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Introduction

Introduction

L’emballage des aliments occupe aujourd’hui une place prépondérante dans les procédés
de transformation/conditionnement notamment grace a une demande accrue pour des produits
alimentaires pratiques (a emporter et a préparer), de plus longue conservation (réduction de la
fréquence d’achat) et présentant de meilleures qualités organoleptiques et nutritionnelles
(réduction de I'usage d’additifs ou de procédés de conservation dénaturant). Cependant, au
cours des dernieres années, les problemes environnementaux sont de plus en plus
préoccupants. En effet, les polymeres principalement utilisés dans les emballages plastiques

proviennent de sources non renouvelables et ne sont pas biodégradables [1].

Un des roles essentiels de 'emballage est d’assurer une bonne protection du produit qu’il
contient. Cependant, si ’emballage évite les pollutions, les contaminations extérieures que
pourraient subir les produits emballés ; s’il permet de contribuer au maintien de la qualité et
de la sécurité, il faut également que le matériau utilisé soit plus ou moins inerte, c’est-a-dire
ne risque pas de perturber le produit venant au contact dans les mémes termes de sécurité

comme de qualité¢ sensorielle [1].

En réponse a ces nombreuses préoccupations environnementales et dans un souci d’image, de
nombreux fabricants proposent depuis quelques années des emballages qu’ils présentent
comme étant plus respectueux de I'environnement. L’essai portera sur les emballages
fabriqués avec des bioplastiques biodégradables, compo stables et biosourcés qui sont des
exemples de matériaux ainsi mis de I’avant par I'industrie et qui sont en forte croissance
depuis ces dernieres années. Les bioplastiques proviennent en grande majorité de ressources

renouvelables et plusieurs d’entre eux se biodégradent [2].

Parmi les polyméres biodégradables, le polyacide lactique (PLA) il a recu un intérét
considérable durant les dernicres années. C’est un polyester aliphatique issu de ressources
renouvelable qui posséde des propriétés comparable a celle des plastiques pétrochimigues. A
cause de sa biodégradabilité et biocompatibilité, il peut étre dégradé en dioxyde de carbone,
eau et méthane dans I’environnement pendant une période allant de quelques mois a deux ans,

il a été surtout utilise dans des applications biomédicales [3].

Afin d’améliorer les propriétés physico-chimiques, mecaniques et microbiologiques du

PLA en vue de sonapplication dans le domaine de I’emballage alimentaire les chercheures se
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sont intéressés a l’incorporation des extraits des matiéres végétales ayant des propriétés

antibactériennes, antifongiques et antioxydants... [4]

L’objectif de ce travail est, dans un premier temps est de mettre, en évidence les
modifications des films polyméres en ajoutant I’extrait des feuille d’olivier, puis dans un

second temps, évaluer I'effet antibactérien et anti fongique de ces films plastique.
Ce mémoire est divisé en trois principaux chapitres :

Le premier chapitre est consacré a 1’étude bibliograp hique, dans laquelle nous avons parlé sur
I’emballage alimentaire en général, ensuite sur les bio-polymeéres particuliérement Ile
polyacide lactique(PLA) et Olea-europea ainsi que les techniques d’extraction phénolique des
feuilles d’oliviers

Le deuxieme chapitre est consacré a I’étude expérimentale, tout d’abord on a commencé par
la méthode d’extraction de I’extrait des feuilles d’oliviers puis la préparation des films

alimentaires a base de ce dernier avec I'acide poly-lactique.

Le dernier chapitre consiste a discuter les principaux résultats obtenus dans notre recherche et

on termine par une conclusion générale.
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Chapitre I: Etudes bibliographiques
I.1 Généralités sur ’emballage alimentaire
| .1.1. Introduction

Avec le développement scientifique et les avancées technologiques récentes en
matiere de conservation des aliments, I'industrie des emballages alimentaires n’a cessé de se
développer pour d’une part, suivre ces développements, et d’autre part, répondre aux

exigences croissantes du consommateur [5].
1.1.2. Définition d’'un emballage

Les emballages alimentaires sont essentiels et omnipresents car presque tous les aliments
sont emballés d'une maniére ou d'une autre. Sans emballage, la sécurité et la qualité des
aliments seraient compromises [6]. L'emballage est une structure adaptée a un produit, congu
pour retarder et protéger les aliments contre la détérioration chimique, biologique et physique
prolonger la durée de conservation, maintenir, augmenter et assurer la qualité et la sécurité
des produits [7]. L'emballage alimentaire peut également étre défini comme une couche
extérieure supplémentaire d'un produit particulier, qui devrait faciliter sa protection contre les
facteurs externes, le mouvement, le stockage pendant la période de la vente et de ['utilisation.
Certains exemples de facteurs chimiques qui peuvent affecter négativement les aliments
comprennent lexposition aux gaz, & l'humidité et a la lumiére. Les emballages offrent
également une protection biologique contre les micro-organismes, les insectes, les rongeurs et
autres animaux nuisibles ainsi que la protection physique contre les dommages mécaniques,

les chocs et les vibrations pendant le transport et la distribution [8].
1.1.3. Les différents types d’emballage
Selon jeant il y a trois types d’emballages :

> L’emballage de vente (emballage primaire) : concu de maniere a constituer, au
point de vente, un article destiné a [’utilisateur final ou au consommateur.
Exemple : les pots de yaourts en plastique, en verre ou en carton ciré qui
contiennent le produit.

> L’emballage groupé (emballage secondaire) : regroupe un certain nombre d’unité

de vente, destinées a I'utilisateur final ou au consommateur ; il peut étre enlevé du
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produit sans en modifier les caractéristiques. Exemple : le carton autour des
yaourts les regroupant par lots de 4,8ou 12.

