amount have been reported by numerous 
work studies, as depicted in Table 1. Hoyos-leyva et al. (2019) reported 
that almond oil loaded taro starch particles had an average size ranging 
from 1.4 to 31.1 µm with an EE% of 37.5%. In addition, De-Oliveira et al. 
(2014) found that Lippia sidoides EO loaded alginate : cashew gum 
nanoparticles exhibited a spherical shape with size ranging from 223 to 
399 nm, zeta potential values in range of − 30 to − 36 mV and EE% of 
about 50%. In another work, the same EO was encapsulated in chitosan : 
cashew gum based nanoparticles owning an EE% of 70% with an 
average particle sizes in the range 335–558 nm (Abreu et al., 2012). 
Furthermore, the mixture maltodextrin : soy protein was used to 
encapsulate walnut oil and the resultant particles showed an average 
diameter of 4–10 µm with an EE% equal to 60% (González et al., 2016). 

The main feature of spray drying method is the formation of special 
particles. Indeed, the scanning electron microscopy carried by Tonon 
et al. (2011) on flaxseed oil loaded microparticles revealed the forma-
tion of hollow particles, i.e. particles with concave and shriveled sur-
faces. Same images were found by Gallardo et al. when visualizing 
linseed oil-loaded gum arabic microcapsules. They ascribed this form to 
vacuoles formation inside the particles after the crust development. The 
magnitude of this process is inversely related to solid concentration in 
the emulsion (Gallardo et al., 2013). Moreover, Wang et al. (2018) 
carrying out confocal scanning laser microscopy on peony seed oil mi-
croparticles stated that the spray dried particles had a complete core- 
shell structure with smooth surface and no apparent fissures or cracks. 

In vitro release profile of plant oils from particles prepared by spray 
drying technique generally exhibit a controlled manner. In a study 
carried out by De-Oliveira et al. (2014) the nanoparticles have reached a 
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level of maximal release around 30–50 h. In that time, the content of 
Lippia sidoides EO from alginate : cashew gum particles varied from 45 
and 95% depending on the ratio of used polymers. Higher and faster 
release rate was achieved with high amount of cashew gum due to its 
greater hydrophilic character which allows greater diffusion of EO 
through the polymeric wall. Conversely, a smaller and more controlled 
release was assessed when increasing alginate content; after 50 h, only 
45% of oil was released. This was related to the formation of compact 
network which in turn slow down the diffusion of EO to the external 
medium (De-Oliveira et al., 2014). 

Particles produced by spray drying process provides a high stability 
for encapsulated oils. In this context, Hoyos-leyva et al. (2019) investi-
gated the oxidative stability of almond oil before and after encapsulation 
into taro starch microcapsules. They found that these systems conferred 
more protection against oxidation when compared to unencapsulated 
almond oil due to the relatively reduced porosity of the material, which 
in turn limits the exposure of the oil to stress conditions during storage. 

Several parameters have to be taken into consideration to efficiently 
entrap plant oils in polymeric micro- and nanoparticles by spray drying 
technique. The influence of type and amount of wall material on plant 
oils-loaded particles characteristics has been extensively studied in the 
literature (Bae and Lee, 2008; Chin et al., 2018; Gallardo et al., 2013; 
Laohasongkram et al., 2011; Lozano et al., 2012; Rodea-gonzález et al., 
2012; Rubilar et al., 2012; Shamaei et al., 2017). Carneiro et al. (2013) 
investigated the microencapsulation of flaxseed oil by spray drying 
technique. They studied the potential of maltodextrin mixed with 
different wall materials: arabic gum, whey protein concentrate and two 
types of modified starch (Hi-Cap 100TM and Capsul TA) on droplets size. 
Results showed that the highest viscosity presented by maltodextrin : 
arabic gum emulsion implies a higher resistance to droplets movement, 
thus preventing coalescence and leading to smaller droplets size. 

Shamaei et al. (2017) related the differences in the mean droplet size of 
the emulsions using different wall material to the surface activity and 
molecular weight of wall material constituents. They found that as the 
ratio of tween 80 to skim milk powder increases, the mean droplet size 
decreases. This in turn was attributed to the fact that tween 80 mitigated 
droplet coalescence and Ostwald ripening phenomena in the emulsion 
by reducing the surface tension and interfacial free energy of the 
emulsion. In another study, emulsion droplet size was found to decrease 
as the ratio of wall to core material increases due to the fact that at low 
ratio, there may not be enough coating materials to cover the whole 
surface of the droplets in order to prevent them from coalescence which 
in turn increases the droplet size (Rodea-gonzález et al., 2012). Same 
result was also reported for chia seed oil-loaded microcapsules prepared 
by spray drying process (Laohasongkram et al., 2011). Moreover, Chew 
et al. (2018) spotlighted that adding β–cyclodextrin to the wall matrix 
increases the EE% of refined kenaf seed oil due to its host–guest char-
acter. In fact, its interior cavity acts as a host which can fix the guest 
(hydrophobic oil), while the exterior surface can bind with water or 
hydrophilic head of other wall materials. Furthermore, Us-medina et al. 
(2018) stated that adding chia mucilage to sodium caseinate : malto-
dextrin wall matrix increases the EE% of chia seed oil from 71.26 to 
86.65%. They attributed this result to the fact that chia mucilage, used 
as thickener agent, increases the viscosity of the system which in turn 
promotes a greater physical stability of the emulsion during the spray 
drying process. 

With respect to the oil content, Rubilar et al. (2012) revealed that 
increasing the oil concentration provokes a significant increase in 
droplet emulsion size and viscosity, which in turn reduces the EE% and 
increases the surface oil content of the powder leading to potential lipid 
oxidation. Similar result was already published (Tonon et al., 2012). 

Air inlet temperature is another factor to take into account for the 

Fig. 5. Schematic illustration of the techniques used to produce polymeric nanoparticles.  
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Table 1 
Preparation methods for plant oils encapsulation in polymeric nanoparticles and fine applications.  

Encapsulated oil Plant (origin) Wall material Physicochemical properties Biological properties Application Ref. 

Size (nm) Z.pot (mv) EE (%)    

Nanoprecipitation method 
Costus Saussurea lappa Eudragit RS 100 145 +45 / Anticholinesterase, anti- 

inflammatory 
Medicine (Lammari et al., 

2021) 
Baccharis 

dracunculifolia 
Baccharis 
dracunculifolia 
DC 

Eudragit RS 100 151.6 +51.7 99.4 Antibacterial Food (Timbe et al., 2020) 

Oregano Origanum vulgare 
L. 

PCL 158–300 − 13.8 to 
− 28.5  

Antibacterial Food (Souza et al., 2020) 

Palmorasa Cymbopogon 
martini Roxb. 

PCL 282.1 − 27.2 99.54 Antioxidant, 
antimicrobial 

Cosmetic (Jummes et al., 
2020) 

Geraniol / PCL 289.3 − 26.6 99.88 Antioxidant, 
antimicrobial 

Cosmetics (Jummes et al., 
2020) 

Zataria Zataria multiflora 
Boiss. 

PCL 192–398 +13.9 to 
+ 29.2 

75–79 Insecticide Agriculture (Ahsaei et al., 
2020) 

Thyme Thymus vulgaris 
L. 

Eudragit L 100–55 153.9 − 4.11 52.81 Antioxidant Food (Pina-Barrera et al., 
2019) 

Thymus 
leptobotrys L. 

Eudragit RS 100 144 +80.9 / Bacteriostatic, fungistatic Medicine (El-Asbahani et al., 
2015a,b) 

Thymus 
satureoides L. 

Eudragit RS 100 132 81.6 / Bacteriostatic, fungistatic Medicine (El-Asbahani et al., 
2015a,b) 

Thymus serpyllum 
L. 

Chitosan 117–226 +27 / Antimicrobial Agriculture (Sotelo-Boyás et al., 
2015) 

Chitosan / / 68 Antimicrobial Agriculture (Sotelo-Boyás et al., 
2017a) 

Sweet orange Citrus sinensis L. Eudragit RS100 57–208 +39 to +
74 

56–96 Antimicrobial Food (Froiio et al., 2019) 

Bergamot Citrus bergamia 
Risso. 

Eudragit RS100 57–208 +39 to +
74 

28–84 Antimicrobial Food (Froiio et al., 2019) 

Rosemary Rosmarinus 
officinalis L. 

PCL 181–407 +11.6 to 
+ 28.3 

82.9–84.3 Insecticide Agriculture (Ahsaei et al., 
2020) 

Eudragit EPO 200 / 59 Antioxidant Cosmetics (Silva-Flores et al., 
2019) 

PCL 145 − 11.0 78.2 Insecticide Agriculture (Khoobdel et al., 
2017) 

PCL 220 − 19.9 99 Antioxidant, 
antimicrobial 

Medicine (Ephrem et al., 
2014) 

Lavender Lavandula 
dentate L. 

Eudragit EPO 200 / 41 Antioxidant Cosmetics (Silva-Flores et al., 
2019) 

PEO-b-PLA 10–75 / 70–75 Antimicrobial Textile (Popiolski et al., 
2016) 

Peppermint Mentha piperita L. Cellulose acetate 180 − 38 / Antimicrobial Medicine (Liakos et al., 2018) 
Cinnamon Cinnamomum 

cassia persl. 
Cellulose acetate 150 − 40 / Antimicrobial Medicine (Liakos et al., 2018) 

Lemongrass Cymbopogon 
citratus DC. 

PLA 96.4 / 99 Antifungal Medicine (Antonioli et al., 
2020) 

Cellulose acetate 200 − 36 / Antimicrobial Medicine (Liakos et al., 2018) 
PLA 300 − 6 / Antimicrobial Medicine (Liakos et al., 2016) 

Black seed oil +
Indometacin 

Nigella sativa L. PCL 230–260 –20 to–30 Oil = 84 
Drug = 70 

Anti-inflammatory Cosmetics (Badri et al., 2018) 

Lime Citrus 
aurantiifolia 
Christm. 

Chitosan 100–300 +57 / Antimicrobial Food (Sotelo-Boyás et al., 
2017b) 

Chitosan 250–1000 +20.2 / Antimicrobial Agriculture (Sotelo-Boyás et al., 
2015) 

Pepper tree Schinus molle L. Chitosan 754 +9.1 / Antifungal Food (Luque-Alcaraz 
et al., 2016) 

Zanthoxylum 
rhoifolium 

Zanthoxylum 
rhoifolium L. 

PCL 500 − 20 96 Insecticide Agriculture (Christofoli et al., 
2015) 

Argan oil +
Indometacin 

Argania spinosa 
L. 

PCL 290–350 − 40 to-50 65–75 Anti-inflammatory Cosmetics (Badri et al., 2015) 

Pelargonium 
graveolens 

Pelargonium 
graveolens L. 

Eudragit RS 100 113 +80.6 / Bacteriostatic, fungistatic Medicine (El-Asbahani et al., 
2015a,b) 

Eugenia caryophyllata Eugenia 
caryophyllata C. 

Eudragit RS 100 131 +80.7 / Bacteriostatic, fungistatic Medicine (El-Asbahani et al., 
2015a,b) 

Carvacrol / PLA 114.7 +54.7 53.9 Antimicrobial Food (Niza et al., 2020) 
/ PHB 146 − 26 21 Antimicrobial / (Shakeri et al., 

2014) 
/ PLGA 209.8 / 26 Antimicrobial Medicine (Iannitelli et al., 

2011) 
Carvone / PLGA 126 / / Antimicrobial Food (Esfandyari- 

Manesh et al., 
2013) 

Anethole / PLGA 158 / / Antimicrobial Food 

(continued on next page) 
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Table 1 (continued ) 

Encapsulated oil Plant (origin) Wall material Physicochemical properties Biological properties Application Ref. 

Size (nm) Z.pot (mv) EE (%)    

(Esfandyari- 
Manesh et al., 
2013) 

Date seed Phoenix 
dactylifera L. 

Eudragit RS 100 207 +59 97 Antidiabetic Medicine (Lammari et al., 
2020) 

Pomegranate oil +
Silibinin 

Punica granatum 
L. 

Ethylcellulose / / / Anti-inflammatory for 
skin damage UVB 

Cosmetics (Marchiori et al., 
2017) 

Rosehip Rosa rugosa 
Thunb. 

Eudragit RS100 158 +9.8 / Accelerate the skin 
regenerating process 

Cosmetics (Contri et al., 2016) 

Castor Ricin commun L. TAD 260–150 / / Source of PUFA / (Chattopadhyay 
and Prez, 2016) 

Olive Olea europaea L. TAD 185 − 30 / Source of PUFA / (Chattopadhyay 
and Prez, 2016) 

Pumpkin Cucurbita pepo L. TAD 172 − 35 / Source of PUFA / (Chattopadhyay 
and Prez, 2016) 

Sunflower Helianthus 
annuus L. 

TAD 178 − 33 / Source of PUFA / (Chattopadhyay 
and Prez, 2016) 

Hazelnut Corylus avellana 
L. 

TAD 175 − 35 / Source of PUFA / (Chattopadhyay 
and Prez, 2016) 

Borage oil +
Betamethasone 
dipropionate 

Borago officinalis 
L. 

PCL 210 − 16.6 100 Treatment of atoptic 
dermatitis 

Cosmetics (Weber et al., 2016) 

Rice bran Oryza sativa L. PCL 200 − 9 / Sunscreen (treatment of 
inflammatory disorders of 
skin) 

Cosmetics (Rigo et al., 2015) 

Pine seed Pinus pinea L. Eudragit L 100–55 / 
Eudragit L100 / Eudragit 
S100 

236–296 / 85–91 Source of PUFA Medicine (Averina and 
Allémann, 2013) Free fatty acid / 260–319 / 83–99 

Babassu Attalea speciosa 
Mart. 

PLGA 209.2 − 15.8 / Treatment of benign 
prostatic hyperplasia 

Medicine (Sousa et al., 2013)  

Emulsion evaporation method 
Mastic tree of Chios Pistacia lentiscus 

L. var. chia 
PLA 239–286 − 29.1 to 

− 34.5 
9–37 Antimicrobial Cosmetic (Vrouvaki et al., 

2020) 
Clove Syzygium 

aromaticum L. 
PLGA 237.6 − 40 93.95 Antimicrobial Medicine (Priyadarshini 

et al., 2018) 
Eugenol / PLGA 179.3 / 98 Antimicrobial Food (Gomes et al., 

2011a) 
Trans- 

cinnamaldehyde 
/ PLGA 173.8 / 92 Antimicrobial Food (Gomes et al., 

2011a) 
Chia seed Salvia hispanica 

L. 
Chia seed mucilage 205 − 11.58 82.8 Source of PUFA / (Campo et al., 

2017) 
Coffee Coffea arabica L.. PLA 263 / 112.7 Flavoring agent Food (Freiberger et al., 

2015) 
PHBV 271  94.5 Flavoring agent Food (Freiberger et al., 

2015)  

Ionic gelation method 
Homalomena 

pineodora 
Homalomena 
pineodora L. 

Chitosan 70 +24.1  Wound healing Medicine (Rozman et al., 
2020) 

Piper nigrum Piper nigrum L. Chitosan 527.5 − 5.3 35–40 Pesticide Agriculture (Rajkumar et al., 
2020) 

Nettle Urtica dioica L. Chitosan 208.3–369.4 / 59.5–68.2 Antimicrobial Food; 
Medicine 

(Bagheri et al., 
2020) 

Tarragon Artemisia 
dracunculus L. 

Gelatin + Chitosan 246–505 27.1–37.1 9.8–35.6 Preservative Food (Zhang et al., 2020) 

Camelthorn Alhagi maurorum 
L. 

Chitosan 172 +28.6 / Antimicrobial Medicine (Hassanshahian 
et al., 2020) 

Great morinda Morinda citrifolia 
L. 

Chitosan 1006 +43.5 / Anticancer Medicine (Rajivgandhi et al., 
2020) 

Clove Syzygium 
aromaticum L. 

Chitosan 268.5 +22.4 / Antifungal Agriculture; 
Food 

(Hasheminejad 
et al., 2019) 

Pepper tree Schinus molle L. Chitosan 516.9 +40.2 26.6 Antifungal, anti- 
aflatoxigenic 

Medicine (López-meneses 
et al., 2018) 

Cinnamon Cinnamomum 
cassia persl. 

Chitosan 80–100 − 11.2 to 
− 22.4 

47.67–55.64 Antimicrobial Food (Liu et al., 2017) 

Chitosan 215 / / Antimicrobial Food (Hu et al., 2015) 
Cardamon Elettaria 

cardamomum L. 
Chitosan 50–100 >+50 >90 Antimicrobial Medicine (Jamil et al., 2016)  

Summer savory Chitosan 135.5–237.4 − 9.68 to 
− 21.12 

35.1 –40.7 Antioxidant, 
antimicrobial 

Food (Feyzioglu and 
Tornuk, 2016)  

Carum copticum Chitosan / / 36.2 Antioxidant, 
antimicrobial 

Cosmetics; 
Medicine 

(Esmaeili and 
Asgari, 2015) 

Tumeric Curcuma longa L. Alginate + Chitosan <300 / 71 Anticancer Medicine (Natrajan et al., 
2015) 

(continued on next page) 
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Table 1 (continued ) 

Encapsulated oil Plant (origin) Wall material Physicochemical properties Biological properties Application Ref. 

Size (nm) Z.pot (mv) EE (%)    

Lemongrass Cymbopogon 
citratus DC. 

Chitosan 58 / / Antimicrobial Food (Sameen et al., 
2020) 

Alginate + Chitosan <300 / 86.9 Anticancer Medicine (Natrajan et al., 
2015) 

Jasmine Jasminum 
polyanthum L. 

Gelatin + Gum arabic  / / Flavor agent Food; Textile (Lv et al., 2014) 

Holy basil Ocimum 
tenuiflorum L. 

Gelatin 392.30 .103 / 95.41 Antioxidant Medicine (Sutaphanit and 
Chitprasert, 2014) 

Pimenta Pimenta dioica L. Chitosan +k-carrageenan / / / Antioxidant, antifungal Food (Dima et al., 2014) 
Eugenol / Chitosan 80–100 +16.2 to 

+ 33.5 
1.1–20.2 Antioxidant Food (Woranuch and 

Yoksan, 2013) 
Oregano Origanum vulgare 

L. 
Chitosan 40–80 / / Antioxidant, 

antimicrobial 
/ (Hosseini et al., 

2013) 
Poppy seed Papaver 

somniferum L. 
Gelatin + arabic gum <5000 / 76.8 Anti-cancer, anti-tumor, 

anti-diabetic 
Medicine (Yang et al., 2015b) 

Vanilla Vanilla planifolia 
L. 

Chitosan + arabic gum 7500 / 94.2 Flavor agent Food (Yang et al., 2014) 

Olive Olea europaea L. Gelatin +Sodium alginate / / / Source of vitamins and 
fatty acids 

Medicine (Devi et al., 2012) 

Peppermint Mentha piperita L. Gelatin + Arabic gum / / / / / (Dong et al., 2011)  

Spray drying method 
Carvacrol / Pectin + sodium alginate 2580–5300 / / Antioxidant, 

antimicrobial 
/ (Sun et al., 2020) 

Black seed Nigella sativa L. Sodium caseinate +
maltodextrin DE10 

18,500 / 95.4 Antioxidant Medicine (Mohammed et al., 
2017) 

Eucalyptus Eucalyptus 
staigeriana L. 

Cashew gum 27.7–432.6 +24.5 to 
+10.4 

24.89–26.80 Antimicrobial Food (Herculano et al., 
2015) 

Lippia sidoides Lippia sidoides L. Alginate:cashew gum 223–399 − 30 to 
− 36 

50 Larvicide Agriculture (De-Oliveira et al., 
2014) 

Chitosan + cashew gum 335–558 / 70 Larvicide Agriculture (Abreu et al., 2012) 
Chitosan 25 –17.3 77.8 Larvicide Agriculture (Paula et al., 2010) 

Oregano Origanum vulgare 
L. 

Inulin 3000–4500 / / Antioxidant Food (Beirão da costa 
et al., 2013) 

Rice starch 3000–4500 / / Antioxidant, 
antimicrobial 

Food (Beirão da costa 
et al., 2012) 

Gelatine/sucrose 3000–4500 / / Antioxidant, 
antimicrobial 

Food (Beirão da costa 
et al., 2012) 

Soybean Glycine max L. Kafirin + sodium caseinate 10,450 / / Source of PUFA Food (Bai et al., 2019b) 
Almond Prunus dulcis L. Taro starch 1600–31.1.103 / 37.5 Prevention of colon 

cancer and cardiovascular 
diseases 

Medicine (Hoyos-leyva et al., 
2019) 

Peony Paeonia lactiflora 
L. 

Whey protein + Corn syrup 
+ Lecithin 

/ / 93.6 Source of PUFA Food (Wang et al., 2018) 

Refined kenaf seed Hibiscus 
cannabinus L. 

β-cyclodextrin + gum 
arabic + sodium caseinate 

/ / / Source of MUFA and 
PUFA 

/ (Chew et al., 2020) 

β-cyclodextrin + Arabic 
gum 

(25.4–37.3). 
103 

/ 90.0–95.3 Source of MUFA and 
PUFA 

/ (Chew et al., 2018) 

β-cyclodextrin + sodium 
caseinate 
β-cyclodextrin + gum 
arabic + sodium caseinate 

Chia seed Salvia hispanica 
L. 

Sodium caseinate +
maltodextrin + chia protein 
rich fraction + chia 
mucilage 

/ / 53.4–96.2 Source of omega 3 Food (Us-medina et al., 
2018) 

Maltodextrin + soy protein 4000–10000 / ≈ 60 Source of omega 3 Food (González et al., 
2016) 

Walnut Juglans cinerea L. Skim milk powder + Tween 
80 

/ / / Source of PUFA, 
tocopherols and 
phytosterols. 

Food; 
Medicine 

(Shamaei et al., 
2017) 

Sunflower Helianthus 
annuus L. 

Maltodextrin + HPMC / / 79.43 Source of PUFA / (Roccia et al., 
2014) 

Linseed Linum 
usitatissimum L. 

Alginate + whey protein / − 44 84 Source of omega 3 Food (Fioramonti et al., 
2019) 

Maltodextrin +Gum arabic 600–26000  62.3–95.7 Source of omega 3 Food (Carneiro et al., 
2013) 

Gum arabic / / ≈ 90 Source of omega 3 Food (Gallardo et al., 
2013) 

Gum arabic +Maltodextrin 
+ whey protein 

/ / ≈ 90 Source of omega 3 Food (Gallardo et al., 
2013) 

Maltodextrin 
+methylcellulose 

/ / ≈ 90 Source of omega 3 Food (Gallardo et al., 
2013) 

Gum arabic / / 54.9–90.7 Source of omega 3 Food 

(continued on next page) 
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development of plant oil-loaded particles; and it was widely investigated 
in the literature (Frascareli et al., 2011; Laohasongkram et al., 2011; 
Roccia et al., 2014; Shamaei et al., 2017). Frascareli et al. (2011) studied 
the encapsulation of coffee oil and observed that as the air flow tem-
perature increases the EE% decreases due to the fact that higher tem-
perature leads to faster drying of the external phase which creates cracks 
in the particle wall, resulting in oil loss. Moisture content is an important 
variable for the shelf life of powders. It was reported that increasing the 
inlet temperature reduced the moisture content (Mohammed et al., 
2017). However, higher values (more than 175 ◦C) resulted in an in-
crease in moisture content due to the formation of rapid crust which 
hampered the water evaporation leading to particles with more moisture 
content. The particle size is another parameter which vary when 
modifying the air inlet temperature. In 2017, Mohammed and coworkers 
pointed out that an increased inlet air temperature produced larger- 
sized Nigella sativa EO particles and ascribed this result to the micro-
capsule structure. Indeed, high temperature enable the particles to form 
early which in turn prevents the shrinkage of particles during drying 
(Mohammed et al., 2017). 

To sum up, despite of the high temperature required, the spray 
drying method is widely used to encapsulate either essential or vege-
table oils. This was related to the fact that short time of contact between 
hot air and plant oil occurred, and thus the evaporation happens be-
tween 15 and 30 s and takes place at the surface of the particle; hence , 
the oils never reach the inlet temperature of drying gas (Fang and 
Bhandari, 2012). According to Table 1, natural polymers like malto-
dextrin, gums and chitosan are the mostly used wall materials. 
Currently, this technique is widely used in nutraceutical and food in-
dustry due to its benefits including i) ease of scaling up, ii) simplicity, iii) 
low production costs, and iv) ability to produce microparticles facile to 
the transport and storage. Many drawbacks are associated to the use of 
this process including the lack of uniformity; high particle size, low oil 
loading and possibility of oil loss. Moreover, the wall material used must 
have good water solubility as most formulations used by the food in-
dustry are aqueous-based and simultaneously impart a suitable viscosity 
in order to enable the drying process (Corrêa-Filho et al., 2019). 

