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RÉSUMÉ 
 

 Depuis quelques années, l’engouement des consommateurs pour des ingrédients naturels se 

traduit par une croissance soutenue du marché mondial en huiles essentielles. En effet, les huiles 

essentielles sont considérées aujourd’hui comme un produit « tendance » auprès du grand public, ce qui 

suscite notamment un attrait considérable de la part du secteur cosmétique et de la parfumerie. 

Cependant, ces différents secteurs d’application doivent faire face à de nombreux inconvénients liés à 

leur coût, la variabilité de leur composition, leur instabilité au stockage et le potentiel allergène de 

certains de leurs constituants.  

Actuellement, il existerait de nombreuses techniques pouvant immobiliser les composés 

volatils de l’huile essentielle afin de stabiliser cette dernière, la protéger (contre la lumière, l’oxygène et 

la température) ainsi que moduler le relargage de ses constituants. 

 L’objectif de ce présent travail est dans un premier temps, d’immobiliser l’huile essentielle 

de Copaifera officinalis L. selon deux méthodes d’encapsulation et une méthode d’adsorption à usage 

cosmétique et dans un second temps, de comparer les méthodes entre-elles, notamment en fonction de 

leur rendement d’immobilisation, de la photo-oxydation et du profil de relargage d’un composé volatil 

ciblé  (β-caryophyllène). Les méthodes d’encapsulation utilisées se basent sur un principe de 

coacervation complexe et sur des nanoparticules de type dendrimères GD-PPI-4 considérées comme 

matériaux relativement innovant. Tandis que la méthode d’adsorption repose sur l’utilisation d’une 

argile de type montmorillonite. 

Les résultats de l’étude ont montré que l’huile essentielle a bien été immobilisée selon les 

différentes méthodes étudiées avec un rendement pouvant être élevé, notamment pour la méthode de 

coacervation complexe et la méthode d’adsorption. Quant à la méthode d’encapsulation par les 

dendrimères testée pour la première dans le cadre de ce travail, les essais ont montré des résultats en 

matière de rendement d’encapsulation assez encourageants. Concernant les études réalisées sur la photo-

oxydation, les résultats ont révélé une très faible proportion en oxydes de b-caryophyllène après quatre 

semaines d’exposition à la lumière naturelle et ce même pour l’huile essentielle pure. Quant au relargage 

contrôlé de la b-caryophyllène, il s’avère que les billes obtenues par la méthode de coacervation 

complexe présentent le profil de relargage le plus intéressant sur une période de 20 jours. 

 

L’étude menée étant encore dans sa genèse, les résultats obtenus ouvrent au monde scientifique 

des perspectives d’avenir intéressantes et encourageantes quant au développement de formulations 

cosmétiques naturelles reposant sur l’encapsulation ou l’adsorption de l’huile essentielle. 

 

 

 

Mots-clés : β-caryophyllène  / Coacervation complexe / Dendrimère / Montmorillonite / Photo-

oxydation / Relargage 
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ABSTRACT  
 

In recent years the consumer craze for natural ingredients has resulted in sustained growth in 

the world market for essential oils. Indeed, essential oils are considered today as a "trend" product with 

the general public, which in particular arouses a considerable attraction on the part of the cosmetics and 

perfumery sector. However, the various sectors of application have to face many disadvantages related 

to their cost, the variability of their composition, their storage instability and the allergenic potential of 

some of their constituents. 

Currently there are many techniques that can immobilize the most volatile compounds of the 

essential oil in order to stabilize it, protect it (against light, oxygen and temperature) as well as control 

the release of its constituents. 

The most important goals of this study are to immobilize the essential oil of Copaifera 

officinalis L. according to two methods of encapsulation and a method of adsorption for cosmetic use 

and then to compare the methods to each other according to the encapsulation or adsorption efficiency, 

the oxidation and the release profile of a targeted volatile compound (β-caryophyllene). The 

encapsulation methods used are based on complex coacervation and on GD-PPI-4 dendrimers 

considered as relatively innovative materials. The adsorption method relies on the use of a 

montmorillonite clay. 

The results of the study showed that essential oil was immobilized according to the different 

methods studied with a high yield, in particular for the complex coacervation method and the adsorption 

method. As for the encapsulation method in the dendrimers tested for the first time in this study, the 

tests have shown results in terms of encapsulation efficiency quite encouraging. In the studies on 

photoxidation, the results revealed a very low proportion of b-caryophyllene oxides after four weeks of 

exposure to natural light, even for pure essential oil. As for the controlled release of b-caryophyllene, it 

appears that the beads obtained by the complex coacervation method have the slowest release trend over 

a period of 20 days.  

 

 

This study still at its genesis, the results obtained are also opening to the scientific community 

future interesting and encouraging prospects for development of natural cosmetic formulation based on 

encapsulation or adsorption of essential oils. 

 

Keywords : β-caryophyllene  / Complex coacervation  / Dendrimer / Montmorillonite / Photo-oxidation 

/ Release 
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GLOSSAIRE 
 

AFNOR : Association Française de Normalisation 

COV : Composé Organique Volatil 

FID : Flam ionisation detector – Détecteur à ionisation de flamme 

GC : Gas chromatography -  Chromatographie en phase gazeuse 

HE : Huile essentielle  

ISO : International Organization for Standardization – Organisation internationale de Normalisation 

MS : Mass spectrometry –Spectrométrie de masse  
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INTRODUCTION 
 

  

Les huiles essentielles sont des liquides concentrés en molécules issues du métabolisme 

végétal (terpénoïdes et molécules aromatiques). Elles sont très  appréciées en parfumerie et cosmétique, 

ainsi qu’en agro-alimentaire et dans l’industrie pharmaceutique(Li et al., 2014). La dynamique de 

marché des huiles essentielles est soutenue par une demande sans cesse croissante en ingrédients 

naturels. Ce qui pousse les industriels du secteur cosmétique et parfumerie à davantage intégrer les huiles 

essentielles dans leurs formulations. La substitution d’un produit de synthèse par une huile essentielle 

permet d’accroître la valeur ajoutée (Kerdudo et al., 2015) 

Cependant, l’utilisation industrielle en cosmétique et parfumerie doit faire face à de nombreux 

problèmes à cause de leur coût,  la variabilité de leur composition, leur instabilité au stockage et le 

potentiel allergène de certains de leurs constituants. En effet, les huiles essentielles sont chères (jusqu’à 

6000€/kg huile essentielle de rose d’Iran) et présentent une grande variabilité de composition selon les 

conditions agro-climatiques. Actuellement, on reconnait que la température, la lumière et la disponibilité 

en oxygène ont un impact prépondérant sur la préservation de l’intégrité de l'huile essentielle (Turek et 

al., 2013a). Par ailleurs, certains des constituants des huiles essentielles sont des allergènes (estragol, 

linalol, etc) et doivent donc faire face aux restrictions d’utilisation. Une autre limite à l’utilisation des 

huiles essentielles est leur caractère volatil. Les constituants des huiles essentielles sont majoritairement 

formés de terpenoïdes parmi les monoterpènes qui présentent des tensions de vapeur élevée à 25°C (Li 

et al., 2014). 

Certaines techniques permettent de réduire l’effet de ces problèmes qui conditionnent 

l’utilisation industrielle des huiles essentielles. L’encapsulation et l’adsorption sur un support (argile, 

généralement) sont deux techniques couramment utilisées. Elles permettent d’immobiliser les composés 

les plus volatils de l’huile essentielle, de stabiliser cette dernière et de la protéger (contre la lumière, 

l’oxygène et la température) ainsi que de moduler sa libération en prolongeant son profil cinétique. 

Aussi, dans une optique de réduction des coûts pour l’industriel, l’encapsulation d’actifs coûteux comme 

les huiles essentielles permet de diminuer les concentrations introduites sans affecter l’efficacité du 

produit fini.  

L’objectif de ce travail est dans un premier temps, de déterminer et réaliser trois techniques  

permettant d’immobiliser des huiles essentielles puis dans un second temps, de les comparer entre-elles. 

Parmi ces techniques, deux techniques d’encapsulation et une technique d’adsorption ont été étudiés : 

Une encapsulation classique par la méthode de coacervation complexe et une encapsulation par les 

dendrimères considérés comme matériaux relativement innovant. L’adsorption est faite sur un support 

de montmorillonite, une argile verte couramment utilisée dans l’industrie cosmétique.  

L’huile essentielle de Copaifera officinalis L. particulièrement riche en β-caryophyllène (un composé 

sensible à l’oxydation) est choisie comme modèle. Dans l’ordre des opérations, l’huile essentielle 

choisie est immobilisée par encapsulation ou sur support d’argile, ensuite les produits d’immobilisation 

sont exposés à la lumière du jour pendant une période donnée pour étudier l’effet de l’encapsulation et 

de l’adsorption vis-à-vis de la photo-oxydation. Simultanément à cette étape, un dispositif de pompage 

est monté pour étudier la relargage contrôlé de l’huile essentielle des différents produits 

d’immobilisation, à l’exception des dendrimères. 

 

https://www.google.be/search?client=firefox-b-ab&q=montmorillonite+argile&sa=X&ved=0ahUKEwjvzcrakbDTAhUJIVAKHRGvAw0Q7xYIHygA&biw=1467&bih=703
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1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 
 

1.1. Huiles essentielles 

1.1.1. Généralités 
 

Les huiles essentielles, ou parfois essences végétales (latin : essentia, « nature d’une chose ») 

sont des liquides concentrés en molécules issues du métabolisme végétal (terpenoïdes et molécules 

aromatiques). Elles sont hydrophobes et contiennent des composés aromatiques (odoriférants) volatils 

issus de la plante. Ces composés aromatiques sont des composés organiques volatils (COV) qui sont 

issus du métabolisme secondaire de la plante. Ceux-ci présentent des caractéristiques physico-chimiques 

particulières et jouent un rôle considérable dans les propriétés pharmacologiques conférées aux plantes 

(Baser, 2008)  

Tel que définie par l'Organisation Internationale pour la Normalisation (ISO), la notion d’ 

« huile essentielle » est réservée pour un « produit obtenu à partir de matières premières végétales, soit 

par distillation avec de l'eau ou de la vapeur, soit par l'épicarpe d'agrumes par un procédé mécanique ou 

par distillation sèche,  c'est-à-dire par voie physique uniquement. » (ISO 9235, 1997). 

Les normes physiques des huiles essentielles sont spécifiées par l’AFNOR ainsi que par l'ISO.  

1.1.2. Propriétés et applications  
 

L’application des huiles essentielles est depuis longtemps répandue en cuisine et en parfumerie 

où l’exploitation de leurs propriétés odorantes était plus qu’évidente (Penuelas et al., 2014) . 

Aujourd’hui, les domaines d’application des huiles essentielles sont plus larges et vont de 

l’agroalimentaire à la pharmacie en passant par la phythotérapie, l’aromathérapie et les bio-pesticides. 

 

Les huiles essentielles représentent une alternative "verte" dans le domaine nutritionnel, 

pharmaceutique et agricole en raison de leurs nombreuses propriétés intéressantes. Les composés 

organiques volatils qu’elles contiennent ont été largement étudiés dans le domaine de la santé et de 

l’assainissement de l’air intérieur en raison de leurs propriétés bactéricides, bactériostatiques, virucides, 

fongicides et acaricides pour certains (Penuelas et al., 2014). Certaines huiles essentielles auraient 

également  des propriétés nématicides et insecticides, ou même des activités stimulants le système 

nerveux (Morelli et al., 2015). 

Des composés organiques tels que le thymol, le linalol, le carvacrol, l’alpha-pinène, le 1-8 cinéol et 

l’alpha-terpinéol sont par exemple connus pour leur rôle bactériostatique à faible concentration (Aouni, 

Pelen et  Soulimani, 2013). Le β-pinène et le limonène sont des composés organiques volatils naturels 

ayant démontré un effet anti-viral, notamment contre le virus de l’Herpès simplex de type 1 (Astani et 

al., 2014). Le 1-8 cinéol et le terpinène-4-ol sont des composés retrouvés dans l’huile essentielle de 

l’Arbre à thé et dont les propriétés acaricides ont été bien documentées (Meuret, 2014) 

 

Dans le domaine de la parfumerie et des cosmétiques, les mono et les sesquiterpènes sont des 

composés volatils très utilisés en raison de leur odeurs agréables et leurs activités biologiques (Soualeh 

et Soulimani, 2016). A titre d’exemple le β-caryophyllène qui est un sesquiterpène présent dans les 

huiles essentielles de clous de girofle, de cannelle ou encore de copayer. Ce composé organique jouerait 

à la fois un rôle de remède naturel (anti-inflammatoire puissant et cicatrisant pour la peau,…) et comme 

note boisée et épicée en parfumerie (Sköld et al., 2006).  
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D’après une étude menée par de Groot et al. (1994), le caryophyllène aurait été détecté dans 

plus de 33 % produits cosmétiques analysés sur le marché néerlandais.Une autre étude menée Rastogi 

et al. (1998) fait état de la présence de β-caryophyllène dans plus de 45% des déodorants vendus sur le 

marché européen. 

 

Aussi, les huiles essentielles auraient des propriétés antioxydantes et conservatrices dans les 

aliments (Tiwari et al., 2009) ou même lorsqu’elles sont incorporées dans le matériel d’emballage 

alimentaire (Kuorwel et al., 2011). Plus récemment, une approche prometteuse aurait été rapportée dans 

le cadre de produits médicinales, contenant des huiles essentielles ou ses composants, à usage humain 

ou vétérinaire (Buchbauer et al., 2016).  

1.1.3. Phénomènes d’altération des huiles essentielles 
 

Plusieurs facteurs influencent la composition chimique des huiles essentielles. En dehors des 

conditions agro-climatiques (sol, ensoleillement, etc.), le stade de croissance de la plante et les 

conditions de stockage post-récolte qui par nature influencent la composition chimique d’une huile, 

d’autres facteurs liés à la manipulation ou au stockage vont également entrainer la modification des 

composés contenus dans l’huile essentielle et donc sa dégradation (Figueiredo et al. 2008; Schmidt 

2010). Parmi ceux-ci l’action d’enzyme et les facteurs physico-chimiques (oxygène, lumière, pH, 

température) (Schweiggert et al. 2007). Ces processus de dégradation dépendent de plusieurs facteurs 

externes tels que la température, la lumière, la disponibilité en oxygène atmosphérique. En effet, la 

lumière ultra-violette (UV) et la lumière visible (vis) sont considérées comme accélérateurs des 

processus d'auto-oxydation par prélèvement d’un hydrogène, ce qui entraîne la formation de radicaux 

alkyle (Chloe et Min, 2006). La conséquence de ces modifications est une altération de l’huile qui voit 

sa qualité  décroitre, suite à un développement de saveurs désagréables, un changement de couleur et de 

viscosité (Preuss, 1964 ; Kubeczka, 1993). Par exemple, le p-cymène est un monoterpène aromatique 

souvent rencontré dans de vieilles huiles essentielles  (Turek et Stintzing, 2011b). Dans  l'huile 

essentielle de citron, il se forme par  déshydrogénation des terpènes monocycliques simples ou 

doublement insaturés. Ce phénomène est associé à la saveur désagréable des vieilles huiles de citron 

(Sinki et al. 1997). 