> L’emballage de transport (emballage tertiaire) : facilite la manutention et le
transport d’un certain nombre d’unités de vente ou d’emballage groupés en vue
d’éviter leur manipulation physique et les dommages liés au transport. Ce sont les

cartons, les houssages plastiques qui recouvert la palette de produit [9].

1.1.4. Les fonctions de ’emballage

Parmi les fonctions de I'emballage en site :

>

Une fonction de contenant: I’emballage est avant tout un récipient, associ¢ a des
servitudes métrologiques réglementaires (obligation de I'indication exacte de la masse ou
de volume contenu) ;

Une fonction de présentation : visant a retenir I’attention et a séduire I’acheteur dans le
Inéaire de distribution (c’est la fonction qui intéresse les services marketing)

Une fonction d’information : par I’étiquetage, de plus en plus importante, associée a des
servitudes réglementaires quant aux types d’information et a la loyauté des
renseignements donnés.

Une fonction de service : dans la mesure ou I’emballage apporte un service spécifique :
flacon pulvérisateur, flacon saupoudreur, boite auto-chauffante, etc. La notion de service
s’étend également & la commodité d’emploi, notamment a la facilit¢ d’ouverture sans
outils particuliers.

Une fonction de sécurité alimentaire : protection vis-a-vis d’une contamination ou d’une
pollution délictueuse.

Une fonction de protection physique : vis-a-vis des chocs mécaniques (manutentions,
palettisation, transport), des variations de temperature (emballage isotherme), de la
lumiere (matériaux filtrant les UV par exemple).

Enfin, la fonction principale : celle d’auxiliaire technologique de conservation et de
protection de la qualité du produit alimentaire contre les agents extéricurs d’altération
physico-chimique et biochimique des aliments, associée a une obligation d’innocuité
toxicologique et d’inertie chimique des matériaux constituants I’emballage vis-a-vis de

son contenu (probleme de transferts) [10].

Etudes bibliographiques
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1.1.5. Les matériaux d’emballages alimentaires

L’industrie de 'emballage se compose de différents secteurs en fonction des matieres

utilisées :

e Le papier et le carton : incluant notamment le carton ondulé et le carton plat (par
exemple boites de céréales) qui peuvent étre recyclé, blanchie ou non blanchie.
e Le verre : transparent et coloré.

e Le métal : canettes métalliques, boite de conserve.

e Les contenants multicouches et composites : comme le cartonde jus, de lait, de creme

glacée en carton paraffine.

e Le bois : utilise pour certains emballages de fromage, ou certaines boites contenant

des bouteilles d’alcool.

e Leplastique (PE, PP, PET...selon la composition des polymeéres) : contenant d’eau de

source, de boissons gazeuses, contenants alimentaires [11].

L’emballage plastique est résistant, il évite ainsi des pertes de produit, des risques de
dommages pour 'aliment qu’il protége. Il s’est adapté aux cadences de conditionnement

de Tindustrie agroalimentaire et aux modes de distribution des produits. Les différents

matériaux les plus utilisés sont : PET, PS, PP [12].

1.1.6. Interaction contenant/contenu dans ’emballage

Les phénomenes décrits ci-dessous (Figure 1), concernent beaucoup plus les Emballages

plastiques qui constituent une part croissante du marché de 'emballage.

Les caractéristiques constitutifs de 'emballage conditionnent ses fonctions, et doivent

donc permettre de ralentir 1’¢volution physico-chimique et microbienne du produit alimentaire

[13].
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Figurel : Transfert de la matiere entre aliment et emballage [13].

» La Perméation

La perméation décrit le phénomene de solubilisation-diffusion de molécules volatiles
venant de I’aliment et (ou) de I'extérieur (gaz comme O2, CO2, N2, He, vapeurs d’eau,
composés d’ardme) au travers de I’emballage. Elle nécessite au préalable la sorption des
substances concernées (pigments, acides, composés d’arome...), elles présentent pour cela une
affinité chimique avec la nature polymérique de I'emballage. Ainsi du fait de leur faible
masse molaire, la sorption des composés d’arome dans I'emballage se poursuit par leur
diffusion dans le matériau, allant dans certains cas jusqu’a la traversée totale du matériau. La
perméation peut ainsi provoquer des pertes d’ardmes et donc des modifications des propriétés
organoleptiques du produit. La perméabilité dépend des caractéristiques physiques du

matériau, du pénétrant et des conditions du milieu. [13].

» La sorption

La sorption est 'assimilation des constituants de I’aliment par la paroi 'emballage
plastique suivi de leur pénétration dans le polymere. Le processus de sorption peut induire une
perte des aromes de I'aliment et entrainer une modification structurale du polymere. En effet,
le vieillissement irréversible du polymere peut étre induit par des modifications de la
structure chimique des chaines macromoléculaires et de son état physique. Les phénoménes
de sorption sont plus fréquents avec des composés lipophiles, cela est di a la grande affinité
pour la plupart des emballages qui sont aussi peu ou pas polaires (PE, PET, PS, PP)
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De plus, si le matériau plastique est recyclé ou réutilisé comme emballage destiné au contact
alimentaire, les composés étrangers absorbes dans le polymere sont des éventuels migrants
[14].

» La migration

Le terme migration désigne la masse de ce qui migre dans I'aliment et s’exprime en

mg/kg d’aliment ou en mg/dm?de surface en contact avec 'emballage [15].

Ce phénomene de migration dépend de la composition du matériau, de sa nature, de sa

volatilité, de la concentration de ses molécules mais également de celle de I'aliment [16].

Le processus de migration de 'emballage peut étre décrit en quatre situations différentes

selon le type d’aliment emballé:

v Dans le cas ou I'aliment serait solide, le migrant ne quitte la paroi que s’il est
suffisamment volatil ; il se produit alors une désorption, vaporisation du migrant et

sorption par I'aliment.