5.1.2. Emulsion evaporation 
Emulsion evaporation method has been proposed by Vanderhoff and 

Asser (1979) to develop pNPs. In this process, an organic solution con-
sisting of polymer and oil is emulsified with a non-solvent mixture under 
a high shear stress (e.g. by high-shear homogenization or ultra-
sonication). After that, the organic solvent is evaporated either by 
continuous magnetic stirring at room temperature or under reduced 
pressure leading to nanoparticles formation (Fig. 5.b) (Rao and Geck-
eler, 2011; Rodríguez et al., 2016). This technique has been used to 
encapsulate both essential and vegetable oils in pNPs, as depicted in 
Table 1. 

The emulsion evaporation technique produces nanoparticles with 

higher EE% and smaller average diameter, as compared to the spray 
drying technique. In this context, Gomes et al. (2011a) reported a par-
ticle size of 179.3 and 173.8 nm with an EE% of 98 and 92% for eugenol- 
and trans-cinnamaldehyde loaded poly (lactide-co-glycolide) nano-
particles, respectively. Similarly, chia seed oil loaded nanoparticles 
using chia mucilage as wall material exhibited a small particle size (205 
nm) with negative zeta potential (− 11.58 mv) and high EE% (82.8%) 
(Campo et al., 2017). Moreover, poly (lactide-co-glycolide) nano-
particles were prepared to encapsulate clove EO, rich in eugenol which 
has potent antimicrobial activities (Priyadarshini et al., 2018). The 
average size of the resultant nanoparticles was about 237 nm with 
negative zeta potential of − 40 mv and an EE% equal to 93%. 

The nanoparticles prepared by emulsion evaporation process 
exhibited in vitro release pattern similar to that of particles produced by 
spray drying. In 2018, Priyadarshini et al. pointed out that in vitro cu-
mulative clove EO release form poly (lactide-co-glycolide) nanoparticles 
followed a biphasic profile with an initial burst release at the first 4 h 
due to the release of clove EO found near the nanoparticles surface 
(Priyadarshini et al., 2018). A cumulative amount of 75% was pro-
gressively released up to ~15 days. Similar in vitro release kinetics were 
governed by eugenol and trans-cinnamaldehyde from poly (lactide-co- 
glycolide) nanoparticles where 64 and 87% of the initial load was 
released in the medium within 72 h, respectively (Gomes et al., 2011a). 

The stability of the pNPs formulated by this technique was investi-
gated in the literature. In 2017, Campo et al. studied the oxidation of 
chia seed oil by gas chromatography with flame ionization detector in 
both emulsions and chia seed mucilage based-nanoparticles at acceler-
ated conditions (40 ± 1 ◦C) during 28 days of storage (Campo et al., 
2017). No significant change was shown in term of particle size, zeta 
potential or polydispersity index. However, the fatty acid methyl esters 
content reduction in pNPs was smaller than in emulsions; therefore, the 
chia seed mucilage provided a high protection against oil oxidation 
(Campo et al., 2017). 

With respect to the emulsification evaporation process, several pa-
rameters may affect the nanoparticles properties. Freiberger et al. 
(2015) investigated the effect of polymer type (poly(3-hydroxybutyrate- 
co-3-hydroxyvalerate)/polylactide); dispersion mechanism (ultra-
sonication / high shear homogenization) and polymer : oil ratio on the 
average size and oil recovery of biocompatible nanoparticles containing 
coffee oil. The statistical analysis showed non-significant effect of the 
experimental factors on the nanoparticle size within the experimental 
range. While for the coffee oil recovery, regression analysis produced a 
significant model. Less oil was lost by volatilization when sonication was 
used, because the required dispersion time (3 min) was smaller when 
compared to the ultraturrax time (10 min). Results showed also that less 
coffee oil loss was pronounced when using poly(3-hydroxybutyrate-co- 
3-hydroxyvalerate) combined to the high shear homogenization as 
well as using polylactide combined with sonication. This was explained 
by the high viscosity of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate)- 

Table 1 (continued ) 

Encapsulated oil Plant (origin) Wall material Physicochemical properties Biological properties Application Ref. 

Size (nm) Z.pot (mv) EE (%)    

(Rubilar et al., 
2012) 

Gum arabic + Maltodextrin / / 54.9 – 90.7 Source of omega 3 Food (Rubilar et al., 
2012)  

Macadamia 
integrifolia 

Sodium caseinate +
maltodextrin 

9750 / 88.75 Source of MUFA Medicine (Laohasongkram 
et al., 2011) 

Coffee Coffea arabica L. Arabic gum 4000–11.103 / 10–30 Antioxidant Cosmetic (Nosari et al., 2015)  
Arabic gum 7880–13.103 / 48–88 Flavoring agent Food (Frascareli et al., 

2011) 

PLGA: Polylactic glycolic acid; PCL: Polycaprolactone; PLA: Poly lactic acid; PHB: Poly(3-hydroxybutyrate); PEO: poly (ethylene oxide); TAD: 1,2,4-Triazoline-3,5- 
dione; PHBV: Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate). 
HPC: Hydroxypropylcelullose; HPMC: Hydroxypropylmethylcellulose; PVA: Poly vinyl alcohol; PUFA: Poly unsaturated fatty acids; MUFA: Mono unsaturated fatty 
acids. 
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dichloromethane solution which could avoid oil volatilization even with 
high shear homogenization (Freiberger et al., 2015). Regarding the 
polymer:oil ratio, an increase in polymer amount lead to increase the 
viscosity of the solution resulting in efficient oil protection from the heat 
generated by the homogenizer. 

To sum up, the emulsification evaporation method can be used to 
encapsulate both essential and vegetable oils. Although it provides high 
EE%, this method is less used to encapsulate plant oils, as compared to 
the spray drying technique. The possible reason behind this is the 
possible coalescence of droplets during evaporation which may lead to 
polydisperse particles and the need for a high shear process. 

5.1.3. Nanoprecipitation 
Nanoprecipitation is a simple, fast and increasingly trending tech-

nique for nanoparticles preparation (Almoustafa et al., 2017). It was 
firstly reported by Fessi et al. (1989) and it is based on the interfacial 
deposition of polymers as a result of the displacement of a water 
miscible solvent from a lipophilic solution (Fig. 5.a) (Miladi et al., 2016). 
This method has been widely used to encapsulate plants oils in pNPs and 
Table 1 summarizes some work studies using the nanoprecipitation 
process to encapsulate either essential or vegetable oils during the last 
decade. 

According to Table 1, the nanoparticles produced by nano-
precipitation process owned small particle size, narrow distribution with 
high EE%. Iannitelli et al. (2011) developed carvacrol loaded poly 
(lactide-co-glycolide) based-nanocapsules with a spherical shape, small 
particle size (209.8 nm) and regular distribution (poly dispersibility 
index = 0.26). Similarly, Cymbopogon martini EO was efficiently 
entrapped in poly (ε-caprolactone) based-nanoparticles with an average 
size of 282.1 nm, zeta potential equal to − 27.2 mV and EE% of about 
99.54% (Khoobdel et al., 2017). Furthermore, Babassu tree nut oil 
loaded- poly (lactide-co-glycolide) nanoparticles exhibited an average 
diameter about 209.2 nm with a negative zeta potential of − 15.8 mV 
(Sousa et al., 2013). 

In term of particle size, Esfandyari-Manesh et al. (2013) compared 
the nanoprecipitation to the emulsification solvent evaporation method 
to design carvone/anethole loaded poly (lactide-co-glycolide) nano-
particles and found that the particles produced by nanoprecipitation had 
smaller average diameter (158 and 126 nm for anethole and carvone, 
respectively) and narrower size distribution (0.08). Additionally, the 
amount of carvone and anethole were determined respectively by HPLC 
and UV analysis and results showed higher oil loading for the particles 
produced by nanoprecipitation (14.73 and 12.32% for anethole and 
carvone, respectively). The authors related the low EO loading for the 
emulsification method to its loss during the evaporation step which has 
taken a long time (about 3 h). In addition, the high particle diameter of 
the nanoparticles prepared by this method was attributed to the diffi-
culty for the mutual dispersion of the phase which is viscous due to the 
presence of high amount of oil and polymer. 

According to the literature, to develop pNPs with suitable physico-
chemical properties, numerous factors had to be taken into consider-
ation. The polymer type and amount have a critical effect on 
nanoparticles average size. In 2017, Khoobdel et al. (2017) developing 
poly (ε-caprolactone) -based nanoparticles loaded with rosemary EO 
reported that increasing polymer quantity, leads in increasing the 
thickness of the particles shell and thus increasing their mean diameter, 
instead of increasing their number. Moreover, low values of EE% were 
observed when using Eudragit L100 as polymer for the encapsulation of 
Siberian cedar seed oil or free fatty acids due to its porous structure 
which enabled oil leakage (Averina and Allémann, 2013). Regarding the 
type of the EO, Liakos et al. (2018) studied the influence of EO chemical 
composition on the particle size of three types of pNPs: Peppermint, 
cinnamon and lemongrass EOs loaded-cellulose acetate nanocapsules. 
The average size was increasing as follow: Cinnamon-pNPs < Pepper-
mint-pNPs < Lemongrass pNPs. The larger pNPs were those containing 
lemongrass EO, due to the presence of high percentage of geranial and 

neral which have long carbon chains (≈10C atoms) leading to larger 
pNPs when attached to cellulose acetate. While, peppermint contains 
mainly 35% menthol and 27% menthone leading to the creation of less 
uniform, complex and large nanoparticles. In the other hand, cinnamon 
EO consists essentially of cinnamaldehyde which reacts with hydroxyl 
group of cellulose acetate giving hemiacetal bound and hence combats 
the nanocapsules. Liakos and his coworkers assessed also in their study 
higher zeta-potential upon increasing lemongrass EO concentration, 
suggesting that some EO molecules are present onto the outer surface of 
the particles (Liakos et al., 2018). Similarly, it was reported that the 
presence of lime EO decreased the zeta potential and the values were 
61.1 and 57.0 mV for free- and loaded- chitosan nanocapsules, respec-
tively. They attributed this result to the diminution of free NH3

+ groups 
of chitosan following their interaction with lime EO (Sotelo-Boyás et al., 
2017b). However, in another work study, the presence of rosemary EO 
did not affect the zeta potential of poly (ε-caprolactone) nanoparticles 
which confirm its presence in the core of the nanoparticles instead of 
being adsorbed on their surface (Khoobdel et al., 2017). 

In term of surfactant type and amount, Badri et al. (2015) pointed out 
that the amount of polyvinyl alcohol used as surfactant had no signifi-
cant effect on the average diameter of poly (ε-caprolactone) nano-
particles but at higher concentration (more than 0.1 mg/mL), a 
significant increase was assessed due to the deposition of extra polyvinyl 
alcohol on the nanoparticle surface. Furthermore, it was reported that 
the use of span 20 instead of tween 20 gave smaller rosemary EO-loaded 
nanocapsules, lower polydispersity index and limited loss of the oil 
during the solvent evaporation step. In the presence of span 20, the 
hydrophilic lipophilic balance (HLB) was between 12 and 15 (14.3), 
which was in the range of HLB necessary for rosemary EO nanoemulsion 
stability (Ephrem et al., 2014). Furthermore, the effect of the ratio be-
tween organic and aqueous phase may affect the particle size. Indeed, an 
increase in argan oil loaded nanoparticles was assessed when increasing 
the organic to aqueous phase ratio due to the slow diffusion of the 
organic solvent (acetone) to water resulting slow polymer precipitation 
and thus, larger pNPs were obtained (Badri et al., 2015). 

Regarding the effect of operating conditions, Badri et al. (2015) 
investigated the effect of stirring speed and organic phase addition rate 
consisting of poly (ε-caprolactone), acetone, argan oil, indomethacin 
and span20 on the physicochemical properties of the obtained pNPs. 
Results revealed a decrease in particle size by increasing the stirring 
speed. While, it increases when decreasing the organic phase addition 
speed due to the difficulty to get a homogenous mixture of phases. 
Furthermore, Ephrem et al. (2014) studied the influence of the evapo-
ration method on the pNPs properties and rosemary EO loss and found 
that the evaporation of acetone under normal pressure at room tem-
perature was the best since it avoided heat and low pressure, giving 
negligible loss of the encapsulated EO. 

Recently, a novel form of pNPs was developed called lipid-core 
nanocapsules which is composed of a mixture of oil and solid lipid 
surrounded by a polymeric wall (Ourique et al., 2010). For instance, the 
oily core of pNP may consist of a liquid lipid, a mixture of liquid lipids, 
or a mixture of liquid lipid and solid lipid. The latter concerns a specific 
form of nanocapsules called lipid-core nanocapsules (Frank et al., 2015). 
Several research works have been already published investigated the 
feasibility to entrap VO into lipid core NPs (Almeida et al., 2009; 
Drozdek and Bazyli, 2016; Friedrich et al., 2008; Marchiori et al., 2017; 
Rigo et al., 2013; Weber et al., 2016). In this context, nanoprecipitation 
technique was efficiently carried out to develop borage oil : betame-
thasone co-loaded lipid-core nanocapsules with a mean size around 210 
nm, negative zeta potential (-16.6mv), low polydispersity index (<0.05) 
and high EE% (up to 100%) (Weber et al., 2016). Furthermore, Rigo 
et al. (2013) studied the influence of the type of VO on the release kinetic 
of clobetasol propionate, selected as model drug, from the lipid core 
nanoparticles. Results revealed a biphasic drug release profiles for all the 
formulations. After 168 h, the concentration of clobetasol propionate 
released from the formulation was in the following order: Sunflower oil- 

N. Lammari et al.                                                                                                                                                                                                                               



International Journal of Pharmaceutics 601 (2021) 120538

12

pNPs < Soybean oil-pNPs < Rice ban-pNPs. The authors related these 
results to the consistency indices of the mixture oil : sorbitan mono-
stearate, used as solid lipid; and a greater control of the drug release was 
observed with higher consistency index of the VO-sorbitan 
monostearate. 

Regarding the nanoparticles stability, Badri et al. (2018) investigated 
the stability of poly (ε-caprolactone) based nanoparticles containing 
Nigella sativa EO coupled with indomethacin during one month under 
three different conditions (4 ◦C, 25 ◦C and 40 ◦C). The samples were 
analyzed at predefined times and results demonstrated no significant 
change in either size or zeta potential for all the tested particles. Simi-
larly, the photodegradation study of the lipid-core nanocapsules con-
taining borage oil and betamethasone was carried out to demonstrate 
the ability of nanocapsules in the photoprotection of the drug. In brief, 
nanoparticles suspensions were placed in transparent quartz cell and 
exposed to UVC radiation and the total concentration of drug was 
quantified. Results revealed a degradation of 61% from the nano-
capsules suspension at the end of the experiment (10 h), while 58% of 
drug was degraded in 2 h from drug solution. This confirmed the 
property of polymeric wall to protect the bioactive molecules (Weber 
et al., 2016). 

Regarding the scalability and reproducibility of the nano-
precipitation process, it was noticed no significant difference between 
rosemary EO loaded poly (ε-caprolactone) nanocapsules prepared at 
small and large scales in term of shape, particle size, polydispersity 
index zeta potential and EE% (Ephrem et al., 2014). 

Overall, the nanoprecipitation or solvent displacement method is 
widely used to develop pNPs for plants oils encapsulation. According to 
the Table 1, the polymers commonly used to design the polymeric matrix 
are synthetic polyesters like poly (lactide-co-glycolide) (Esfandyari- 
Manesh et al., 2013; Iannitelli et al., 2011; Sousa et al., 2013), poly 
(ε-caprolactone) (Badri et al., 2018; Christofoli et al., 2015; Ephrem 
et al., 2014; Jummes et al., 2020; Khoobdel et al., 2017), polylactide 
(Liakos et al., 2016), Eudragit®L100 (Averina and Allémann, 2013), 
S100 (Averina and Allémann, 2013), L100-55 (Pina-Barrera et al., 2019) 
and RS100 (El-Asbahani et al., 2015a,b; Froiio et al., 2019). Synthetic 
polymers are more used than natural ones like chitosan (Luque-Alcaraz 
et al., 2016; Sotelo-Boyás et al., 2015, 2017a, 2017b) and cellulose de-
rivatives (Liakos et al., 2018; Marchiori et al., 2017) because they have 
higher purity and better reproducibility. The benefits associated to this 
encapsulation method are rapidity, simplicity, reproducibility, and 
scalability. Moreover, NPs with narrow size distribution, high EE% and 
high stability could be obtained. In addition, the use of surfactant or 
high production energy is avoided. The main drawback of this method in 
encapsulating plant oils is the use of organic solvents which may be toxic 
for health. 

5.1.4. Ionic gelation 
In order to avoid the use of toxic organic solvent or high shear forces, 

Calvo et al. (1997) proposed a novel approach called ionic gelation or 
coacervation. Alginate, an anionic polysaccharide, and chitosan, a 
cationic polyelectrolyte, are extensively used for ionic gelation purpose. 
These polyelectrolytes can interact with crosslinking agents like tripo-
lyphosphate having an opposite charge via electrostatic interaction and 
aggregate into nanoparticles (Yang et al., 2015a). The coacervation 
consists on the transition from liquid to gel state upon complexation 
between the oppositely charged molecules at determined pH values 
leading to the formation of nano-sized particles (Nagavarma et al., 
2012) (Fig. 5c). A number of studies have been carried out using this 
technique to encapsulate plant oils, as displayed in Table 1. 

Recently, cinnamon EO-loaded chitosan nanoparticles crosslinked 
with tripolyphosphate were prepared by using coacervation method and 
the obtained particles owned small average diameter (80–100 nm) with 
good zeta potential values (− 11.2 to − 22.4 mV) (Liu et al., 2017). In 
addition, cardamom EO was successfully entrapped into chitosan based 
nanoparticles with an average particle size ranging between 50 and 100 

nm, zeta potential more than +50 mV and a high EE% which was more 
than 90% (Jamil et al., 2016). Furthermore, Woranuch and Yoksan 
(2013) reported that the thermal stability of eugenol was enhanced by 
encapsulation in chitosan: tripolyphosphate- nanoparticles. According 
to some research works depicted in Table 2, the ionic gelation technique 
may produce microparticles with moderate EE% as compared to the 
nanoprecipitation process (Feyzioglu and Tornuk, 2016; López-meneses 
et al., 2018; Sutaphanit and Chitprasert, 2014; Yang et al., 2014; Zhang 
et al., 2012b). 

Currently, several research works have been reported to investigate 
the effect of pNPs composition and operating conditions on physico-
chemical properties of particles prepared by ionic gelation method. The 
optimization of the type and amount of polymer and crosslinking agent 
is crucial to develop pNPs with suitable characteristics. In this approach, 
Carum copticum EO-loaded chitosan nanoparticles were prepared by 
ionic gelation method using two types of crosslinking agents: tripoly-
phosphate and hexametaphosphate (Esmaeili and Asgari, 2015). The 
efficacy of crosslinking agent type and tripolyphosphate concentration 
on the EE% were evaluated. The particles prepared using hexameta-
phosphate (0.5% (w/v)) had significantly lower loading capacity and EE 
% than those prepared using tripolyphosphate (0.5% (w/v)). This was 
attributed to the ring structure and bigger size of hexametaphosphate 
which in turn lead to decrease the crosslinking phenomenon. In the same 
work, different nanoparticles were prepared using different tripoly-
phosphate concentrations (0.25, 0.5, 0.75 and 1% (w/v)) and results 
indicated that maximum EE% was obtained with the concentration of 
0.5% (w/v). The low value of EE% obtained with the concentration of 
0.25% (w/v) was explained by the shortage of tripolyphosphate con-
centration to crosslink the nanoparticles; while the low values shown 
with 0.75 and 1% (w/v) tripolyphosphate concentrations were related 
to the particle shrinkage (Esmaeili and Asgari, 2015). 

With respect to the polymer effect, the viscosity of chitosan was 
optimized for fabrication of vanilla oil loaded microcapsules using the 
coacervation method (Yang et al., 2014). Results showed that at low 
chitosan viscosity, no microcapsules were formed because chitosan at 
low viscosity could not form hard membrane wall. On the other hand, 
when using high viscosity chitosan, aggregation problem was observed 
(Yang et al., 2014). 

Regarding the EO concentration, Hasheminejad et al. (2019) stated 
that both particle size and zeta potential decreased significantly when 
increasing clove EO concentration. The reduction in particle size was 
explained by the great packing of polymer chains, due to the high 
number of amino groups in chitosan responsible for the interaction with 
the oil. Additionally, the thermogravimetric analysis performed by 
Hosseini et al. (2013) on oregano EO loaded- chitosan nanoparticles 
demonstrated that as the initial EO content increases from 0.1 to 0.8 g/g 
chitosan, loading capacity increases too from 3 to 8%, but the EE% 
decreases from 47 to 21%. This was explained by the saturation of 
oregano EO loaded into chitosan nanoparticles. The EO concentration 
was found to affect also the in vitro release profile. Indeed, Hosseini and 
his coworkers reported that low concentration of oregano EO (0.1 g/g 
chitosan) leads to burst release (82% of encapsulated EO was released 
from the nanoparticles within 3 h). While, as oregano EO amount 
increased, the burst effect was dramatically alleviated and the cumula-
tive release was reduced from 82 to 12% after 3 h. This phenomenon was 
attributed to the fact that chitosan nanoparticles with smaller particle 
size would have bigger surface-to-volume ratio which may result in fast 
release of oregano EO adsorbed on their surfaces (Hosseini et al., 2013). 
Another factor affecting the release profile was found to be the 
composition of the encapsulated material. In 2014, Dima et al. investi-
gating the release of Pimenta dioica EO found that chitosan microspheres 
covered with k-carrageenan are more fragile and exhibit higher swelling 
degree with zero order release kinetics, as compared to the chitosan : k- 
carrageenan microspheres hardened by glutaraldehyde crosslinking 
which show non-Fickian release mechanism (Dima et al., 2014). 

Numerous research works noticed the stability of pNPs produced by 
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Table 2 
Preparation methods for plant oils encapsulation in liposomes with their fine applications.  

Encapsulated oil Plant (origin) Phospholipid 
used 

Physicochemical properties Biological properties Application Ref. 

Size (nm) Z.pot (mV) EE (%) 

Thin hydration method      
Myristica Myristica fragrans 

Houtt. 
Soybean 
phospholipid 

/ / / Antimicrobial, 
antioxidant 

Food (Zhu et al., 
2020) 

Ferula gummosa Ferula gummosa 
Boiss. 

Phospholipid 74.3–99.9 / / Antibacterial  (Najafi et al., 
2020) 

Laurel Laurelia sempervirens 
Tul. 

L-α-PCH 200 / / Antibacterial, 
antioxidant 

Food (Wu et al., 2020) 

Cardamon Elettaria 
cardamomum L. 

Phospholipid 71.8–147.9 − 17.4 to 
− 10.7 

< 60 Antimicrobial, 
antioxidant 

Food (Nahr et al., 
2019) 

Chrysanthemum Chrysanthemum 
pacificum L. 

Soybean 
phospholipid 

132.4 − 37.6 42.7 Antibacterial Food (Lin et al., 
2019b) 

Sage Salvia triloba L. Phospholipon 
90G 

≈200 − 20 to 
− 35 

57 Antioxidant, 
antibacterial 
Anti-inflammatory 

Medicine (Risaliti et al., 
2019) 

Soybean 
phospholipid 

188.5 − 48.38 46.5 Antibacterial Food (Cui et al., 
2016b) 

Rosemary Rosmarinus 
officinalis L. 

L-α-PEA dioleoyl 79 − 2.77 45 Anticancer Medicine (Salari and 
Salari, 2019) 

Phospholipon 
90G 

≈200 − 20 to 
− 35 

65 Antioxidant; 
antibacterial 
Anti-inflammatory 

Medicine (Risaliti et al., 
2019) 

PCH / / / Preservative Food (Alikhani- 
Koupaei, 2015) 

Garlic Allium sativum L. Soybean PCH 115 − 12.36 86.00 Antibacterial, 
antioxidant 

Food (Nazari et al., 
2019) 

Tea tree Melaleuca alternifolia 
Cheel. 