 

Outre les altérations organoleptiques et les changements de viscosité, certaines huiles 

essentielles vieillies sont susceptibles d’entrainer les problèmes cutanés (Brared-Christensson et al.,  

2010). En effet, une oxydation des terpènes rend l’huile essentielle potentiellement allergisante pour la 

peau. C’est le cas par exemple du delta-3-carène contenu dans le Pinus sylvestris (Opdyke et 

D.L.J.,1976).  

Aussi, le sesquiterpène β-Caryophyllene utilisé en cosmétique et en parfumerie est susceptible de subir 

une auto-oxydation au contact de l’air, tout comme les monoterpènes R-limonène et linalool. Une étude 

récente sur l’auto-oxydation du β-caryophyllène a été menée afin d’évaluer l’activité allergénique (et de 

sensibilisation cutanée). Les résultats ont montré que la β-caryophyllène s’oxyde immédiatement en 

présence de l’air (jusqu’à 50% après cinq semaines d’exposition) en oxyde de caryophyllene. Ce 

composé s'est révélé être un allergène  pouvant provoquer une réaction dermocaustique mais modérée. 

L'étude révèle que l'activité allergénique du β-caryophyllène est affectée par l'auto-oxydation, mais dans 

une moindre mesure par rapport au R- limonène et au linalool (Sköld et al., 2006). 

De plus, au niveau santé, le  D-limonène reconnu pour ses propriétés anti-tumorales (Elegbede et al., 

1986) peut lui-même devenir cancérigène s’il est oxydé (Roe et Field, 1965).  
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Aussi, le lemongrass (Cymbopogon flexuosus) perd la plus grande part de son activité bactéricide 

lorsqu’il est oxydé (Turek et al., 2013a). 

 

Bien que le phénomène d’auto-oxydation ait été particulièrement étudié dans le cadre des 

matières grasses, il joue également un rôle essentiel dans la détérioration des terpénoïdes. Au cours du 

processus oxydatif spontané et induit par l'air, les molécules insaturées réagissent suivant un mécanisme 

de réaction en chaîne avec de l'oxygène aérien pour former des produits d'oxydation primaires et 

secondaires. Le déroulement de la réaction dépend entre autre de la structure moléculaire, de la 

concentration en oxygène et de l'apport énergétique. De manière générale, les produits d'auto-oxydation 

primaires tels que les hydroperoxydes finissent par se décomposer lors des étapes avancées d'oxydation 

et donnent naissance à toute une gamme de produits secondaires oxydés stables tels que des alcools 

polyvalents, des aldéhydes, des cétones, des époxydes, des peroxydes ou des acides, ainsi que des 

polymères hautement visqueux, souvent oxygénés (Backtorp et al.,  2008). Les produits d'oxydation 

formés au départ de terpénoïdes et qui sont les hydroperoxydes, se sont décomposés en présence de la 

lumière, de la chaleur ou d'une acidité croissante (Turek et al., 2013a). Borglin et al. (1950) ont montré 

que les peroxydes résultant de l'oxydation de terpinolènes (monoterpènes) se dégradent rapidement, 

même à température ambiante. 

Souvent, la structure des produits d'oxydation secondaires reste inconnue. Cependant,  l'oxyde 

de caryophyllène (Figure 1 A) qui est un produit secondaire important et stable, résulte de l'oxydation 

par l’air du sesquiterpène caryophyllène . Ce produit secondaire est fréquemment rencontré dans les 

huiles essentielles stockées (Mockute, Bernotiene et Judpentiene, 2005; Turek et Stintzing, 2012). Aussi, 

il est rapporté que le carveol et son produit d’oxydation le carvone résultent des peroxydes formés au 

cours de l'auto-oxydation du limonène (Figure 1 B) (Turek et al., 2013a). 

Geier (2006) a déclaré que certains terpénoïdes contenant de l'oxygène tels que le menthol, le 1,8-cineol 

ne formaient pas d'hydroperoxydes lors de l'oxydation car ils étaient directement transformés en cétones, 

acides et aldéhydes.  

 
Figure 1. (A) oxyde de caryophyllène, produit d'auto-oxydation stable du β-caryophyllène. (B) Voie oxydative du 

limonène en produits d'oxydation primaire et secondaire.  (C) 4, 4'-Diméthoxystilbène identifié comme un 

artefact d’image dans l'huile d'anis stockée.(Turek et al., 2013) 

En dehors des réactions d'oxydation et de polymérisation, la dismutation ainsi que la 

cyclisation sont également impliquées dans la dégradation des monoterpènes, comme en témoigne 

l'apparition d'isomères cycliques tels que le limonène, les terpinènes et le p-cymène dans des expériences 

oxydatives menées à des températures élevées avec le monoterpène de type myrcène (Dieckmann et 

Palamand, 1974). 

 

1.1.4. Règlementation  
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Les huiles essentielles doivent être présentées avec une fonction bien déterminée. En effet, le 

responsable de la mise sur le marché des huiles essentielles doit informer le consommateur sur le mode 

et les précautions d’usage. Ainsi, c’est la mention sur l’étiquette de chaque produit qui permet à ce 

dernier d’entrer dans une catégorie réglementée de manière précise. Le Règlement (CE) n°1272/2008 

de l’Union européenne classe certaines huiles essentielles comme substances dangereuses et exige, à ce 

titre, la présence de mentions claires destinées à informer le consommateur.  

- Huiles essentielles utilisées en tant qu’ingrédients cosmétiques  

 

Certaines huiles essentielles sont vendues en tant qu’ingrédients à mélanger soi-même pour 

des préparations de produits cosmétiques « maison ». Il est donc vivement conseillé d’être 

particulièrement prudent vis-à-vis des risques d’allergies, de photosensibilisation (lié à l’exposition au 

soleil), de brûlures, etc. Le Règlement (CE) n°1223/2009 relatif aux produits cosmétiques a établi 

plusieurs précautions qui s’appliquent aux huiles essentielles (règles d’étiquetage, respect du principe 

d’innocuité, règles de composition particulières, élaboration d’un dossier d’information). De plus, il est 

impératif de notifier les produits sur le portail européen des produits cosmétiques (Cosmetic products 

notification porta). 

La Directive 2003/15/CE du parlement européen relative aux produits cosmétiques reprend les 

limitations et exigences des 99 allergènes susceptibles d’être présents dans les préparations cosmétiques. 

- Huiles essentielles utilisées en tant que denrées alimentaires 

 

Si les huiles essentielles sont destinées à la consommation et qu’elles ne répondent pas à 

d’autres définitions (médicaments, par exemple), elles doivent être considérées comme denrées 

alimentaires. Le Règlement (CE) n°1334/2008 relatif aux arômes a prévu plusieurs dispositions, 

notamment celles concernant l’étiquetage et les obligations des responsables de la mise sur le marché. 

Il est donc possible d’utiliser les huiles essentielles dans l’alimentation, à condition que leur dose 

d’usage en tant qu’arômes ou aromatisants ne dépasse pas 2 %.  

 

- Huiles essentielles utilisées en tant que biocides 

 

Certaines huiles essentielles sont incorporées dans des produits de désinfection. Elles sont 

considérées comme étant des produits biocides et doivent posséder un étiquetage précis (avec le nom de 

l’huile utilisée et  sa concentration). Le Règlement (CE) 528/2012 concernant la mise sur le marché de 

produits et substances biocides a prévu que les produits qui entrent dans cette catégorie ne peuvent être 

insérés sur le marché que si les substances actives qu’ils contiennent sont autorisées pour un usage 

biocide. Aussi, même si le produit n’est pas considéré comme dangereux, une déclaration de 

toxicovigilance doit être déposée. 

(Source : http://reach-info.ineris.fr/ ) 

 

1.1.5. Copaifera officinalis  

1.1.5.1. Description générale 
 

http://reach-info.ineris.fr/
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Le copaïba ou copayer est un arbre de 25 à 40 mètres de hauteur appartenant à la classe des 

Dicotylédones, à l’ordre des Fabales, à la famille des Fabaceae, au genre Copaifera (Judd et Campbell, 

2002) 

Cet arbre qui pousse dans les zones tropicales (figure 2) comporte plusieurs espèces en 

Amazonie et en Afrique et une seule espèce en Malaisie (Morelli et al., 2015). Aujourd’hui, près de 72 

espèces ont été répertoriées (International Plant Names Index) dont 4 sont fréquemment utilisées pour 

leur production d’oléorésine : C. reticulata (70%), C. guianensis (10%), C. multijuga (5%) et C. 

officinalis (5%). 

 

 

Figure 2.Répartition géographique de l’arbre de copayer (Junior et Pinto, 2002) 

Le copayer officinal (Copaifera officinalis) est un arbre de la forêt, inerme, élevé sur un grand 

port de couleur foncée. Il possède des feuilles alternes paripennées composées de 3 à 8 folioles presque 

sessiles ovales-lancéolées, acuminées, entières, luisantes et un peu coriaces. L’inflorescence est en épis 

ou en grappes à l'aisselle des feuilles ou l'extrémité des jeunes rameaux. Les fleurs sont petites et 

blanchâtres avec un calice à quatre sépales oblongs et aigus. Les étamines au nombre de 10 sont libres, 

étalées et portent de petites anthères, arrondies et jaunâtres. L’ovaire est pédiculé, ovoïde et glabre, le 

style capillaire arqué et le stigmate capité punctiforme. Le fruit est une gousse orbiculaire, glabre, 

coriace et bivalve. Celle-ci contient une graine entourée d’un arille charnu (figure 3) (Fleury, 1997). 

La floraison a lieu entre octobre et juillet et la fructification de juin à octobre, mais il existe 

des variations au sein de ces intervalles, en fonction du climat et de la région (Junior et Pinto, 2002). 

 
Figure 3 : Copaifera officinalis  L. (Brandt et al., 1890) 
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1.1.5.2. Oléorésine : méthode d’extraction et composition chimique 

 

Habituellement, l’oléorésine (figure 5) de copayer se recueille au milieu de l’été, directement 

sur les copayers en perçant le tronc (figure 4). Il en résulte un fluide résineux d’abord limpide et incolore 

puis qui s’épaississant peu à peu et devenant jaunâtre au contact de l’air. La consistance et la couleur de 

l’oléorésine peuvent varier en fonction de sa composition et de la provenance de l’arbre (Morelli et al., 

2015). 

La récolte a lieu avec une technique simple qui consiste à créer deux trous sur le tronc avec 

une tarière. Le premier trou est effectué sur la partie supérieure du tronc puis rebouché à l’aide d’un 

tampon de bois et le second trou est créé sur la partie inférieure puis rebouché par un tube en bambou. 

Dès qu’on débouche l’orifice supérieur, l’oléorésine s’écoule lentement par le tube et peut être récoltée 

pendant 1 à 3 jours. Quand l’opération est terminée, on obture les deux trous avec de l’argile (Newton, 

Watkinson et Peres, 2011). 

 

 
 

Figure 4.Extraction de l’oléorésine de copayer (Association Aquaverde, 2013) 

 
Figure 5. Oléorésine de copayer (Association Aquaverde, 2013) 

 

L’état d'Amazonas au Brésil est la principale source d'oléorésine de copayer dans le commerce 

mondial (Newton, Watkinson et Peres, 2011).  

 

Au sujet de la composition chimique de l’oléorésine de copayer, il est possible de scinder cette 

dernière en deux constituants principaux, le premier contient les composés volatils  qui formeront la 

fraction d’huile essentielle, et le second correspond à la fraction résineuse.  

 

Globalement, la composition chimique des différentes espèces est assez proche avec une 

majorité de sesquiterpènes totaux (entre 76,5% et 85,5%) et la présence entre 14,5% et 23,5% de 

diterpènes (Veiga et al., 2002). Pour résumer, les principaux sesquiterpènes trouvés dans l’oléorésine 

de copayer sont: β-caryophyllène,α-humulène, δ-cadinène, α-cadinol, α-cubébène, β-sélinène α- et β-
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élémène, α-copaène, trans-α-bergamotène, β-bisabolène et l'oxyde caryophyllène. Et les diterpènes le 

plus souvent retrouvés sont : acide copalique, polyalthique, hardwickique, kaurenoïque, acide enantio-

agathique (Figure 6) (Gramosa et al., 2012) 

 

Figure 6. Principaux sesquiterpènes détectés dans l’oléorésine de copayer (Veiga Junior et al., 2007). 

 

De manière générale, l’oléorésine est soumise à une hydrodistillation pour séparer la fraction 

d’huile essentielle de la fraction résineuse.  

Il faudrait environ une demi-heure pour extraire l’huile essentielle de copayer avec un rendement 

d’environ 7 % par rapport à la quantité d’oléorésine utilisée (Gramosa et al., 2012) (Soares et al., 2013a). 

Ce type de procédé implique plusieurs étapes : l’oléorésine est d’abord insérée dans un ballon contenant 

de l’eau distillée, puis chauffée jusqu’à ce que la première goutte d’huile essentielle apparaisse. Ensuite, 

après obtention de l’huile essentielle, cette dernière est séparée de l’eau par décantation, puis conservée 

au réfrigérateur à une température de 4 °C  et à l’abri de la lumière (figure 7)  

 

 

 

Figure 7. Montage du procédé d’hydrodistillation (Soares et al., 2013b). 
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L’huile essentielle de copayer est essentiellement composée de mono, sesqui- et diterpèniques 

qui sont respectivement volatils et non volatils. Selon Freise (1934), l’huile essentielle provenant 

d’oléorésine de C. reticulata, C. guianensis, C. multijuga, C. officinalis, C. martii var. rigida, C., C. 

coriacea, C. martii (Hayne) et C. glycycarpa. Gottlieb contiendrait au minimum  52,3 % de 

sesquiterpènes. Craveiro (1981) a décrit la composition de l’huile essentielle de plusieurs espèces de 

Copaifera sp. et a trouvé que le β-caryophyllène était le COV largement majoritaire. Ce même constat 

a été confirmé par Gramosa et Silveira (2005), qui ont analysé par GC/MS (détermination de l’inde de 

Kovats)  les COV de l’HE de différents extraits d’un arbre de C. officinalis. Ces derniers ont  montré 

que le β-caryophyllène qui était largement majoritaire, représentait 53,3 % des COV totaux présents 

dans la composition biochimique de l’HE. Les autres COV majoritaires étaient : le germacrène B avec 

8,7 %, β-selinene avec 6,5 %, α-humulène avec 6,1 % (Tableau 1). 

 

Tableau 1 : Composition chimique de l’huile essentielle dans différents extraits de Copaifera 

officinalis L. (Gramosa et al., 2012). 

 
 

1.1.5.3. Propriétés et utilisation de l’huile essentielle de copayer 
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En Amazonie, la résine de copayer est utilisée par les populations comme un cicatrisant pour 

les blessures, les psoriasis, et pour le traitement de la gonorrhée. Au Brésil, la médecine traditionnelle 

recommande l’oléorésine ou l’huile essentielle de copayer comme agent anti-inflammatoire, pour le 

traitement de pellicules et tous les types de problèmes cutanés, ainsi que pour les ulcères d’estomac. 

L’huile de copayer aurait également des propriétés diurétiques, expectorantes et désinfectantes. On 

trouve ainsi le copayer dans la composition de sprays contre les maux de gorge, en association avec de 

la propolis. 