Lorsque I'aliment est liquide, plusieurs cas de figures peuvent se présenter :

- Le migrant se disperse bien dans I'aliment (soluble), c’est alors la diffusion dans le

polymere qui controle la vitesse de contamination.

- Le migrant est soluble dans I'aliment, mais ce dernier pénétre en plus dans le matériau

provoquant un gonflement du polymére, accélérant et amplifiant la migration.

- Le migrant est peu soluble ou pas soluble dans le liquide, et aprés une phase initiale de

migration, il stagne a 'mterface emballage/aliment. [17].
Deux types de migration se distinguent :

v' La migration globale : quantitt maximale de substances non volatiles qui migrent dans
des aliments, aussi appelée « migrat ».
v La migration spécifique : désigne la quantité d’une substance particuliére qui migre

dans les aliments, aussi désignée comme un migrant [18].

La migration globale est 'ensemble des migrations spécifiques. Cette dernicre
définition montre que lorsqu’il y a un migrant trés majoritaire, sa migration spécifique est

pratiguement égale a la migration globale [19].
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Le migrant potentiel est toute substance présente dans un matériau d’emballage qui
peut migrer vers aliment. Cependant, seuls les migrants potentiels de masse molaire

inférieure a 1000 g/mol sont susceptibles de poser un risque sanitaire [20].
1.2 Généralité sur les bio-polyméres

1.2.1 Définitions

Selon American Society for Testing and Material (société américaine pour les essais et
les matériaux), un plastique dégradable est concu pour subir un changement important dans
sa structure chimiques sous des conditions environnementales résultant en une perte de
certaines propriétés qui peuvent varier telles que mesurées par des essais normalisés

appropries.

Les plastiques peuvent étre désignés comme photodégradables (dii a I’action des rayons
UV et des radicaux libres), dégradables chimiquement par hydrolyse ou par oxydation et
dégradables mécaniquement par cisaillement et coupure des chaines (par exemple le
broyage) [21]. Entre Octobre 1990 et Juin 1992, une confusion quant a la véritable définition
de «biodégradable» conduit a des procés concernant la publicité environnementale
trompeuse. Ainsi, il est devenu évident a la ASTM et a ISO que des méthodes de test
communes et des protocoles pour les plastiques dégradables soient nécessaires [22]. La
biodégradation correspond a la destruction d’un produit par des agents biologiques. Etant
donné que la biodégradabilité peut s’effectuer n’importe ou (sol, eau, milieu de compostage
ou de décharge), un consensus s’est dégagé autour de la notion d’impact sur
I’environnement. C’est ainsi que la définition suivante a ét¢ adoptée: La biodégradation
correspond a la défragmentation, par I’action de micro-organismes, avec perte des propriétés
mécanigques ou avec modification chimique. La structure du matériau se simplifie pour
finalement se convertir en H20, CO2, CH4 et/ou en une biomasse nouvelle et
éventuellement un résidu non toxique pour I’homme et ’environnement. La biodégradation

est donc une dégradation catalysée par des micro-organismes [23].
1.2.2. Classification des biopolymeres

Le développement des bioplastiques est encore a son début, il représente
approximativement 5 a 10 % du marché du plastique qui est de 200 millions de tonnes par an.

Les matieres plastiques ou matériaux biodégradables peuvent avoir deux origines:

L'industrie pétrochimique ou les ressources renouvelables [24].
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matiéres premiéres
renouvelables

Biopolymeéres Biopolymeéres
Ex. BioPE (PP/PET), PA Ex.PLA, PHA,
biosource, PTT amidons
b-oaegrad.?boz(e: t Biodegradable
Polymeéres Biopolymeéres

conventionnels
Ex. PBAT, PBS, PCL

presque tous les plastiques
conventionnelis
Ex. PE, PP, PET

Matiéres premieéres
péetrochimiques

Figure2 : la matrice des bioplastiques [24].
1.2.2.1. Polyméres biodégradables issus de la pétrochimie
Ces polyméres peuvent étre divisés en quatre sous-groupes :

- Les polyesters aliphatiques, comme I'acide polyglycolique, le polybutyléene succinate et le

polycaprolactone.

- Les polyesters aromatiques ou mélanges de polyesters aliphatiques et aromatiques, tel que

le butylene succinate téréphtalate.

- Les alcools polyvinyliques.- Les polyoléfines (comme le polyéthylene ou le polypropyléne)

modifiés avec des agents spécifiques sensibles a la température ou a la lumiere [24].
1.2.2.2. Polymeres biodégradables issus des ressources renouvelables

lls sont généralement classés en trois sous-groupes :

- Les polymeres naturels.

- Les polymeres d’origine bactérienne.

- les polyméres synthétiques [24].

e Les polymeres naturels ou biopolyméres etleurs applications

. Les biopolyméres sont synthétises par les végétaux, les animaux ou les microorganismes et
sont souvent divisés en trois sous-groupes : les polysaccharides, les protéines et les

élastomeres hydrocarbonés.
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- Les polysaccharides : lls constituent les biopolymeres les plus utilisés et les plus répandus.

Parmi ces polymeéres, on cite 'amidon de mais, la cellulose et le chitosane.

- Les protéines : elles peuvent étre extraites des plantes (caféine, gluten de blé) ou des tissus

animaux (collagene, gélatine) et produits animaux (caséine).
- Les élastomeres hydrocarbonés : comme le caoutchouc naturel [24].
e Les polymeres d’origine bactérienne

Ces polyméres sont synthétisés a I'intérieur des bactéries lors de la fermentation et sont
accumulés dans le cytoplasme. La fermentation a souvent comme matiere premiere les sucres
et 'amidon et donne des polymeres tels le PHV (Poly hydroxy valérate etle PHB (Poly
hydroxy butyrate) [24].

e Les polymeres synthétiques

Les monomeres dans ce cas sont obtenus par fermentation bactérienne et sont ensuite
polymérisés par polycondensation (par chauffage). L’un des exemples les plus connus de ces
polymeres est I'acide poly lactique (PLA) [25].