Soybean PCH 50–100 / 98.49 Antimicrobial / (Ge et al., 2019) 
Soybean PCH 58 / 97.18 Antimicrobial / (Ge & Ge, 2015) 
Soybean PCH 75 − 7.45 96.08 Antimicrobial / (Ge and Ge, 

2016) 
Ajwain Trachyspermum 

copticum L. 
Soybean PCH 170.8 / 85.9 Antimicrobial Cosmetics (Tabatabai et al., 

2018) 
Thyme Thymus vulgaris L. Soybean 

phospholipid 
182.60 − 40.90 35.35 Antibacterial Food (Lin et al., 2018) 

Soybean 
phospholipid 

208.1 − 52.2 38.16 Antibacterial Food (Cui et al., 
2017b) 

Eucalyptus Eucalyptus globulus 
L’Hér. 

Soybean 
phospholipid 

/ / 97.35 Antimicrobial Medicine (Tang and Ge, 
2017) 

Eucalyptus citriodora 
L. 

Soybean 
phospholipid 

266.56 − 33.73 22.47 Antimicrobial / (Lin et al., 
2019a) 

Cineole / Egg yolk PCH 128 6.8 67.7 Permeation 
enhancers 

Medicine (Saffari et al., 
2016) 

Thymol + Carvacrol / Soybean PCH 270.20 +39.99 / Antibacterial Food (Engel et al., 
2017) 

L-α-PCH / / / Antimicrobial Food (Liolios et al., 
2009) 

Zataria multiflora Zataria multiflora 
Boiss. 

Soybean PCH 99.9 / 18.4 Antimicrobial Food Cosmetics 
Medicine 

(Khatibi et al., 
2017) 

Curry Helichrysum italicum 
G. 

Soybean 
phospholipid 

196.6 − 31.1 56.3 Antibacterial Food (Cui et al., 
2017a) 

Limonene / Egg yolk PCH 102 6.1 71.0 Permeation 
enhancers 

Medicine (Saffari et al., 
2016) 

Cinnamon Cinnamomum cassia 
persl. 

Soybean 
phospholipid 

144.3 − 54.7 29.2 Antibacterial Medicine (Cui et al., 
2016a) 

Clove Syzygium 
aromaticum L. 

Soybean 
phospholipid 

149 − 24.5 20.4 Antibacterial Food (Cui et al., 2015) 

Bergamot Monarda didyma L. Phospholipid 185.1 − 2.95 75.0 Anticancer Medicine (Celia et al., 
2013) 

Bergapten / Phospholipid 185.1 − 2.95 75.0 Anticancer Medicine (Celia et al., 
2013) 

Macassar kernels Brucea javanica L. Phospholipid 108.2 − 57.0 92.4 Anticancer Medicine (Cui et al., 2010) 
Dill Anethum graveolens 

L. 
PCH / / 98 Antimicrobial / (Ortan et al., 

2009) 
Zanthoxylum 

tingoassuiba 
Zanthoxylum 
tingoassuiba L. 

1,2-Dipalmitoyl 
PCH 

210–3630 / 68.5–79.2 Anticancer Medicine (Detoni et al., 
2012) 

Sterol / PCH < 200 − 9 to − 14 >89 Antioxidant Food (Poudel et al., 
2019) 

DHA / 1,2-Dipalmitoyl 
PCH 

99 − 15.7 81.4 Anticancer; anti- 
inflammatory 

Medicine (Alaarg et al., 
2016) 

/ / 38.6 Anticancer; anti- 
inflammatory 

Medicine (Hadian et al., 
2014) 

EPA / 1,2-Dipalmitoyl 
PCH 

/ / 56.9 Anticancer; anti- 
inflammatory 

Medicine (Hadian et al., 
2014) 

EPA + DHA / <100 − 48.4 / Medicine 

(continued on next page) 
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ionic gelation method. In 2014, Sutaphanit et al. reported that the 
encapsulation of holy basil EO into gelatin by simple coacervation 
method could prevent its volatility and oxidation (Sutaphanit and 
Chitprasert, 2014). Indeed, the particles stored under accelerated con-
ditions at 60 ◦C for 49 days exhibited small decreases in the holy basil EO 
retention rate and antioxidant activity (Sutaphanit and Chitprasert, 
2014). Moreover, the stability studies performed on peppermint oil 
loaded capsules showed that only 7% of the oil was released during the 
storage of 40 days in cold water (Dong et al., 2011). In another work 
study, jasmine EO nanoparticles exhibited high heat-stability against 
humid heat (80 ◦C for 7 h) (Lv et al., 2014). 

On the whole, ionic gelation method is broadly used to encapsulate 
plants oils when compared to simple emulsion evaporation method. 
Gelatin (Devi et al., 2012; Dong et al., 2011; Sutaphanit and Chitprasert, 
2014; Zhang et al., 2012b), arabic gum (Dong et al., 2011; Lv et al., 
2014; Yang et al., 2015b; Zhang et al., 2012b), alginate (Devi et al., 
2012; Natrajan et al., 2015) and chitosan (Feyzioglu and Tornuk, 2016; 
Hosseini et al., 2013; Jamil et al., 2016; Liu et al., 2017; López-meneses 

et al., 2018) are the most commonly used wall materials. In addition, 
tripolyphosphate (Hasheminejad et al., 2019; Hosseini et al., 2013; Hu 
et al., 2015; Liu et al., 2017; Woranuch and Yoksan, 2013) and glutar-
aldehyde (Devi et al., 2012; Dima et al., 2014; Natrajan et al., 2015; 
Sutaphanit and Chitprasert, 2014) are widely used as crosslinking 
agents. The main advantages of ionic gelation method are, in particular; 
the avoidance of high shear forces and the use of aqueous solvents 
instead of organic ones. Moreover, ionic gelation is simple, economic 
and reproducible. However, moderate EE% and larger particle size were 
assessed using this method as compared to the nanoprecipitation 
technique. 

5.2. Encapsulation in lipid based nanocarriers 

5.2.1. Liposomes 
Liposomes were first developed for drug delivery purposes by 

Bangham et al. in 1965 (1965). Liposomes are vesicles formed by one or 
more lipid bilayers defining one or several aqueous compartments. They 

Table 2 (continued ) 

Encapsulated oil Plant (origin) Phospholipid 
used 

Physicochemical properties Biological properties Application Ref. 

Size (nm) Z.pot (mV) EE (%) 

Soybean 
phospholipid 

Anticancer; anti- 
inflammatory 

(Rasti et al., 
2012) 

Solvent injection method    
Anethole / Lipoid S100 / / / Antibacterial / (Auezova et al., 

2020) 
Cinnamaldehyde / Egg yolk 

phospholipid 
1000–2500 / / Antimicrobial / (Wang et al., 

2019) 
Isoeugenol / Lipoid S100 / / 96.4 / / (Hammoud 

et al., 2019) 
Pulegone / Lipoid S100 / / 90.5 / / (Hammoud 

et al., 2019) 
Terpineol / Lipoid S100 / / 73.7 / / (Hammoud 

et al., 2019) 
Thymol / Lipoid S100 / / 79.1 / / (Hammoud 

et al., 2019) 
Estragole / Lipoid S100 / / 90.9 / / (Hammoud 

et al., 2019) 
Eucalyptol / Lipoid S100 / / 61.9 / / (Hammoud 

et al., 2019) 
Black seed Nigella sativa L. Egg yolk PCH 50–900 / 34–87 Analgesic Medicine (Rushmi et al., 

2017) 
Garlic Allium sativum L. Phospholipid 131.7 / 64.3 Antimicrobial Food (Zabihi et al., 

2017) 
Galangal Alpinia officinarum L. Phospholipid 61.9 − 16 / Antimicrobial; 

antioxidant 
Medicine (Liu et al., 2016) 

Phospholipid 125.6 − 35.5 35.6 Antimicrobial; 
antioxidant 

Medicine (Cao et al., 
2016) 

Clove Syzygium 
aromaticum L. 

Phospholipon 
90H 

/ / 54.2–59.7 Anti-inflammatory Medicine (Sebaaly et al., 
2016a) 

Phospholipid / / / Anti-inflammatory Medicine (Sebaaly et al., 
2015b) 

Eugenol / Lipoid S100 74.6 / 24.2 Anti-cancer Medicine (Mishra et al., 
2019) 

Phospholipon 
90H 

/ / 63.1–63.5 Anti-inflammatory Medicine (Sebaaly et al., 
2016a) 

Phospholipid S75 58.6 / 59.2 Antibacterial Food (Peng et al., 
2015) 

Phospholipid / / / Anti-inflammatory Medicine (Sebaaly et al., 
2015b) 

Linseed oil +
quercetin 

Linum usitatissimum 
L. 

Soybean 
phospholipid 

262.2 / / Source of PUFA Food (Huang et al., 
2020) 

Coix seed oil + В- 
carotene 

Coix lacryma-jobi L. Egg yolk PCH 156.7–193.1 − 47.8 to 
− 32.4 

80.8 – 
83.8 

Anticancer Medicine (Bai et al., 
2019a) 

Linoleic acid / Soybean PCH 266 / 83.3 / Food (Vélez et al., 
2019) 

Heating method     
Sterol / Soybean 

phospholipid 
> 200 − 9 to − 14 >89 Antioxidant Food (Poudel et al., 

2019) 
EPA + DHA / Soybean 

phospholipid 
<200 − 48.3 / / / (Rasti et al., 

2012) 

EPA: Eicosapentaenoic acid; DHA: Docosahexaenoic acid; PUFA: Polyunsaturated fatty acids; PCH: phosphatidylcholine; PEA: phosphatidylethanolamine. 
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can be classified depending on their size and lamellarity to: i) small 
unilamellar vesicles (SUV) with a size between 20 nm and 100 nm, ii) 
large unilamellar vesicles (LUV) with a size greater than 100 nm and iii) 
multilamellar vesicles (MLV) with a size greater than 0.5 µm, as 
demonstrated in Fig. 6 (El-Asbahani et al., 2015a,b). Generally, the 
liposome bilayer consists of natural and/or synthetic phospholipids like 
phosphatidylcholline, phosphatidylethanolamine, phosphatidylserine, 
phosphatidylglycerol and phosphatidylinositol. Cholesterol may also be 
incorporated to the lipidic bilayer to reduce the permeability of water- 
soluble molecules through the membrane and improve its fluidity, and 
stability (Laouini et al., 2012). Due to the lipophilic character of the 
liposome bilayer, plant oils like essential or vegetable oils are highly 
entrapped to enhance their bioavailability and hurdle their physico-
chemical instability upon exposure to light, oxygen and temperature (El- 
Asbahani et al., 2015a,b). Several methods have been used to develop 
liposomes containing plants oils, while the thin film hydration, solvent 
injection and heating methods were widely used in the last decade. 

5.2.1.1. Thin lipid film hydration. Thin lipid film hydration or thin 
membrane hydration is the first process which was initially used for li-
posomes production (Bangham et al., 1965). A mixture of lipid in-
gredients was dispersed in organic solvent in a round-bottom flask. 
Subsequent evaporation of the organic solvent was performed using a 
rotary evaporator at reduced pressure. Finally, the hydration of the 
formed lipid film by water or buffer solution under agitation at tem-
perature above the lipid transition temperature allows the formation of 
MLVs dispersion (Fig. 6a) (Laouini et al., 2012). Liposome size reduction 
techniques, such as sonication or extrusion were applied to ensure size 

reduction and particles uniformity (Patil and Jadhav, 2014). Thin hy-
dration method was extensively used to develop plant oils-loaded lipo-
somes, as illustrated in Table 2. 

Regarding the size of liposomes prepared by this method, several 
work studies reported a small average diameter with a spherical shape. 
Cui et al. (2015) revealed that clove EO loaded-liposomes had small size 
of 149.2 nm, a high zeta potential (− 24.5 mV) with an entrapment ef-
ficiency of 20.41%, for 5.0 mg/mL clove oil concentration. Accordingly, 
Cui et al. (2016a,b) used the same method to limit the volatility of salvia 
EO by encapsulation in soy lecithin/cholesterol based liposomes. Atomic 
force microscopy images showed that the obtained liposomes were 
spherical in shape, uniformly dispersed without any aggregation with an 
average size ranging from 100 to 700 nm. Furthermore, bergamot EO 
and its fraction (bergapten) were entrapped in phospholipids based- 
liposomes using thin lipid hydration process (Celia et al., 2013). The 
prepared liposomes had an average size of 188.25 and 185.14 nm, a zeta 
potential of − 2.95 and − 2.57 mV and a high EE% of 75.0 and 77.0% for 
bergamot EO and its fraction, respectively (Celia et al., 2013). 

Several authors have compared the size of empty liposomes to EO- 
loaded liposomes prepared by thin hydration method. Ge and his 
coworker (2016) revealed a significant difference in the average size 
between empty- and Melaleuca alternifolia EO loaded-liposomes. Empty 
liposomes had an average size of 142 nm, while loaded liposomes were 
smaller with size around 75 nm. Similar results were found byYoshida 
et al. (Yoshida et al., 2010). Risaliti et al. (2019) attributed this to the 
high cohesion package of oil components to the bilayer constituents. On 
the other hand, Detoni et al. (2012) reported no difference in liposomes 
size between empty and Zanthoxylum tingoassuiba EO-loading MLVs and 

Fig. 6. Schematic illustration of the techniques used to produce liposomes.  
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SUVs, respectively. Moreover, nerolidol- and cyclodextrin/nerolidol- 
loaded liposomes prepared by thin lipid hydration method showed 
larger mean particle size than blank liposomes (Azzi et al., 2018). Cui 
et al. studying the encapsulation of curry EO in liposomes, revealed that 
the oil concentration had a positive effect on vesicles size (Cui et al., 
2017a). For instance, the vesicles size was increased from 103.86 to 
257.36 nm as a consequence of an increase in the oil concentration from 
2.0 to 6.0 mg/ml. Similar behavior was pointed for the encapsulation of 
cinnamon EO in soy lecithin/cholesterol based liposomes prepared by 
thin hydration method (Cui et al., 2016a). Accompanying the increase of 
cinnamon oil concentration from 3.0 to 6.0 mg/mL, the vesicles size was 
progressively increased from 133 to 157 nm. Similar results were also 
reported when increasing cardamom EO (Nahr et al., 2019), thyme EO 
(Cui et al., 2017b) and chrysanthemum EO (Lin et al., 2019b). 

The liposome size was not only affected by the EO concentration. In 
fact, Nazari et al., (2019) developing garlic EO nanophytosomes by thin 
hydration method, investigated the effect of the preparation method. 
For instance, nanophytosomes were a novel lipid based vesicular de-
livery systems where stable hydrogen bonds are formed between the 
phosphatidylcholine molecules and nutraceuticals leading to the for-
mation of stable complex (Ghanbarzadeh et al., 2016). In this study, 
MLVs reduction size was performed using three different types of 
methods: sonication, homogenization and the combination of sonication 
and homogenization. Results showed that the combination of two 
methods produced the smallest liposomes (115 nm) with transparent 
suspension view. Homogenization produced larger particles than probe 
sonication method and the average size was around 161 and 135 nm, 
respectively. Considering the zeta potential, all the prepared phyto-
somes had lower values (− 12.36 to − 3.86 mV) than the expected and 
reported values for soy bean phosphatidylcholine made nanovesicular 
systems (around − 26 mV). This was linked to the interaction between 
the positively charged allicin (the main component of garlic EO) and the 
negatively charged phosphate group of phosphatidylcholine (Nazari 
et al., 2019). In another work study, Salari and Salari (2019) developing 
rosemary EO loaded- L-α-phosphatidylethanolamine dioleoyl : choles-
teryl hemisuccinate liposomes found that sonication method produced 
smaller liposome than filtration method. The average sizes were 142.5 
and 437.2 nm, respectively. Results showed also that increasing the lipid 
ratio of L-α-phosphatidylethanolamine dioleoyl to cholesteryl hemi-
succinate from 3:2 to 7:3 resulted in much larger liposomes with more 
negative zeta potential. 

As there are several types of phospholipids, it is reliable to alter the 
size, charge and EE%, upon variation of type or addition of new in-
gredients to the lipid mixture. In this approach, the effect of lipid 
composition on the EE% of Anethum graveolens EO-loaded liposomes was 
investigated by Ortan et al., 2009. Liposomes with different lipids; fresh 
egg yolk, dimiristroylphosphatidyl choline, dipalmitoylphosphatidyl 
choline, dimiristroylphosphatidyl glycerol and dioleoylphosphatidyl 
choline, were prepared by thin hydration method. Results showed that 
oil entrapment varied in this way: dimiristroylphosphatidyl glycerol 
(55.2%) < dimiristroylphosphatidyl choline (58.9%) < dio-
leoylphosphatidyl choline (77%) < dipalmitoylphosphatidyl choline 
(97%) < fresh egg yolk (98%). Although dipalmitoylphosphatidyl 
choline showed good entrapment efficiency, its use was difficult as it 
required high temperature due to its high transition temperature. The 
authors related the low values of EE% of dioleoylphosphatidyl choline, 
dimiristroylphosphatidyl glycerol and dimiristroylphosphatidyl choline 
to their unsaturation. 

In addition to the factors mentioned above, other parameters may 
affect the physicochemical properties of liposomes prepared by thin 
hydration process. In this context, Plackett–Burman design was applied 
in order to investigate the effect of the mass ratio of phosphatidylcholine 
and cholesterol, tree tea EO concentration, tween 80 concentration, 
hydration medium pH, temperature, sonication time and power on 
physicochemical properties of tree tea EO-loaded liposomes (Ge & Ge, 
2015). Results revealed that only three factors (the ratio of 

phosphatidylcholine and cholesterol, EO concentration and tween 80) 
exhibited a significant impact on the entrapment efficiency of tree tea 
EO. Increasing the lipid ratio with EO amount and decreasing tween 80 
had a positive effect on EO encapsulation efficiency. Good EE% 
(97.18%) was obtained with the following parameters: the mass ratio of 
fresh egg yolk and cholesterol (5:51); EO concentration (1.21%); tween 
80 concentration (0.79%); pH 7.4; temperature (55 ◦C); sonication time 
(15 min) and sonication power (300w) (Ge & Ge, 2015). 

Regarding the stability of EO loaded in liposomes, Liolios et al. 
(2009) investigated the oxidative stability of carvacrol and thymol iso-
lated from Origanum dictamnus L. EO and their mixtures, before and after 
their encapsulation in egg L-α phosphatidylcholine/cholesterol-based 
liposomes by differential scanning calorimetry analysis. Results 
showed the appearance of exothermic peaks related to the auto- 
oxidation process of the samples. The onset temperatures at which the 
auto-oxidation process starts were in the following order: Carvacrol 
(258 ◦C) < Thymol (273 ◦C) < Carvacrol : Thymol (302 ◦C) < Empty 
liposomes (362 ◦C) < Liposomes + Carvacrol : Thymol (392 ◦C). One can 
conclude that carvacrol and thymol presented better antioxidant action 
when encapsulated than when in pure form. The antioxidant activity of 
empty liposomes is lower than that of oil loaded- liposome, suggesting 
that the liposome membranes were stabilized by the link of the lipophilic 
compounds with lipid bilayers (Liolios et al., 2009). 

Beyond EO, liposomes can potentially enable the encapsulation of 
VO and their derivatives, as illustrated in Table 3. Recently, numerous 
studies have been investigated to encapsulate fatty acids in liposomes. 
Among the several polyunsaturated fatty acids (PUFAs), dietary ω3 like 
eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids have been extensively 
investigated for their beneficial effects (Hadian, 2016). Alaarg et al. 
(2016) developed docosahexaenoic acid- loaded liposomes by thin hy-
dration method. The obtained liposomes exhibited small average 
diameter around 100 nm, narrow size distributions, negative zeta po-
tential (15.7 ± 2.5mv) and high EE% of 81.35%. Moreover, eicosa-
pentaenoic and docosahexaenoic acids were entrapped in 
nanoliposomes (i.e. nanoscale lipid vesicles) developed by thin hydra-
tion followed by either extrusion ultrasonic irradiation; bath sonication; 
probe sonication; or combined probe and bath sonication (Hadian et al., 
2014). Results showed that probe sonication produced liposomes with 
higher EE% for both investigated fatty acids. Results displayed also that 
EE% differs form a VO to another for liposomes prepared in the same 
experimental conditions. Indeed, the EE% value was higher for doco-
sahexaenoic acid than for eicosapentaenoic acid. This was ascribed to 
the fact that docosahexaenoic acid may change the physical properties 
of 1, 2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine bilayer, as it would 
provide a tightly pack conformation because of the coiled configuration 
(Hadian et al., 2014). 

In overall, thin hydration method is widely employed to develop 
plant oils loaded liposomes due to its simplicity. Several phospholipids 
are used in the literature including soybean phosphatidylcholine (Ge & 
Ge, 2016; Ge & Ge, 2015; Khatibi et al., 2017; Nazari et al., 2019; Rasti 
et al., 2012; Wang et al., 2015), dipalmitoyl phosphatidylcholine (Det-
oni et al., 2012), egg phosphatidylcholine (Saffari et al., 2016), phos-
pholipon®90G (Risaliti et al., 2019). Cholesterol is the most used 
fluidifying agent (Alikhani-Koupaei, 2015; Cui et al., 2017b; Cui et al., 
2010; Ge & Ge, 2016; Ge & Ge, 2015; Khatibi et al., 2017; Lin et al., 
2018; Lin et al., 2019a; Wang et al., 2015); in other cases, tween 80 (Ge 
et al., 2019; Ge & Ge, 2016; Ge & Ge, 2015; Lin et al., 2019a) and poly 
vinyl pyrrolidone (Cui et al., 2017a, 2017b, 2016a, 2016b, 2015; Lin 
et al., 2019b, 2018) were incorporated as surfactants. 

Using this method, heterogeneous vesicles of large sizes may be 
produced which requires additional steps like sonication and extrusion 
to reduce and homogenize the vesicle size and thus, the process con-
sumes more time. Besides, thin hydration method is difficult to scale up 
and requires organic solvents which in turn represent the major draw-
back. In fact, their residues may remain in the final liposome preparation 
resulting in potential toxicity and reduced stability of the lipid vesicles 
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Table 3 
Preparation methods for plant oils encapsulation in solid lipid nanoparticles and nanostructured lipid carriers with their fine applications.  

Encapsulated oil Plant (origin) Lipid used Physicochemical properties Biological properties Application Ref. 

Size (nm) Z.pot 
(mV) 

EE (%)    

Solid lipid nanoparticles  
High pressure homogenization        
Carvacrol / Cocoa butter / / / Antioxidant Medicine (Carvalho et al., 

2020) 
Geranial / Monoterpene Imwitor® 

900 K 
120.1 0 / / / (Zielińska et al., 

2020) 
Ziziphora Ziziphora 

clinopodioides 
Percirol ATO5 Campritol 
888 

241.1 –22.6 93 Insecticide Agriculture (Jajarm et al., 
2020) 

Eugenol / Caprylic triglyceride 
Stearic acid 

332 − 18.7 91.8 Anticancer Medicine (Garg and 
Singh, 2011) 

/ Hydrogenated palm oil 
Coconut oil 

164.5–172.9 / / Antifungal Food (McDaniel et al., 
2019) 

Thymol / Hydrogenated palm oil 
Coconut oil 

166.4–170.5 / / Antifungal Food (McDaniel et al., 
2019) Cinnamaldehyde / 198.0–202.1   

Sclareol / Compritol 128 − 29.3 / Treatment of 
metabolic disorder 

Medicine (Cerri et al., 
2019) 

Chamomile Matricaria 
chamomilla L. 

Stearic acid 542 − 35.9 / Wound healing Cosmetics (Gad et al., 
2019) 

α-pinene / Imwitor® 900 K 136.7 / / Antimicrobial, 
antioxidant 

/ (Zielinska et al., 
2019) 

Monoterpene Imwitor® 
900 K 

89.7 0 / / / (Zielińska et al., 
2020) 

Citral / Glyceryl monostearate 215.4 / / Flavoring agent Food (Tian et al., 
2018) 

Monoterpene Imwitor® 
900 K 

125.4 0  / / (Zielińska et al., 
2020) 

Gac fruit EO Momordica 
cochinchinensis L. 

Emulgade 200 / 90 Antioxidant; Anti- 
aging Skin tanning, 
skin care and skin 
protection 

Cosmetics (Mai et al., 
2018) 

Frankincense +
Myhrr oil 

Commiphora myrrha 
L. 