Cette résine/huile essentielle de copayer est connue et utilisée depuis plusieurs siècles, en 

Europe et en Amérique Latine, pour le traitement de cystites chroniques, bronchites, diarrhées, 

hémorroïdes, mycoses, psoriasis et autres déséquilibres de la peau en général. Ses propriétés anti-

inflammatoires en font le composant principal de nombreux remèdes contre les bronchites et les maux 

de gorge. Elle est utilisée pure ou associée à d’autres principes actifs pour les formules de cosmétiques, 

telles que les crèmes, lotions, savons, shampooings, déodorants, et crèmes de rasage. 

Cette oléorésine est la plus grande source connue de caryophyllène, dont les effets anti-

inflammatoires ont été largement documentés (Morelli et al., 2015). 

Dans le cadre de cette étude, l’huile essentielle de Copaifera officinalis L. a été choisie pour 

répondre à des critères d’intérêt dans le cadre d’une éventuelle application en cosmétique mais 

également pour justifier un « piégeage » de l’huile essentielle par des méthodes d’adsorption et 

d’encapsulation :  

- Son originalité : l’huile essentielle de copayer est peu connue des consommateurs 

européens. 

- Son coût : faible 

- Ses applications diverses : cosmétiques, pharmaceutiques, parfumerie,… 

- L’absence de composés allergènes cutanés (Directive 2003/15/CE)  

- La présence du β-caryophyllène, qui est le composé organique volatil largement 

majoritaire, est très sensible à l’oxydation par l’air et la lumière avec pour 

conséquence un risque de réaction dermocaustique.  

1.2. Technologies d’adsorption et d’encapsulation des huiles essentielles 

1.2.1.  Procédés d’adsorption  
 

Actuellement, les études  portant sur les méthodes d’adsorption d’huiles essentielles sont 

surtout ciblées en agriculture, notamment dans le cadre de formulations insecticides à base d’argiles de 

type montmorillonite, kaolinite ou encore bentonite (Nguemtchouin Goletti, 2012). Les argiles brutes 

ou modifiées sont largement utilisées dans les formulations de pesticides, et ce, en raison de leur pouvoir 

à limiter les dommages des ravageurs (Miz et al., 2014). Récemment, des études ont été menées sur 

l’utilisation d’un mélange de silice poreuse et de composés organo-métalliques  auxquels ont été associés 

les molécules présentes dans différentes huiles essentielles pour traiter des eaux.  Le geraniol, l’acide 

citronellique, l’acide géranique ont ainsi été adsorbés sur le mélange de silice afin de parfumer les eaux 

et jouer un rôle insectifuge(Paseta et al., 2016). 

Malgré l’emploi traditionnel et répandu d’argiles de type kaolinite ou montmorillonite 

associées aux huiles essentielles dans le cadre de préparations cosmétiques domestiques, il est très 

difficile de trouver des études sérieuses qui traitent de l’intérêt de l’adsorption des huiles essentielles 

dans ce domaine.  
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1.2.1.1. Phénomène d’adsorption  
 

L'adsorption est un phénomène physico-chimique de surface contrairement à l’absorption qui 

est un phénomène de profondeur. Elle se traduit par une modification de concentration à l'interface de 

deux phases non miscibles.  

Lors d’une adsorption par un solide, les molécules se fixent à la surface du solide grâce à de 

faibles forces d'interaction de type Van der waals. L’adsorption dépend principalement de la nature du 

soluté et du solide. Le solvant est également susceptible d’avoir une influence.  

Généralement, il est possible de constater à la surface du solide une compétition entre l’adsorption du 

solvant et celle du soluté. La quantité adsorbée dépend donc de plusieurs facteurs principaux :  

 

 La température  

L’adsorption est un phénomène dont le déroulement est favorisé à basse température car il s’agit d’un 

processus exothermique. 

 La nature de l’adsorbant 

Plus la taille des particules de l’adsorbant est faible, plus l’adsorption d’une substance en particulier sera 

importante. Cependant, lorsque la dimension des pores est inférieure au diamètre des molécules de l’un 

des composés de la solution, l’adsorption du composé ne peut se dérouler même si la surface de 

l’adsorbant a une très grande affinité pour ce dernier. 

 La nature de l’adsorbat 

Une bonne adsorption nécessite une affinité entre le soluté et le solide. De manière générale, les solides 

qui sont polaires ont tendance à adsorber de manière préférentielle des substances polaires et les solides 

non polaires ont plutôt tendance à adsorber de manière préférentielle des substances non polaires.  

 La surface spécifique 

La surface spécifique est une information essentielle pour caractériser tout solide ou matériau poreux. 

La capacité d’adsorption croît en fonction de l’importance de la surface spécifique des adsorbants. Elle 

correspond à la surface accessible rapportée à l’unité de poids d’adsorbant. 

 L’orientation des molécules 

Les interactions entre la surface et les molécules adsorbées en solution vont jouer un rôle important dans 

l’orientation des molécules adsorbées en surface  

(Bougdah, 2007) 

 

1.2.1.1.2. Cinétique d'adsorption 

 

La cinétique d’adsorption correspond au suivi de l'adsorption d’un composé au cours du temps. 

Les molécules et les particules adsorbantes ne réagissant pas de manière instantanée, il faudrait en 

moyenne 18 h d’agitation pour atteindre l’équilibre d’adsorption et de désorption selon Dubus (1997).  

Dans une étude sur l’adsorption de composés terpéniques sur des argiles de type 

montmorillonite menée par Nguemtchouin Goletti (2012), l’équilibre d’adsorption serait atteint au bout 

d’environ 6 heures de contact par agitation permanente. 



 

 

 

11 

 

1. 2.1.1.3.  Adsorption des composés terpéniques sur des argiles 

 

Nguemtchouin Goletti (2012) a démontré, dans une étude comparant deux argiles modifiées, 

que la kaolinite possèderait une capacité d’adsorption en composés terpéniques inférieure à celle de la 

montmorillonite. Ce phénomène peut s’expliquer par des interactions entre ions qui se passent 

exclusivement sur les faces externes de la kaolinite. Par contre pour la montmorillonite qui a la 

particularité d’être une « argile gonflante », les interactions s’effectuent sur les faces externes et internes 

(inter-feuillets). Ceci entraine forcément une surface d’échange plus importante et par conséquent une 

plus grande capacité d’adsorption des composés terpéniques. 

 

De plus, les études menées par Miz et al., (2014) ont démontré que la quantité adsorbée en 

composés terpéniques sur une bentonite(minéral industriel composé majoritairement de 

montmorillonite) originaire de Nador (Rif oriental, Maroc) peut être le résultat de plusieurs facteurs. En 

effet, la quantité et la sélectivité des composés terpéniques adsorbée dépend non seulement de 

l’abondance de chaque composé dans l’huile essentielle mais aussi de de la fraction granulométrique 

des particules, plus elle sera fine plus la quantité adsorbée en composés organiques sera importante. De 

plus, la polarité des composés terpéniques peut également influencer la quantité adsorbée. Selon Miz et 

al. (2014), les composés apolaires comme le limonène ou le verbénone ont tendance à avoir peu 

d’affinité pour la bentonite, ce qui peut donc impliquer une faible adsorption de ces derniers.  

 

Dans le cadre de plusieurs expériences permettant de quantifier la capacité des argiles de type 

montmorillonte et kaolinite à relarguer des composés terpéniques adsorbés à plusieurs températures, les 

résultats ont montré que tous les composés terpéniques peuvent se volatiliser à une température 

minimum de 20ºC. La quantité de composés terpéniques libérée varie en fonction de la nature du 

composé, de l’adsorbant et de la température (Nguemtchouin Goletti ,2012).  

Dans le cadre de cet essai, la méthode d’adsorption sur une argile de type montmorillonite a 

été choisie. 

 

1.3. Procédés d’encapsulation 
 

L’encapsulation est un procédé qui a pour but de piéger une substance ou un mélange de 

substances précis à l’aide de matériaux adaptés. Les substances qui feront l’objet d’une encapsulation 

peuvent être liquides, solides ou gazeuses. Généralement, ce sont  des principes actifs sensibles ou 

instables à certains facteurs environnementaux et qui ont une action bien ciblée. Il peut aussi s’agir de 

substances dont on souhaite modifier l’état comme par exemple la transformation d’un liquide en solide 

(Kerdudo et al., 2015). 

Quant aux matériaux d’encapsulation, ils sont principalement des polymères d’origine 

naturelle ou synthétique, ou des molécules amphiphiles pour leur double polarité. Généralement, les 

produits d’encapsulation se présentent sous deux formes différentes :  

 Soit une capsule : « particule réservoir » comportant un actif liquide ou solide au cœur de sa 

structure. Le cœur est entouré d’un matériau enrobant constituant une membrane solide ; 
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 Soit une sphère : particule comportant un  réseau polymérique ou lipidique continu constituant 

une matrice dans laquelle un composé actif finement y est dispersé à l’état de molécules, de 

particules fines et solides, ou de gouttelettes de solution (Kerdudo et al., 2015). 

C’est dans les années 50 que les premiers produits encapsulés ont vu le jour, avec la fabrication 

du papier copie sans carbone, sur lequel étaient fixées des microcapsules contenant de l’encre (De Kruif 

,Weinbreck et De Vries, 2004). Ces microcapsules s’ouvraient lorsqu’une pression s’exerçait, libérant 

ainsi les actifs protégés. Actuellement, les applications de l’encapsulation sont très nombreuses et 

généralisées à plusieurs secteurs d’activités partant de la chimie à  l’agro-alimentaires en passant par les 

secteurs pharmaceutiques, cosmétiques, l’agriculture, les textiles ou encore la peinture (Kerdudo et al., 

2015). Suivant les domaines et les applications, l’encapsulation a pour but d’assurer la protection, la 

compatibilité et la stabilisation d’une matière active dans une formulation. Elle permet d’améliorer la 

présentation d’un produit ou encore de masquer une odeur ou un goût. Enfin, l’encapsulation peut 

modifier et contrôler le profil de libération d’une substance active pour obtenir, par exemple, un effet 

prolongé ou déclenché (Tableau 2). 

Il n’existe pas de système universel d’encapsulation pour une substance active donnée. En 

effet, lorsque  l’actif à protéger est un complexe de molécules, tels que les extraits naturels, les 

contraintes et les difficultés de développements sont importantes. Les différences entre les composés 

(hydrophilie/hydrophobicité, différences de masses moléculaires, fonctions chimiques diverses, etc.) 

vont conduire à des différences d’interaction avec le ou les matériaux de recouvrement, entrainant par 

exemple des rendements d’encapsulation variables. Le tableau 2 reprend les domaines d’application de 

l’encapsulation et permet de mieux comprendre les objectifs recherchés, notamment dans le domaine 

des cosmétiques. 

Tableau 2 : exemples d’applications pour l’encapsulation (Kerdudo et al., 2015). 
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Il est facile de constater que les domaines d’application de l’encapsulation sont très larges et 

diversifiés. Chaque procédé d’encapsulation répond à des critères bien définis. Ainsi le choix d’une 

technique se fera en fonction de la nature de l’actif à encapsuler, de la taille de particule souhaitée, de 

l’application envisagée (cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire, peinture…), de la vitesse et des 

conditions de libération prévues, des rendements d’encapsulation nécessaires, mais également des 

contraintes de fabrication et de coût.  

1.3.1. Domaine cosmétique  
 

L’encapsulation présente plusieurs intérêts pour l’industrie cosmétique. L’objectif peut être de 

protéger les propriétés de certains actifs particulièrement sensibles telles que certaines huiles essentielles 

durant toute la période de stockage du produit fini. Ce procédé pourrait, par exemple, faire office de 

barrière physico-chimique contre les éléments pro-oxydants comme les radicaux libres, l’oxygène ou 

encore les rayons UV. L’intérêt peut  être aussi d’optimiser la libération et donc l’activité du principe 

actif par une action ciblée et/ou retardée (Kerdudo et al., 2015). 

1.3.2. Procédés d’encapsulation des huiles essentielles  
 

Le tableau 3 reprend les procédés d’encapsulation applicables en cosmétique pour des huiles 

essentielles avec leurs avantages et inconvénients, le rendement d’encapsulation et la nature du produit 

encapsulé. Cependant dans le cadre de ce travail, deux méthodes d’encapsulation feront l’objet d’une 

étude : la méthode basée sur la coacervation complexe et la méthode basée sur les dendrimères. La 

seconde méthode d’encapsulation s’effectuera dans le cadre d’un partenariat avec l’Université de Reims-

Champagne-Ardenne. Il s’agit d’une méthode complètement innovante, qui n’a encore jamais fait l’objet 

d’une étude d’encapsulation avec les huiles essentielles.  
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Procédés mécaniques  

Tableau 3 : liste la plus exhaustive possible des procédés d’encapsulation appliqués aux huiles essentielles et dont l’application en cosmétique est compatible. 

Techniques Avantages Inconvénients Rendement 

d’encapsulation 1 

Nature du produit 

encapsulé 

Réf. 

Séchage par 

atomisation 

(spray drying) 

Simple, rapide, économique  

 

- Perte importante d’actifs  par 

adhérence aux parois de la 

chambre de séchage  

- Non applicable à des 

systèmes de viscosité trop 

élevée 

- Consommation d’énergie 

importante en raison de 

l’évaporation de l’eau 

Jusque 40-50 % Poudre (Gouin, 

2004) 

(Yeo et 

al., 2001) 

(Giunche

di et al., 

1995) 

  

 

Gélification 

/congélation de 

gouttes (spray 

cooling) 

- Particules non poreuses et 

denses 

- Absence de solvant 

- Durée courte des procédés  

- Températures des procédés 

pouvant affecter les actifs 

- Agglomération  

Jusque 40-60 % Microsphère 

cireuse 

(Kerdudo 

et al., 

2015) 

Extrusion - Contrôle précis de la forme 

et de la taille des capsules 

- Degré élevé de stabilité des 

capsules en milieu formulé 

- Taille des particules 

importante : 200-1000 µm 

- Non applicable pour les 

actifs trop sensibles à 

l’oxydation. 

Jusque 40 % Microsphère (Gouin, 

2004)  

(Kerdudo 

et al., 

2015) 

RESS  

(Rapid Expansion of 

Supercritical 

Solutions ) 

Absence de solvants organiques 

et de 

tensioactifs 

Limité aux polymères de faibles 

poids moléculaires 

Variable Microsphère (Yeo et 

al., 2001), 

(Gouin, 

2004)  

                                                      
1 Rendement d’encapsulation = (Masse du produit actif  encapsulé / Masse de produit actif  à encapsuler) x 100 
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ASES 

(Aerosol Solvent 

Extraction System ) 

Absence de solvants organiques 

et de 

tensioactifs 

Agglomération des polymères de 

faible transition vitreuse 

Variable (5- 

80 %) 

Microsphère (Yeo et 

al., 2001) 

(Kreitz et 

al., 1997) 

 

Procédés chimiques 

Techniques Avantages Inconvénients Rendement 

d’encapsulation 

Nature du produit 

encapsulé 

Réf. 

Polymérisation 

Interfaciale 

- Contrôle de la porosité et 

de l’épaisseur de la paroi 

en fonction des 

polymères 

- Interaction de certains 

actifs dans la réaction de 

polymérisation 

- Nombreux lavages 

nécessaires 

- Sous-produits 

interagissant avec les 

actifs 

Variable (15- 

100 %) 

Membrane 

polymérique 

(Yeo et 

al., 2001) 

(Kerdudo 

et al., 

2015) 

Dendrimères Aucune étude n’a encore été réalisée 

 

Procédés physico-chimiques  

Techniques Avantages Inconvénients Rendement 

d’encapsulation 

Nature du produit 

encapsulé 

Réf. 