Polymeéres biodégradables

Issus de

Issus d'agro-ressources Issus de Micro Issus de Syntheése

(Produit de la Biomasse) Organismes Biotechnologie (Synthése classique)
(Monomeéres
renouvelables) .

Polyactides
(PLA)

Polysaccharides P°'y°’(§'c°1'_ ;ctonc

Amidons : Animales : Végétales : Polyesteramice

Pomme de terre Caséine Gluten Cellulose @EA)
Mais Gélatine Soja bactérienne (Copolyester alpbatiqns
BIé, riz Collagéne Zeine (PEA)

Cellulose
Chiline ...

Copolyester
Aromatique
(FTAT)

Agro-polymeéres Bio-polyesters

Figure3 : Les differentes familles de bio-polymeres [25].
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1.2.3. Propriétés des bio-polyméres

Par leur structure chimique, les biopolymeres présentent des propriétés particuliéres et

intéressantes utilisés dans des domaines trés variés tels que ’emballage, 1’agriculture, la

construction, ’automobile, I'électronique et le textile. Ils sont également employés pour

des applications a forte valeur ajoutée dans le domaine médicale (implants vasculaires, fils

de suture, vis et broches, ligaments artificiels...) [26].

Le tableau suivant représente les différentes propriétés des bio-polymeres et leurs

Applications ciblées :

Tableau 1 : proprietés spécifiques de quelques bio-polymeres et les applications

attendues.

Biopolyméres

Propriétés particulieres

Applications ciblées

Polymere a base

d’amidon

Antistatiques, anti
condensation, toucher naturel

Emballages, sacs, films de

paillage

Polymere a base de

cellulose

Transparence, antistatique

Fibres, épaississant

Polymere a base de

protéine

Comestible, perméabilité,

sélective au gaz

Galénique, emballages

alimentaires

Polymere a base d’huile

Siccativité

Peinture, vernis

Polymere de synthese
(PLA)

Anti condensations, brillances,

antibactériens

Emballages, fibres textiles
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1.3. Poly (acide lactique) PLA
1.3.1 Définition

Le poly (acide lactique) ou acide poly lactique ou polyacide (PLA) représenté en
(figure 4) est un polyester aliphatique biodégradable qui appartient a la famille des
Thermoplastiques et qui a recu un intérét considérable comme alternative aux polymeres
non biodégradables [27].

Les propriétés de biodégradabilit¢ du PLA permettent de limiter I'influence du PLA sur
Ienvironnement. Sa dégradation ultime conduit a la formation d’eau et de dioxyde de
carbone qui pourront réintégrer la biomasse [28].

Depuis quelques dizaines d’années, le PLA est utilisé dans le domaine biomédical et
chirurgical et notamment comme fils de suture [29]. Le PLA était réservé a ces domaines
d’application en raison de 'augmentation du prix de celui-ci. Mais depuis quelques
années, plusieurs études ont été prises afin d’améliorer le procédé de synthése du PLA
[30], et ceci dans la perspective d’étendre les domames d’application a ceux de textile et
de ’emballage ou le PLA serait une alternative viable aux polyméres conventionnels issus

de la pétrochimie (tel que le propylene, le polyamide etc...) [31].

@

O/

— —1n

Figure4 structure chimique du poly(acide lactique).
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1.3.2. Composition chimique

L’acide lactique ou (2-hydroxypropanoique), CH3-CHOHCOOH, est le plus simple
des acides hydrox carboxylique qui posséde un atome de carbone asymétrique, il a été
découvert par le chimiste Wilhelm Scheel en 1780, qui a isol¢ 'acide de lait, ces
molécules existe sous forme de deux énantioméres de configuration opposees D et L en
terme de configuration relative etS et R en terme de configuration absolue comme le

montre la figure suivante [32].

OH
carboxyle
= é /;aé‘. 4
H G —CH—C )
(OHY Y\ OH/
SR S oA
hyd roxyle Ot

Formule topologique

CHs i CHs

| B
i e Ci“—_,COOH HOOC.—--/ \H
OH OH

énantiomeéres

Figure5 : Les monoméres optiques de I'acide lactique [32].

1.3.3. Source de P’acide lactique

C’est un produit de fermentation de dextrose qui est une matiere premiere 100%
agricole, annuellement renouvelable, dérivée souvent du mais. En général, la majorité des

sources simples obtenues a partir de sous-produits agricoles peuvent étre utilisée pour
cette production

Ces sources incluent :

v Le maltose, la gélose et le dextrose de mais ou de 'amidon de pomme de terre ou de
rz ;

v' Le saccharose de la betterave ou de la canne du sucre ;

v Le lactose de lactosérum de fromage.

Actuellement, le meilleur marché le plus abondant est le dextrose du mais [33].
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1.3.4. Propriétés du PLA
1.3.4.1. Propriété mécanigue et physique

Les propriétés du PLA sont dépendantes de la masse moléculaire, la stéréochimie et la
teneuren D-L’acide lactique. En effet, un D-PLA ou L-PLA homopolymere peut
développer une structure cristalline alors qu’un polymeére a tactique dont le teneur en L-
acide lactique est inférieure & 93% reste amorphe [34].

A température ambiante le PLA est un thermoplastique transparent, avec un
moduled’¢lasticité de 3500N/mm2 (relativement élevé, comparé aux thermoplastique
utilisés dans I’emballage comme le PET, le PS et la PP). La densit¢ du LPLA cristallin est
1,290 et celle du LPLA amorphe est 1,248 [35].