Compritol888 ATO 113.3 − 16.8 80–60 Antitumor Medicine (Wang, 2012) 

Copaiba oil Copaifera officinalis 
L. 

Cetyl palmitate 126.06 / / Antifungal Cosmetics (Svetlichny 
et al., 2015) 

Copaiba oil +
Allantoin 

Copaifera officinalis 
L. 

Cetyl palmitate 118.63 / / Antifungal Cosmetics (Svetlichny 
et al., 2015) 

Ultrasonication method        
Zataria multiflora Zataria multiflora 

Boiss. 
Precirol ATO 5 Stearic 
acid Glyceryl 
monostearate 

220–486 − 37.8 
to 
− 27.2 

85.3–95.2 Fungicide Pesticide Food 
Medicine 
Agriculture 

(Nasseri et al., 
2020) 

Glyceryl monostearate 
Precirol®ATO 5 

255.5 − 37.8 84 Antifungal Medicine (Nasseri et al., 
2016) 

β-elemene / Glyceryl monostearate 
Glyceryl tristearate 

128.4 − 3.07 / Antitumor Medicine (He et al., 2019) 

Clove Syzygium 
aromaticum L. 

Precirol®ATO 5 Stearic 
acid Glyceryl 
monostearate 

397.2 − 20.9 / Antimicrobial Medicine (Bazzaz et al., 
2018) 

Linalool / Myristyl myristate Cetyl 
esters Cetyl palmitate 

90–130 − 4 >80 Anticancer Medicine (Rodenak- 
Kladniew et al., 
2017) 

Eugenol / Stearic acid/Compritol 363– 423 / / Antifungal Medicine (Garg and 
Singh, 2013) 

Stearic acid Caprylic 
triglyceride 

87.7 − 19.2 98.5 Antifungal Medicine (Garg and 
Singh, 2011) 

Coconut Cocos nucifera L. Stearic acid 608 − 47.5 99.9 Moisturizing lotion Cosmetics (Noor et al., 
2013) 

Nanostructured lipid carriers  
High pressure homogenization     
Cinnamon Cinnamomum cassia 

persl. 
Cocoa butter Almond oil 100–120 − 14.9 

to 
− 17.5 

>82.1 Antimicrobial, 
antioxidant 

Food (Bashiri et al., 
2020b) 

Sucupira Pterodon 
emarginatus L. 

Imwitor® 900 K 
Tripalmitin 

148.1 / 99.9 Antidiabetic Medicine (Vieira et al., 
2020) 

Squaw mint Mentha pulegium L. Precirol®ATO 5 
Miglyol®812 

40–250 − 10 to 
− 15 

/ Wound healing Cosmetics (Khezri et al., 
2020) 

Rosemary Rosmarinus 
officinalis L. 

Precirol®ATO 5 
Miglyol®812 

100–250 − 15.7 92.1 Wound healing Cosmetics (Khezri et al., 
2019) 

Peppermint Mentha piperita L. Precirol®ATO 5 
Miglyol®812 

40–250 − 10 to 
− 15 

/ Wound healing Cosmetics (Ghodrati et al., 
2019) 

Clove Syzygium 
aromaticum L. 

Beeswax Coconut oil 121–367 / ≈60 Cholinesterase 
enzyme inhibition 

Medicine (de Meneses 
et al., 2019) 

Ridolfia segetum Ridolfia segetum L. Precirol®ATO 5 143 16.3 100 Medicine 

(continued on next page) 
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(Cortesi et al., 1999; Vemuri and Rhodes, 1995). 

5.2.1.2. Solvent injection. The solvent injection method, firstly 
described in 1973 (Batzri and Korn, 1973), implies the dissolution of the 
lipid into an organic phase such as ethanol or ether, followed by the 
injection of the lipid solution into aqueous solution resulting in lipo-
somes dispersion (Laouini et al., 2012). After that, the organic solvent 
was evaporated under reduced pressure (Fig. 6b). This technique is 
widely used for plant oil encapsulation, as demonstrated in Table 2. The 
solvent injection’ main feature is that narrow size distribution of sub-
micron liposomes (under 100 nm) could be produced without extrusion 
or sonication (Stano et al., 2004). Moreover, compared with thin hy-
dration method, the ethanol injection technique was found to be scal-
able. In fact, clove EO-liposomes were successfully scaled-up using a 
membrane contactor (600 mL) and a pilot plant (3L) (Sebaaly et al., 

2015a). Furthermore, various eugenol- and clove EO-liposomes were 
prepared at laboratory (ethanol injection) and large scale (membrane 
contactor): free hydroxypropyl-β-cyclodextrin loaded liposomes; drug in 
hydroxypropyl-β-cyclodextrin in liposomes (DCL) and DCL2 obtained by 
double loading technique, where the drug is added in the organic phase 
and the inclusion complex in the aqueous phase (Sebaaly et al., 2016a). 
Results showed that eugenol and clove EO loaded DCL and DCL2 
developed at large scale had a mean size similar to those obtained by 
laboratory scale. Besides, Eugenol and clove EO loaded DCL and DCL2 
had a mean particle size significantly smaller than that of free hydrox-
ypropyl-β-cyclodextrin liposomes containing either eugenol or clove EO 
at both laboratory and large scales. This was explained by the complete 
incorporation of the aromatic cycle of eugenol inside the hydrophobic 
cavity of hydroxypropyl-β-cyclodextrin, resulting in limit interaction 
between eugenol and lipidic bilayers. Regarding the polydispersity 

Table 3 (continued ) 

Encapsulated oil Plant (origin) Lipid used Physicochemical properties Biological properties Application Ref. 

Size (nm) Z.pot 
(mV) 

EE (%)    

Antioxidant; anti- 
inflammatory 

(Miranda et al., 
2019) 

В-elemene / Glycerol monostearate 
Glyceryl monolinoleate 
Oleoyl 
macrogolglycerides 

138.9 − 20.2 82.11 Antitumor Medicine (Shi et al., 
2013) 

Thymoquinone / Hydrogenated palm oil 
Olive oil Lipoid®S100 

75 − 31 / Antiulcer Medicine (Sidding et al., 
2013) 

Sunflower 
Crambe Canola 

Helianthus annuus L. 
Crambe maritima L. 
Brassica napus L. 

Sunflower oil Crambe oil 
Canola oil 

48.23–342.10 − 22.3 
to −
29.7 

/ Source of 
phytosterols 

Food (Santos et al., 
2019) 

Pomegranate seed Punica granatum L. Glycerol monostearate 
Emulgade 

108–145 34.4 to 
− 44.3 

51 – 70 Antioxidant UVA 
protector 

Cosmetics (Badea et al., 
2015) Wheat germ Triticum aestivum L. 

Blackcurrant seed Ribes nigrum L. 
Sesame Sesamum indicum L. 
Carrot root Daucus carota subsp. 

Sativus 
Raspberry seed Rubus idaeus L. 
Rice bran Oryza sativa L. 
Olive Olea europaea L. Hydrogenated palm oil 61.14 − 25.4 / Source of PUFA Medicine (How et al., 

2013) 
Grape seed +

Laurel 
Vitis vinifera L. n-Hexadecyl palmitate 

Glycerol monostearate 
Myritol®318 

< 150 / / Antitumor; 
antioxidant 

Medicine (Lacatusu et al., 
2015) 

Ultrasonication method     
Cinnamon Cinnamomum cassia 

persl. 
Cocoa butter 119.4 +21.4 84.6 Antioxidant Food (Bashiri et al., 

2020a) 
Lippia sidoides Lippia sidoides L. Gelucire® 

Labrasol® 
214.4–423.2 − 40.6 

to −
23.0 

/ Antifungal / (Baldim et al., 
2019) 

Carvacrol +
Astaxanthin 

/ Lecithin 
Beeswax 

58.8 − 36 Asta = 95 
Car = 88 

Antioxidant 
Antibiofilm 

Medicine (Shakeri et al., 
2019) 

Eucalyptus Eucalyptus globulus 
L. 

Olive oil 50 – 60 − 22.07 101.7 Wound healing Cosmetics (Saporito et al., 
2018) 

Peppermint Mentha piperita L. Miglyol-812 
Precirol-ATO 5 

40–250 − 10 to 
− 15 

93.2 Wound healing Cosmetics (Ghodrati et al., 
2019) 

Cardamon Elettaria 
cardamomum L. 

Cocoa butter 
Olive oil 

<150 / >90 Antimoicrobial Food (Nahr et al., 
2018) 

Thymol / Illipe butter 
Calendula oil 

107.7 − 11.6 89.1 Anti-inflammatory 
Antipsoriatic 

Cosmetics (Pivetta et al., 
2018) 

Houttuynia 
cordata 

Houttuynia cordata 
Thunb. 

Glyceryl behenate 171 − 19.3 90.20 Treatment of 
pneumonia, 
respiratory and 
urinary tract 
infections 

Medicine (Zhao et al., 
2017) 

Pomegranate seed Punica granatum L. Propolis Beeswax 71.4–366.3 − 18.3 
to −
27.2 

96–99 Antioxidant Food (Soleimanian 
et al., 2018) 

Blackcurrant 
Blackberry 
Raspberry 
Strawberry 
Plum 

Ribes nigrum L. 
Rubus fruticosus L. 
Rubus idaeus L. 
Fragaria ananassa 
Duchesne. 
Prunus domestica L. 

Myverol RX GMS 95P 
Chemal EO-20 

/ / / Source of PUFA Medicine (Krasodomska 
et al., 2016)  
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index and zeta potential, no difference was assessed between all the 
tested liposomes. 

Currently, several studies have been reported to investigate the effect 
of liposome composition and operating conditions on physicochemical 
properties of liposomes prepared by ethanol injection method (Ham-
moud et al., 2019; Rushmi et al., 2017; Sebaaly et al., 2016b). The effect 
of oil concentration, injection rate, stirring speed on the average diam-
eter of black seed oil-liposomes was studied (Rushmi et al., 2017). Re-
sults showed that liposomes decrease in size from 520.70 to 51.48 nm 
after oil incorporation. As the concentration of oil increases from 0.17 to 
0.67% v/v, liposomes size reduced significantly due to the antioxidant 
activity of the oil which could decrease phospholipid bilayer oxidation, 
preventing liposomes growth; while, no change in average size of lipo-
somes was noticed upon further increase in oil (0.67% v/v). Thus, the oil 
concentration of 0.67% v/v was found to be optimum for its antioxidant 
activity. Results showed also that small sized liposomes were formed 
under 1 mL/min injection rate and 2200 rpm stirring speed. Low in-
jection rates result in faster lipids oxidation while high rates may cause a 
variable distribution of particle size. Similar results were already re-
ported (Sebaaly et al., 2016b). In regards of the phospholipid:cholesterol 
ratio effect, the EE% was improved from 39.8 to 49.9% after increasing 
the ratio of egg extract to cholesterol from 3:1 to 3:2 (Rushmi et al., 
2017). This was related to the fact that cholesterol may reduce the 
flexibility and mobility of lipidic layer which in turn lead to enhance 
liposomes stability. Moreover, another study performed by Hammoud 
et al. (2019) spotlighted that the type of encapsulated EO affects 
significantly the phospholipid and cholesterol incorporation rates into 
the lipid layer. Lower phospholipids incorporation rates were observed 
when encapsulating isoeugenol, pulegone or thymol. While, high 
cholesterol incorporation rates were measured in presence of estragole 
or terpineole. Additionally, the oil entrapment efficiency was found to 
be affected by the chemical structure of encapsulated EO. In fact, EO 
bearing hydroxyl groups in their structure are more greatly to fluidize 
the lipid layer than those without a hydroxyl group leading to higher EE 
%. The authors concluded that EO bearing hydroxyl groups had low 
aqueous solubility with low Henry constant value and higher liposomal 
EE% (Hammoud et al., 2019). 

Regarding the stability of liposomes prepared by ethanol injection 
process, Liu et al. (2016) investigated the stability of galanga EO-loaded 
liposomes at low temperature (4 ◦C) and dark conditions and results 
revealed minor change in mean particle size and polydispersity index. 
Furthermore, the photostability of eugenol in aqueous solution and in 
liposome formulations (Phospholipon 80H, Phospholipon 90H and Li-
poid S100) was investigated under UV light irradiation for 96 h (Sebaaly 
et al., 2015b). Results revealed that liposomes formulations protect 
eugenol more than aqueous solutions. The percentages of remaining 
eugenol were 58, 82, 91 and 95% for aqueous solution, Phospholipon 
80H-, 90H- and S100-liposomes, respectively. The highest value of 
remaining eugenol for lipoid S100 was related to the flexibility of the 
membrane resulting in a deep insertion of eugenol into the lipid bilayer 
leading to better protection from any UV light effect (Sebaaly et al., 
2015b). 

Despite using ethanol injection for EO encapsulation in liposomes, a 
few reports have been published during the last decade regarding the 
encapsulation of VO. Recently, Huang et al. (2020) developed co-loaded 
linseed oil with quercetin in liposomes with the aim of enhancing their 
solubility and stability. The produced liposomes owned a spherical 
shape with a small average size (262.2 nm). In 2019, Bai and his co-
workers investigated the effect of different coix seed oil: β-carotene ra-
tios on the physiochemical properties, stability and antioxidant activity 
of coix seed oil : β-carotene co-loaded-liposomes (Bai et al., 2019a). 
Results showed that by increasing coix seed oil, the EE% of β-carotene in 
the liposomes decreased. The values of EE% for 1:1, 1:5, and 1:10, 
β-carotene:coix seed oil liposomes were 83.8, 81.3, and 80.8%, respec-
tively, which were slightly lower than that of liposomes containing 
β-carotene alone (86.0%). This was ascribed to the ability of coix seed oil 

to compete for the available hydrophobic domains within the phos-
pholipid bilayers. 

To sum up, ethanol injection method is widely employed for plant 
oils encapsulation as it is simple, easy to scalable and it does not require 
any additional process for vesicle size reduction. According to the pre-
vious work studies, phospholipon ®90H (Sebaaly et al., 2016a, 2016b), 
phospholipon ®80H (Sebaaly et al., 2016b), lipoid ® S100 (Hammoud 
et al., 2019; Sebaaly et al., 2016b) and egg phospholipids (Bai et al., 
2019a; Rushmi et al., 2017) are widely used as bilayer forming lipids. 
Ethanol injection method suffers from several drawbacks including 
continuous exposure of plant oils to high temperature and organic sol-
vents which may affect both the safety and stability of the liposomes 
(Nkanga et al., 2019). 

5.2.1.3. Heating method. The heating method, called also Mozafari 
method, was first developed in 2005. It is known to be the most 
attractive method for liposomes preparation due to its organic solvent/ 
detergents free characteristics (Mozafari & Mortazavi, 2005). In this 
technique, lipids are hydrated in the presence of hydrating agent 
(glycerin or propylene glycol) and heated at 40–120 ◦C (at the tem-
perature which is above the transition temperature of the phospholipids) 
depending on the properties of the ingredients, the presence or absence 
of cholesterol, and the type of material to be entrapped (Fig. 6c) 
(Mozafari et al., 2008). 

Currently, Mozafari method is widely used to encapsulate VO and 
polyunsaturated fatty acids (Table 2). When compared to thin hydration 
process, Mozafari method produce liposomes with higher stability. Rasti 
et al. (2012) investigated the difference between the oxidative stability 
of liposomes (before sonication) and nanoliposomes (after sonication) 
produced by Mozafari and conventional thin hydration techniques. For 
both methods, polyunsaturated fatty acids entrapment efficiency values 
of nanoliposomes were higher than those of liposomes. Authors related 
this result to the fact that size reduction increases the surface area of the 
liposomes resulting in increasing the contact and bond between the fatty 
acids and phospholipids in the bilayers. Moreover, liposomes prepared 
by Mozafari process showed higher physical stability than those pre-
pared by conventional method (Rasti et al., 2012). In another work 
study, the effect of formulation strategies on phytosterol, extracted from 
canola oil, loaded-liposomes was investigated (Poudel et al., 2019). The 
results showed that Mozafari method produce liposomes with high 
average size (260 nm) as compared to those obtained by thin film hy-
dration homogenization (186 nm) and thin film hydration ultra-
sonication (196 nm). This result was attributed to the high shear force 
and cavitation involved in size reduction during the ultrasonication and 
homogenization process; while in Mozafari method, less intense mag-
netic stirring will probably yield to larger particles. In term of poly-
dispersity index and zeta potential, no difference was found for all the 
formulations (Poudel et al., 2019). 

Like the methods discussed above, Mozafari method was affected by 
several operating conditions. In 2013, Rasti et al. investigated the effect 
of shear rate, mixing and sonication times on colloidal properties of 
polyunsaturated fatty acids (docosahexaenoic acid and eicosapentae-
noic acid) nanoliposomes (Rasti et al., 2013). In their study, response 
surface methodology was applied to predict the optimum levels of 
liposome preparation condition producing maximum EE% and mini-
mum average size. According to ANOVA analysis, all the independent 
variables and their interactions were found significant; while, the main 
significant effect on liposome size and EE% was found to be the shear 
rate. After optimizing the operating parameters; shear rate (795 rpm), 
mixing time (60 min) and sonication time (10 min), the nanoliposome 
exhibited an average diameter of 81.4 nm with an EE% of 100% (Rasti 
et al., 2013). 

Besides using heating method to encapsulate VO in liposomes, no 
report was found regarding the encapsulation of EO maybe due to their 
high sensitivity and volatility upon exposure at high temperature. Thus, 
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this technique is not suitable for thermosensitive bioactive agents. In 
closing, Mozafari method showed to be a fast, simple, scalable, and non- 
toxic technique for liposome preparation with high EE%. In addition, the 
obtained liposomes can be freely used without any further sterilization 
treatments as they were prepared under heating conditions which in 
turn could minimize both formulation timing and complexity (Nkanga 
et al., 2019). 

5.2.2. Solid lipid nanoparticles and nanostructured lipid carriers 
Solid lipid nanoparticles (SLN) are other lipid-based carriers that 

have emerged as they combine the benefits of liposomes and polymeric 
nanoparticles (Sarangi and Padhi, 2016). Solid lipid nanoparticles, 
developed since 1990, are suspensions of nanosized solid lipid particles 
dispersed in an aqueous media (Patel, 2013). There are composed of 
surfactants and a lipid matrix that acquires a solid-state lipid at ambient 
temperature (Bayón-Cordero et al., 2019). The commonly used mate-
rials to structure the lipid core are fatty acids (stearic acid, palmitic acid, 
decanoic acid and benzoic acid), triacylglycerols (trimyristin, trilaurin, 
tristearin and tripalmitin) and acyl glycerols (glycerol monostearate, 
glycerol palmitostearate and glycerol benzoate). These lipids are char-
acterized by their purity, low price, safety and biodegradability. In the 
other hand, phospholipids (phosphatidylcholine, soy and egg lecithins), 
poloxamer, pluronic®F127, bile salts, tween 80 and polyvinyl alcohol 
are example of commonly used surfactants (Kaliamurthi and Selvaraj, 
2016). 

In the aim of enhancing the loading capacity of SLN, a second gen-
eration of lipid nanoparticles was developed in 1999; so called nano-
structured lipid carriers (NLC) in which the matrix is composed not only 
of a solid lipid, but of a blend of a solid and a liquid lipid oil, as illus-
trated in Fig. 7. These carriers may provide an additional space for the 
loading of bioactive agents, improving in this way the amount of the 
active compounds entrapped and minimizing the probability of expul-
sion from the lipid phase (Patel, 2013). 

Considering the delivery of plant oil, the main reason to use SLN or 

NLC as nanocarriers is the improvement of entrapment efficiency. Since 
the oils are mostly lipophilic, they present a good miscibility with the 
lipid matrix, resulting high amount of oil could be entrapped (Falcao 
et al., 2015). In addition, these lipid-based carriers protect the labile and 
sensitive oil components from chemical, photochemical or oxidative 
degradation, due to the immobilization by solid lipids. Different 
methods are employed to produce SLN, however, high pressure ho-
mogenization and high-speed homogenization (ultrasonication) are 
commonly used due to their simplicity and facility of scaling up. 

5.2.2.1. High pressure homogenization. The high-pressure homogeniza-
tion method was extensively used to encapsulate plant oils in SLN since 
it produces particles with small size and higher homogeneity. Using a 
high-pressure homogenizer, liquids were pushed with high pressure 
(100–2000 bar) through a narrow gap (micron size) creating fluid ac-
celeration over a very short distance at very high viscosity of over 1000 
km/h which in turn result in disrupting the particles down to submicron 
range (Garud et al., 2012). 

Using the high-pressure homogenization to encapsulate plants oils, 
the lipid is heated at 5 to 10 ◦C above its melting point, and the oil is 
dissolved within (Fig. 7a). After that two approaches are involved: hot or 
cold homogenization. In hot homogenization, hot aqueous surfactant 
solution is dispersed with the plant oil-lipid melt under stirring at the 
same temperature creating the pre-emulsion. The resultant pre-emulsion 
was pushed through a piston-gap homogenizer creating a hot oil-in- 
water (O/W) nanoemulsion which is cooled after at room temperature 
allowing the crystallization of the lipid and the formation of SLN. 

Using the cold homogenization approach the oil-lipid melt was 
cooled down creating solid lipid microparticles that are dispersed after 
in a cold aqueous surfactant solution forming a pre-suspension. The 
subsequent homogenization of this pre-suspension creates SLN (Fig. 7b). 
Several studies have been already published investigating the use of 
high-pressure homogenization process to encapsulate plant oils (see 
Table 3). 

Fig. 7. Schematic illustration of solid lipid nanoparticles and nanostructured lipid carriers’ preparation methods.  
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Regarding the size of SLN prepared by this technique, numerous 
research works reported a small average diameter with good stability 
and high EE%. For example, SLN containing frankincense and myhrr EO 
in a ratio 1:1 were developed using hot homogenization process by 
Wang et al. (Wang, 2012). An average mean size of 113.3 nm, a zeta 
potential of − 16.8 mV and an EE% of 80.60% were assessed for the 
obtained SLN. The same process was used to prepare SLN encapsulating 
the VO: copaiba oil with and without allantoin which is widely used in 
cosmetology for its keratolytic, moisturizing, soothing and wound 
healing properties (Svetlichny et al., 2015). The dynamic light scattering 
analysis revealed an average particle size of 126.06 nm and 118.63 nm 
for the copaiba oil-loaded SLN and copaiba oil: allantoin-co-loaded SLN, 
respectively. 

Concerning the stability of SLN, previous works highlighted their 
efficiency in preserving the quality of encapsulated oil during long-term 
storage as compared to un-encapsulated-form (Tian et al., 2018; Zie-
linska et al., 2019). Tian et al. (2018) reported that SLN can enhance the 
stability of citral in acidic surroundings. Gas-chromatography analysis 
showed that after 12 days storage, 67% of citral remained in the citral 
loaded-SLN formulations, while only 8% remained in the control. In 
addition, the overall flavour of the degradation products generated from 
citral-SLN were assessed and results demonstrated that the off-flavours 
had little effect on the whole flavour of citral-SLN in the system sam-
ple as compared with the control (Tian et al., 2018). 

Several factors such as the kind of lipid, surfactant and the operating 
process conditions could influence the physicochemical properties of the 
particles obtained by high-pressure homogenization. In this context, Mai 
et al. (2018) investigated the influence of homogenization conditions on 
gac fruit EO-loaded SLN prepared by hot and cold homogenization. 
Results showed that increasing hot homogenization speed from 5000 to 
10000 rpm was accompanied with a decrease in particle size from 3297 
to 201 nm. However, further increase in speed leads to increase the 
particle size due to the fact that the oil particles are more likely to collide 
and aggregate with others. Concerning hot homogenization time, short 
time was found not enough for active ingredient encapsulation while 
more homogenization time result in small particles which in turn lead to 
reduce the volume containing active ingredients (Mai et al., 2018). 

In another work study, the impact of the surfactant content, the ratio 
of citral to lipid, and their total content on the physicochemical char-
acteristics of citral-loaded SLN has been explored (Tian et al., 2018). As 
the surfactant amount increases the EE% decreases due to the fact that 
the surface of the formed SLN was not large enough to absorb the excess 
of surfactant which in turn form micelles, resulting a partitioning phe-
nomenon of citral between micelles and SLN; therefore, a decrease in 
entrapment efficiency was noticed. Results revealed also an increase in 
particle size and a decrease in EE% when increasing the content of the 
mixture citral : glyceryl monostearate, used as lipid matrix, from 1 to 
5%. The increase in the content of citral : lipid leads to increase the 
viscosity of the system which in turn reduce the efficiency of the high- 
pressure homogenization process to decrease the particle size. Addi-
tionally, too much citral and lipid cannot be emulsified when the sur-
factant content is kept constant this is why the EE% decreased. The same 
behavior of EE% was observed when increasing the ratio of citral to 
glycerol monostearate. In fact, the excess of citral cannot be entrapped 
when the content of the mixture citral : lipid was kept constant (Tian 
et al., 2018). 