Evaporation/extraction 

de solvant  

- Encapsulation de petites 

molécules 

- Possibilité de contrôle de la 

cinétique de relargage grâce 

au PLGA 

- Utilisation de solvants 

organiques toxiques 

- Présence de solvants 

résiduels 

Variable Microsphère (Kerdudo 

et al., 

2015) 
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- Utilisation de polymères 

biodégradables et 

biocompatibles 

Coacervation simple - Distribution de taille étroite 

pour l’ajout de non-solvant : 

absence de contact entre la 

phase continue et l’actif 

Agglomération, utilisation 

de solvant dans certains cas 

Variable (6- 

90 %) 

microcapsules (Kerdudo 

et al., 

2015) 

Coacervation  

Complexe 

- Distribution de taille étroite 

- Hauts rendements 

d’encapsulation 

- Conditions douces (absence 

de 

solvants organique et température 

ambiante) 

- Agents réticulant 

toxiques :  glutaraldéyde 

ou formaldéhyde 

- Gamme de pH limitée 

 Environ 80 % microcapsules (Kerdudo 

et al., 

2015) 

Emulsions 

doubles/multiples 

- Absence de solvants 

organiques 

- Possibilité d’encapsuler des 

actifs hydrophiles et 

hydrophobes en simultané 

Risque de dégradation des 

actifs sensibles à la chaleur 

car nécessité 

de chauffer les phases à 

émulsionner (dans la plupart 

des 

cas) 

Variable Gouttelettes 

d’émulsion 

(Kerdudo 

et al., 

2015) 

Liposomes - Encapsulation simultanée 

d’actifs hydrophiles et 

hydrophobes 

- Augmente l’efficacité des 

principes actifs 

- Utilisation de molécules 

constituantes de la structure 

cutanée 

- Utilisation de solvants 

organiques 

- Faible rendements 

d’encapsulation 

des actifs hydrophiles 

- Incompatibilité avec 

certains tensioactifs. 

 Liposomes (Gouin, 

2004) 
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Vésicules multilamellaires 

type oignons 

- Encapsulation simultanée 

d’actifs hydrophiles et 

hydrophobes 

- Augmente l’efficacité des 

principes actifs 

- Utilisation de molécules 

constituantes de la structure 

cutanée 

- Hauts rendements 

d’encapsulation 

- Instabilité 

thermodynamique en 

phase aqueuse 

- Incompatibilité avec 

certains tensioactifs. 

Variable Vésicules 

multilamellaires 

type oignons 

(Kerdudo 

et al., 

2015) 
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1.3.3. Coacervation complexe 
 

La coacervation complexe (figure 8) provient de l’interaction entre deux polyélectrolytes de 

charges opposées. La réaction nécessite une modification du pH. Les polyélectrolytes doivent être 

suffisamment chargés pour former des interactions électrostatiques suffisantes mais pas trop pour éviter 

de provoquer une précipitation (Kerdudo et al., 2015).  

Au départ, le principe actif à encapsuler est dispersée dans une solution aqueuse comportant 

les deux polymères (a).  

Ensuite, la coacervation est réalisée par un ajustement du pH de la solution, de sorte que les 

charges positives du premier polymère équilibrent les charges négatives du deuxième (b). Un coacervat 

mixte apparaît grâce à l’attraction électrostatique des deux polymères.  

Finalement, les gouttelettes de coacervats ainsi formées vont venir s’adsorber (c) à la surface 

du principe actif à encapsulé et former un enrobage continu (d). Cet enrobage sera consolidé par 

réticulation (e) des macromolécules constituant du coacervat (De Kruif, Weinbreck, et De Vries, 2004). 

 

Figure 8. Représentation schématique du principe d’encapsulation par coacervation complexe (Richard et 

Benoit, 2000). 

Souvent, les particules recherchées en fin de coacervation complexe sont des microcapsules 

(10). Il existe trois types de microcapsules en fonction des conditions spécifiques du procédé : Les 

capsules mononucléées, les capsules polynucléées et les agrégats de capsules mononucléées (Figure 9).  

 La taille des capsules mononuclées est influencée par la taille des gouttes d’huile (contrôlée par 

l’émulsion et l’épaisseur de la matrice du coacervat). 

 L’apparition de capsules polynucléées est contrôlée par la vitesse d’agitation lors de la 

coacervation. En effet, lorsque la  vitesse est augmentée, le processus de polynucléation décroit. 

Pour contrôler le phénomène de polynucléation, la vitesse d’agitation doit être minimale et une 

vitesse d’agitation maximale ne doit pas être dépassée afin d’éviter que de la mousse ne se 

forme. Ces vitesses dépendent des propriétés du système d’agitation (type d’agitateur, 

géométries du réacteur, etc.). 

 L’apparition d’agrégats de capsules mononuclées serait influencée par la température et la durée 

de gélification ; les agrégats se forment lorsque la température reste supérieure à 14°C; il faut 

que l’agitation soit maintenue afin d’atteindre une température de 14°C et éviter l’agglomération 

des capsules 

 (Lemetter et al. 2009). 
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Figure 9. Représentation des trois formes principales de microcapsules obtenues par coacervation 

complexe(Lemetter et al., 2009) 

 En générale, la taille des microcapsules peut varier de quelques micromètres à quelques 

centaines de micromètres. Le diamètre dépend principalement de la taille initiale des cristaux ou des 

gouttes dispersées de substance active. (Jégat, Taverdet, et Stirring, 2000).  

 

Figure 10. Schéma représentant la différence entre une microsphère et une capsule en cosmétique (TPE, 2016). 

Le procédé de coacervation complexe comporte plusieurs avantages. En effet, les rendements 

d’encapsulation peuvent atteindre jusqu’à 90 % (Kerdudo et al., 2015). De plus, cette méthode ne 

nécessite pas l’utilisation de solvants organiques et se déroule à température ambiante. Cependant, en 

raison de la complexité du procédé et de son coût de production, la technologie de coacervation est 

surtout réservée à des applications spéciales comme l’encapsulation de composés actifs coûteux ou pour 

masquer les fortes odeurs ou les arômes d’ingrédients nutritionnels. 

En général, les deux polyélectrolytes les plus souvent utilisés sont la gomme arabique (chargée 

négativement) et la gélatine (chargé positivement) et l’agent réticulent souvent mis en œuvre est le 

glutaraldéhyde (Lemetter et al., 2009). Cet agent réticulent est efficace et peu onéreux, mais présente 

une toxicité non négligeable tant pour le manipulateur que pour l’utilisateur et doit être utilisé à des 

doses élevées (environ 100 à 500g/kg de gélatine).   
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En raison de la toxicité et du coût élevé de certains agents réticulents, une méthode de 

coacervation complexe améliorée ne mettant pas œuvre d’agents réticulents a été développée par 

Ollagnier (2014). Ce procédé récent repose sur l’incorporation d’un principe actif lipophile dans des 

capsules primaires, elles-mêmes incorporées dans une capsule secondaire (comportant éventuellement 

un principe actif hydrophile). Ainsi, le procédé correspond à une double encapsulation où il sera question 

de microbilles ou de billes plutôt que de simples microcapsules ou capsules avec un diamètre pouvant 

atteindre jusqu’à 3000 µm de diamètre.  

Dans ce même contexte, les résultats d’une étude menée sur l’encapsulation d’un colorant 

lipophile dans des microcapsules de gélatine et de gomme arabique, elles-mêmes incorporées dans une 

matrice d’alginate de sodium ont montré que la double encapsulation pouvait conférer une stabilité 

identique (aucune diffusion du principe actif) à celle de microcapsules réticulées au glutaraldéhyde après 

deux heures d’agitation dans une huile minérale (Ollagnier, 2014).  

Les alginates ont des propriétés remarquables qui leurs permettent de former des gels, des 

sphères ou encore des micro ou nanoparticules en raison de leur capacité à agir comme un agent 

réticulent. Ils sont également utilisés en raison de leur caractéristiques biocompatibles, biodégradables 

et non toxiques(de Oliveira et al., 2014). De plus, dans une étude menée sur le relargage de 

sesquiterpènes (entre autre la b-caryophyllène) par des billes d’alginates, les résultats ont montré que le 

l’alginate pouvait induire un relargage contrôlé des composés, ce qui garantissait une protection des 

sesquiterpènes face à l’oxydation pendant au moins 20 jours  (Heuskin et al., 2010) 

 

1.3.4. Dendrimères  

1.3.4.1. Généralités 
 

La nanoscience correspond à la science basée sur l’étude fondamentale et appliquée de très 

petits matériaux appelés « nano-objets » dont la taille est comprise entre 1 et 100 nm selon la norme 

ISO/TS 80004 (Roco et al., 2010).  La nanoscience est liée à plusieurs domaines scientifiques comme 

la chimie, la physique ou encore la biologie. Actuellement, la nature des nano-objets est très discutée 

avec le développement croissant de leurs études et de leurs applications (figure 11). 

 

Figure 11. Graphique représentant le nombre de citations de publications comportant le terme « 

nanotechnology » dans leur titre ou résumé (Majoral et al., 2002) 

Dans le contexte des nanotechnologies, les dendrimères sont considérés comme  une solution 

possible à de nombreux problèmes allant de la découverte de nouveaux médicaments ou catalyseurs, à 

la décontamination de l'eau ou encore à l'obtention de matériaux de moyens électroniques et de 

communication plus performants. Le terme « dendrimère » est d’origine grecque où « dendron » signifie 
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«arbre» et meros « partie de ». Il a été introduit par Donald Tomalia dans son tout premier article en 

1985 sur les dendrimères poly-amidoamine (ou PAMAM) (Tomalia et al., 1985). 

 L’architecture unique et hautement ramifiée des dendrimères leur confère une structure 

parfaitement définie et monodisperse. De plus, grâce au nombre important de groupes fonctionnels à 

leur surface, ces derniers possèdent des propriétés exceptionnelles pouvant trouver des applications dans 

plusieurs domaines (Ana, 2012).  

De manière générale, les dendrimères représentent un cas particulier de polymères composées 

de monomères associés selon un processus arborescent autour d’un cœur central plurifonctionnel. Ils 

sont constitués de trois parties : (i) le centre, coeur multivalent, (ii) l’enveloppe, composée de couches 

répétitives appelées générations et (iii) la périphérie, présentant des groupes fonctionnels (Stopinski, 

2017). 

 
Figure 12.Représentation schématique d’un dendrimère de quatrième génération (Stopinski, 2017). 

 

Actuellement, les dendrimères les plus courramment utilisés sont des dendrimères de type 

poly-(amidoamine) (PAMAM) et de type poly-(propylene imine) (PPI) (figure 12). 

 

  

 

 

Figure 13. Structures de glycérodendrimères :  GD-PAMAM et GD-PPI (Svenson et al., 2012). 

La structure des dendrimères est décrite selon un vocabulaire précis. Toute débute avec le cœur 

du dendrimère (élément central) qui détermine l’architecture dendritique initiale et, en parallèle, sert de 

GD-PAMAM-1 
GD-PAMAM-2 

GD-PAMAM-4 

GD-PAMAM-3 
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site d’ancrage des dendrons (les branches du dendrimère). Ainsi, en fonction de sa structure moléculaire 

et du nombre de groupements fonctionnels à sa périphérie, le cœur dendritique confère au dendrimère 

une géométrie très particulière. De plus, dans certaines situations, il peut être également porteur d’une 

fonction spécifique le rendant fluorescent (Tomalia, 2004), photo-isomérisable (Deloncle et al., 2007) 

ou le transformer en site catalytique (Svenson et al., 2012). C’est sur ce cœur que vont venir s’accrocher 

des dendrons constitués de monomères. Ces dendrons déterminent les propriétés majeures du squelette 

dendritiques. De plus, il faut remarquer que dépendamment de leurs architectures, les dendrimères 

peuvent également renfermer à l’intérieur de leur structure des cavités pouvant accueillir des molécules 

de taille convenable. 

La taille d’un dendrimère peut varier de 2 nm à plus de 10 nm, avec un ratio de 1 nm ajouté à 

chaque génération pour les dendrimères de type PAMAM (figure 13). De plus, la masse moléculaire 

peut doubler pratiquement à chaque génération. 

 

Figure 14. Relation entre la génération et la taille d’un dendrimère de type PAMAM (Dall, 2016). 

1.3.4.2. Principales méthodes de synthèse des dendrimères 
 

En général, la synthèse des dendrimères est possible selon deux voies principales, la voie 

divergente et la voie convergente (Figure 14). Actuellement, la voie divergente est toujours considérée 

comme étant la méthode classique, car historiquement, les premières études concernant la synthèse des 

dendrimères  reposaient sur cette stratégie (Elkin et al., 2013). Selon cette méthode, la croissance a lieu 

de l’intérieur vers l’extérieur. Ainsi, à la fin de chaque cycle réactionnel, la voie divergente permet 

d’obtenir un dendrimère de génération supérieure (G1, G2, G3, etc.). 

 

Figure 15. Représentation schématique de deux principales voies d’assemblage des dendrimères, divergente et 

convergente (Elkin et al., 2013). 
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Concernant la voie de synthèse convergente, introduite par Hawker et Fréchet puis par Miller 

en 1990, l’assemblage des dendrimères se déroule par un greffage direct de dendrons présynthétisés 

d’une génération appropriée au niveau du cœur central plurifonctionnel (Figure 14). Généralement, cette 

stratégie permet d’élaborer des produits de plus grande pureté en comparaison à l’approche divergente 

classique. Cependant, il ne s’agit pas d’une voie de synthèse idéale car cette dernière est limitée à 

l’obtention de dendrimères de 2-3ème génération. En raison de cet inconvénient, la méthode convergente 

est rarement appliquée dans l’industrie.  

1.3.4.3. Dendrimères comme nanocapsules de principes actifs  
 

En raison de la présence de cavités internes dans l’architecture hyper-ramifiée et de la  

possibilité de contrôler la taille et les propriétés de surface des dendrimères, ces derniers constituent un 

moyen attrayant en tant que « boîte moléculaire » pour encapsuler des principes actifs.  

En général, le principe d’encapsulation par les dendrimères repose sur des interactions non 

covalentes entre la structure moléculaire du dendrimère et celle du principe actif, telles que les 

interactions, hydrophobiques, électrostatiques, ponts hydrogènes, ainsi que les effets de 

l’immobilisation stérique (Elkin et al., 2013). Dans ce contexte, la structure chimique du principe actif 

devrait restée inchangée, et le dendrimère ne devrait normalement exercer que le rôle d’excipient avec 

pour but unique d’améliorer certaines caractéristiques du composé à encapsuler.  

Dans le cadre de formulations cosmétiques et pharmaceutiques, des études ont montré que des 

dendrimères hydrosoluble et biocompatibles de type PAMAM-G4 permettraient un relargage contrôlé 

de l’acide ascorbique (anti-oxydant) sur la peau (Boisselier et al., 2010). Lorsque l’encapsulation 

concerne un principe actif hydrophobe, l’objectif recherché est souvent d’améliorer sa solubilisation et 

sa biodistribution, permettant ainsi une meilleure biodisponibilité (Elkin et al., 2013).  

 

Concernant les rendements d’encapsulation, ils ont tendance à varier en fonction de la nature 

et du niveau de génération du dendrimère, mais également de la nature du principe actif à encapsuler. 