Le polymére a base d’acide lactique n’est pas soluble dans I’alcool
(éthanol,méthanol) et 'eau. Le PLA amorphe présente un module de traction entre 2,05 et
3,25 GPa. La masse molaire du polymére amorphe a une influence sur la résistance aux
chocs et résistance a la flexion qui a éte multipliée par 1.5 a 2 quand la masse molaire a
été portée de 23 000 a 66000 g/mol [36].

1.3.4.2. Propriétés thermiques

Les poly (acide lactique) énantiomériquement purs sont semi-cristallins avec une
température de cristallisations (Tc) d’environ 110 °C, une température de transition
vitreuse (Tg) de 60°C et une température de fusion (Tf) de 180°C. Les polymeéres préparés
a partir de méso-lactide ou d’un lactide racémique sont en générale des polyméres
amorphes qui n’ont pas de température de fusion (Tf). Le PLA est stable thermiquement
jusqu’a 300°C. A des températures supérieures, la dégradation de PLA entraine la
formation d’especes volatiles et d’un résidu carboné qui serait composé principalement de

carbones insaturés [36].
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Tableau 2. Propriétés mécaniques et thermiques du PLA [36].

Propriétés Mesures
Masse volumique (g/cm3) [1-24]
Température vitreuse (°C) [60-65]
Température de fusion (°C) [138-150]
Module de Young (MPa) [20-50]
Resistance (MPa) [45]
Allongement a la rupture (%) [9]

1.3.5. Applications du PLA

Les polyméres biodégradables suscitent un immense intérét dans des divers et
importants domaines. Dans de nombreux cas le polymére peut étre mélangé avec autre
composant polymériques ou non polymérique pour obtenir le comportement désiré.

La raison est que son colit ¢levé de départ n’a jamais été un frein a son usage
puisque il sert pour des applications a haute valeur. En effet leurs propriétés de
biocompatibilité et de biorésorbabilité associées a leur résistance mécanique sont tres
importantes pour assurer les fonctions attendues. Ainsi qu’il offre des caractéristiques
uniques de biodégradabilité, de protection de I'environnement et de mise en ceuvre. Cela
lui confere des applications potentielles telles que les produits agricoles. lls sont
actuellement utilisés aussi dans les domaines du textile et de 'emballage. Des bouteilles
d’eau et de lait, des gobelets jetables et divers emballages alimentaires, et, pour des

applications en médecine, en chirurgie etaussi en pharmaceutique, tel que les fixations
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orthopédiques, attaches, vis et broches, ligaments et tendons artificiels, matrice de

régénération de tissu galénique [37].
1.3.5.1 Application textile

Les fibres PLA s’emploient dans des structures textiles trés variés par le liage
thermique, le cardage, le tricotage et le tissage. La diversité des filaments obtenus sous
differentes morphologie et formes avec de bonnes propriétés méthaniques a conduit a
cette large gamme d’applications. Les applications principales des fibres et des non-tisses
de PLA ne sont pas limitées aux vétements et a lameublement comme garnissage de
couette, draps, couverture, matelas et tapis.

Cette fibre est en effet résistante aux ultraviolets, ce qui devrait la rendre performante
pour les textiles de maison. En effet, certains fabricants pensent I'utiliser en mélangeant a
la laine ou du couton, pour des vétements de sport extréme ou la lingerie. Des vétements
ont déja été réalisés en utilisant cette matiere en 100% "fibre de mais" ou en mélange avec

du coton, de la laine, ou de la viscose [37].
1.3.5.2. Application médicale

L’acide poly lactique est un polymére biodégradable, biocompatible en plus de sa
résistance mecanique élevée et ses propriétés de moulage excellentes, ce qui permet son
utilisation pour les applications biomédicales et pharmaceutiques Puisque le PLA est
assimilé par le corps humain, il a été utilisé pour des applications importantes dans le
systtme de libération des médicaments. L’aspect ntéressent du polymere est que la
matiere subie une hydrolyse de la liaison ester de la chaine principale est conduit a la
formation d’acide lactique non toxique, qui est ensuite consommé par le métabolisme des
glucides dans le corps [38].

Ces propriétés mécaniques et sa capacité d’absorption font du polymére de PLA un
candidat idéal pour les des fils de structures résorbables (chirurgie d’ceil, chirurgie de
conjonction, chirurgie de poitrine et d’abdomen), pour des implants osseux ou des tissus
mous (fixation orthopédique, attaches, vis et broche), peau artificielle, matériel de

préparation chirurgicale [39].
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Figure6 : Types de matériaux en PLA utilisés dans le domaine de la médecine [39].

1.3.5.3 Emballages

Au cours de ces derniéres années, I'utilisation du PLA en tant que matériau
d’emballage a augmenté dans toute I’Europe, Etats-Unis et le Japon [40]. 1l est
transparent, économiquement acceptable, ce qui est important pour les applications
d’emballage. 1l offre une bonne durée de conservation, par ce qu’il se dégrade lentement
par hydrolyse dans des conditions d’emploi de nombreux emballage. En raison du
mécanisme de dégradation, le PLA convient idéalement a plusieurs applications dans les
environnements ou la récupération n’est pas pratique, comme les films plastique employés
en agriculture. Le compostage des articles déja utilisés du PLA est également une solution
fiable. Les films et les emballages de PLA disponible dans le commerce peuvent fournir
de meilleures propriétés mécaniques que le polystyréne (PS) et ils ont des propriétés
comparables a celle de polyéthylene téréphtalate (PET) [41].

Les PLA sont utilisés actuellement pour les bouteilles d’eau, les pots, les couvertures
jetables, les emballages alimentaires dans I'industrie des boissons, les suremballages, les
pellicules plastiques et le service de table (les gobelets, les assiettes et les ustensiles
jetables) [41].