In recent years, NLC were introduced to bypass the potential prob-
lems associated with the use of SLN. They were widely used for plant oils 
encapsulation, as depicted in Table 3. The main feature of these nano-
carriers is to enhance the drug loading and prevent drug expulsion 
during long term storage (Sailaja et al., 2011) and this was confirmed by 
several research works. In 2019, using the high-pressure homogeniza-
tion technique, Miranda and his colleagues developed Ridolfia segetum 
EO loaded-NLC with a small particle size (148.1 nm), a high zeta po-
tential (16.3 mV) with excellent loading capacity (EE%=100%) 
(Miranda et al., 2019). In another research work, NLC containing 

sucupira EO produced by hot homogenization process owning an 
average diameter of 143 nm with an EE% of 99.98% (Vieira et al., 2020). 

Another characteristic intended by using either SLN or NLC as plant 
oils carrier is providing a controlled released pattern. For this context, in 
vitro release profile of sucupira oil from NLC was assessed by means of 
Franz glass diffusion cells and the recorded release profile was fitted into 
four mathematical models i.e., zero order, first order, Higuchi and 
Korsmeyer-Peppas (Vieira et al., 2020). Results showed that the release 
profile of sucupira oil followed a sustained manner over the course of 8 
h. About 17.5% was released within the first hour, while the cumulative 
amount reached 30% at the end of the 8 h (Vieira et al., 2020). Results 
showed also that the best model describing the release of sucupira oil 
from NLC was the first order with a regression coefficient close to 1. In 
contrary to SLN, the release profile of plant oils from NLC does not 
follow Higuchi or Korsmeyers–Peppas model. Indeed, the release was 
governed by sucupira oil concentration inside the particles rather than 
the physicochemical properties of the carriers and this was expected as 
NLC are made of blend of solid and liquid lipids. Higuchi and Kors-
meyers–Peppas are typically followed in the case of SLN formulations as 
these have a higher degree of crystallinity which controls better the 
release profile. 

With respect to vegetable oils, NLC were employed for co-delivery of 
VO with another bioactive molecule (Badea et al., 2015; Lacatusu et al., 
2015; Rahman et al., 2013, 2014; Sidding et al., 2013). The benefit of 
these nanocarriers is that the VO can complement or even enhance the 
biological activity of the synthetic drug (Lacatusu et al., 2015). For this 
context, diethylamino hydroxybenzoyl hexyl benzoate used as UVA fil-
ter was co-encapsulated with various vegetable oils and their combi-
nations (pomegranate seed oil, wheat germ oil, blackcurrant seed oil, 
sesame seed oil, carrot root oil, raspberry seed oil and rice bran oil) in 
NLC by high pressure homogenization method in order to enhance its 
antioxidant activity and UV protection performance (Badea et al., 2015). 
All the prepared NLC owned a mean particle size in the range of 108 to 
145 nm with narrow size distribution, high zeta potential ranging from 
− 34.4 to − 44.3 mV and an entrapment efficiency between 51 and 70% 
(Badea et al., 2015). In another work study, in the aim of enhancing the 
anti-inflammatory properties, olive oil was co entrapped with thymo-
quinone in NLC and the resultant particles owned an average diameter 
around 75 nm with negative zeta potential of − 31 mV (Sidding et al., 
2013). Olive oil was further encapsulated in hydrogenated palm oil-NLC 
for co-delivery with synthetic drug purpose. The resultant particles had 
a mean diameter, polydispersity index, zeta potential, specific surface 
area, and crystallinity index of 61.14 nm, 0.461, − 25.4 mV, 49.07 m2 

and 27.12% respectively (How et al., 2013). 
Besides the synthesized drugs, VO may be co-encapsulated with EO 

in NLC. For instance, Lacatusu et al. (2015) highlighted the possible 
blend of plant and animal oils – grape seed oil or fish oil with laurel leaf 
EO in NLC. The mean average diameter of obtained NLC reduces after 
increase of grape seed oil or fish oil content. This was ascribed to the role 
of the long fatty chains of these oils which lead to a more confined lipid 
core. 

On the whole the high-pressure homogenization technique is largely 
employed thanks to its benefits including low cost, good scalability and 
high stability of particles. While, with respect to the encapsulation of 
plant oils hot homogenization is more used as compared to the cold 
homogenization method. Lipids like tristearin (Salminen et al., 2017), n- 
hexadecyl palmitate (Lacatusu et al., 2015), myritol®318 (caprylic/ 
capric triglyceride) (Lacatusu et al., 2015), compritol®888 ATO (Wang, 
2012), glyceryl monolinoleate (Shi et al., 2013; Tian et al., 2018), oleoyl 
macrogolglycerides (Shi et al., 2013), lipoid®S100 (Sidding et al., 
2013), cetyl palmitate (Svetlichny et al., 2015) and glycerol mono-
stearate (Shi et al., 2013) are usually used to structure either SLN or 
NLC. Soybean lecithin (Salminen et al., 2017; Wang, 2012), tween 80 
(Shi et al., 2013; Sidding et al., 2013; Svetlichny et al., 2015; Wang, 
2012), tween 20 (Badea et al., 2015; Lacatusu et al., 2015), span 80 (Mai 
et al., 2018; Tian et al., 2018) poloxamer (Badea et al., 2015) and 
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sodium taurodeoxycholate hydrate (Salminen et al., 2017) are example 
of used emulsifiers. 

The use of high-speed homogenization process is often limited by the 
need of high energy input and the high temperature which cause oil loss. 

5.2.2.2. Ultrasonication / high speed homogenization. Solid lipid nano-
particles may also be prepared by ultrasonication or high-speed ho-
mogenization technique. In brief, the heated aqueous phase was added 
to the melted lipid phase and emulsified by high speed stirrer, probe 
sonication or by adding the aqueous phase drop by drop to the lipid 
phase under magnetic stirring. The obtained pre-emulsion was ultra-
sonicated using probe sonicator with water bath (Fig. 7c). In order to 
prevent re-crystallization during the process, the production tempera-
ture was kept at least 5 ◦C above the lipid melting point (Ramteke et al., 
2012; Yadav et al., 2013). 

With respect to the encapsulation of plant oils, the ultrasonication 
technique is widely used, as described in Table 3. Zataria multiflora EO- 
loaded SLN were developed using Precirol® ATO 5 (Glyceryl mono-
stearate) as lipidic matrix and tween 80 with poloxamer 188 as surfac-
tants (Nasseri et al., 2016). The obtained SLN owned a particle size 
around 255.5 nm with zeta potential of − 37.8 mV and high EE% of 84%. 
The same technique was used to develop cardamom EO loaded-NLC 
using cocoa butter (as solid lipid), olive oil (as liquid lipid) and tween 
80 (as surfactant); and the resultant particles had round shape, smooth 
surface with particle size less than 100 nm (Nahr et al., 2018). Similarly, 
NLC were developed using palm stearin as solid lipid and lecithin as 
emulsifier and the resultant particles were physically and chemically 
stable during 70-day storage at room temperature and 4 ◦C (Zhu et al., 
2015). Furthermore, Noor et al. (2013) successfully loaded coconut VO 
into SLN by the same process and reported high EE% (99.97%). 

Like all the colloidal formulations discussed above, both SLN and 
NLC prepared by high-speed homogenization provide a controlled 
release profile of plant oils (Pivetta et al., 2018; Zhao et al., 2017). The 
release profile of EO from these nanocarriers may be affected by several 
factors such as the particle size and the composition of lipidic matrix. In 
2011, Garg and his coworkers compared the release profile of eugenol 
from SLN and NLC formulations made from stearic acid and the mixture 
stearic acid: caprylic triglyceride, respectively (Garg and Singh, 2011). 
Results revealed a biphasic release pattern from both nanocarriers. After 
initial burst release, the cumulative amounts of eugenol released within 
12 h were 65 and 78% from SLN and NLC, respectively. This was related 
to the structure of the nanocarrier’s matrix. The addition of liquid lipid 
in the case of NLC provides fewer barriers to partitioning of eugenol to 
the dissolution media. The authors ascribed also this result to the small 
particle size of NLC (87.7 nm) as compared to that of SLN (332 nm). 
Indeed, the addition of liquid lipid decreases the viscosity of the organic 
phase (lipid solution) to be dispersed in the aqueous one resulting in 
smaller particles. Moreover, liquid lipid may inhibit the crystallization 
of solid lipid leading to smaller particle size (Garg and Singh, 2011). One 
may conclude that the incorporation of liquid lipid improves the EE% 
but decreases the barrier provided by lipid matrix for the diffusion of 
bioactive molecule in the dissolution medium. 

The particle size and zeta potential of NLC were influenced by several 
parameters including solid lipid composition, oil and surfactant (type 
and concentration), lipid:surfactant ratio, etc. The impact of these fac-
tors was extensively studied in the literature (Krasodomska et al., 2016; 
Lacatusu et al., 2013; Soleimanian et al., 2018). It was found that 
increasing stearic acid concentration results in increasing the size of 
Eugenia caryophyllata EO-loaded SLN prepared by ultrasonication 
method (Bazzaz et al., 2018). Moreover, Soleimanian et al. (2018) 
developing pomegranate seed oil-loaded NLC using two types of natural 
waxes: beeswax and propolis wax, investigated the influence of solid 
lipid composition, surfactant blend concentration and oil content on 
NLC physicochemical properties. Results demonstrated that increasing 
oil amount resulted in a decrease in particle size of beeswax NLC. This 

was related to the reduction of core viscosity and enhancement of 
fluidity which results in a decrease in particle size. The opposite 
behavior was observed in the case of propolis wax NLC. The particle size 
increases by increasing the oil content. The authors ascribed that to 
enhanced interfacial tension or swelling rate of the core as result of 
greater oil concentration. Concerning the impact of solid lipid type, 
Soleimanian et al. (2018) reported that small differences in the lipid 
composition (particularly, the melting point) might have considerable 
impact on size and quality of nano lipid carriers. Beeswax consisting of a 
longer series of carboxylic acid homologues, alcohols and hydrocarbons 
exhibits higher melting point, leading to higher viscosity of the 
dispersed phase which in turn results in increasing particle size (203 
nm). On the other hand, propolis wax having lower proportion of 
components produced smaller NLC (143 nm). Regarding the zeta po-
tential, the same authors reported that increasing the concentration of 
surfactant mixture (Lecithin:Tween 80) results in decreasing the zeta 
potential of NLC. They related this result to the differences in mobility 
and redistribution of used surfactants. In fact, high amounts of surfac-
tant decrease the surface tension and enhance the particle partition 
during homogenization, resulting to a decrease in particle size and thus 
new NLC appear. The time required for the redistribution of surfactant 
molecules to cover the new surfaces differ. Indeed, low molecular 
weight surfactants such as tween 80 adsorb rapidly at the interface, 
while lecithin, as high molecular weight surfactant, needs more time to 
be adsorbed. Therefore, tween 80, external hydrophilic non-ionic sur-
factant, will cover the internal lipophilic surfactant (i.e. lecithin), and 
thus the zeta potential decreases (Soleimanian et al., 2018). 

In summary, the ultrasonication is chosen by scientists to design both 
SLN and NLC systems to entrap plant oils. The commonly used lipid are 
glyceryl behenate (Zhao et al., 2017), stearic acid (Bazzaz et al., 2018; 
Garg and Singh, 2013, 2011), carnauba wax (Lacatusu et al., 2013), 
whey protein isolate (Azizi et al., 2019), glycerol stearate (Lacatusu 
et al., 2013), palmitic acid (Azizi et al., 2019), propolis (Soleimanian 
et al., 2018), palm stearin (Zhu et al., 2015), beeswax (Shakeri et al., 
2019; Soleimanian et al., 2018), illipe butter (Pivetta et al., 2018), cocoa 
butter (Nahr et al., 2018), Precirol® ATO 5 (glyceryl palmitostearate) 
(Ghodrati et al., 2019), miglyol®812 (caprylic/caprictriglycerides) 
(Ghodrati et al., 2019) and myverol® RX GMS 95P (mixture of glycerol 
palmitic (57,8%) stearic (37.3%) and myristic (1.3%) acid) (Kraso-
domska et al., 2016). Lecithin (Soleimanian et al., 2018; Zhu et al., 
2015), poly vinyl alcohol (Zhao et al., 2017), tween 80 (Lacatusu et al., 
2013; Nahr et al., 2018; Noor et al., 2013), poloxamer (Ghodrati et al., 
2019; Lacatusu et al., 2013) and pluronic® F68 (Pivetta et al., 2018) are 
example of used emulsifiers. The main features of the ultrasonication 
process including facility, simplicity and reduced high shear. However, 
it is limited by the high metal contamination potential, unproven scal-
ability and high energy requirement. 

6. Application 

6.1. Agriculture field 

The indiscriminate use of chemicals in field as well as during post-
harvest poses serious problems for the environment and the human 
health. The excessive application of synthetic fungicides can also have 
other negative side effects. The appearance of resistance in the pathogen 
populations has been notified for many fungi (Saharan et al., 2013). In 
addition, over the last few years increasing consumers concern 
regarding contamination of crops with fungicidal residues has been re-
ported (Shukla, 2018). Therefore, low toxicity and more environmen-
tally friendly compounds as an alternative to chemical fungicides was 
brought to the forefront. Among them, GRAS (generally regarded as 
safe) antifungal compounds such as EO have been reported (Shukla, 
2018; Sotelo-Boyás et al., 2015). Due to their broad spectrum of activity 
against plant pathogenic fungi and insects-pests, EO have been used as 
antifungal, insecticidal, repellent, antifeedant and oviposition deterrent 
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(De Souza et al., 2005; Shukla, 2018). However, the replacement of 
synthetic compounds is not easy due to the poor stability shown by EOs 
during the processing steps. Therefore, nanoencapsulation has been 
proposed for this purpose (Maryam et al., 2015). According to the 
literature, pNPs are widely used for EO encapsulation in agriculture 
industry. 

Recently, Khoobdel et al. (2017) investigated the insecticidal activity 
of Rosmarinus officinalis EO-loaded pNPs against the red flour beetle, 
Tribolium castaneum. Fumigant and contact toxicity assays revealed that 
the developed particles had significant increase in fumigant and contact 
toxicity as compared to the pure EO. At the 72 h exposure for fumigant 
toxicity, the mortality of Tribolium castaneum adults was 83.3% for free 
EO at a concentration of 27.76 μL/L air and 100% for EO-loaded 
nanoparticles at concentration of 19.12 μL/L air (Khoobdel et al., 
2017). Moreover, Zhaveh et al. (2015) related the superior performance 
of Cuminum cyminum EO nanogels against Aspergillus flavus as compared 
to the free oil to the encapsulation in chitosan : cafeic acid nanoparticles. 
Similar results were already reported when investigating insecticidal 
activity against Bemisia tabaci for Zanthoxylum rhoifolium EO-loaded 
nanoparticles as compared to the free oil (Christofoli et al., 2015). 
Therefore, the nanoencapsulation can enhance the insecticidal potential 
of EO due to the controlled and slow release of EO and increased surface 
area of the nanoparticles. 

Sotelo-Boyás et al. (2015) combined the bacterial efficiency of chi-
tosan with those of lime and thyme EO in pNPs to eradicate Pecto-
bacterium carotovorum, plant phytopathogenic bacteria, involved in the 
decay of fresh vegetables and fruits like radishes, onions, potatoes, cu-
cumbers, carrots, eggplant, squash, peppers, tomato and cabbage. For 
instance, chitosan was highly used for its potential effect in the control 
of phytopathogenic fungi Gram-negative and Gram positive bacteria 
(Benhabiles et al., 2012; Kaur et al., 2012; Zhu et al., 2016). The anti-
bacterial study demonstrated that thyme based-nanoparticles showed 
the highest inhibitory effect on the growth of Pectobacterium carotovorum 
than free chitosan nanoparticles and lime based- nanoparticles. The 
inhibition halo diameters were found 15, 13 and 24 mm for chitosan free 
nanoparticles, lime-chitosan nanoparticles and Thyme-chitosan nano-
particles, respectively. Moreover, the number of colonies forming units 
(CFU) could not be determined (countless colonies) for chitosan free 
nanoparticles. While for lime- and thyme-chitosan nanoparticles, CFU 
were found 450 and 240, respectively (Sotelo-Boyás et al., 2015). 
Furthermore, the results of antifungal assay carried out on chitosan: 
pepper tree EO nanoparticles revealed that higher activity was assessed 
for the nanoparticles on the viability of Aspergillus parasiticus spores as 
compared to that of chitosan and pepper tree oil present individually. 
One may conclude that the antifungal effect of chitosan nanoparticles 
was attributed to two reasons: 1) the small size of nanoparticles will 
increase the contact area with fungus; 2) The cationic nature of chitosan 
allows electrostatic interaction with proteins and phospholipids of the 
plasmatic membrane of the microorganism which in turn cause mem-
brane destabilization and death. 

With respect to the use of lipid based-nanocarriers in agriculture 
industry, few reports have been investigated in the last decade. Lipo-
somes were used for the first time for rosemary EO encapsulation to 
inhibit the seed germination of invasive alien species (Acacia saligna) 
(Maccioni et al., 2019). The incorporation of rosemary EO in liposomes 
limited the loss of EO volatile components and delivering them into the 
seed resulting in enhancing EO efficacy. Similarly, Adel et al. (2015) 
pointed out that Pelargonium graveolens EO loaded-SLN were stable 
under field conditions and exhibit higher larvicidal activity against 
Phthorimaea operaculella as compared to the free oil. 

6.2. Food field 

In recent years, consumer demands in eating healthy and less pro-
cessed foods have boosted remarkably. Functional foods play a pivotal 
role in promoting health and preventing degenerative diseases such as 

heart disease, cancer and diabetes, which account for almost two thirds 
of deaths in the world (de Conto et al., 2012; Rubilar et al., 2012). Foods 
enriched with long chain omega-3 polyunsaturated fatty acids are 
classified as functional foods by acting on human health. The ingestion 
of omega-3 fatty acids is accompanied with a prevention of cardiovas-
cular diseases, a decreased risk of cancer, autoimmune and inflamma-
tory diseases (Azizi et al., 2019; de Conto et al., 2012; Gallardo et al., 
2013). However, polyunsaturated fatty acids are very susceptible to 
oxidation during processing and storage resulting in decreased nutri-
tional value and sensory quality. Thus, micro and nanoencapsulation of 
lipids have been used in this concern (Gökmen et al., 2011). 

Currently, several nanocarriers have been designed in the literature 
to encapsulate several healthful oils like chia seed oil (Campo et al., 
2017), walnut oil (Shamaei et al., 2017), flaxseed oil (Carneiro et al., 
2013; Gallardo et al., 2013; Pu et al., 2010), pomegranate oil (Sol-
eimanian et al., 2018), roasted coffee oil (Freiberger et al., 2015) and 
fruit seed oil (blackcurrant, blackberry, raspberry, strawberry and plum) 
(Krasodomska et al., 2016). In 2012, Rubilar et al. developed a soup 
fortified with linseed oil microcapsules and depicted that microencap-
sulation protected linseed oil from oxidation with respect to free oil 
(Rubilar et al., 2012). Similarly, Gökmen et al. (2011) demonstrated the 
feasibility to include flaxseed oil nanoparticles in bread without 
affecting the sensorial properties. 

At the same time, foods are paramount carriers of many damaging 
agents like virus, bacteria, parasites, and toxins which can cause food- 
borne diseases (Dussault et al., 2014). Every year, around 30% of peo-
ple suffer from foodborne diseases in developed countries (Lee et al., 
2014). Meanwhile, due to the increased consumer awareness to the use 
of synthetic food preservatives or aromatic agents, the tendency toward 
natural ones is gaining more and more attention (Alikhani-Koupaei, 
2015). In light of that, using EO with antioxidant, antibacterial and 
antifungal properties and applying nanoparticulate systems are effective 
approaches in this regard (Bazzaz et al., 2018; Khatibi et al., 2017). In 
2017, Cui and his coworkers developed thyme EO-loaded liposomes to 
treat salmonellosis, an important food-borne disease, usually associated 
with direct consumption or cross contamination of animal origin foods, 
especially poultry, and poultry related products (Cui et al., 2017b). They 
investigated in their study the time-kill analysis of liposome- 
encapsulated thyme oil on fresh chicken contaminated with Salmonella 
enteritidis. Results demonstrated that Salmonella enteritidis colonies 
reduced by 71.16, 90.45, 83.02, 89.53 and 97.71% after exposure to 
300 mg/mL liposomes for 3, 4, 5, 6, and 7 days, respectively (Cui et al., 
2017b). In another work study, the antimicrobial activity of curry plant 
EO loaded-liposomes against Bacillus cereus in rice flour was investigated 
(Cui et al., 2017a). Results showed that the antibacterial activity and 
active time of curry plant EO loaded-liposomes were significantly 
boosted when compared to the free EO. For instance, the population of 
Bacillus cereus in rice flour was almost unchanged or even increased after 
EO treatment. However, it reduced significantly after 4 days liposomes 
treatment (Cui et al., 2017a). Gomes et al. (2011b) related the boosting 
in trans cinnamaldehyde or –eugenol against both Salmonella and Lis-
teria Spp activity to three reasons: the improved hydrophilicity, the 
sustained release, and the small size of pNPs. In 2018, Lin et al. inves-
tigated the antimicrobial activity of thyme EO-loaded liposomes against 
Escherichia coli O157:H7 in four vegetable juices: tomato, carrot, cu-
cumber and lettuce juices (Lin et al., 2018). Indeed, Enterohaemorrhagic 
Escherichia coli serotype O157:H7 as a main human pathogen may cause 
food borne outbreaks, bloody diarrhea, hemorrhagic colitis and hemo-
lytic uremic syndrome and even death (Khatibi et al., 2017). Results 
showed that solid liposomes exhibited significant reduction in Escher-
ichia coli O157:H7 when compared to group control. For instance, no 
bacterial growth was observed on nutrient agar plate in the case of cu-
cumber juice and lettuce juice treated with 5 mg/mL liposomes. While, 
treating tomato juice and carrot juice with the same concentration of 
liposomes lead to 99.99 and 99.80% reduction of Escherichia coli O157: 
H7 (Lin et al., 2018). Moreover, Khatibi et al. (2017) found that the 

N. Lammari et al.                                                                                                                                                                                                                               



International Journal of Pharmaceutics 601 (2021) 120538

24

relative transcriptional level of Stx2A gene of Escherichia coli O157:H7 
was decreased from 0.721 to 0.646 when using 75% minimum inhibi-
tory concentration (MIC) of Zataria multiflora EO loaded-nanoliposomes. 

The antibacterial mechanism of EOs loaded-nanocarriers has been 
investigated. In 2015, Cui et al. investigated the antibacterial mecha-
nism of liposomes containing clove EO against Staphylococcus aureus in 
Tofu (Cui et al., 2015). A selective antimicrobial activity for Staphylo-
coccus aureus by means of pore-forming toxins to activate clove oil 
release from liposomes was noticed. In fact, the liposomes did not fuse 
with biological membranes but release clove oil after toxins secretion by 
the bacteria. About 99.87% reduction in population was observed in 
Staphylococcus aureus after 24 h of liposome treatment. However, no 
reduction was observed in Escherichia coli population after liposome 
treatment due to the fact that these bacteria did not secrete toxins and 
therefore clove oil could not reach them (Cui et al., 2015). 

The antioxidant and antimicrobial activities of EO-loaded nano-
carriers were found to be conserved for long period. In this context, the 
physicochemical qualities of fresh-cut bananas in contact with free 
rosemary EO, rosemary oil plus mucilage and rosemary oil liposomes 
were evaluated during 9 days storage at 5 ◦C (Alikhani-Koupaei, 2015). 
Sensory analysis revealed that liposomal formulations was more effi-
cient in enhancing the quality of fresh-cut bananas and extending their 
shelf life (Alikhani-Koupaei, 2015). Likewise, the conversion of 
cardamom EO to NLC (Nahr et al., 2018) and nanoliposomes (Nahr 
et al., 2019) greatly conserves its antioxidant and antimicrobial activ-
ities for long period. The NLC showed MIC values around 1100 µg/ml for 
both bacteria after 30 days compared to that of cardamom oil emulsion. 
The MIC values were around 4400 and 2200 µg/ml for Staphylococcus 
aureus and Escherichia coli, respectively (Nahr et al., 2018). 