Les résultats d’une étude récente sur l’encapsulation de différents polluants organiques ont montré que 

des glycérodendrimères de type GD-PPI-4 pouvaient encapsuler jusqu’à 74 % de polluants organiques, 

tandis que les dendrimères de type PPI-4 pouvaient encapsuler jusqu’à 88 %. Quant aux 

glycérodendrimères de type GD-PAMAM-3, il a été possible d’encapsuler jusqu’à 69 % , tandis que 

pour les PAMAM-3 jusqu’à 79 % de polluants organiques (Menot et al., 2015).  

Actuellement, en raison du coût de production très élevé, la stratégie d’encapsulation par les 

dendrimères reste limitée. De plus, l’utilisation de nanoparticules pour l’être humain nécessite 

l’élaboration de tests de cytotoxicité.  Des travaux ont montré que les dendrimères de type PAMAM ou 

PPI dont la concentration atteignait 1000 µg/mL pouvaient présenter une toxicité sur les cellules de 

mammifères (Menot et al., 2015) (Dall, 2016). 

La toxicité des nanoparticules reste encore mal connue. En effet, même si les connaissances en matière 

de nanotoxicologie se développent de façon exponentielle depuis une dizaine d’année, en particulier sur  

base des études toxicologiques et épidémiologiques, la création incessante de nouvelles nanoparticules 

soulève de nombreuses interrogations au niveau sanitaire… 

 

Dans le cadre de ce travail, l’encapsulation d’une huile essentielle par des dendrimères de type 

GD-PPI-4 sera testée pour la première fois.  
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2. MATÉRIELS ET MÉTHODES  
 

2.1. Matière première 
 

L’huile essentielle de Copaifera officinalis L. utilisée dans le cadre de cette étude provient du 

fournisseur Sigma-Aldrich (Belgique). Elle est originaire du Brésil et a été distillée à partir de 

l’oléorésine de copayer le 23 janvier 2014. Le numéro CAS est 8001-61-4 et le numéro de lot est le 

MKBQ9907V. Le tableau 4 présente les caractéristiques physiques de l’huile fournis dans son bulletin 

d’analyse. 

Tableau 4. Caractéristiques physiques de l’huile essentielle de copayer. 

Paramètres physiques 

Densité à 25 °C 0,9 g/mL 

Couleur Sans couleur 

Pouvoir rotatoire à 25 °C - 11, 6 °α 

Indice de réfraction 1,4991 

Température d’ébullition 246 °C 

Point d’éclair 109 °C 

 

2.2. Caractérisation de l’huile essentielle par chromatographie en phase 

gazeuse 
 

La chromatographie en phase gazeuse est une technique d’analyse permettant de séparer les 

différentes molécules d’un mélange. Elle s'applique principalement aux composés thermorésistants et 

susceptibles de se vaporiser par chauffage sans se décomposer. Ces molécules sont séparées en fonction 

de leur température de volatilisation et de leur  affinité pour la phase stationnaire. Le type de colonne, 

le débit du gaz vecteur ainsi que la température du four sont des paramètres qui peuvent être modifiés 

et optimisés afin d’avoir une bonne résolution des pics. A cause de la volatilité de ses constituants, les 

huiles essentielles seront particulièrement adaptées pour les séparations en phase gazeuse.   

L’appareil utilisé est un GC provenant d’Agilent Technologies (HP 6890 series GC system) 

couplé à un détecteur de type spectrométrie de masse (Agilent 5973 Network Mass selective detector). 

Le mode d’injection « split » est utilisé car de l’huile essentielle pure est analysée. 

L’échantillon est introduit dans une chambre d’injection chauffée en fonction des molécules qui doivent 

être séparées. Le volume d’injection dépend du mode utilisé et dans ce cas-ci,  0,1 µL d’huile essentielle 

pure est injectée. Les colonnes utilisées sont de type polaire (VF-WAXms 30m x 0,25 mm x 0,25 µm). 

Les conditions d’analyse sont présentées à  l’Annexe 1 et proviennent des  normes AFNOR. 

2.2.1. Identification des composés  
 

Les pics qui résultent de l’analyse par chromatographie en phase gazeuse (GC) sont identifiés 

grâce à leur spectre de masse et grâce au calcul des indices de rétention. Un mélange de n-alcane linéaire 

(C7 à C30) est injecté. Les indices de rétention sont obtenus avec la formule suivante :  
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Equation 1. Calcul des indices de rétention. 

Avec :  

 

2.3. Méthode de quantification de certains composés par chromatographie 

en phase gazeuse 
 

Dans le cadre de cette étude, deux composés seront quantifiés grâce à une droite de calibrage 

et d’un standard interne : la β-caryophyllène représentant environ 85 % de l’HE de copayer et son produit 

d’oxydation, l’oxyde de b-caryophyllène (tableau 5). Les deux composés sont quantifiés par une 

méthode d’étalonnage externe. 

Tableau 5 : Composés de l’HE de copayer qui ont été choisis pour la quantification à l’aide d’une droite 

de calibration et d’un standard. 

Nom du 

composé 

Nom IUPAC Numéro 

CAS 

Pureté Fournisseur Lot 

β-caryophyllène (1R,4E,9S)-4,11,11-trimethyl-

8-

methylidenebicyclo[7.2.0]unde

c-4-ene 

87-44-5 ≥ 80 % Sigma-

Aldrich 

MKBX1012V 

Oxyde de b- 

caryophyllène 

(1R,4R,6R,10S)-9-Methylene-

4,12,12-trimethyl-5-

oxatricyclo[8.2.0.0(4,6)]dodec

ane 

1139-30-6 95 % Sigma-

Aldrich 

MKBW9099V 

 

L’appareil utilisé est un GC provenant d’Agilent Technologies (HP 6890 series GC system) 

couplé à un détecteur à ionisation de flamme (FID). 

Le mode d’injection « splitless » est utilisé car l’huile essentielle analysée est diluée dans la 

triacétine ou l’hexane (voir modalités plus loin). L’échantillon est introduit dans une chambre 

d’injection chauffée en fonction des molécules qui doivent être séparées. Le volume d’injection dépend 
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du mode utilisé et dans ce cas-ci,  0,5 µL d’huile essentielle diluée est injectée. Les colonnes utilisées 

sont de type polaire (VF-WAXms 30m x 0,25 mm x 0,25 µm). 

Les conditions d’analyse sont les mêmes que celles pour le GC-MS (Annexe 1). 

Le standard interne utilisé pour quantifier les deux composés est le butylbenzène  (CAS : 104-

51-8). Il est ajouté aux solutions de calibrage et aux différents échantillons de l’étude avec une 

concentration de 0,75 mg/g.   

Les droites de calibrage ont été élaborées à partir de cinq points. Les concentrations varient de 

0,02 mg/g à 0,35 mg/g pour la β-caryophyllène et pour l’oxyde de β-caryophyllène, les concentrations 

varient de 0,02 mg/g à 0,51 mg/g.  

L’étalon interne utilisé permet de calculer un rapport des concentrations et un rapport des aires. 

Les droites de calibrage sont construites en se basant sur le rapport des aires en ordonnée et le rapport 

des concentrations en abscisse. L’utilisation des deux rapports permet de supprimer le biais qui peut-

être engendré par le volume d’injection. Pour déterminer la concentration exacte d’un composé X, il 

suffit de se baser sur les formules reprises ci-dessous :  

 

Equation 2. Calcul du rapport des concentrations. 

Avec :  

 rC : rapport des concentrations  

 CR : Concentration de la référence 

 CSI : Concentration du standard interne 

 

 

Equation 3. Calcul du rapport des aires 

Avec : 

 

La relation linéaire de type y = ax +b est obtenue en considérant y =rA et x= rC 

 

Equation 4. Calcul de la concentration du composé X. 

Avec : 
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2.4. Procédés d’adsorption et d’encapsulation de l’huile essentielle 

2.4.1. Procédé d’adsorption sur une argile de type montmorillonite  

2.4.1.1. Choix du solvant  
 

Dans un premier temps, il a fallu déterminer un solvant parmi la triacétine et l’éthanol (deux solvants 

utilisés en cosmétique) pour diluer et répartir de manière homogène l’huile essentielle sur la 

montmorillonite. Ils seront comparés à l’hexane en fonction de leur influence sur la capacité 

d’adsorption de la montmorillonite en b-caryophyllène (%). 

A) Matériel  

(m1) Flacons en verre borosilicaté Schott DURAN® de 25 mL 

(m2) Agitateur magnétique  

(m3) Centrifugeuse  

 

B) Réactifs 

(r1) Huile essentielle de copayer (CAS : 8001-61-4) 

(r2) Solvants : Ethanol pureté ≥ 99.9% (CAS : 64-17-5) ; Triacétine pureté ≥99.0% (CAS : 102-76-1) ;  

hexane pureté ≥ 95 % (CAS : 110-54-3)  

(r3) Montmorillonite K10 (CAS : 1318-93-0)  

 

Tous les réactifs proviennent de Sigma-Aldrich(Belgique). 

C) Mode opératoire  

Ces étapes sont effectuées pour chacun des solvants. 

1) Diluer 1 g d’huile essentielle de copaïba  dans 10 mL de solvant dans un flacon en verre 

borosilicaté  

2) Rajouter 2 g de montmorillonite (r3)  

3) Mettre le barreau magnétique, fermer hermétiquement les flacons et laisser sous agitation (750rpm) 

pendant 2 heures. 

4) Centrifuger pendant 15 minutes à 3000 rpm  

5) Ensuite, prélever 1 mL de surnageant à insérer dans un vial pour GC et répéter l’opération trois fois 

pour avoir trois répétitions  

6) Parallèlement, diluer 1 g d’huile essentielle de copaïba dans 10 mL de solvant et prélever 1mL à 

insérer dans un vial et répéter l’opération trois fois pour avoir trois répétitions. 

7) Analyser les vials au GC-FID 

 

2.4.1.2.  Calcul du rendement d’adsorption  
 

Le rendement d’adsorption (%) est calculé pour chaque solvant et se base sur l’aire de pic de 

la b-caryophyllène diluée dans le solvant et sur l’aire de pic de la b-caryophyllène qui a été adsorbée sur 
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la montmorillonite et qui se trouve dans le surnageant. La formule du pourcentage de rendement 

d’adsorption est reprise ci-dessous :  

Rendement d’adsorption (%) =  [A mont. / A solvant] x 100 

Equation 5. Calcul du pourcentage de rendement d’adsorption (Nguemtchoin et al., 2009) 

Avec : 

A solvant : Aire du pic de la β-caryophyllène dans le solvant  

A mont. : Aire du pic de la β-caryophyllène qui été adsorbée par la montmorillonite (surnageant) 

2.4.1.3. Elaboration du produit d’adsorption sur une argile de type montmorillonite  
 

A) Matériel  

(m1) Flacons en verre borosilicaté Schott DURAN® de 200 mL 

(m2) Agitateur magnétique  

(m3) Erlenmeyer Duran ® pour filtration sous vide  

 

B) Réactifs  

(r1) Huile essentielle de copayer (CAS : 8001-61-4) 

(r2) Triacétine pureté ≥99.0% (CAS : 102-76-1)  

(r3) Montmorillonite K10 (CAS : 1318-93-0) 

 

C) Mode opératoire  

1) Diluer 10 µL d’une solution de 0,75 g d’huile essentielle de copayer (r1) et de 10 mL de triacétine 

(r2)  dans 1000 µL de triacétine contenue flacon en verre borosilicaté (m1).  Répéter l’opération quatre 

fois. 

2) Mélanger l’huile essentielle diluée dans 20 g de montmorillonite (r3) et agiter pendant six heures à 

750 rpm 

3) Extraire la triacétine  (m3) du mélange par filtration sous vide (m3) et récupérer le surnageant. 

2.4.1.4. Caractérisation du produit d’adsorption sur montmorillonite 
 

- Quantification de la β-caryophyllène par analyse GC-FID 

Le calcul du  rendement d’adsorption (%) en β-caryophyllène  pour chaque argile se base sur 

le rapport de l’aire du pic de cette molécule de l’HE initialement diluée dans le solvant et l’aire du pic 

obtenue dans le surnageant.  La formule de calcul est présentée à l’équation 5 : 

Pour déterminer la concentration en β-caryophyllène dans la montomorillonite,  1 mL de 

surnageant (étape 3) est prélevé puis inséré dans un vial être analysé par GC-FID. Parallèlement, il faut 

diluer  0,75 g d’huile essentielle de copayer dans 10 mL de triacétine, puis prélever 10 µL de cette 

solution et diluer à nouveau dans 1000 µL de triacétine. Ensuite, 1 mL de cette solution diluée est insérée 

dans un vial. Trois répétitions sont effectuées. 

- Calcul du rendement d’adsorption(%) de la β-caryophyllène  
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La formule est identique à l’équation 5. 

2.3.2 Procédé d’encapsulation par coacervation complexe améliorée 

2.3.2.1. Elaboration du produit d’encapsulation  
  

Le protocole de coacervation est une adaptation du brevet WO2014057202A1 (Ollagnier, 2014) 

A) Matériel  

(m1) Berlin en verre de 250 mL  

(m2) Berlin en verre de 1000 mL 

(m3) Bain-marie à 40 °C 

(m3) Agitateur magnétique avec contrôle de la température (40 °C) 

(m4) Thermomètre 

(m5) Agitateur avec tige d’agitation inox en forme d’hélice à 4 pâles  

(m6) Bain de glace  

(m7) Bain réfrigérant à 10 °C 

(m8) pHmètre  

(m9) Pompe péristaltique comportant un tuyau Norprene® de 3,2 mm de diamètre interne  

 

B) Réactifs  

(r1) Huile essentielle de copayer (CAS : 8001-61-4) 

(r2) Huile TCM NUTRICIA® provenant de la pharmacie Detienne  

(r3) Eau déminéralisée  

(r4) Gomme arabique (CAS : 9000-01-5)  de chez Sigma-Aldrich  

(r5) Gélatine microbiologique (Cas : 9000-70-8)  de chez Merck 

(r6) Acide acétique 10 % (CAS : 64-19-7) de chez Sigma-Aldrich 

(r7) Alginate de sodium (CAS : 9005-38-3) de chez Sigma-Aldrich  

(r8) Laponite XLG ® (CAS : 53320-86-8) de chez Keyser & Mackay  

(r9) Solution de chlorure de calcium 4 % (CAS : 10043-52-4)  

 

C) Mode opératoire  

Phase huile 

1) Diluer 10 mg d’huile essentielle (utilisée comme ingrédient lipophile à encapsuler) avec 50 g d’huile 

TCM (r2) dans un berlin de 250 mL (m1) et agiter (m2) pendant 20 minutes à 40 °C. Laisser à 40 °C.  

Phase aqueuse  

2) Introduire 150 g d’eau déminéralisée (r3) préalablement chauffée au bain-marie à 40 °C (m3) dans 

un berlin de 1000 mL (m2) et maintenir à 40 °C.   

3) Ensuite incorporer 6,75 g de gomme arabique (r4) et 6,75 g de gélatine (r5) dans un berlin de 250 

mL (m2) contenant 125 g d’eau préalablement chauffée à 40 °C au bain-marie (m3). Agiter le mélange 

à l’aide de la tige d’agitation (m5) et maintenir la température de 40 °C à l’aide de la plaque chauffante 

(de l’agitateur magnétique).  