3



Chapitre L. Etudes bibliographigues

Figure7 : Types de matériaux en PLA utilisés dans le domaine de I'emballage alimentaire
[41].

3
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1.4. Olea europaea
L.4.1.Lolivier

1.4.1.1.Classification botanique

L’olivier appartient a la famille des oléacées, genre Olea qui comprend 35 especes [42]. La

seule espéce portant des fruits comestibles est L’Olea europea a été nommée par Linné en

raison de son aire geéographique [43]. C’est l'unique espéce du bassin méditerranéen

représentative du genre Olea. On distingue deux Sous-espéces, lolivier cultivé ou olivier

commun (Olea europea sativa.) et l'olivier sauvage ou oléastre (Olea europea sylvestris.) [44].

La classification de lolivier est représentée comme suit selon Conquis (1981) :

Regne :Plante

Sous regne :Tracheobionate

Division :Magnoliphytes
Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Astéridées

Ordre :Lamiales

Famille : Oléacées

Genre : Olea

Espéce : europea[44]

Figure 8 : Olivearie [44].

3
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1.4.2. Répartition géographique
1.4.2.1.Dans le monde

La zone naturelle de répartition géographique de [Dolivier dans le monde se situe
principalement entre le 26e et le 45e degré de latitude nord et sud (Fig.9), ce quiexplique son
introduction avec succes en Chine, au Japon, aux Etats Unis (Californie), et au Mexique pour
I’hémisphére nord, en Australie, en Afrique du Sud et dans divers pays de I’ Amérique du Sud
pour '’hémisphere Sud [46].

Figure 9 : Zone de répartition géographique de la culture de I'olivier dans le monde [46].

En Afrique, I'olivier est cultivé par ordre d’importance en Tunisie, Maroc, Algérie, Libye,
Egypte, Afrique du Sud et Angola. Les pays d’Europe qui cultivent l'olivier sont par
ordred’importance : L’Espagne, I'Italie, la Gréce, le Portugal, I’ Albanie, Chypre, la France, la
Solvénie et Malte. Au Moyen Orient et en Asie, les pays cultivateurs d’olivier sont par ordre
d’importance Turquie, Syrie, Palestine, Liban, Israél, Jordanie, Irak, Iran et Chine. En
Am¥érique, l'olivier est cultivé par ordre d’importance en Argentine, Mexique, Chili, Pérou,
Uruguay, Brésil et Etats Unis (Californie). L’Australie fait partie des nouveaux producteurs.
Cependant, environ 97% des 850 millions d’oliviers, qui couvrent une superficie de 9500000
hectares, dans le monde poussent en région méditerranéenne [45]. Le bassin méditerranéen
reste une zone privilégiée par rapport au reste du monde pour la culture de I’olivier grace a

son climat adéquat tant au niveau de la température mais aussi au niveau de 1’hydrométrie
[45] (fig.10).
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Figure 10 : Distribution naturel du complexe Olea europea dans le monde [45].
1.4.2.2. En Algérie

L’ Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont le climat est plus propice a la
culture de I’olivier. Le patrimoine oléicole Algérien est estimé a 32 millions d’oliviers, ce qui
représente 4,26% du patrimoine mondial. Cette filiere se concentre dans certaines wilayas
comme Bejaia, Tizi-Ouzou et Bouira qui a produit a elle seules en 2008 ,179180 hectolitres
d’huile sur une superficie de 108893 ha, soit 51% de la production nationale et environ 44%
du verger national oléicole. Ces trois wilayas sont spécialisées beaucoup plus sur la

production d’huile [46].

Figure 11 : Carte oléicole d’Algérie [46].
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L.5. Les feuille d’olivier
1.5.1. Biomasse énorme

L’industrie oléicole engendre, en plus de I’huile d’olive comme produit principal, des sous-

produits de type liquide (margines) et solide (grignons, feuilles et brindilles).

Durant la récolte, des feuilles pourront étre cueillies avec les olives. Ces sous-produits sont
écartés des olives dans les oliveraies mais aussidans les huileries. 1ls sont estimés a 10% de la
masse globale des olives récoltés [46]. A cette quantité s’ajoute la biomasse de la taille (). En
effet, apres la récolte des olives, les oliviers subissent en général une taille sévere un an sur
deux et une taille 1égére 1’année suivante. Un olivier laisse en moyenne 25 Kg des feuilles et

des brindilles annuellement, soit 15 millions de tonnes dans le monde.

La valorisation de ces résidus, engendrés en grande quantité, est devenue une nécessité pour

ameliorer la rentabilité du secteur oléicole [46].
1.5.2. Composition des feuilles d’olivier
a) Feuilles d’olivier cultivé

Les feuilles fraiches d’olivier sont caractérisées par une matiére séche aux alentours de 50%.
Le Tableau Il montre sa composition chimique globale selon différents auteurs. La
composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs : variété, conditions

climatiques, époque de prélevement, age des plantations [47].

Les feuilles sont particulierement riches en carbohydrates. La matiére organique est constituée
par des protéines, des lipides, des monomeéres et polyméres phénoliques (tel que les tannins)
et principalement par des polysaccharides (tel que cellulose, hémicelluloses). La teneur en
protéine est faible dans les feuilles d’olivier.La composition en acides aminées, qui est
particulierement diversifié. Le minéraux le plus abondant dans les feuilles est le fer avec une

concentration de 273 g/ Kg de matiere seche [48].




Chapitre |.

Tableau 3. Composition chimique global des feuilles d’olivier (exprimé en g par 100 g) selon

plusieurs auteurs [48].