The biological activity of nanocarriers encapsulated plant oils was 
affected by operating parameters and particles ingredients. In 2017, 
Mohammed and his coworkers depicted that a high antioxidant effi-
ciency of Nigella sativa EO-loaded microparticles prepared by spray 
drying process was associated with high ratio of wall material (30%), 
medium of oil concentration (10%) and low inlet temperature (160 ◦C) 
(Mohammed et al., 2017). Furthermore, Bazzaz et al. (2018) investi-
gated the antimicrobial activity of SLN encapsulated Eugenia car-
yophyllata EO against Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus and Candida albicans using time-kill methods. 
Results demonstrated that the SLN formulations were effective in Gram 
negative bacteria and fungi killing, especially those containing stearic 
acid compared to glycerol monostearate (Bazzaz et al., 2018). 

In recent years, the use of EO has emerged to the food packaging 
industry as reported by several work studies (Cui et al., 2016a, 2016b; 
Engel et al., 2017; Liu et al., 2017). Cinnamon EO, known for its anti-
microbial properties, has been formulated in chitosan/poly lactic acid 
fibers for food packaging application as an alternative for synthetic 
chemicals due to consumer concerns over food safety (Liu et al., 2017). 
Results showed high long-term inactivation rates against Escherichia coli 
and Staphylococcus aureus (Liu et al., 2017). Cinnamon EO was further 
formulated in liposomes and tested for its Methicillin-resistant Staphy-
lococcus aureus antibiofilm properties on the surfaces of different ma-
terials like stainless steel, gauze, nylon membrane, and non-woven 
fabrics (Cui et al., 2016a). Results revealed a significant enhancement of 
the anti-biofilm activities and active time for liposome-encapsulated 
cinnamon EO when compared to the free oil. For instance, the counts 
of viable Staphylococcus aureus in biofilms formed were reduced by 2.08 
and 2.82 logs on gauze and 4.55 and 5.42 logs on non-woven fabrics 
after five days treatment with free cinnamon oil and liposome contain-
ing cinnamon oil, respectively (Cui et al., 2016a). Additionally, the 
antibacterial effect of salvia EO nanoliposomes against Staphylococcus 
aureus biofilms attached on milk container was explored by scanning 
electron microscopy and confocal laser scanning microscopy and results 
revealed that salvia EO nanoliposomes have high anti-biofilm activity 
against Staphylococcus aureus biofilms on milk container (Cui et al., 
2016b). Furthermore, Engel et al. (2017) noticed the antimicrobial 

potential of liposome-encapsulated thymol and carvacrol against pools 
of Staphylococcus aureus and Salmonella adhered to stainless steel. 

6.3. Medicinal field 

6.3.1. Antimicrobial activity 
The management of bacterial infection is raising serious concern 

across the globe. The emergence of multi-drug-resistant bacterial path-
ogens and the ability of microorganisms to form biofilms result high 
tolerance to high amounts of antibiotics and to all host defense mech-
anisms (Mandal et al., 2014). Faced with this challenge, the scientists 
throughout the world search for new antimicrobial agents, such as plant 
oils based formulations which are economic and ecologic antimicrobial 
agents; and combine them with nanotechnology (Liakos et al., 2018). In 
this context, Iannitelli et al. (2011) investigated the effects of carvacrol- 
loaded poly (lactide-co-glycolide)-nanocapsules on the viscoelastic fea-
tures of Staphylococcus epidermidis biofilms by rheological measure-
ments. Results revealed the ability of carvacrol loaded nanoparticles to 
reduce the elasticity and mechanical stability of preformed biofilms 
which in turn enable the penetration of antimicrobial agents into the 
deep core of biofilms (Iannitelli et al., 2011). Liakos et al. (2016) tested 
the antibiofilm activity of poly lactide nanoparticles encapsulating 
lemongrass EO against Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus and Pseudomonas aeruginosa. Results showed higher anti-biofilm 
effect for Candida albicans and Escherichia coli tested strains. The cyto-
toxicity of the prepared nanoparticles was further analyzed and results 
revealed a high cell viability and good growth of human cells (Liakos 
et al., 2016). Subsequently, in 2018, the same research team tested the 
antibiofilm activity of cellulose acetate pNPs containing either lemon-
grass, peppermint or cinnamon EO and the results showed high anti-
biofilm activity against Candida albicans and Staphylococcus aureus 
(Liakos et al., 2018). Manconi et al. (2018)proposed the use of liposomes 
containing Thymus capitatus EO as antibacterial-antioxidant mouthwash 
for the treatment of oral cavity diseases. The liposomes were biocom-
patible, able to prevent oxidative stress and favor wound repair in ker-
atinocytes. Their antibacterial activity was evidenced against 
commensal Streptococcus sanguinis and cariogenic Streptococcus mutans 
and Lactobacillus acidophilus (Manconi et al., 2018). Similarly, Priya-
darshini et al. (2018) proposed the use of poly (lactide-co-glycolide)- 
nanoparticles containing clove EO as antibacterial systems for dental 
purposes by removing bacterial plaque and reducing dental diseases. 
Confocal microscopy demonstrated successful delivery and position of 
clove oil loaded-nanoparticles inside dentinal tubules. In another work 
study, the antiviral activity of Santolina insularis EO loaded-liposomes 
against Herpes simplex virus-type 1 was investigated (Valenti et al., 
2001). Although the in vitro activity of free oil was higher than liposomal 
oil, the high stability of liposomes make them an interesting delivery 
system for antiviral treatment; they could be administered in drops for 
ocular herpetic infection, parenterally for diffused systemic infections or 
topically on lips and mucosae from gel or cream formulations (Valenti 
et al., 2001). Furthermore, Zhao et al. (2017) highlighted the use of SLN 
as a carrier for the encapsulation and sustained inhalation delivery of 
yuxingcago EO for the treatment of respiratory infectious diseases. Be-
sides prolonging pulmonary retention up to 24 h after intratracheal 
administration to rats, yuxingcago EO loaded-SLN enhance the area 
under the curve (AUC) values by 4.5–7.7 folds compared to the intra-
tracheally dosed EO solution and by 257–438 folds to the intravenously 
dosed EO solution (Zhao et al., 2017). 

6.3.2. Antifungal activity 
Considering the antifungal properties of Zataria multiflora EO, Nas-

seri et al. developed Zataria multiflora EO loaded-SLN to enhance its 
activity against Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, 
Alternaria solani, Rhizoctonia solani, and Rhizopus stolonifera (Nasseri 
et al., 2016). Results showed that the encapsulated oil was more efficient 
than the free one. For instance, the MIC for the encapsulated oil on the 
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fungal pathogens of Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger, Aspergillus 
flavus, Alternaria solani, Rhizoctonia solani, and Rhizopus stolonifer was 
200, 200, 200, 100, 50 and 50 ppm, respectively; while for un- 
encapsulated oil, it was 300, 200, 300, 200, 200 and 200 ppm (Nas-
seri et al., 2016). Furthermore, the nanoencapsulation enhanced the 
antifungal properties of copaiba oil against Candida krusei, Microsporum 
canis, Candida parapsilosis and Trichophyton rubrum with MIC90 values of 
250, 1.95, 7.8 and 1.95 µg/mL, respectively. In another work study, 
microparticles encapsulating Lippia sidoides EO were found more effi-
cient than ketaconazole, used as positive control, in eradicating Candida 
albicans, Candida glabrata, Candida krusei and Candida parapsilosis (Fer-
nandes et al., 2008). 

Recently, many studies related the occurrence of some diseases like 
teratogenesis, mutation and hepatocellular carcinoma to the high 
exposure to aflatoxin which is secondary metabolites synthesized by 
toxigenic fungi: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus and Aspergillus 
nomius. López-meneses et al. (2018) investigated the antifungal and 
antiaflatoxigenic activities against Aspergillus parasiticus of Shinus molle 
EO-loaded chitosan nanoparticles. Results showed that the prepared 
nanoparticles affected the spore’s germination and viability, delayed 
mycelial growth and reduced aflatoxin production. 

6.3.3. Larvicidal activity 
Currently, several reports has demonstrated the larvicidal activity of 

Lippia sidoides EO against larvae of Aedes (Stegomyia aegypti), the dengue 
vector which is responsible for many diseases, and even deaths, in 
tropical countries like Brazil (Carvalho et al., 2003). In order to boost its 
larvicidal effect, Paula et al. (2010) developed angico gum : chitosan 
nanoparticles containing Lippia Sidoides EO and investigated the in vivo 
activity on 20 third instar Stegomyia aegypti larvae. Results demonstrated 
that the larval mortality was proportional to the oil loading. For 
instance, the sample oil: angico gum-chitosan 1:20 showed the lowest 
loading (3.3%) and consequently the lowest mortality, with 52% after 
24 h and 60% after 48 h. Sample oil: angico gum-chitosan 1:10 showed 
85 and 92% mortality after 24 and 48 h, respectively (Paula et al., 2010). 
Similar results were found by Abreu et al. when studying the larvicidal 
activity of Lippia Sidoides EO loaded-cashew gum : chitosan nano-
particles (Abreu et al., 2012). 

6.3.4. Antitumor activity 
The antitumor activity of frankincense and myrrh oil loaded-SLN was 

assessed on H22 tumor-bearing mice and results revealed an enhance-
ment in antitumor efficiency of SLN when compared to that of suspen-
sion and cyclodextrine inclusion (Wang, 2012). The inhibition rates 
were 31.23, 34.81 and 43.66% for oil suspension, oil-β-cyclodextrin and 
oil-SLN, respectively. Similarly, Celia et al. (2013) found that liposomal 
formulations encapsulating bergamot EO showed a greater reduction in 
human SH-SY5Y neuroblastoma cells viability and a greater increase in 
cell mortality at various concentrations and time points as compared to 
their free drug counterparts. Same results were also reported by Detoni 
et al. (2012) where MLVs and SUVs containing Zanthoxylum tingoassuiba 
EO were more efficient in reducing the viability of glioma cells than free 
EO. In another work study, docosahexaenoic acid was encapsulated in 
liposomes and investigated for its anticancer activity and results showed 
a strong inhibition of FaDu head, neck squamous carcinoma and 4 T1 
breast cancer cells in in vitro cultures (Alaarg et al., 2016). In 2013, Shi 
and his coworkers developed NLC containing β-elemene and investi-
gated their pharmacokinetics, anti-tumor effects, and venous irritation 
(Shi et al., 2013). In this study, β-elemene-NLC suspensions were 
injected in an ear vein test, and compared with elemene injection and 
saline solution used as positive and negative controls, respectively. Re-
sults demonstrated no obvious discoloration or damage at the injection 
site in either β-elemene-NLC groups or saline solution group, two days 
after the injection. However, un-encapsulated β-elemene caused 
macroscopic edema and erythema at the injection site. Additionally, the 
pharmacokinetic study revealed that the availability of the β-elemene 

was increased by formulation into NLC since they showed higher AUC 
and slower clearance as compared to elemene injection. Furthermore, 
the anti-tumor efficacy of β-elemene-NLC was significantly higher than 
that of elemene injections with inhibition rates of 34.36 and 24.11%, 
respectively (Shi et al., 2013). 

6.4. Cosmetic field 

Wound healing is one of the most complicated physiological pro-
cesses. Indeed, tissue regeneration enhancement and infection preven-
tion are key factors to reduce pain, discomfort, and scar formation 
(Jahromi et al., 2018). Several chemical products have been proposed 
for wound repair; however, their uses are limited due to the complica-
tions and side effects (Purohit et al., 2012). Recently, researchers have 
paid great attention to the effectiveness of plant oils thanks to their 
antioxidant, antimicrobial, and anti-inflammatory properties (Raut and 
Karuppayil, 2014). In this context, Ghodrati et al. (2019) investigated 
the therapeutic effect of NLC containing peppermint EO on infected 
wound. For in vivo study, two full-thickness wounds with the size of 5 
mm were created in each mouse and inoculated with Pseudomonas aer-
uginosa and Staphylococcus aureus. Results showed that peppermint EO- 
NLC could accelerate wound healing in the infected wound model by 
reducing the total bacterial count, and increasing neovascularization, 
fibroblast infiltration, collagen deposition, re-epithelization, and levels 
of FGF-2 and EGF mRNA expressions when compared to control group. 
Similarly, Zhang et al. reported a decrease in TGF-b1, MMP-1, collagen I 
and collagen III levels and an increase in apoptosis cells, caspase − 3 and 
− 9 levels after application of Ligusticum chuanxiong EO-loaded lipo-
somes on formed hypertrophic scars in the rabbit ear model (Zhang 
et al., 2012a). Furthermore, NLC based on olive oil and loaded with 
eucalyptus oil promote wound healing in rat burn model by cell prolif-
eration enhancement, good bioadhesion, cell biocompatibility and 
antimicrobial properties (Saporito et al., 2018). In 2018, Pivetta et al. 
prepared carbopol-gels containing thymol loaded-NLC as promising 
approach for treating skin inflammatory disorders (Pivetta et al., 2018). 
In their study, they investigated the anti-inflammatory effects of thymol- 
NLC gel on two mouse models: the cutaneous acute inflammation model 
induced by croton oil and ear edema model induced by anthralin. Re-
sults showed that thymol encapsulated in NLC provided better anti- 
inflammatory effect than free thymol (Pivetta et al., 2018). 

Chronic skin infections in immunocompromised patients has become 
an important public health issue because they can become serious, 
resulting in invasive infections (Svetlichny et al., 2015). In this context, 
Ortan et al. (2013) developed hydrogels containing Anethum graveolens 
oil entrapped in liposomes to treat fungal infections in skin. The in vitro 
release kinetics study using Franz diffusion cell showed that the 
designed hydrogels follow a zero order kinetic model after a period of 
three hours from the beginning of the experiment (Ortan et al., 2013). 
Moreover, hydrogel containing eugenol entrapped in either stearic acid- 
or compritol–SLN were designed for epidermal targeting to treat fungal 
infections in skin (Garg and Singh, 2013). Ex vivo permeation and 
retention studies for almond oil solution of eugenol and three types of 
hydrogels containing: eugenol-stearic acid-SLN, eugenol-compritol-SLN 
or eugenol–hydroxypropyl-β–cyclodextrin complex; were established 
with full thickness human cadaver skin using Franz diffusion cell. Re-
sults revealed higher accumulation of eugenol in the epidermis (62.65 
and 52.86 μg/cm2 for eugenol-stearic acid-SLN and eugenol-compritol- 
SLN, respectively) when compared to that of almond oil solution of 
eugenol (3.45 μg/cm2) and eugenol–hydroxypropyl- β–cyclodextrine 
complex (9.77 μg/cm2) (Garg and Singh, 2013). 

Currently, VO exhibit a great concern as raw materials in the 
development of natural and eco-friendly cosmetics due to their benefits 
including antioxidant, moisturizers and emollients properties. In addi-
tion, they provide skin protection against reactive oxygen species and 
prevent oxidative stress (Dhavamani et al., 2014; Saraf et al., 2010). In 
order to obtain efficient formulations with UV protection performance 
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and antioxidant activity, Badea et al. (2015) formulated creams con-
taining NLC entrapping various VO and their combinations (pome-
granate seed oil, wheat germ oil, blackcurrant seed oil, sesame seed oil, 
carrot root oil, raspberry seed oil and rice bran oil) with a synthetic UVA 
filter (diethylamino hydroxy benzoyl hexyl benzoate). The UV protec-
tion factors were evaluated on the individual VO and on cream formu-
lations based on NLC and results showed that the best UV protection was 
assured by pomegranate seed oil combined with wheat germ-loaded 
NLC based cream resulting in a SPF of 5.1 and an UVAPF of 9.5 
(Badea et al., 2015). 

6.5. Textiles 

Nowadays, functional textiles fascinated consumers interest due to 
their crucial benefits as they enhance the native properties and promote 
new functions in the textile products like flame retardency, UV resis-
tance, photo-catalytic, antimicrobial, antibiotic and wrinkle recovery to 
the fabrics (Javid et al., 2014). In medical field, textile consumers are 
becoming more aware and conscious of the deleterious effect that mi-
croorganisms may have upon textile materials like drapes, bed sheets, 
pillow cases, gowns and masks which are frequently used in hospitals 
(Thelagavath and Kannaian, 2008). In this context, Li et al. (2013a,b) 
grafted moxa oil microcapsules made with gelatin and arabic gum on 
cotton fabric and investigated their antibacterial activity against 
Staphylococcus aureus and the results showed strong antibacterial effect. 
Similarly, ozonated red pepper seed oil antimicrobial microcapsules 
were applied on 100% polypropylene non-woven fabric and showed 
good antimicrobial activity against Staphylococcus aureus, Escherichia 
coli and Candida albicans (Ozyıldız et al., 2012). Furthermore, Rajendran 
et al. (2013) reported that Ocimum sanctum oil loaded alginate- 
nanoparticles possessed remarkable antibacterial activities with excel-
lent wash durability. After 20 washes, the inhibition percentage was 
100% for Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus 
aureus except for Escherichia coli (90%). After 30 washes, the bacterial 
inhibition was reduced to 95, 87, 98 and 98% for Bacillus cereus, 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, 
respectively (Rajendran et al., 2013). In 2013, Javid et al. reported that 
antibacterial activity of cotton fabric grafted with chitosan capsules 
containing eucalyptus and sandal wood oils increased with the increase 
in chitosan and EO concentrations (Javid et al., 2014). 

Recent developments in textile industry were conducted to perfumed 
textiles in jackets, sweaters, T-shirts and undershirts to meet consumers’ 
needs for comfort and wellbeing. During wearing, the mechanical forces 
on the capsules result in opening of the capsules and releasing of the 
designed aroma and deodorant (Ghayempour and Montazer, 2016). In 
this context, Liu et al. (2015) treated methyl methacrylate–styrene 
nanoparticles containing cologne EO on the cotton fabric through im-
mersion and the release study revealed that 6.8% cologne EO remained 
in fabrics after being washed 15 times. In another work, Wang et al. 
reported that ethyl cellulose microcapsule can retain 50% of the lav-
ender oil after 2 months, while almost no EO persisted on the direct 
sprayed fabric after 7 days (Wang et al., 2009). Additionally, Li et al. 
(2013a,b) found that orange oil retention of microcapsules on the cotton 
and polyester fabrics was 8 days longer than free oil. 

7. Conclusion and perspectives 

In the last two decades, the growing demand for natural bioactive 
products especially essential and vegetable oils with the same efficiency 
or even more than chemical synthesized drugs has urged researchers to 
focalize most of their efforts on developing new approaches of extending 
the shelf life of these bioactive agents. In fact, plant oils are very sen-
sitive to external factors when used as such. The encapsulation of these 
bioactive agents represents a relevant alternative to extend their phys-
ical stabilities, protecting them from oxidation and other deleterious 
environmental factors like light, heat, oxygen and humidity, besides 

improving their efficacy mainly owning to their nanometer size range. In 
this bibliographic paper, we emphasize recent advances of both polymer 
and lipid based-nanocarriers including polymeric nanoparticles, lipo-
somes and solid lipid nanoparticles in the emergence of new concepts for 
the effective use of plant oils. A number of benefits and drawbacks are 
linked to each carrier. For instance, both solid lipid nanoparticles and 
polymeric nanoparticles have more oil stability and prolonged release 
than liposomes; while liposomes offer wide application spectrum espe-
cially to the skin delivery thanks to their chemical nature which is very 
close to that of the skin layers. Although solid lipid nanoparticles are 
safer than polymeric nanoparticles since the avoidance of organic sol-
vents, they were less used to encapsulate both essential and vegetable 
oils, according to the investigations discussed above. This was may be 
related to the high temperature requirements which in turn cause oil loss 
and thus decrease the encapsulation efficiency. Several preparation 
methods have been reported for each nanocarrier; they are differenti-
ated by the complexity of their execution and the characteristic of their 
final product; nonetheless, the right selection of the suitable carrier with 
the appropriate preparation method is the crucial key to determine the 
carrier features responsible for the best attainment of the final goal. The 
discussed nanostructured systems provide pertinent perspectives for 
applications in several fields like medicinal, cosmetic, culinary, agri-
culture and textiles. Nowadays, the association of plants oils and active 
molecules is attracting special attention. Lipid core nanocapsules and 
nanostructured lipid carriers represent promising carriers to entrap both 
plant oil and synthetic drugs. The appropriate selection of plant oil is 
very important for achieving the high loading capacity and physical 
stability of the hydrophobic drugs. In addition, the oil may complement 
or even enhance the biological activities of these drugs. Hence, the 
research in the field of plants oils encapsulation can make an important 
contribution to the development of new methodologies in the treatment 
and diagnosis of major chronic diseases. 

Experimental advances are necessary in engineering plant oils 
loaded nanocarriers with broader applications and functionalities. Some 
techniques discussed in this review provide poor control over the final 
structure and stability of the obtained colloidal systems. Others lack 
from scalability and reproducibility; therefore, new techniques with 
improved control and reproducibility are crucial to design nanocarriers 
with predictable properties. 

Even if several advances have been already reported in the literature 
regarding the application of plants oils nanocarriers for pharmaceutical 
and cosmetics purposes, more in vivo studies are required to provide 
reliable results. Additionally, plant oils mechanism of action, toxic ef-
fects, pharmacokinetic parameters, biodistribution in biological systems 
and removal mechanisms must be investigated. Moreover, with the aim 
of improving the biodistribution of colloidal systems, scientists 
throughout the world are currently focalizing their efforts on the func-
tionalization of the particle surface with special ligands to target specific 
organs and tissues. However, to our knowledge, there are no reports in 
the literature that deal with targeting delivery of plant oils loaded 
nanocarriers. Such demonstrations would provide a blueprint for the 
development of new concepts and products in large-scale for broader 
application. 
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Abstract: Essential oils are of paramount importance in pharmaceutical, cosmetic, agricultural,
and food areas thanks to their crucial properties. However, stability and bioactivity determine
the effectiveness of essential oils. Polymeric nanoencapsulation is a well-established approach
for the preservation of essential oils. It offers a plethora of benefits, including improved water
solubility, effective protection against degradation, prevention of volatile components evaporation
and controlled and targeted release. Among the several techniques used for the design of polymeric
nanoparticles, nanoprecipitation has attracted great attention. This review focuses on the most
outstanding contributions of nanotechnology in essential oils encapsulation via nanoprecipitation
method. We emphasize the chemical composition of essential oils, the principle of polymeric
nanoparticle preparation, the physicochemical properties of essential oils loaded nanoparticles and
their current applications.

Keywords: essential oils; nanoencapsulation; polymeric nanoparticle; nanoprecipitation

1. Introduction

For millennia, nature has been considered a valuable source of medicinal agents and an exciting
number of modern drugs have been derived from natural sources [1]. Recently, scientists throughout
the world have shifted their main focus toward herbal medicine as a form of complementary or
replacement therapy [2]. In fact, the World Health Organization (WHO) estimated that between
70 and 95% of the world’s inhabitants rely mainly on herbal medicines as their primary source of
medication [3]. Among the vastness of plant products, essential oils (EO) earn particular attention [4].

Essential oils are generally complex mixtures of volatile organic compounds biosynthesized as
secondary metabolites determining the specific aroma, flavor and fragrance of plants [5,6]. Essential
oils could be extracted from different plant organs by different extraction methods [7,8]. In recent
decades, investigations in new technologies have led to the emergence of new innovative and more
efficient extraction processes [9–11]. Essential oils have been used since ancient times in various
cultures for medicinal and health purposes such as antibacterial, antiviral, antifungal, anticarcinogenic,
antimutagenic, anti-inflammatory and antioxidant. The diverse health benefits associated to the
consumption of EO or their derivatives have been extensively documented [12–14]. In parallel with
medicinal and health purposes, the application of EO is widening to the food industry, food packaging
and agriculture [15–17]. In each case, EO are replacing synthetic chemical products that are more
toxic, or to which pests or bacteria have shown resistance [18]. Several reports highlighted the
efficiency of EO over chemical preservatives in preventing the growth of pathogens and delaying
food spoilage [19,20]. Moreover, they do not exhibit the harmful health risks associated with the
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use of synthetic pesticides. Thus, EO are today at the forefront of food and agriculture fields [21].
However, their use is always confronted by several factors including their high volatility and high
risk of deterioration upon direct exposure to heat, humidity, light, or oxygen [22]. Recently, polymeric
nanoparticles (NP) have been developed to encapsulate EO, shielding them with good stability,
controlled delivery, enhanced bioavailability and improved efficacy [5,23,24]. Almeida et al. revealed
the superior anti-herpetic activity with a controlled release of Cymbopogon citratus DC. EO when
encapsulated by poly (lactide-co-glycolide)-NP as compared to the free oil [25]. Moreover, Choi et al.
found that encapsulation of eugenol into poly-ε-caprolactone nanoparticles could improve its stability
against light oxidation [26]. In another work study, the heat resistance of Jasminum officinale L. EO was
increased after encapsulation in gelatin and arabic gum nanoparticles [27].