4)  Puis ajouter le mélange dans le berlin de 1000 mL contenant 150 g d’eau à 40 °C (étape 2) et agiter 

à 200 rpm à l’aide de la tige d’agitation (m5) 
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Incorporation de la phase huile 

5) Augmenter l’agitation à 350 rpm puis introduire lentement l’huile chaude (40 °C) et laisser agiter 

pendant 15 minutes. 

6) Stopper la chauffe et abaisser le pH du mélange à 4,10 avec de l’acide acétique à 10 % pour que la 

coacervation se forme.  

7)  Diminuer la température à 10 °C à l’aide d’un bain de glace puis maintenir cette température dans 

un bain réfrigérant pour durcir la gélatine (r5). Laisser 15 minutes puis stopper l’agitation puis laisser 

décanter (figure 15). 

 

Préparation des capsules par double encapsulation  

8) Introduction de 2 g d’alginate de sodium (r7) et 0,5 g de Laponite XLG ® (r8) dans un berlin de 250 

mL contenant 100 g d’eau à 40 °C et agiter vigoureusement à l’aide de la tige d’agitation (m5) pendant 

30 minutes. 

9)  Peser 100 g de microcapsules et les introduire dans la même quantité de la solution d’alginate de 

sodium sous agitation magnétique.  

10) A l’aide d’une pompe péristaltique (m9), faire quelques gouttes dans 300 mL d’une solution de 

chlorure de calcium  (r9). Laisser un temps de contact de 15 minutes, puis rincer à l’eau.  

 

Les (micro)billes obtenues doivent être translucides et les microcapsules primaires d’huile et de gélatine 

doivent être clairement visibles à l’intérieur des (micro)billes.  

 

Figure 16.Représentation schématique du procédé de coacervation complexe utilisant de la gélatine et de la 

gomme arabique comme polymères (Zuidam et al., 2010). 

2.3.2.2. Identification des billes  
 

- Visualisation à la loupe binoculaire  

Pour permettre une visualisation claire à la loupe binoculaire Wild M32 (Heerbrugg) avec un 

grossissement de 40X, les billes ont été coupées en deux transversalement et colorées pendant 10 

minutes au bleu de méthylène (colorant hydrophile) afin de distinguer les polymères hydrophiles utilisés 

(gélatine, gomme arabique, alginate de sodium) de l’huile essentielle de copayer.  

- Visualisation au microscope binoculaire 
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Pour permettre une visualisation plus approfondie, un microscope binoculaire  Primo Star 

(Zeiss)  a été utilisé avec un grossissement de 100X, une lamelle des billes a été effectuée. Un colorant 

de type bleu de méthylène a également été utilisé pour les mêmes raisons citées plus haut.  

2.3.2.3. Caractérisation des billes 
 

- Quantification de la β-caryophyllène par analyse FID 

Pour quantifier la concentration en β-caryophyllène dans les billes, 10 g de billes sont écrasées 

dans 10 mL d’ hexane à l’aide d’un mortier. Ensuite, le mélange est centrifugé pendant 15 minutes à 

3000 rpm. De ce surnageant résultant de la centrifugation, 1 mL est prélevé dans un vial et 0,75 mg  de 

standard interne y sont ajoutés. Trois répétitions sont effectuées. 

 

-  Calcul du rendement d’encapsulation (%)  

La formule du rendement d’encapsulation est reprise ci-dessous : 

Rendement d’encapsulation (%) =  (Masse PA / Masse PAE) x 100 

Equation 6. Calcul du pourcentage de rendement d’encapsulation 

Avec :  

Masse PA : Masse du produit encapsulé 

Masse PAE : Masse du produit à encapsuler 

 

- Mesure du diamètre moyen des billes 

Les billes étant considérées comme homogène, le diamètre de 100 billes a été mesuré  manuellement à 

l’aide d’une règle. 

2.3.3 Procédé d’encapsulation par les dendrimères  

2.3.3.1. Elaboration du produit d’encapsulation 
 

L’étude de l’encapsulation d’une huile essentielle dans des dendrimères voit le jour pour la 

première fois dans le cadre de ce travail et résulte d’une collaboration avec l’Université de Reims 

Champagne-Ardenne. Le protocole a été élaboré sur base de travaux menées sur l’encapsulation d’un 

principe actif de médicament (Kolhe et al., 2003), mais aussi de polluants organiques (Menot et al., 

2015) par des dendrimères de la catégorie PAMAM et PPI. 

A) Matériel  

(m1) Ballon rodé Duran ® de 25 mL 

(m1) Agitateur magnétique 

(m2) Rotavapor  

(m3) Cristallisoir en verre Duran ® de 30 mL, diamètre de 50 mm et hauteur de 30 mm 

(m3) Congélateur à - 22 °C 

(m4) Lyophilisateur à - 40 °C 
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B) Réactifs  

(r1) Huile essentielle de copayer (CAS : 8001-61-4) 

(r2) Acétone (CAS : 67-64-1) de chez Sigma-Aldrich 

(r3) Feuille d’aluminium 

(r4) Eau distillée 

(r5) Eau déionisée  

(r6) Dendrimères de type GD-PPI- 4  ou  glycodendrimères de type poly (propylène Imine) de 4ème 

génération (7292,63 g/mol) provenant de l’Université de Reims Champagne-Ardenne (Figure 16) 

 

 
Figure 17. Dendrimères GD-PPI-4 

B) Mode opératoire  

1) 600 mg d’huile essentielle (r1) est diluée dans 1200 mg d’acétone (r2)  

2) Le mélange (étape 1) est incorporé dans un ballon rodé (m1) contenant une solution où 200 mg de 

dendrimères (r6) est mélangé à 20 mL d’eau distillée.  

3) Le ballon rodé est recouvert par de l’aluminium (r3) puis agité sur un agitateur magnétique à 2000 

rpm pendant 24 heures à l’ombre. 

4) Après 24 heures d’agitation, évaporer l’acétone à l’aide d’un rotavapor à une température de bain de 

25 °C et  une pression de 190 mbar 

5) Ensuite, insérer 3 mL d’eau déionisée et agiter une seconde fois pendant 24 h à l’ombre. 

6) Le mélange est ensuite congelé rapidement à -22 °C dans un congélateur (m3) avant de le lyophiliser 

– 40 °C pendant 48 heures 

 

2.3.3.2. Caractérisation des dendrimères 
 

-  Identification et quantification de la β-caryophyllène.  

Une fois la solution de dendrimères lyophilisée, il a fallu dans un premier temps, identifier la 

présence en β-caryophyllène afin de s’assurer que l’encapsulation ait pu se dérouler. Pour ce faire, 10 

mL d’acétone ont été ajoutés au produit d’encapsulation. Ensuite, le mélange (dendrimères-acétone) a 

été agité pendant 3 heures à température ambiante à l’aide d’un agitateur magnétique puis filtré 

(Ø=0,22µm). Au final, 1µL de la solution obtenue est injecté au GC-MS. 

- Calcul du rendement d’encapsulation  
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La formule du rendement d’encapsulation est reprise ci-dessous :  

Rendement d’encapsulation (%) : (M PAD / M PA) x 100 

Equation 7. Calcul du pourcentage de rendement d’encapsulation 

Avec :  

M PAD : Masse finale de l’huile essentielle dans les dendrimères (après lyophilisation) où laquelle est 

soustraite la masse initiale des dendrimères. On considère que la masse de dendrimères reste stable dans 

le temps. 

M PA : Masse de l’huile essentielle à encapsuler  

2.4. Etude du phénomène d’oxydation de la β-caryophyllène 
 

L’objectif de l’étude de la photo-oxydation de la b-caryophyllène est de déterminer si 

montmorillonite et/ou d’encapsulation par coacervation complexe permettent de stabiliser et/ou ralentir 

le processus d’oxydation, et  éventuellement d’augmenter la température de conservation de l’HE de 

copayer.  

2.4.1. Description du dispositif  
 

Le dispositif d’oxydation se compose d’un bain-marie maintenu à 20 °C exposé à la lumière 

naturelle (non contrôlée) où quatre échantillons de 1,5 g de chaque procédé d’encapsulation (sauf 

dendrimère) et d’adsorption sont placés séparément dans un flacon hermétique de 10 mL en verre 

transparent.  L’huile essentielle pure est également exposée à raison de 10 µL par flacon. Les conditions 

de température et de luminosité sont censées refléter des conditions de stockage « classiques » pour un 

produit cosmétique (figure 17). 

 

Figure 18. Dispositif de photo-oxydation de la b-caryophyllène (température contrôlée). 

 

2.4.2. Quantification par analyse GC-FID 
 

Afin de déterminer la quantité d’oxyde de β-caryophyllène qui s’est formé par dégradation de 

l’huile, le contenu de chaque flacon est analysé chaque semaine par GC-FID. Les échantillons sont 

mélangés ou écrasés à l’aide d’un mortier pour les billes dans 6 mL d’hexane. Ensuite, ils sont agités 
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pendant 6 heures pour l’échantillon avec la montmorillonite et pendant 30 minutes pour les échantillons 

avec les billes et l’huile essentielle pure. Le mélange est ensuite centrifugé pendant 15 minutes à 3000 

rpm. Ensuite, 1 mL du surnageant est prélevé pour l’analyse. Trois répétitions sont effectuées  

2.5. Etude du profil de relargage de la  β-caryophyllène 

2.5.1. Description du dispositif  
 

L’objectif de l’étude du relargage de la b-caryophyllène est de déterminer si la montmorillonite 

et/ou les billes peuvent induire un relargage contrôlé lent, voire même presque inexistant notamment 

pour les billes qui, selon le principe du procédé, devraient être relativement stables (le principe actif 

étant libéré par contrainte mécanique).  

Le dispositif de relargage a été adapté à partir d’un dispositif réalisé dans le cadre d’une étude 

sur la libération contrôlée de semiochimiques en stratégie de lutte intégrée (Heuskin et al., 2011).  

 Le système de collecte dédié à la mesure des composés volatils se compose de trois flacons 

laveur de gaz en verre LENZ® de 500 mL contenant les différents produits d’encapsulation et 

d’adsorption.  200 mg de chaque produit d’encapsulation ou d’adsorption contenus dans un flacon en 

verre (10 mL) ouvert y sont déposés côte à côte sur une surface.  L’huile essentielle pure a également 

été disposée dans un flacon avec la même quantité (200 mg). Au total, trois échantillons sont étudiés. 

Chaque flacon laveur de gaz a été connecté  à une pompe d’échantillonnage d’air GilAir Plus 

programmée pour pomper l'air à un débit de 0,5 L min-1. Le débit d'air produit par la pompe a été vérifié 

tous les jours. Pour purifier l'air, une cartouche de filtre à charbon actif est insérée dans une des sorties 

de chaque flacon. 

Les composés volatils libérés par les différentes formulations ont été retenus par 200 mg  d’un 

polymère adsorbant de type HayeSep Q 80-100 (Alltech) emprisonné dans des cartouches grâce à un 

pompage via un système de pompes GilAir Plus. Ces cartouches sont constituées de tubes en Téflon 

(épaisseur de paroi de 4 mm ID x 1 mm) entre 2 pièces en inox (AISI 304) en toile de 325 de maille 

(Haver Belgium SA) et 2 tubes en verre (4 mm OD x 0,8 mm d'épaisseur de paroi). La collecte des 

composés volatils a été effectuée toutes les 48 heures. Le système n'a été éteint que pendant le 

changement de cartouches de piège tous les jours (moins de 5 min). Toutes les connexions de tubes ont 

été fabriquées en téflon. Le système de collecte de composés volatils a été complètement inclus dans 

une pièce où la température a été mesurée le matin et le midi à l’aide d’un thermomètre. La température 

a été continuellement mesurée pendant toute la durée des expériences (figure 18). 
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2.5.2. Quantification par analyse GC-FID 
 

Pour quantifier la quantité de b-caryophyllène qui a été relarguée après deux jours, il  faut 

éluer chaque piège de collecte (cartouche contenant le polymère adsorbant de type HayeSep Q)  dans 1 

mL d’hexane où 0,75 mg/g de standard interne y ont été ajoutés. 

2.5.3 Profil de relargage  
 

Le profil de relargage des différents produits d’encapsulation et d’adsorption a été défini en 

prenant compte de la quantité cumulée en β-caryophyllène (mg) libérée tous les deux jours. 

  

Figure 19.Dispositif de relargage de la b-caryophyllène (température contrôlée) 
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3. RÉSULTATS ET DISCUSSIONS 
 

3.1. Caractérisation de l’huile essentielle de copayer 

3.1.1. Identification des composés par chromatographie en phase gazeuse  
 

Les résultats de la caractérisation obtenus par GC-MS  ont permis d’identifier 20 composés 

dans l’HE de copayer dont trois composés organiques volatils majeurs : a-Copaene, b-Caryophyllène et 

α-Humulène. Ces trois sesquiterpènes représentent 92,94 % de la totalité des aires de pics sur le 

chromatogramme (tableau 6).  

L’identification de chaque composé a pu être vérifiée grâce à la bibliothèque pal600k présente 

dans le logiciel MSDChem du spectre de masse. Les temps de rétention ont été obtenus à partir des 

chromatogrammes (tableau 6). Les indices de rétention apportent une information complémentaire et 

ont été calculés à partir de l’équation 1. et les indices de rétention de la littérature ont été obtenus à partir 

de la base de données tirée de Babushok et al.(2011)(Annexe 2). 

Tableau 6. Résultats d’analyse des composés de l’HE de copayer par GC-MS 

N° 

pic 

Temps 

de 

rétentio

n 

Nom N° 

CAS 

% Ident. % Aire 

de Pics 

1 25,814 α-Cubebène 17699-14-

8 

99 0,54 

2 26,562 δ-Elemene 20307-84-

0 

98 0,32 

3 27,587 α-Copaène 3856-25-5 99 3,21 

4 32,679 Valencène 4630-07-3 92 0,62 

5 34,256 b-Caryophyllène 87-44-5 99 84,84 

6 36,145 Alloaromadendrène 25246-27-

9 

96 0,48 

7 36,397 Germacrène B 15423-57-

1 

98 0,55 

8 37,533 α-Humulène 6753-98-6 99 4,94 

9 38,863 α-Amorphène 20085-19-

2 

99 0,79 

10 39,639 b-Cubebène 13744-15-

5 

98 0,56 

11 40,035 a-Selinène 473-13-2 99 0,26 

12 40,403 b-Selinène 17066-67-

0 

97 0,21 

13 40,913 a-Muurolène 31983-22-

9 

98 0,23 

14 41,379 b-Bisabolène 495-61-4 98 0,47 

15 42,451 a-Amorphène 20085-19-

2 

98 0,30 
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16 42,653 d-Cadinène 483-76-1 99 0,84 

17 52,621 Salvial-4(14)-en-1-

one 

73809-82-

2 

52 0,08 

18 52,996 Oxyde de 

caryophyllène 

1139-30-6 91 0,31 

19 56,809 Alcool 

caryophyllène 

472-97-9 94 0,32 

20 63,982 α-Copaène 3856-25-5 97 0,14 

Références: Banques spectrales pal600k et WILEY275, Journal of Physical and Chemical Reference 

Data 40, 043101 (2011); doi: http://dx.doi.org/10.1063/1.3653552 

 

Figure 20 Chromatograme de l’analyse par GC-MS de l’huile essentielle de copayer non diluée sur 

colonne Carbowax : (3) a-Copaene, (5) b-Caryophyllène, (8) a-Humulène . 