Etudes bibliographiques

Composition Boudhrioua | Erbay et Martin- Garcia Fegeros
(en %) et al, 2009 Icier, 2009 | Garcia etal, | et al, et

2006 2003 al, 1995
Eau 46,2-49,7a | 49,8a 41,4 a Nd 440 a
Protéines 5,0-7,6a 54a 70b Nd Nd
Lipides 1,0-13a 6,5a 3.2b 6,2b Nd
Minéraux 2,8-442a 36a 16,2 b 26,6 b 9,2b
Carbohydrates 37,1-425a | 27,5 Nd Nd Nd
Fibres brutes Nd 7,0a Nd Nd 18,0b
Cellulose Nd Nd Nd 19,3 b 114b
Hémicellulose Nd Nd Nd 254D 13,3b
Lignin Nd Nd Nd 304D 14,2 b
Polyphénolstotaux | 1,3-2,3b Nd 25D Nd Nd
Tannins solubles Nd Nd Nd Nd 0,3b
Tannins Nd Nd 0,8b Nd 10b
condensés

a correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse fraiche des feuilles d’olivier.

b correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse seéche des feuilles d’olivier.

nd : valeur non déterminée.

b) Feuilles d’olivier sauvage

La matiére séche des feuilles d’olivier est de 58 ,6%. (Tableau IlIl). Sa composition en

matieres azotées totale est basse, elle est de 7,0 g /LOOM.S .Généralement elles contiennent

des quantités remarquable en arginine, leucine et de la valine, mais des teneurs faibles en

tyrosine et cystéine .la teneur en matieres grasses (MG) oscille autour de 5 a 7% [49].
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Tableau 4.Composition chimique des feuilles d’olivier sauvages "Olea europaea

varsylvestris” [49].

Composition chimique teneures%
Matiére seche 58,81
Matiére grasse 3,21
Protéine 7,00
Histidine 3,80
Arginine 11,10
Arginine 4,17
Valine 9,02
Méthionine 1,82
Isoleucine 1,00
Leucine 5,33
Phénylalanine 4,31
Lysine 4,74
Acide-glutamique 4,49
Serine 6,30
Glycine 4,59
Alanine 1,47

Les poly phénols totaux g 2,53
Flavonoides 58
Oleuropeine 2,27-13,4
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1.5.3.Usage traditionnel des feuilles d’olivier

Les feuilles d’olivier sont diurétiques et préconisées dans 1’hypertension artérielle modérée.
L’extrait de feuilles est utilis¢é comme adjuvant dans les formes 1égeéres de diabéte (au cours
de la grossesse ou en cas d’obésité), elles ont éte utilisées aussi comme remede de la fievre et
de Malaria [49].

1.6.Les composés phénoliques des feuilles d’olivier
1.6.1.Généralité sur les composés phénoliques
1.6.1.1. Définition et localisation des composés phénoliques

Les composés phénoliques, métabolites secondaires, forment le groupe des composés
organiques phytochimiques le plus important dans le royaume des vegétaux avec plus de 8000
structures phénoliques présents dans tous les organes de la plante [50]. L'élément structural de
base est un noyau benzoique augquel sont directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles,

libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther, méthylique, ester, sucre...) [51].

Le phenol CgHsg - OH

| Formule topologigus

Figure 12 :Formules brute et chimique d’une fonction phénol [51].
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1.6.1.2.Activités biologiques des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont connus par leurs réles physiologiques trés important aussi
bien dans le régne végétal qu’animal. En raison de leur structure, les composés phénoliques
sont capables de se fixer sur certaines enzymes et protéines, et de modifier ainsi les équilibres
enzymatiques : ils joueraient un role dans les chaines d’oxydo-réduction et modifieraient

certaines réactions concernant la croissance, la respiration et la morphogenése [52].

Dans le regne végétal, ces substances sont souvent impliquées dans les mécanismes de
défenses élaborés par les végétaux contre la prédation par des insectes, des herbivores et
contre les infections et les agressions microbiennes multiples [52]. Outre, les composés
phénoliques seraient associés a de nombreux processus physiologigues : croissance cellulaire,

differenciation, dormance des bourgeons, floraison, tubérisation [53].

Les composés phénoliques sont aussi responsable des propriétés sensoriels des plantes tel que
la couleur, le godt et parfois 1’odeur. En phytothérapie, I'effet de nombreuses plantes
médicinales est attribué en tout ou partie aux composés phénoliques dans ces plantes. Ces
substances possedent des activitéshiologiques qui les rendent bénéfiques a la santé humaine
(Fig. 13). Beaucoup d’étudesindiquent que les polyphénols pourraient diminuer le risque de
survenue d’uncertain nombre de pathologies, en particulier celles liées au vieillissement et

aux lésions oxydatives (cancers, maladies cardiovasculaires ou neurodégénératives) [54].
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Figure 13 :Effets biologiques des polyphénols [55].
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Les activités biologiques relatives a ce type de composés sont relativement diversifiées.
Chaque classe chimique de polyphénols semble étre utilisée pour ses vertus spécifiques [55].
Les composés phénoliques sont principalement reconnus pour leur activité antimicrobienne et
antioxydante, ce dernier est d'un intérét général avec les récentes découvertes sur la
prévention des cancers [56]. Certains d'entre eux, tel que les coumarines, possédent des
proprietés anti-inflammatoires. D'autres, tel que les lignanes, que les lignanes, possédent des
propriétés cytostatiques [57]. Les flavonoides, une vaste famille de composés phénoliques,
protegent les tissus végétaux contre les rayons UV. La principale activité leur étant attribuée
est une propriété « Vitaminique P » : ils diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et
les rendent plus résistants. Certains possédent également des propriétés anti-inflammatoires,
antiallergiques, hépatoprotecteurs, antispasmodiques, hypocholestérolémiants, diurétiques,
antibactériens, antiviraux et parfois cytostatiques. Ils agissent aussi parfois comme piégeurs

de radicaux libres et comme inhibiteurs enzymatiques. [58]