Among the several methods used for developing polymeric NP, the nanoprecipitation method (or
solvent displacement) seems to be the most simple and reproducible [28,29]. In this review, we focus
on the nanoprecipitation process to develop EO encapsulating polymeric NP, give a scope about the
mechanism of nanoparticle formation, the most used raw materials, the physicochemical properties of
EO loaded-NP and their application in several fields.

2. Essential Oils

2.1. Chemical Composition of Essential Oils

According to the French Agency for Normalization (AFNOR) [30], an essential oil is “the product
obtained from a vegetable raw material, either by steam distillation or by mechanical processes from the
epicarp of Citrus, or “dry distillation””. According to the European Pharmacopoeia [31], an essential
oil is defined as an “odorous product, usually of complex composition, obtained from a botanically
defined plant raw material by steam distillation, dry distillation, or a suitable mechanical process
without heating”.

Essential oils could be obtained from flowers (Citrus sinensis L., Lavandula dentata L.), leaves
(Eucalyptus globulus L., Thymus vulgaris L., Mentha piperita L., Satureja hortensis L.), rhizomes
(Zingiber officinale L., Acorus calamus L.), seeds (Carum carvi L., Coriandrum sativum L.), fruits (Foeniculum
vulgare L., Pimpinella anisum L., Citrus limon L.) and woods (Cinnamomum Cassia presl., Santalum
album L.) [32]. Generally, EO represent less than 5% of the vegetal dry matter. Their composition may
vary with the part of the plant used as raw material, the cultivation, the soil and climatic conditions and
the harvesting time [33]. Essential oils are soluble in organic solvents (alcohol, ether, and fixed oils),
while insoluble in inorganic ones (water). They are volatile, liquid and colorless at room temperature;
having a characteristic odor with a density less than unity except for EO extracted from Cinnamomum
Cassia presl., Sassafras albidum Nutt., and Vetiveria zizanioides L. [32].

Essential oils are basically a complex mixture of terpenic hydrocarbons, especially monoterpenes
and sesquiterpenes, and oxygenated derivatives like aldehydes (citronellal, sinensal), ketones
(menthone, p-vetivone), alcohols (geraniol, α-bisabolol), phenols (thymol) and esters (γ-tepinyl acetate,
cedryl acetate) [32]. Essential oils contain also non terpenic compounds known as phenylpropanoids
which give a specific flavor and odor when they are present. Eugenol and cinnamaldehyde are
examples of this group of constituents [6]. Figure 1 demonstrates the chemical structure of some
constituents of essential oils.
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2.2. Challenges in Rational Use of Essential Oils

Essential oils derived from different parts of aromatic plants have been extensively researched
for their nutritional health benefits. Essential oils exhibit excellent antimicrobial properties and the
mechanism of action has been studied in detail [34]. The main feature of EO is their hydrophobicity which
allows their partition into lipids of bacterial cell membrane, leading to disrupt the structure, and make it more
permeable. Several works describe even broadly known EO, like, Syzygium aromaticum L. [35], Mentha piperita
L. [36], Origanum vulgare L. [37,38], Cinnamomum cassia Persl. [35], Rosmarinus officinalis L. [38], Cymbopogon
citratus DC. [37] and Thymus vulgaris L. EO [39] as large spectrum antimicrobial agents. In 2019, Malik
reported that EO obtained from Thymus vulgaris L., Origanum vulgare L., Syzygium aromaticum L., Ocimum
basilicum L., Myristica fragrans Houtt. and Petroselinum crispum Mill. show remarkable antioxidant activities
due to their phenolic structure which neutralize free radicals and decompose peroxides [40]. Essential oils are
also used as potential anti-inflammatory agents in the treatment of arthritis, allergies and rheumatism [41,42].
Moreover, other work studies reported that EO extracted from Melissa officinalis L. [43], Saussurea lappa
L. [44], Artemisia herba-alba Asso. [45], Melaleuca alternifolia Cheel. [46], and Comptonia peregrina L. [47]
show excellent anticancer properties. Currently, the use of EO has broadened to the food packaging
and agriculture fields. For instance, numerous studies have demonstrated that EO, as well as their
blends, possess excellent repellent and insecticidal activities [48,49]. Furthermore, EO have shown
more efficiency over chemical preservatives in preventing the growth of pathogens and delaying food
spoilage [19,20].

The use of EO or their derivatives is always confronted by their volatility, chemical un-stability upon
exposure to air, light, moisture and heat [22]. Hădărugă et al. reported that thermal and/or oxidative
labile EO can be degraded during the processing, transportation, storage and even consumption
of products containing such substances to the point that they are ineffective, or even dangerous
with the formation of toxic derivatives [50]. Several examples are related to these aspects, like the
degradation of safrole to carcinogenic metabolites [51], the oxidation of pinene to harmful oxidized
derivatives, the diepoxidation of limonene to the carcinogenic diepoxylimonene [52], or the formation
of oxygenated derivatives of linalool or caryophyllene causing allergenic and skin sensitization
properties [53]. Additionally, the poor aqueous solubility of EO discourage their free use for clinical
purposes [23].

Nanoncapsulation has been proposed as a novel approach to overcome the mentioned
limitations [5,54]. Several nanostructured systems have been designed intending EO encapsulation
as approach to enhance their bioavailability and bioefficacy as a result of high cellular uptake and
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controlled release delivery [5,23,24] According to the literature, polymer-based nanocarriers are
extensively used for this purpose [55–60].

3. Polymeric Nanoparticle

Polymeric nanoparticles are solid colloidal particles with a diameter ranging from 1 to 1000 nm.
They are comprised of nanocapsules and nanospheres. Nanospheres have a monolithic-type structure
(matrix) in which active pharmaceutical ingredients (API) are encapsulated within the particles or
adsorbed onto their surfaces. While, Nanocapsules are the vesicular system in which the API is confined
to a cavity consisting of an inner liquid core surrounded by a polymeric membrane. In this case, the API
is usually dissolved in the inner core, and may also be adsorbed to the capsule surface [61] (Figure 2).
With respect to EO, polymeric NP have created a tremendous interest due to their advantages over
other particulate systems. For instance, they act as carriers enabling to EO a high protection against
the hazardous environment, an improved stability, a reduced tissue and skin irritation and enhanced
biopharmaceutical properties [23]. The use of these nanocarriers in several fields is continuously
rising [62–64].
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Figure 2. Different types of polymeric nanoparticles.

4. Nanoprecipitation Process to Encapsulate Essential Oils

4.1. Principle

Several preparation methods have been reported in the literature to develop polymeric NP,
while the nanoprecipitation is extensively employed [55,65–75]. The nanoprecipitation, also called
solvent displacement or interfacial deposition; was patented by Fessi et al [76]. This method involves
the use of two miscible phases: an organic phase (the solvent) in which the polymer and the API
are dissolved and an aqueous phase (the non-solvent). Ideally, both the polymer and the API must
dissolve in the first one (the solvent) but not in the second system (the non-solvent) [29]. As a general
tendency, the solvent is an organic medium, while the non-solvent is mainly water. However, it is
possible to use either two organic phases or two aqueous phases as long as solubility, insolubility and
miscibility conditions are satisfied [77].

Generally, to produce EO based-nanoparticles by nanoprecipitation method, the polymer and the
EO are solubilized in an organic solvent or mixture of solvents. The organic solution is then added
to water, with or without a hydrophilic surfactant under moderate magnetic stirring which causes
the interfacial deposition of a polymer after displacement of the organic solvent (Figure 3). After that,
the organic solvent was evaporated at ambient temperature or with a rotavapor allowing the formation
of nanoparticles suspension in water [28]. The water may also be partially [78] or completely removed;
rendering films [79] or powders [80].
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Recently, several EO loaded-NP were developed by a modified nanoprecipitation process
developed by Luque-Alcaraz et al. [74]. In this method, the aqueous phase was prepared by dissolving
chitosan in acetic acid. Then, the solvent phase was added to the non-solvent phase composed of EO
and methanol under moderate magnetic stirring [73,74,81,82].

4.2. Mechanism of Nanoparticle Formation

To explain the particle formation in the nanoprecipitation method, Joye and McClements pointed
that this phenomenon includes four steps: supersaturation, nucleation, growth, and coagulation [83]
(Figure 4). This explanation was based on the theory of Sugimoto concerning the polymer precipitation [84].
The controlling force of these phenomena is supersaturation, which is defined as the ratio of polymer
concentration to its solubility in the solvent mixture. As shown in Figure 4, the addition of solvent to
non-solvent decreases solvent potency to dissolve polymer, generating supersaturation, which in turn
leads to polymer precipitation. After that, in order to gain thermodynamic stability, polymer particles
associate and form primary nuclei; this step is known as nucleation. The formed nuclei increase in
size by the association of solute molecules until it reaches a critical dimension that is stable against
dissolution [83]. The fluid dynamics and mixing of phases play an important role. In fact, they influence
supersaturation and owing to the rapidity of particle formation process, also determine the nucleation
rate. Consequently, poor mixing produces few big nanoparticles (low nucleation rate) while good
mixing conditions give birth to high nucleation rate and larger population of small particles will be
formed [29].

When the solute concentration is reduced below the critical supersaturation concentration,
nuclei growth for condensation or coagulation begins. Condensation is the addition of single
molecules to the particles surface. This phase stops when solute concentration is reduced below the
equilibrium saturation concentration. Coagulation is another major driving force for particle growth.
It consists on the adhesion of particles to each other’s and happens when the attractive forces (Van Der
Waals, hydrophobic interactions, etc.) dominate the repulsive ones (steric or electrostatic repulsion).
By applying mechanical forces like stirring, homogenization, or ultrasound, the particles within the
aggregate may be released. On the other hand, the nanoparticles may coalesce via aggregation process
leading to the formation of stable particles. The coagulation step depends on collision frequency and
efficiency. The collision frequency is the number of collisions per unit time per unit volume, and vary
with the variation of particle concentration, particle size, and particle motion. Whereas, the collision
efficiency represents the number of collisions which lead to coagulation, and depends on the balance
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of attractive and repulsive forces between the particles. To stabilize particles against coagulation,
stabilizing agents could be added during the process [85].
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4.3. Raw Materials

4.3.1. The Solvent Phase

The nanoprecipitation method involves the use of an organic solvent, which is completely soluble
in the external aqueous phase, inducing immediate polymer precipitation. According to the Table 1,
several organic solvents could be used like, dimethyl sulfoxide [67], ethanol [75], acetic acid [72–74,81,82],
isopropanol:acetone [68,70], tetrahydrofuran [86]; while acetone is the mostly used [55,57,65,66,71,87,88].

The polymers used could be biodegradables and biocompatibles; synthetics or naturals.
Synthetic polymers like Eudragit®RS100 [69,75], Eudragit®L100-55 [68], Eudragit®EPO [70],
poly-ε-caprolactone [65,66,89], polylactide [55] and poly(lactide-co-glycolide) [57,67] showed good
results. Several natural polymers could be used to develop pNPs, among which chitosan was
extensively used in encapsulating EO [72,73,82]. In other work study, cellulose acetate was used as
wall forming material [71].

Hydrophobic surfactants (W/O) could be added to the nanocapsule core to hinder the particle
‘aggregation. Sorbitan esters, like span 20 [66] and phospholipids like Epikuron®200 [57] and
lecithin [65] are commonly used.

4.3.2. The Non-Solvent Phase

It could consist of mixture of surfactants, used for avoiding particle ‘aggregation; dissolved in the
non-solvent. Pluronic®F68 [57,65], Tween 80 [66,87] and polyvinyl alcohol [68] are examples of used
surfactants. While, water was the most used non-solvent [55,57,66–68,71,75,87,88,90]. Methanol was
also used by other work studies [73,74,81,82].

4.4. Physicochemical Properties of Nanoparticles Produced by Nanoprecipitation

The solvent displacement technique has been extensively used to encapsulate essential oils in
polymeric NP, as illustrated in Table 1. In term of particle size, size distribution and encapsulation
efficiency, the nanoparticles produced by nanoprecipitation technique owned small particle size,
narrow distribution with high encapsulation efficiency. For instance, Jummes et al. developed
Cymbopogon martini Roxb. EO loaded poly-ε-caprolactone based-nanocapsules with small particle
size (282.1 nm), narrow size distribution (poly dispersibility index less than 0.14) and high
encapsulation efficiency (99.54%) [65]. Similarly, Rosmarinus officinalis L. EO was efficiently entrapped
in poly-ε-caprolactone based-NP with an average size of 220 nm, zeta potential equal to −19.9 mV and
an encapsulation efficiency of about 99% [66]. Furthermore, carvacrol loaded-poly (lactide-co-glycolide)
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based-nanocapsules exhibited a spherical shape, small particle size (209.8 nm) and regular distribution
(poly dispersibility index around 0.26) [57].

According to the literature, several works reported the effectiveness of the nanoprecipitation over
other methods in term of particle size and oil entrapment efficiency. Shakeri et al. reported that using
the nanoprecipitation technique to develop carvacrol loaded-poly (3-hydroxybutyrate) nanocapsules
allowed significantly improvement in oil loading (21%) and particles stability (zeta potential of −26 mV)
as compared to the dialysis method [91]. Furthermore, Esfandyari-Manesh and coworkers compared the
average diameter, size distribution and oil loading of poly (lactide-co-glycolide) carvone/anethole-NP
prepared by either solvent displacement or emulsification solvent evaporation techniques. Results
revealed that particles produced by nanoprecipitation process had smaller particle size (126 and 158 nm
for carvone and anethole, respectively), narrower size distribution (poly dispersibility index about
0.08) with higher oil loading (12.32% and 14.73% for carvone and anethole, respectively). The low EO
loading for the emulsification method was attributed to its loss during the evaporation phase which
has taken a long time (≈3 h). Additionally, the difficulty for the mutual dispersion of the organic phase
using this method results in larger particles [67]. Fraj et al. reported similar results in term of particle
size, zeta potential and encapsulation efficiency of Origanum vulgare L. EO loaded- poly-ε-caprolactone
NP prepared by two methods: nanoprecipitation and double emulsion [92]. For instance, the particle
size, zeta potential and encapsulation efficiency values were 181.6 nm, −40.9 mV, 85.89% and 1759 nm,
−15.7 mV, 47.5% for nanoprecipitation and double emulsion, respectively. Moreover, long-term stability
study carried out for a period of 60 days at 4, 25 and 40 ◦C revealed that particles produced by
nanoprecipitation were physically stable with high carvacrol retention; whereas, those produced by
double emulsion method exhibited an increase in particle size and a decrease in carvacrol retention
when treated at 25 and 40 ◦C [92].

Currently, several reports have been investigated to determine the effect of raw materials on
the physicochemical properties of the NP prepared by solvent displacement method. In this context,
the impact of poly-ε-caprolactone amount on the average diameter of Rosmarinus officinalis L. EO
loaded-nanoparticles was studied. Results showed that large particles have been produced when
increasing poly-ε-caprolactone quantity. Apparently, high polymer amount results in increasing the
thickness of the polymeric shell and thus increasing the particles size instead of their number [66].
With regards to the effect of the type of EO, Liakos et al. encapsulated peppermint, cinnamon and
lemongrass EO extracted from Mentha piperita L., Cinnamomum Cassia presl. and Cymbopogon citratus
DC., respectively in cellulose acetate based-NP and studied the variation in the particle size. Results
revealed that the particle size was in the following order: Cinnamon EO-NP < Peppermint EO-NP <

Lemongrass EO-NP [71]. This finding was attributed to the chemical structure of the encapsulated EO.
It seems that geranial and neral, the main components of lemongrass EO, have long carbon chains
(≈10 C atoms) resulting in an increase in nanoparticle size when attached to cellulose acetate. While
for cinnamon EO, its main component (cinnamaldehyde) will react with hydroxyl group of cellulose
acetate creating hemiacetal bound which is responsible to combat the nanocapsules; thus, a small
particle size was assessed [71]. With respect to the surface charge of NP, an increase in lemongrass
EO lead to increase the zeta potential of cellulose acetate NP [71]. Authors linked the variation in
zeta potential to the presence of some EO molecules onto the outer surface of the particles. In another
work study, the presence of lime EO extracted from the peels of Citrus aurantifolia Christm. on the
surface of chitosan-NP decreased the zeta potential from +61.1 to +57.0 mV after EO encapsulation [82].
This finding was attributed to the diminution of free NH3

+ groups of chitosan following their interaction
with lime EO [82]. In other cases, the zeta potential did not change after Rosmarinus officinalis L. EO
encapsulation due to its presence in the core of the NP instead of being adsorbed on their surface,
as previously reported [93]. By the means of the nanoprecipitation technique, polymeric nanoparticles
with sufficient colloidal stability may be produced without any need for chemical surfactant. Currently,
several reports highlighted the negligible effect of surfactant on the physicochemical properties of the
developed NP. In this context, several EO have been efficiently entrapped in polymeric NP without
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adding any surfactant to stabilize the system [55,67,69–72,74,75,81,82,86,88]. In some cases, some EO
played the role of surfactant-like substance facilitating the formation of NP [55,71]. As reported earlier,
since peppermint, cinnamon and lemongrass EOs extracted from Mentha piperita L., Cinnamomum Cassia
presl. and Cymbopogon citratus DC., respectively; have in their chemical structure long hydrocarbon
tails and heads with functional groups, it is expected that they can act also as a surfactant for the
preparation of NP [71]. Additionally; the presence of aldehydes in lemongrass oil can create aldol
reactions with polylactic acid esters and thus lead to stabilize the formulation [55].

In addition to the factors mentioned above, operating conditions may affect the physicochemical
properties of the NP prepared by nanoprecipitation process. In this context, Qiu and coworkers studied
the effect of the complexation temperature of starch (30, 60 and 90 ◦C) on the colloidal properties of
methone-loaded starch NP [58]. Results showed that the mean diameter of nanoparticles formed at
30, 60, and 90 ◦C was 112, 104 and 93 nm, respectively. Authors related the small diameter at high
temperature to the slow nucleation rate which in turn led to a more ordered crystalline structure [58].
In another research work, the influence of the organic solvent elimination method on the NP properties
and Rosmarinus officinalis L. EO loss was investigated [66]. In this study, three evaporation methods
were carried out: i) Evaporation under reduced pressure at 40 ◦C, ii) Evaporation under reduced
pressure at room temperature and iii) Evaporation under normal pressure at room temperature. Results
revealed that the first method was very fast (30 min) and led to a loss of nearly 50% of the amount
of the encapsulated EO due to its volatility at this temperature. In addition, the evaporation under
reduced pressure at room temperature spent more time (60 min) and 50% of encapsulated EO was
lost since it is evaporated at low pressure with acetone. Even though the evaporation of acetone
under normal pressure at room temperature lasted longer than the first two methods (120 min), it was
selected as the best method since it avoided heat and low pressure, leading to negligible loss of the
EO [66]. Similar results were already described [55,67,71,93]. In parallel, for other EO the evaporation
under reduced pressure at high temperature was found efficient to eliminate the organic solvent;
and the developed NP showed high oil entrapment efficiency [81,82,87,90,94]. In other research work,
the evaporation under low temperature and reduced pressure conditions seems efficient for acetone
elimination [69]. One may conclude that the choice of the evaporation method depends on the nature
of the encapsulated EO.

In vitro release of EO from particles prepared by nanoprecipitation technique generally exhibits a
controlled manner. In a study carried out by Christofoli and coworkers, Zanthoxylum rhoifolium L. EO
from poly-ε-caprolactone-NP have reached a level of maximal release (81.9%) at 72 h [87]. The release
kinetic profile of Zanthoxylum rhoifolium L. EO showed an initial burst effect, followed by a slow
release after 12 h. Similar biphasic release profile was already described [57,73,88]. As reported earlier,
the initial burst release was related to the molecules that are adsorbed to the polymeric wall, while the
second release phase was attributed to the EO molecules present in the core of the nanocapsules
which make more time to diffuse through the polymeric wall [57]. Several factors like the types of
polymeric wall and encapsulated oil were found to affect the in vitro release profile. From chitosan
based-NP, more release of carvacrol was found as compared to thymol [73]. The maximum release
times were 540 and 630 min for 100% release of carvacrol and thymol, respectively. This was explained
by the fact that carvacrol is more hydrophilic than thymol, thus in contact with water, more release
is expected for carvacrol [73]. Moreover, Popiolski and coworkers reported that Lavandula dentata L.
EO release from polyethylene oxide-b-polylactic acid (PEO-b-PLA) copolymers based-NP depends
on polylactide molecular weight [88]. For instance, the release of Lavandula dentata L. EO from
PEO5KDa-b-PLA10KDa nanoparticles was about 40% and this percentage remained the same for
24 h of releasing process. While, for PEO5KDa-b-PLA4.5KDa nanoparticles, only 5% was released.
This difference in release amount was related to the nanoparticle average size. In fact, the nanoparticles
produced from PEO5KDa-b-PLA10KDa copolymer were significantly smaller than those produced
from the PEO5KDa-b-PLA4.5KDa copolymer. Apparently, small nanoparticles favored the diffusion
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of lavender EO from the inner core to the external medium, leading to increase the amount of EO
released [88].

The great challenge that hinders the feasibility of biological applications of EO in several fields is
their instability in the presence of light, heat and humidity [22]. Hence, the encapsulation of EO in NP
seems to be a promising approach. The stability of the NP produced by nanoprecipitation technique
was widely investigated in the literature. In 2018, Badri et al. investigated the stability of Nigella
sativa L. EO co-loaded with indomethacin in poly-ε-caprolactone -NP during one month under three
different temperatures (4, 25 and 40 ◦C) [90]. No significant change was assessed in term of size or
zeta potential for all the tested particles. Similarly, the protection provided by poly-ε-caprolactone
nanospheres in terms of the stability for Zanthoxylum rhoifolium L. EO against photodegradation (UV-A
and UV-C radiations) was investigated [87]. Results revealed that un-encapsulated EO suffered 94.33%
photodegradation after 7 h of exposure to light, while the nanospheres degradation was only 44.76%.
This was explained by the property of polymeric wall to protect the plant oils [87].

With the development of nanocarriers design strategies, scalability and reproducibility remain
crucial in the choice of a suitable technique to produce plant oils loaded nanocarriers with predictable
properties. With regards to the nanoprecipitation process, Ephrem and coworkers compared the
colloidal properties of Rosmarinus officinalis L. EO loaded-nanocapsules prepared by this technique at
small and large scales [66]. Results revealed that NP prepared at both scales were spherical in shape
with an average diameter around 230 nm, polydispersity index less than 0.25, negative zeta potential
around −20 mV with an encapsulation efficiency higher than 99% and good stability over time [66].

Overall, based on the literature discussed above, the extensive use of nanoprecipitation
process for essential oil encapsulation purpose was related to its benefits including (i) rapidity [28],
(ii) simplicity [29], (iii) good reproducibility [66], (iv) scalability [66] (v) no need for using high
energy input [67], and (vi) the instantaneous formation of submicron nanoparticles, with narrow size
distribution and high encapsulation efficiency [57,91,93].
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Table 1. Nanoprecipitation method for encapsulating essential oils in polymeric nanocapsules.