Les résultats obtenus sont conformes aux données publiées. En effet, la production de  l’HE 

de copayer est localisée dans le bassin amazonien et son chémotype est de type b-caryophyllène. Selon 

Freise (1934) la proportion de sesquiterpènes dans la composition biochimique de l’huile essentielle 

serait de minimum 52 %. De plus, Craveiro (1981) et Gramosa & Silveira (2005) ont montré que la b-

caryophyllène était le composé largement majoritaire avec une proportion de 53,3 %. Aussi, selon une 

analyse réalisée en 2015 par le laboratoire belge Alanine, spécialisé en phyto-aromathérapie, la 

proportion obtenue en b-caryophyllène était de 72,7 %.  

3.1.2. Validation de la méthode de quantification de certains composés  
 

Dans le cadre de ce travail, la b-caryophyllène (le composé majoritaire) ainsi que son produit 

d’oxydation, l’oxyde de b-caryophyllène ont été quantifiés au moyen d’une droite de calibrage et d’un 

standard interne.  

La droite de calibrage pour la b-caryophyllène (mg/g) a été élaborée à partir de cinq points et les 

concentrations varient de 0,02  à 0,35 mg/g. Le coefficient de corrélation (R²) de 0,99 permet un bon 

ajustement linéaire pour la gamme de concentrations choisies, ce qui permet une quantification plus 

rigoureuse de la teneur en b-caryophyllène de l’HE de copayer (Graphique 1). 

 

Graphique 1 : Droite de calibrage de la b-caryophyllène (mg/g) dans l’huile essentielle de copayer. 

(3) 

(5) 

(8) 
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Parallèlement, l’oxyde de b-caryophyllène a également été quantifié en raison de l’étude sur 

la photo-oxydation de la b-caryophyllène. La droite de calibrage a également été élaborée à partir de 

cinq points et les concentrations varient de 0,02  à 0,51 mg/g. Le coefficient de corrélation (R²) est aussi 

de 0,99, ce qui permet une quantification plus rigoureuse de la teneur en oxyde de b-caryophyllène 

(Graphique 2). 

 

Graphique 2 : Droite de calibrage de l’oxyde de b-caryophyllène (mg/g) dans l’huile essentielle de 

copayer. 

 

Les résultats obtenus pour les deux droites de calibration permettent donc de valider la 

méthode de quantification précise qui a été développée pour la b-caryophyllène et son produit 

d’oxydation.  

 

3.2. Procédés d’adsorption sur montmorillonite  
3.2.1. Choix du solvant  

 

Dans un premier temps, il a fallu déterminer un solvant parmi la triacétine et l’éthanol (deux 

solvants utilisés en cosmétique) pour diluer et répartir de manière homogène l’huile essentielle sur la 

montmorillonite. Pour ce faire, le rendement d’adsorption en b-caryophyllène (après deux heures 

d’agitation) de ces deux solvants a été comparé au rendement d’un solvant de référence, l’hexane. Les 

résultats obtenus montrent que l’hexane présente le rendement moyen d’adsorption le plus élevé avec 

52,1 %, tandis que la triacétine et l’éthanol présentent respectivement un rendement moyen  de 21,5 % 

et 19,8 % (graphique 3).  
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D’après le test statistique de Dunnett permettant de comparer les moyennes par rapport à un 

témoin (hexane), la triacétine et l’éthanol non significativement différents entre eux, seraient 

significativement différents de l’hexane (Annexe 3).  

 

Dans le cadre de ce travail, la triacétine a été choisie en raison de son caractère peu polaire, de 

sa faible toxicité pour la santé humaine et de l’absence d’effets irritants pour la peau.  

 

Graphique 3. Rendement d’adsorption (%) de la triacétine, de l’hexane et de l’éthanol (n=3) 

 

Les résultats obtenus confirment la littérature car il semblerait que la triacétine et l’éthanol 

présenteraient une affinité plus importante que l’hexane pour la montmorillonite en raison de leur 

caractère polaire, limitant ainsi l’adsorption de la b-caryophyllène (apolaire) sur les sites actifs de 

l’argile. L’hexane étant apolaire, il a donc tendance à moins entrer en compétition avec la b-

caryophyllène pour l’occupation des sites actifs. En effet, les solides polaires comme la montmorillonite 

ont tendance à adsorber de manière préférentielle des substances polaires (Miz, Salhi, Chraibi, et al., 

2014)(Miz, Salhi, Bachiri, et al., 2014).  

 

3.2.2. Rendement d’adsorption  

 

Après avoir sélectionné la triacétine comme solvant, il a fallu calculer le rendement moyen 

d’adsorption en b-caryophyllène par la montmorillonite. Le protocole simple d’adsorption qui a été 

élaboré révèle un rendement élevé d’environ 66 % (tableau 7). Ce résultat peut être expliqué par 

plusieurs facteurs comme l’affirment Miz et al.(2014). En effet, la quantité élevée adsorbée en b-

caryophyllène pourrait s’expliquer par l’abondance de ce composé dans l’HE de copayer  mais aussi en 

raison de la capacité d’adsorption élevée de la montmorillonite, une argile considérée comme « argile 

gonflante » (Nguemtchouin Goletti, 2012). 

Tableau 7. Rendement d’adsorption moyen de b-caryophyllène par la montmorillonite dans la 

triacétine (n=3) 

Matrice d’adsorption Rendement d’adsorption moyen (%) 

Montmorillonite 65,5 ± 0,07 
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3.4. Procédés d’encapsulation  
 

La coacervation complexe permet de fabriquer des microcapsules à base de deux polymères 

de charges différentes qui en complexant, fixent  les composés de l’huile essentielles. Ces microcapsules 

sont ensuite emprisonnées dans une enveloppe d’alginate sous forme de billes. Il s’agit d’une double 

encapsulation. 

3.4.1. Coacervation complexe  

3.4.1.1. Rendement d’encapsulation  
 

La réadaptation du brevet WO2014057202 A1 (Ollagnier, 2014) de double encapsulation 

incluant une coacervation complexe a permis l’élaboration de billes avec un rendement massique élevé 

d’environ 70 %. Ce résultat très intéressant confirme les rendements annoncés dans la littérature. En 

effet, des études menées sur la coacervation complexe auraient révélé un rendement d’environ 80 % 

(Kerdudo et al., 2015)(Ach, 2014), ou encore un rendement pouvant être compris entre 85 et 95 % 

(Richard et Benoît,2000). 

Le rendement d’encapsulation (% massique) a été calculé en considérant la concentration en 

b-caryophyllène de 0,016 ± 5x10-4 mg/g multipliée par la masse totale de billes obtenues qui est de 358,6 

g et d’autre part. La masse de b-caryophyllène à encapsuler est de 8,5 mg (85 % de 10 mg d’huile 

essentielle incorporée au départ). 

 

Tableau 8 : Rendement d’encapsulation moyen de b-caryophyllène par coacervation complexe 

(n=3) ; (G / GA) : gélatine et gomme arabique, A : alginate (n=3) 

Procédé d’encapsulation Rendement d’adsorption moyen 

(%) 

Coacervation complexe (G/ GA) + Encapsulation (A) 70,5 ± 2,1 

 

3.4.1.2. Caractérisation des billes  

 

En fin de procédé, il a été possible d’évaluer le nombre total de billes à environ 12551. Ces 

billes sont translucides à blanchâtres et présentent un diamètre de 2,5 mm +/- 1 de diamètre. Elles sont 

de forme sphérique et globalement homogène. Ce résultat confirme la littérature. En effet, les billes ou 

capsules obtenues par un procédé de coacervation peuvent présenter un diamètre allant jusqu’à 3 mm 

mais souvent, les diamètres recherchés sont inférieurs à 1 mm (Ollagnier, 2014). Aussi, certains 

définissent les microcapsules ou microbilles comme des particules dont le diamètre varie entre 50 nm 

et 2 mm (M.N. Singh, 2010).  

Le diamètre relativement élevé des billes pourrait s’expliquer par un excès d’agents réticulents 

car les billes n’ont pas été filtrées ou encore par le diamètre interne du tuyau de la pompe péristaltique 

qui correspond à 3,2 mm. Pour rappel, le tuyau de la pompe péristaltique sert à créer les gouttes qui 

deviendront les billes finales au contact de la solution de chlorure de calcium (4%). De plus, il a été 

possible de constater qu’en jouant sur le débit de la pompe péristaltique, il était possible d’influencer 

sur la taille des billes. 
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Figure 21. Microbilles issues d’une double encapsulation  impliquant une coacervation complexe. 

 

La figure 21 représentant la coupe transversale d’une bille observée à la loupe binoculaire 

Wild M32 (40X)  nous permet d’identifier clairement la matrice d’alginate de sodium fortement colorée 

par le bleu de méthylène. Le cœur de la bille, qui semble peu colorée, laisse apparaître des structures +/- 

sphériques et très compactes assez visibles qui pourraient laisser supposer qu’il s’agirait de 

microcapsules primaire de gélatine et de gomme arabique comme le stipule le brevet d’Ollagnier (2014). 

 

Figure 22 Coupe transversale d’une bille observée à la loupe binoculaire Wild M32 (Heerbrugg),40X. 

 

La coupe transversale d’une bille observée au microscope binoculaire Primo Star (100X) 

(figure 22) a permis de zoomer sur les structures compactes observées à la loupe Wild M32. Les 

observations ont révélé une série des vacuoles de taille variables, jaunâtres et délimitées par une paroi 

colorée au bleu de méthylène. Ces vacuoles nous laissent penser qu’il s’agit de microcapsules dont la 

paroi serait constituée de gomme arabique et de gélatine en raison de leur coloration au bleu de 

méthylène. A l’intérieure de ces vacuoles, l’espace jaunâtre semble être hydrophobe puisque non coloré 

par le bleu de méthylène, un colorant hydrosoluble. Ce qui laisse supposer qu’il s’agirait de l’huile 

essentielle et de l’huile de TCM.  

Pour conclure sur les observations des billes, il a été possible d’identifier la matrice d’alginate 

et d’identifier des structures sphériques délimitées s’apparentant à des microcapsules. Ces observations 

semblent coïncider avec les observations réalisées par Lemetter et al. (2009) sur la structure 

polynucléique de certaines capsules obtenues par coacervation complexe. De plus, selon les mêmes 

auteurs, le phénomène de polynucléation augmente si la vitesse d’agitation diminue. En effet, il est 

possible de visualiser un grand nombre de microcapsules (figure 22,23) qui pourrait résulter d’une 

Matrice d’alginate de sodium 

Microcapsules 
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vitesse d’agitation pas assez vigoureuse. Ces résultats ont été confirmés par Lemetter et al. (2009) qui a 

démontré que le phénomène de polynucléation augmente si la vitesse d’agitation diminue. 

 

       Figure 23 Coupe transversale (partielle) d’une bille visualisée au  microscope binoculaire  Primo 

Star (Zeiss), 100X. 

 

3.4.2. Dendrimères 

 

3.4.2.1. Identification de la b-caryophyllène par analyse GC-MS 

La méthode innovante d’encapsulation de l’HE de copayer avec les dendrimères  de type GD-

PPI-4 a été testé et les premiers résultats ont révélé qu’il était possible d’encapsuler une huile essentielle 

dans des dendrimères. En effet, un pic de b-caryophyllène a pu être observé sur le chromatogramme de 

l’analyse par GC-MS (Annexe 3). 

3.4. 2.2. Rendement d’encapsulation 
 

Après avoir validé le protocole d’encapsulation, il a fallu calculer le rendement 

d’encapsulation de l’huile essentielle dans les dendrimères de type GD-PPI-4 (figure 24). En supposant 

que la totalité de l’eau et de l’éthanol se soit évaporée et que la masse initiale en dendrimères (200 mg) 

soit restée stable même après encapsulation, le rendement d’encapsulation a été calculé en prenant la 

masse d’huile essentielle obtenue dans les dendrimères (après l’étape de lyophilisation) et les 600 mg 

d’HE initialement introduits  pour être encapsulés.  

Tableau 9 : Rendement d’encapsulation moyen d’huile essentielle dans les dendrimères GD-PPI-4 (n=3) 

Matrice d’encapsulation Masse pesée après 

lyophilisation (mg) 

Rendement 

d’encapsulation moyen 

(%) 

Dendrimère GD-PPI-4 90,8 ± 27,3 14,0±6,1 

 

Même si très intéressant pour un premier test, le rendement d’encapsulation obtenu comparé 

à d’autres rendements obtenus pour d’autres principes actifs encapsulés dans les mêmes dendrimères 

(GD-PPI-4), est relativement faible. En effet, les résultats d’une étude récente sur l’encapsulation de 

différents polluants organiques ont montré que des glycérodendrimères de type GD-PPI-4 pouvaient 

encapsuler jusqu’à 74 % de polluants organiques, tandis que les dendrimères de type PPI-4 pouvaient 

encapsuler jusqu’à 88 % (Menot et al., 2015). Il est important de note aussi que les rendements 
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d’encapsulation ont tendance à varier en fonction de la nature et du niveau de génération des 

dendrimères, mais également de la nature du principe actif à encapsuler (Svenson et al., 2012). 

Plusieurs pistes d’explications pourraient permettre de mieux comprendre ce faible rendement 

et cette variabilité entre les rendements d’encapsulation obtenus : 

Premièrement, la procédure d’encapsulation s’étale sur une semaine avec une nécessité de 

transvaser la solution de dendrimères plusieurs fois, ce qui peut conduire à d’éventuelles pertes en huile 

essentielle, d’autant plus que cette dernière est volatile ; 

Deuxièmement, l’usage d’un rotavapor pour extraire l’acétone pourrait avoir entrainé  des 

pertes par volatilisation de l’huile essentielle ; 

Troisièmement, les dendrimères ont tendance à former des agrégats extrêmement compactes 

les rendant difficiles à manipuler ; 

Quatrièmement, le caractère hydrophobe de l’huile essentielle pourrait éventuellement 

constituer un facteur limitant l’encapsulation. Dans le protocole utilisé, l’acétone a été utilisée comme 

solvant pour permettre l’émulsion de l’huile essentielle dans la solution de dendrimères. Les 

dendrimères de type PPI sont hautement solubles ;  

Cinquièmement, les températures du laboratoire en juin pouvaient atteindre des valeurs 

caniculaires pouvant  

 

Pour conclure, la procédure étant très longue et nécessitant un passage de la solution de 

dendrimères par plusieurs appareillages différents, il est possible d’envisager un grand nombre de 

facteurs potentiellement responsables (de manière coordonnée ou non) de la faible capacité des 

dendrimères de type GD-PPI-4 à encapsuler l’huile essentielle de copayer. De plus les facteurs 

environnementaux peuvent avoir une influence. Aussi, les rendements d’encapsulation dépendent du 

principe actif à encapsuler et jusqu’à présent aucune étude menée sur les dendrimères n’a été réalisée 

avec des huiles essentielles. 

 

Figure 24 : Dendrimères de type GD-PPI-4 ayant encapsulé de l’HE de copayer (après 

lyophylisation) 
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3.5. Etude du phénomène d’oxydation de la b-caryophyllène 
 

L’objectif de l’étude du phénomène d’oxydation de la b-caryophyllène est de déterminer si les 

méthodes d’adsorption sur montmorillonite et d’encapsulation par coacervation complexe permettent de 

stabiliser et/ou ralentir le processus d’oxydation, et donc éventuellement d’augmenter la température de 

conservation de l’HE de copayer. 

Le tableau 8 représente les concentrations en b-caryophyllène et en oxyde de b-caryophyllène 

(mg/g), ainsi que les pourcentages de la concentration en oxyde de b-caryophyllène par rapport à la 

concentration en b-caryophyllène (% mg/g) dans les différents échantillons exposés à la lumière pendant 

7 jours. La semaine 0 reprend les concentrations initiales de chaque échantillon. Les semaines 1, 2, 3, 4 

correspondent respectivement à des périodes d’exposition de 7, 14, 21 et 28 jours. Le dispositif de photo-

oxydation a été mené à une température de 22,3 ±  3 °C.   

Pour rappel, lors de l’analyse de caractérisation de l’huile essentielle par GC-MS, il a été 

possible de constater la présence d’oxyde de b-caryophyllène, ce constat se confirme ici par une 

concentration pour l’huile essentielle d’environ 3,5  x10-5  mg/g (semaine 0) quantifiée à l’aide d’une 

droite de calibrage précédemment validée. Ce résultat confirme le phénomène d’auto-oxydation 

fréquent de la b-caryophyllène, principalement dans les huiles essentielles stockées (Sköld et al., 

2006)(Turek et al., 2013b). 

Les résultats obtenus sur les cinq semaines (en comptant la semaine 0) révèlent des 

pourcentages en concentration d’oxyde de b-caryophyllène très faibles ( moins de 1 %)  pour chaque 

type d’échantillon , allant de 0,002  à 0,039 % pour l’huile essentielle (1), de 0,003 à 0,034 % pour la 

montmorillonite (2) et de 0,003 à 0,052 pour la coacervation complexe (3) entre la semaine 0 et la 

semaine 4.  

L’augmentation du pourcentage en oxyde de b-caryophyllène (% mg/g) reste relativement 

faible et proche pour les trois, avec 0,037 % pour l’huile essentielle, 0,031 % pour la montmorillonite 

et enfin 0,049 % pour la coacervation complexe.  

La coacervation complexe présente le taux le plus élevé au bout de la 4ème semaine. Ce constat 

pourrait s’expliquer par la teneur en eau élevée contenue dans les billes (+/-75 % d’après le protocole 

utilisé), mais aussi par les conditions de températures (22,3 ± 3°C) ayant engendré une dégradation 

légère et visible des billes, avec pour conséquence une libération partielle de l’huile essentielle.  

L’augmentation en oxydes confirmerait l’influence de la lumière naturelle et de températures 

avoisinant les 20 °C, mais dans une moindre mesure par rapport à l’air où l’oxydation de la b-

caryophyllène peut atteindre jusqu’à 50 % après seulement 5 semaines (Sköld et al., 2006). 
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Tableau 8. Concentrations en b-caryophyllène et en oxyde de b-caryophyllène (mg/g), pourcentages de 

concentration en oxyde de b-caryophyllène par rapport à la concentration en b-caryophyllène (% mg/g) 

dans les différents échantillons (1), (2), (3) après exposition à la lumière naturelle pendant une période 

minimum de 7 jours, à l’exception de la semaine 0 (n =3). 

 

 

 

 

 

Semaines 

(1) Huile essentielle (Témoin) (2) Adsorption sur 

montmorillonite  

(3) Coacervation complexe 

 

b-car. 

(mg/g) 

Ox. de b-car. 

(mg/g) 
Ox. de 

b-car. 

(% 

mg/g) 

b-car. 

(mg/g) 

Ox. de 

b-car. 

(mg/g) 

Ox. de 

b-car. 

(% 

mg/g) 

b-car. 

(mg/g) 

Ox. de b-

car. 

(mg/g) 

Ox. de 

b-car. 

(% 

mg/g) 

0 

 

0,018 ± 

0,0006 

3,5 x10-5 

± 3,1 x10-6 

0,002 0,017 ± 

0,0003 

5,9 x10-5 

± 2,2 

x10-6 

0,003 0,017 

± 0,0005 

7,1 x10-5 

± 5,0 x10-

6 

0,004 

1 0,015 ± 

0,0003 

6,5 x10-5 

± 1,2 x10-6 

0,004 0,015 ± 

0,0001 

7,5 x10-5 

± 3,1 

x10-6 

0,005 0,016 

± 0,0001 

6,6 x10-5 

± 3,5 x10-

6 

0,005 

2 0,014 ±  

0,0005 

7,7 x10-5 

± 7,5 x10-6 

0,006 0,014 ±  

0,0001 

8,4 x10-5 

± 2,9 

x10-6 

0,006 0,016 

± 1,4 x10-

5 

8,8 x10-5 

± 3,5 x10-

6 

0,005 

3 0,014 ± 

0,0002 

3,2 x10-4 

±1,09 x10-5 

0,022 0,014 ± 

0,0005 

3,2 x10-4 

± 9,8 

x10-6 

0,014 0,015 

± 8,1 x10-

5 

5,7 x10-4 

±8,4 x10-6 

0,038 

4 0,013 ± 2,2  

x10-5 

5,1 x10-4 

± 1,9 x10-5 

0,039 0,014 ± 

0,0001 

4,8 x10-4 

± 8,2 

x10-6 

0,034 0,015 

± 5,7 x10-

7 

7,9 x10-4 

± 7,0 x10-

6 

0,052 

        

 Globalement, il est possible d’affirmer que le phénomène de photo-oxydation de la b-

caryophyllène est un processus lent et qu’une étude sur quatre semaines semble un peu trop courte pour 

tirer des conclusions sur une éventuelle influence positive des méthodes d’immobilisation. 

             

3.6. Profil de relargage de la b-caryophyllène 
 

Pour rappel, l’objectif de l’étude du relargage de la b-caryophyllène est de déterminer si la 

montmorillonite et/ou les billes peuvent induire un relargage contrôlé lent, voire même presque 

inexistant notamment pour les billes qui, selon le principe du procédé, devraient être relativement stables  

le principe actif étant libéré par contrainte mécanique (frottement sur la peau). 

Le dispositif de relargage a été validé et les résultats ont montré qu’environ 74 %  de la masse 

initiale en β-caryophyllène ont été relargués pour les billes, environ 82 % pour la montmorillonite et 

environ 89 % pour l’huile essentielle (tableau 9). Les pertes en b-caryophyllène pourraient s’expliquer 

par une accumulation sur les parois des flacons lors du pompage.  
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Tableau 9. Masses totales en β-caryophyllène relarguées sur une durée maximale de 20 jours (mg) 

pour les différents échantillons (1), (2), (3) 

(1) Huile essentielle (mg b-

car.) 

(2)Montmorillonite (mg b-car.) (3) Billes (mg b-car.) 

Masse avant 

relargage 

(initiale) 

Masse  totale 

relarguée 

(finale) 

Masse avant 

relargage 

(initiale) 

Masse  

totale  relarguée 

(finale) 

Masse avant 

relargage 

(initiale) 

Masse  

totale 

relarguée 

(finale) 

0,0037 0,0033 0,0034 0,0028 0,0035 0,0026 

 

Les résultats relatifs aux quantités cumulées (mg) de β-caryophyllène calculées tous les deux 

jours  révèlent que les billes ont tendance à avoir le profil de relargage le plus lent, passant d’un relargage 

extrêmement faible au départ de 9,9 x10-5 mg (+/- 4 % la masse totale relarguée) puis qui augmente 

progressivement durant les derniers jours jusqu’à atteindre 0,003 mg au bout de 18 jours de pompage. 

Dans ce contexte, les billes présentent donc une faible stabilité puisqu’elles relarguent l’huile essentielle 

sans qu’il n’y ait de contrainte mécanique. 

Cette stabilité relativement faible dans le temps pourrait s’expliquer par la température 

ambiante auquel est soumis le dispositif, mais également par un temps de réticulation trop court de 

l’alginate de sodium par le chlorure de calcium. Ces résultats ont été confirmé par des études sur des 

simples billes d’alginates (non doublement encapsulées)(Heuskin et al., 2011). 

Concernant, le produit d’adsorption sur la montmorillonite et l’huile essentielle, il semblerait 

que le profil de relargage soit relativement proche. Il est également possible de constater une libération 

prolongée plutôt intense au départ passant de 0,002 (+/-72 % de la masse totale relarguée)  à 0,003 mg 

pour la montmorillonite au bout de 10 jours de pompage et de 0,002 (+/- 71 % de la masse relarguée) à 

0,004 mg pour l’huile essentielle au bout de 8 jours (graphique 4). Ces résultats coïncident  avec une 

étude qui a montré que tous les composés terpéniques pouvaient rapidement se volatiliser à une 

température minimum de 20ºC (Nguemtchouin Goletti ,2012). Sur base de ce constat, l’intérêt d’utiliser 

de la montmorillonite pour moduler le relargage s’avèrerait non concluant.  

Graphique 4. Quantités cumulées (mg) de β-caryophyllène relarguées à partir de deux échantillons 

contenant respectivement 200 mg de produit d’adsorption et 200 mg de billes. L’huile essentielle sert 

de référence. (température contrôlée). 
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4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 

 

  

Les méthodes d’adsorption et de coacervation complexe qui ont été réalisées confirment qu’il 

est possible d’immobiliser de l’huile essentielle avec de hauts rendements. De plus, la méthode des 

dendrimères qui a été étudiée pour la première fois dans le cadre de ce travail permet d’affirmer qu’il 

tout à fait possible d’encapsuler une huile essentielle à des rendements très intéressant même si encore 

faibles en comparaison aux autres méthodes étudiées. 

 Les études sur la photo-oxydation de la b-caryophyllène n’ont pas permis d’évaluer le 

potentiel d’une méthode d’immobilisation à freiner et/ou à stabiliser la formation d’oxydes de b-

caryophyllène, en raison d’une période trop courte d’exposition à la lumière. C’est la raison pour 

laquelle, il pourrait être intéressant de poursuivre l’étude sur une période plus longue.  

Concernant, les études de relargage, seules les billes ont montré un relargage lent, s’étalant sur 

une période de 18 jours. Cependant, elles présentent un profil de relargage prolongé similaire à celui des 

billes d’alginate or l’objectif de ces billes doublement encapsulées est d’être relativement stables dans 

une formulation cosmétique et d’induire un relargage instantanée uniquement par contrainte mécanique.  

 

En dehors de ces résultats obtenus, d’autres facteurs sont à prendre en compte lorsqu’il s’agit 

d’envisager la protection d’un principe actif, comme le coût de la méthode, la toxicité, la complexité du 

procédé et sa durée, la forme du produit d’adsorption/encapsulation, le type de polymères(et leur 

caractéristiques physico-chimiques), le type de relargage souhaité, le type de formulations cosmétiques 

désirées, la règlementation stricte (CE) n°1223/2009 du Parlement européen au sujet des formulations 

cosmétiques, etc.  

Les méthodes qui ont été étudiées présentent  des avantages et des inconvénients.  En effet, 

même si la méthode de coacervation présente un rendement d’encapsulation élevé, il s’avère que ce 

procédé soit coûteux et complexe, limitant ainsi le type de principe actif à encapsuler. Quant à la 

méthode d’adsorption sur la montmorillonite, celle-ci est simple et engendre de faibles coûts mais ne 

permet qu’une faible protection de l’actif contrairement aux procédés d’encapsulation.  

Les dendrimères sont des nanoparticules très intéressantes en raison de leur pouvoir à 

transporter des biomolécules sur des sites spécifiques ou encore à solubiliser des composés peu solubles 

(augmentant ainsi leur biodisponibilté), mais peuvent présenter une certaine cytotoxicité à une certaine 

concentration, ce qui pourrait constituer une contrainte considérable pour la mise sur le marché d’un 

produit cosmétique. En effet, actuellement la réglementation concernant l’usage des huiles essentielles 

en cosmétique est très stricte et précise et la toxicité des nanoparticules n’est pas encore bien maîtrisée. 

Mais la législation est en perpétuelle évolution, ce qui pousse les industries cosmétiques à revoir leurs 

habitudes, notamment en matière de conservation. C’est la raison pour laquelle il y a une recherche 

constante de produits à la fois innovants et adapté au marché. 

 

Concernant les différentes perspectives de ce travail, il pourrait vraiment être intéressant de 

continuer les études (notamment de relargage) qui ont déjà été menées mais cette fois-ci dans une 

formulation cosmétique. D’ailleurs, une étude sur le  relargage contrôlé d’huiles essentielles par des 

dendrimères dans le cadre de bio-pesticides sera conduite prochainement au sein de l’Université de 

Gembloux Agro Bio-Tech. Ces résultats futurs feront l’objet d’une avancée supplémentaire dans le 

domaine. 

De plus, les méthodes d’immobilisation qui ont été étudiées pourraient très bien faire l’objet 

d’une optimisation dans un travail futur. En effet, il pourrait être intéressant par exemple, de jouer sur 

le temps de réticulation et sur la vitesse d’agitation pour élaborer des microbilles suffisamment stables 

adaptées à une formulation cosmétique. Concernant, l’adsorption par la montmorillonite, il pourrait être 
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intéressant de contrôler les facteurs environnementaux tels que la chaleur ou encore l’hygrométrie afin 

de garantir un rendement d’adsorption optimal. 

 

Le projet étant encore dans sa genèse, les résultats obtenus ouvrent des pistes et perspectives 

d’avenir encourageantes quant au développement de formulations cosmétiques innovantes. 

 

 

Tableau comparatif  des différentes méthodes 

  

 Montmorillonite Coacervation complexe Dendrimères 
 Avantages Inconvénients Avantages Inconvénients Avantages Inconvénients 

Coût Faible   Elevé  Elevé 

Durée du 

procédé 

6h  9-10 h   1 semaine 

Procédé Simple   Complexe  Complexe 

Produit Poudre  Billes  Nanoparticules  

Toxicité Faible  Faible   Cytotoxicité 

Rdmt (%) 65  70   14 

Durée du 

relargage en 

b. car. (jours) 

 10  18 ? ? 
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ANNEXES 

 

Annexe 1. Paramètres de l’analyse par chromatographie phase gazeuse 
 

Paramètres Valeurs 

Colonne VF-WAXms 30 m x 0,25 mm x 

0,25 µm 

Durée de la méthode  92 minutes 

Modèle injecteur  Automatique  

Température d’injection 200 °C 

Modes d’injection Split            HE non diluée 

Splitless      HE diluée (1 : 1000) 

Volume d’injection Split : 0,1 µL 

Splitless : 0,5 µL 

Gaz vecteur Hélium 

Débit du gaz vecteur  1,4 mL/minute 

Vitesse sur la colonne 31 cm/seconde 

Température du four 

Gradient de température  

(°C/minute) 

Température (°C) Temps du palier (minute) 

 40 5 

2 200 5 

30 250 0 

 

Annexe 2. Indices de rétention des composés majeurs de l’HE de copayer 
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Annexe 3. Test statistique de Dunnett pour comparer les rendements moyens 

d’adsorption en b-caryophyllène sur la montmorillonite selon trois solvants :  

triacétine, de l’éthanol et de l’hexane  
 

 

1 : Ethanol ; 2 : Hexane ; 3 : Triacétine 
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Annexe 4 : Chromatogramme de l’huile essentielle de copayer par GC-MS  
 

 

(1)  : b-caryophyllène  
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