Essential Oil Source of Essential oil Part of
the Plant

Solvent Phase Non Solvent Phase Biological
Properties

Application Ref.
Polymer Surfactant Solvent Surfactant Solvent Size

(nm)
Z. Pot
(mV)

EE
(%)

Palmarosa Cymbopogon martini Roxb. Leaves PCL Lecithin Acetone Pluronic F68 Water 282.1 −27.2 99.54 Antioxidant
Antimicrobial Cosmetic [65]

Thyme

Thymus vulgaris L. Stem + leaves Eudragit®L100-55 /
Acetone:

Isopropanol PVA Water 153.9 −4.11 52.81 Antioxidant Food [68]

Thymus serpyllum L. Stem + leaves
Chitosan / Acetic acid / Methanol / / 68 Antimicrobial Agriculture [73]

Chitosan / Acetic acid / Methanol 117–226 +27 / Antimicrobial Agriculture [81]

Thymus leptobotrys L. Aerial part Eudragit RS 100 / Ethanol / Water 144 +80.9 /
Bacteriostatic

Fungistatic Medicine [75]

Thymus satureoides L. Aerial part Eudragit RS 100 / Ethanol / Water 132 81.6 /
Bacteriostatic

Fungistatic Medicine [75]

Bergamot Citrus bergamia Risso. Peels of fruit Eudragit®RS100 / Acetone / Water 57 to 208 39 to 74 28–84 Antimicrobial Food [69]

Sweet orange Citrus sinensis L. Peels of fruit Eudragit®RS100 / Acetone / Water 57 to 208 39 to 74 56–96 Antimicrobial Food [69]

Oregano Origanum Vulgare L. Leaves PCL Span 80 Acetone Tween 80 Water 181.6 −40.7 85.9 Antimicrobial Textile [95]

Rosemary

Rosmarinus officinalis L.
Aerial parts Eudragit®EPO /

Acetone:
Isopropanol / Water 200 / 59 Antioxidant Cosmetic [70]

Leaves PCL Span 20 Acetone Tween 80 Water 145 −11 78.2 Insecticide Agriculture [93]

PCL Span 20 Acetone Tween 80 Water 220 −19.9 99
Antioxidant
Analgesic

Antimicrobial
Medicine [66]

Lavender Lavandula dentata L. Aerial parts
Eudragit®EPO /

Acetone:
isopropanol / Water 200 / 41 Antioxidant Cosmetic [70]

PEO-B-PLA / Acetone / Water 10–75 / 70–75 Antimicrobial
Sedative Textile [88]

Nigella Nigella sativa L. Seeds PCL / Acetone PVA
Tween 80 Water 230–260 −30 to −20 / Anti-inflammatory Cosmetic [90,96]

Peppermint Mentha piperita L. Aerial parts Cellulose acetate / Acetone / Water 180 −38 / Antimicrobial Medicine [71]

Cinnamon Cinnamomum Cassia presl. Bark Cellulose acetate / Acetone / Water 150 −40 / Antimicrobial Medicine [71]

Lemongrass Cymbopogon citratus DC. Leaves Cellulose acetate / Acetone / Water 200 −36 / Antimicrobial Medicine [71]

Leaves PLA / Acetone / Water 300 −6 / Antimicrobial Medicine [55]

Pepper tree Shinus mole L.
Leaves Chitosan / Acetic acid / Methanol 355.3 / / Antifungal Food [72]

Leaves Chitosan / Acetic acid / Methanol 754 +9.1 / Antifungal Agriculture [74]

Lime Citrus aurantiifolia
Christm.

Peels of fruit Chitosan / Acetic acid / Methanol / +10 / Antimicrobial Food [82]

Peels of fruit Chitosan / Acetic acid / Methanol 250 +10 / Antimicrobial Agriculture [81]

Geraniol / /
PluronicF-127 / THF / Water 26–412 / / Antimicrobial Food [86]

PCL Lecithin Acetone Pluronic F68 Water 289.3 −26.6 99.88 Antioxidant
Antimicrobial Cosmetic [65]
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Table 1. Cont.

Essential Oil Source of Essential oil Part of
the Plant

Solvent Phase Non Solvent Phase Biological
Properties

Application Ref.
Polymer Surfactant Solvent Surfactant Solvent Size

(nm)
Z. Pot
(mV)

EE
(%)

Zanthoxylum
rhoifolium Zanthoxylum rhoifolium L. Leaves PCL Span 60 Acetone Tween 80 Water <500 −20 96 Pesticide Agriculture [87]

Pelargonium
graveolens

Pelargonium graveolens
L’Hér. Aerial part Eudragit RS 100 / Ethanol / Water 113 +80.6 /

Bacteriostatic
Fungistatic Medicine [75]

Eugenia
Caryophyllata Eugenia Caryophyllata C. Buds Eudragit RS 100 / Ethanol / Water 131 +80.7 /

Bacteriostatic
Fungistatic Medicine [75]

Carvone / / PLGA / DMS / Water 126 / 61 Antimicrobial Food [67]

Anethole / / PLGA / DMS / Water 158 / 87 Antimicrobial Food [67]

Thymol / /
Ethyl cellulose

Methyl cellulose / Ethanol / Water 420 / 77 Antimicrobial Cosmetic [97]

Carvacrol / / PLGA Epikuron 200 acetone Pluronic F68 Water 209 −19 26 Antimicrobial Medicine [57]

PCL, Poly-ε-caprolactone; PVA, Polyvinyl alcohol; PEO-b-PLA, Polyethylene oxide-b-Polylactic acid) copolymers; PLA, Polylactide; THF, Tetrahydrofuran; PLGA, Poly(lactide-co-glycolide);
DMS, Dimethyl sulfate.
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5. Applications

Essential oils have conquered space in several fields due to their pertinent properties. Currently,
the biological effects of EO have been widely documented [32,98]. The Table 1 summarizes some work
studies concerning the application of EO-loaded polymeric NP prepared by nanoprecipitation process.

5.1. Agriculture Field

During the last few decades, environmental risks to humans, flora, and fauna and the
development of resistance in species of pathogenic microorganisms have increased significantly due to
the indiscriminate use of synthetic agrochemicals such as pesticides, herbicides and insecticides.
Today, the use of natural compounds especially EO in the agriculture field has brought to the
forefront [87,99,100]. Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus are widely involved in food spoilage
producing secondary metabolites or mycotoxins that are carcinogenic and cause fatal diseases in both
animals and humans. Recently, Luque-Alcaraz et al. investigated the inhibitory effect of Schinus molle
L. EO loaded chitosan NP against the filamentous fungi Aspergillus parasiticus involved in spoilage of
fruits, vegetables or other substrates rich in carbon sources [74]. Apparently, chitosan is a biologically
compatible polymer having a significant effect in the control of phytopathogenic fungi, Gram positive
and Gram-negative bacteria [101–103]. The developed NP exhibited a large decrease (40–50%) in
Aspergillus parasiticus viability. Similarly, Sotelo-Boyas et al. reported that the inclusion of thyme EO
extracted from the stem and leaves of Thymus serpyllum L. in chitosan NP is a feasible alternative to
obtain antibacterial nanoparticles, where the activity that each compound presents individually is
strengthened [73]. The highest inhibitory activity was observed against Staphylococcus aureus (Inhibition
halo = 4.3 cm) for 40 µL of minimum inhibitory volume [73]. Sotelo-Boyas et al. in another work
study, developed chitosan nanoparticles embedding two types of EO: Thyme and lime EO, extracted
from Thymus serpyllum L. and Citrus aurantifolia Christm., respectively; to eradicate Pectobacterium
carotovorum, plant phytopathogenic bacteria, involved in the decay of fresh fruits and vegetables like
potatoes, carrots, radishes, onions, cucumbers, squash, eggplant, peppers, cabbage and tomato [81].
Thyme EO based-NP showed the highest inhibitory effect on the growth of Pectobacterium carotovorum
than free chitosan NP and lime EO based-NP. For chitosan free nanoparticles, the number of colonies
forming units (CFU) could not be determined (countless colonies). While for chitosan-lime EO- and
chitosan-thyme EO- based NP, CFU were found 450 and 240 respectively. The inhibition halo diameter
of free chitosan-NP, chitosan-lime EO-NP and chitosan- thyme EO-NP were found 15.0 ± 0.2, 13.0 ± 0.1
and 24.0 ± 0.1 mm, respectively [81]. Furthermore, Christofoli et al. developed a promising pesticide
based on Zanthoxylum rhoifolium L. EO loaded in poly-ε-caprolactone nanospheres and investigated
in vivo activity against Bemisia tabaci populations using tomato as host plant [87]. The biological
assays revealed that the developed NP significantly reduce the number of eggs and nymphs in a
dose-dependent manner. Indeed, the nymphs number reduction was about 83, 89, 92, and 98% for the
concentrations of 0.5, 1, 2 and 5%, respectively. While, the egg-laying was about 71, 77, 83 and 96% for
the same concentrations [87]. In another work study, Khoobdel et al. reported that the encapsulation of
Rosmarinus officinalis L. EO in poly-ε-caprolactone NP enhances its insecticidal activity against the red
flour beetle, Tribolium castaneum [93]. One may conclude that the biological effect of EO was enhanced
upon nanoencapsulation in polymeric NP due to the increased surface area of the nanoparticles and
the controlled release of EO.

5.2. Food Field

The use of synthetic food preservatives is the most common method of postharvest disease control;
however, due to the high consumer awareness to the use of synthetic additives, formulations based
on low toxicity and more environmentally friendly compounds are more desirable. In light of that,
natural extracts like EO or their main components, which are considered as Generally Recognized as
Safe (GRAS) are effective alternatives to synthetic products. Currently, several works have evidenced
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the application of EO as antimicrobial and antioxidant in food packaging [104]. In 2017, Sotelo-Boyás
and coworkers developed Citrus aurantifolia Christm. EO loaded-NP by nanoprecipitation technique
and tested their antibacterial activity against four food-borne bacteria: Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Shigella dysenteriae and Escherichia coli [82]. The highest inhibition was found against
Shigella dysenteriae, with an inhibition halo diameter of 3.5 cm for 40 mL of minimum inhibitory
volume [82]. Furthermore, the encapsulation of anethole and carvone in poly (lactide-co-glycolide)-NP
improved their antimicrobial activity against Salmonella typhi, Staphylococcus aureus and Enterococcus coli
with minimum inhibitory concentration (MIC) ranging from 182 to 374 mg/mL [67]. The enhancement
in antimicrobial activity was explained by the sustained release, the improved hydrophilicity, and the
better penetration resulted from small size [67]. Similarly, the antioxidant and antimicrobial activities
of several EO including menthone, oregano, cinnamon, lavender, and citral were improved upon
encapsulation in starch nanoparticles, as previously reported [58].

Other examples of foodborne microbial pathogens which continue to impose significant health
burden even in developed countries are Salmonella enterica and the Shiga toxin-producing Escherichia
coli (STEC), including Escherichia coli O157:H7. This pathogen can be transmitted to consumers by a
variety of food vehicles such as poultry, meat and fresh and dairy products, causing harmful diseases.
In 2016, Yegin et al. investigated the inhibition of Salmonella enterica and Escherichia coli O157:H7
in vitro on spinach surfaces by geraniol loaded-pluronic F127 nanoparticles [86]. For both Salmonella
enterica and Escherichia coli O157:H7, a decrease in MIC of geraniol following nano-encapsulation was
reported. For Salmonella enterica, the MIC values were 0.25 and 0.70 wt.% with encapsulated and
un-encapsulated geraniol, respectively; while for Escherichia coli O157:H7, the MIC values were 0.2
and 0.4 wt.%. The type of NP application onto spinach inoculated with pathogens was investigated
and results showed that the immersion was more effective than the spraying technique due to the
high contact between pathogen cells attached to spinach surfaces and EO loaded-NP. In this study,
more experiments were carried out to investigate the NP absorption and interaction with bacterial
membrane lipids. In this context, confocal microscopy was used to characterize the interaction of
fluorescent geraniol NP with Escherichia coli O157:H7 cells. Results showed that un-encapsulated Nile
Red, used as fluorescent agent, was not absorbed into cell membranes and no fluorescent signal from
cells was detected. While, nanoparticles co-encapsulated geraniol and Nile Red were taken up into the
internal compartments of Escherichia coli O157:H7 cells as fluorescence was detected from these cells.
This finding was attributed to the fact that encapsulation of EO enhances their bio-availability and
transport to targeted cells [86].

In another work study, Chavez-Magdaleno and coworkers developed Schinus molle L. EO-loaded
chitosan nanoparticles to eradicate Colletotrichum gloeosporioides, a phytopathogen fungus responsible
for the anthracnose of avocado (i.e. a disease that causes loss close to 20% of the annual production) [72].
In this study, a synergic effect between chitosan and Schinus molle L. EO was shown; and the developed
particles demonstrated a high inhibitory effect upon the in vitro viability of Colletotrichum gloeosporioides
and low mutagenicity and toxicity. Additionally, authors reported that the inhibitory effect increased
proportionally to the used concentration. At a concentration of 0.160 mg/mL, the developed particles
exhibited a greater inhibitory effect on radial growth, spore germination and viability of the spores [72].
Besides chitosan, another positively charged polymer (i.e. Eudragit®RS100) was found to exhibit an
antibacterial activity. In 2019, Froiio et al. pointed out a synergetic effect between Eudragit®RS100
and sweet orange EO, extracted from the peels of Citrus sinensis L., to preserve the fresh orange
juice against foodborne bacteria: Escherichia coli [69]. Chavez-Magdaleno et al. related this effect to
the electrostatic interactions between positive charge of the polymer and the negative charge of the
membrane’s phospholipids [72].

Currently, several reports carried out in situ assays by applying coating formulations containing
EO-loaded nanosystems on fresh fruits to investigate their shelf life and to evaluate any damage caused
by microorganisms. In this context, Piña-Barrera et al. proposed a promising food packaging system for
the preservation of grape against foodborne bacteria basing on Thymus vulagris L. EO loaded-Eudragit
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L 100-55 nanoparticle [68]. The antioxidant activity and the effect of the loaded NP on postharvest
quality and shelf life of grapes (Vitis Vinifera L.) were carried out. The 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) assay revealed that the radical scavenging activity was higher for encapsulated EO (73.50 ±
0.76%) as compared to that of un-encapsulated oil (59.62 ± 1.77%). Additionally, the shelf life study
demonstrated that grapes treated with EO-loaded-NP maintained their characteristics of color, firmness,
titratable acidity, and total soluble solid content for longer time than those without any treatment [68].
Furthermore, control grapes and groups of grapes with several coating systems (i.e. un-encapsulated
EO, free-NP and EO loaded-NP) were stored for 6 months at 4 ◦C in order to evaluate any macroscopic
damage caused by microorganisms. Results showed that all groups of grapes showed damage caused
by microorganisms except of grapes treated with Thymus vulgaris L. EO loaded nanosystem [68].
In another research work, the efficacy of coating formulations containing Thymus vulgaris L. EO loaded
chitosan-NP at different concentrations for controlling Colletotrichum gloeosporioides in vitro and in situ
was investigated [94]. Results revealed a concentration-dependent effect of oil on mycelial growth
and spore germination. In situ analysis showed that the disease incidence for the uncoated avocado
was 84.6% which was higher than the value obtained for the coated avocado (54.0%) at the end of
the storage period. Approximately, for uncoated avocado almost 50% of the fruit surface was rotten
compared with coated fruit which showed less than 25% of disease symptoms. Results showed also
that incorporation of Thymus vulgaris L. EO loaded chitosan-NP did not affect fruit quality since weight
loss, dry matter content, total soluble solids and acidity were similar to that of the control fruit [94].

5.3. Medicinal Field

The ability to form biofilms contributes significantly to the pathogenesis of many microbial
diseases [105,106] and medical device-related infections [107]. In parallel, the indiscriminate use of
antibiotics has resulted in the emergence of multi-drug-resistant bacterial pathogens [108]. Therefore,
growing concern about the management of bacterial infection is propelling the urgent replacement of
existing antibiotics. Essential oils seem to be efficient to overcome such problems [109]. Carvacrol,
the main component of several EO, has gained considerable interest due to its wide spectrum of
antimicrobial activity and his ability in inhibiting the growth of preformed biofilms and interfering
with biofilm formation. It has been encapsulated in poly (lactide-co-glycolide) nanocapsules using
the solvent displacement technique [57]. The produced NP showed a considerable reduction in the
elasticity and mechanical stability of preformed biofilms of Staphylococcus epidermidis [57]. Furthermore,
Liakos et al. pointed out the efficacy of polylactide nanocapsules containing Cymbopogon citratus DC.
EO to reduce the ability of Escherichia coli and Candida albicans to develop biofilms in a dose and strain
dependent manner as compared to the un-encapsulated EO [55]. In addition, MTT assay carried
out on the developed particles demonstrated their biocompatibility since the human amniotic fluid
stem cells presented a normal metabolism and growth [55]. Afterwards, in 2018, the same research
team investigated the cytotoxicity and antibacterial activity of cellulose acetate NP containing either
Mentha piperita L., Cinnamomum Cassia presl. or Cymbopogon citratus DC. EO and results revealed
no significant cytotoxicity on the normal growth and the development of cultured diploid human
cells [71]. Additionally, all the NP presented a high antimicrobial effect against all the tested microbial
strains (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and Candida albicans).

5.4. Cosmetic Field

Nowadays, EO are remarkably incorporated in cosmetic products due to their ability to enhance
the product’ properties and preservation, and to give a marketing image to the final product. Several
work studies have been elaborated to incorporate EO in cosmetics and personal care products. Recently,
Jummes et al. developed Cymbopogon Martinii Roxb. EO loaded-NP as an alternative to synthetic
antioxidants for cosmetic application [65]. The developed particles showed high antioxidant activity
against DPPH free radical and an improved antibacterial activity against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli as compared to free EO emulsion [65]. Furthermore, Badri et al. co-encapsulated
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Nigella sativa L. EO to indomethacin in order to boost the anti-inflammatory and analgesic effects of
indomethacin [96]. Skin penetration on the ex vivo human skin model and in vivo study on mice were
carried out. Confocal laser scanning microscopy images revealed that the developed particles showed
penetrability across stratum corneum to dermis layer. Additionally, the co-encapsulated nanoparticles
demonstrated highest anti-inflammatory effect compared to indomethacin particles; and the inflamed
ear continued to show reduction in thickness over 8 hours of observation. This finding confirmed the
synergistic and prolonged effect contributed by Nigella sativa L. EO [96]. In another work study, lotion,
gel and cream formulations containing thymol loaded spheres were found as an effective preservative,
as good as the conventionally used preservative (methylparaben), even when used at 12–52-fold lower
concentrations [97]. Although the MIC and minimal bactericidal concentration (MBC) values of thymol
loaded nanospheres against Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus were in
the same range as that of the unencapsulated thymol, encapsulated thymol formulation was selected
as the optimal formulation since it provided an antibacterial activity for a long period. For instance,
cosmetic lotion formulations containing encapsulated thymol provided total suppression of viable
bacteria growth over the three months test period, while free thymol showed effective suppression for
only 2–4 weeks [97].

5.5. Textiles

During recent decades, the use of EO has emerged to the textile domain and a considerable amount
of research has been conducted concerning the benefits of aromatherapic textiles [110]. Lavandula
dentata L. oil, widely used for its sedative effect, was efficiently entrapped in NP prepared from the
diblock copolymer (PEO-b-PLA) for application as antibacterial agent in textiles components used in
the footwear industry [88]. Various parameters have to be taken into account for the functionalization
of textiles, among which the affinity between the active agent and the textile is to be considered during
the application process. In light of that, Fraj et al. formulated oregano EO extracted from the leaves of
Origanum Vulgare L., loaded poly-ε-caprolactone NP to functionalize medical devices for antibacterial
activity [95]. In this study, the impregnation of the NP was performed in either synthetic polyamide
or natural cotton and the amount of carvacrol, the main component of oregano EO, was quantified
at the end of the padding treatment. Results revealed that cotton fabric absorbed less carvacrol than
polyamide. This finding was attributed to the polyamide-poly-ε-caprolactone interaction which helps
to achieve the adhesiveness of particles through textiles. It seems that the interaction was due to the
hydrogen bond between the C=O present in poly-ε-caprolactone receptor and the H donor polyamide
from the NH group [95].

On the whole, the polymeric NP have created a tremendous interest regarding the encapsulation of
EO due to their inherent features including, (1) nanometric size which enhances cellular uptake [67,86],
(2) high encapsulation efficiency [66,93], (3) high stability as compared to simple essential oil solutions,
(4) protection by the polymeric wall from environmental factors (e.g. light and temperature) [87,90],
and (5) bioavailability enhancement [68,111]. The main disadvantage of polymeric nanoparticles is
that some traces of toxic organic solvent may remain after evaporation. However, to our knowledge
no reports have been investigated regarding the toxicity of EO-loaded NP nor the quantification of
the solvent traces. In recent years, several methods have been developed to produce the polymeric
nanoparticles with high purity and without any trace of organic solvent [112]. In addition, when using
natural polymers, the high degree of variability, the complexity and the difficulty of extraction process
are the main factors that limit the use polymeric NP [113].

6. Conclusions

Currently, growing concern for essential oils with the same efficiency or even more than chemical
synthesized drugs has prompted scientists to focalize most of their efforts on developing new approaches
to preserve the stability, bioactivity and bioavailability of these bioactive agents. The occurrence
of oil nanoencapsulation has been noticed as efficient approach to resolve such restrictions. In this
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bibliographic paper, we emphasize an overview, recent advances, challenges and applications of
essential oils loaded polymeric nanoparticles prepared via nanoprecipitation process.

According to the literature discussed above, the nanoprecipitation technique represents an easier,
less energy consuming, more reproducible, as well as a widely valid method for the encapsulation of
essential oils when compared to other preparation methods. For instance, it provides most suitable
nanoparticles in term of size and encapsulation efficiency. Operating conditions management and
raw materials selection are key points to obtain formulations bearing suitable characteristics for the
in vitro and in vivo applications. Important activities, like antimicrobial, antioxidant, antifungal,
anti-inflammatory, pesticidal and insecticidal were enhanced upon the encapsulation of essential oils
in polymeric nanoparticles.

Although several advances have been reported in the literature, more in vivo studies are needed
to provide reliable results. Additionally, toxic effects, accumulation in biological systems and removal
mechanisms must be established. Scale-up the nanoprecipitation in industries constitute another
important aspect to be taken into consideration due to the fact that using polymeric nanoparticles for
the delivery of essential oils is one of the newest approaches in the pharmaceutical technology.
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Le recours aux plantes à des fins médicinales est connu depuis la nuit des temps dans différentes 

cultures. Au cours de ces dernières années, des efforts ont été consacrés à la pratique de la phytothérapie en 

tant que médecine alternative ou complémentaire dans le but d’éviter les effets indésirables liés aux 

médicaments d’origine synthétiques. Parmi la diversité des constituants de plante utilisés en phytothérapie, 

les huiles essentielles et végétales continuent à être utilisées en première intention. L’utilisation des huiles 

est souvent confrontée par leur dégradation et leur biodisponibilité réduite dans le corps humain. Par 

conséquent, des systèmes de la nanoencapsulation sont conçus pour surmonter les contraintes 

physicochimiques susmentionnés.  

L'objectif de cette étude est la nanoencapsulation de l’huile essentielle des racines du costus indien 

(Saussurea lappa CB. Clarke.) et l’huile végétale des noyaux de dattes (Phoenix dactylifera L.) extraites par 

un procédé innovant et respectueux de l'environnement (extraction par dioxyde de carbone supercritique) 

dans des nanoparticules polymères et l’étude de leurs performances thérapeutiques.  

Trois axes ont été abordés dans ce travail. Le premier a porté sur l'extraction des huiles ainsi que 

leur analyse qualitative et quantitative par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de 

masse. Le deuxième a porté sur l'encapsulation des huiles dans des nanoparticules polymères à base de 

dérivés de poly (méthyl méthacrylate) (Eudragit® RS100) par la technique de la nanoprécipitation après avoir 

été optimisée et la caractérisation des nanocapsules obtenues. Le dernier axe a porté sur l’étude de l’activité 

anti-inflammatoire, anti-Alzheimer, antidiabétique et antioxydante.  

Les résultats de l’analyse des huiles ont montré la prédominance de l’acide oléique (47.7%) et du 

dehydrocostus lactone (55.4%) pour l’huile végétale et essentielle, respectivement. L’Eudragit RS®100 est 

capable d’encapsuler avec succès les deux types d’huiles dans des particules de taille comprise entre 145 et 

217 nm avec un potentiel ζ de +45 à +59mV et une excellente stabilité à différentes températures et pH. De 

plus, les nanoparticules chargées d’huile des noyaux de dattes ont montré une activité antidiabétique 

supérieure à celle du médicament standard, une activité anti-Alzheimer modérée et une faible activité 

antioxydante. Celles chargées d’huile de costus ont révélé des activités anti-inflammatoire, antidiabétique et 

anti-Alzheimer pertinentes. 

A travers cette thèse, nous avons mis en évidence le potentiel prometteur des nanoparticules 

polymères à améliorer les performances biologiques des huiles naturelles et qu’elles constituent des 

alternatives intéressantes par rapport aux différents médicaments d'origine synthétique dans la prise en charge 

de la maladie d'Alzheimer, du diabète et des maladies inflammatoires.  
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