Les composés des autres familles de ce groupe (anthocyanosides, tannins et polyacétates)
présentent frequemment des propriétés thérapeutiques similaires a celles des flavonoides et

des composés phénoliques en géneral [59].
1.6.2.1. Composition des feuilles d’olivier en composés phénoliques

La teneur en composés phénoliques dans les feuilles d’olivier varie entre 2,8 mg/g de matiére
séche [60] et 44,3 mg/g de matiere seche. Elle peut méme dépasser les 450 mg/g de matiére
séche. La variation de la concentration des composés phénoliques dans les feuilles d’olivier,
citée dans la littérature, dépend de la variété de D’olivier, des conditions climatiques, de
I’époque de prélevement des échantillons des feuilles, de 1’dge des plantations et des
échantillons des feuilles. En plus de ces facteurs de variabilité, il s’ajoute I’effet de la méthode
de préparation des feuilles d’olivier (déshydratation et broyage), du procédé et des techniques
d’analyses qualitative et quantitative des composés phénoliques Les composés phénoliques
dans les feuilles d’olivier sont trés divers et leurs structures sont trés variables. Les feuilles
d’olivier contiennent des monomeres et des polymeéres phénoliques. La composition

phénolique des feuilles d’olivier a fait 'objet de nombreuses études [61].
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1.6.3.1. Préparation pré-extraction des échantillons de plante

La premiere étape de I'étude des plantes médicinales telle que Persea americana est la
préparation d'échantillon, ce qui permet de préserver les biomolécules dans les plantes avant
l'extraction. La préparation des extraits des différentes parties de la plante telle que les feuilles

et les grains, peuvent étre effectuée a partir des matieres végétales fraiches ou séché [71].

Les différents traitements des matieres végétales comme le broyage et le séchage ont une

influence sur le rendement en composeés phytochimiques dans les extraits finaux [71].

Cependant, certains traitements s’averent trés utiles avant I'extraction. En effet, le broyage
par exemple permet d’avoir des particules plus fines et plus homogénes conduisant a un
meilleur contact de surface avec les solvants d'extraction. Cette réduction de la taille des
particules augmente le contact de surface entre les échantillons et les solvants d'extraction.
Pour une extraction efficace durant le processus de I’extraction, le solvant doit entrer en

contact avec les analyses cibles. Une taille de particule inférieure a 0,5 mm est idéale [71].
I.7.Les techniques d’extraction des polyphénols

L’extraction des principes actifs a partir de la matiere végétale, notamment des polyphénols,
qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grice a leur pouvoir antioxydant et
antibactérien, est une étape trées importante aussi bien dans [lisolement que dans
l'identification des composés phénoliques. En conséquence, de nombreux d’auteurs ont étudi¢
linfluence de différentes conditions d’extraction sur les rendements d’extraction des

composes phénoliques.

La solubilité des composes phénoliques dans un solvant dépend de leur nature chimique, qui
varie de simples composés a fortement polymérises. Les matieres végeétales peuvent contenir
des quantités variables d'acides phénoliques, phénylpropanoides, anthocyanines, et tanins
[63].

1.8.Méthodes d’extraction des composés phénoliques
1.8.1.Infusion

C’est la forme de préparation la plus simple, elle se prépare en versant de I'eau bouillante sur
les parties de plantes fraiches ou séchées et les bien tremper dans le but d’extraire leurs

principes médicinal. Elle convient pour ’extraction de parties délicates ou finement hachées
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des plantes: fleurs, feuilles, graines, écorces et racines, ayant des constituants volatiles ou

thermolabiles comme les huiles essentielles [64].
1.8.2.Décoction

Elle convient pour I’extraction de maticres végétales dure ou trés dure : bois, racines, écorce
ou des plantes avec des constituants peu solubles (ex : I'acide silicique). Elle consiste a faire
bouillir les plantes fraiches ou séchées dans de I'eau pendant 10 & 30 min, pour bien extraire

les principes médicinales [65].
1.8.3.Macération

La macération est également appelée extractiona froid. Le processus de macération est utilisé
pour séparer les différents constituants et ingrédients des plantes sous forme d'extrait brut. 11
existe plusieurs modes de macération qui utilisent différents solvants, macération a I'éthanol,

macération au chloroforme et macération a l'eau distillée (maceration simple) [66].

Néanmoins, dans ce processus, la matiere végétale entiere ou réduite en poudre grossiére est
placée dans un récipient bouché avec le solvant et laissé a température ambiante pendant une
période d'au moins 3 jours sous agitation fréquente jusqu'a dissolution de la matiere soluble.
Le mélange est ensuite filtré, le marc (la matiere solide humide) est pressé et les liquides

combinés sont clarifiés par filtration ou décantation apres repos [67].
1.8.4.Distillation

La distillation est un processus ancien puisque les premieres traces connues remonteraient a
5000 ans dans la vallée de I'Indus [73]. Cette technique d’extraction est connue depuis
I’antiquité, a été transmise par les Arabes et a ét¢ perfectionnée par les industriels de Grasse
(Alpes-Maritimes). Cette methode, une des plus anciennes mais aussi une des plus simples,
est depuis peu délaissée au profit de nouveaux procédés de distillation pour des raisons de

qualité et de colt de production [74].
1.8.5.Soxhlet

L’extraction par lappareil Soxhlet (nous allons I’appeler simplement Soxhlet) est une
méthode simple et convenable nous permettant de répéter infiniment le cycle d’extraction
avec du solvant frais jusqua épuisement complet du soluté dans la matiere premiere, d'ou
vient son efficacité élevée. Cependant, le Soxhlet possede quelques désavantages comme, par

exemple, le temps d’extraction relativement long, la possibilité de dégradation des composés
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a cause d’une surchauffe locale, le choix limité du solvant, les difficultés d’utilisation de

mélanges de solvants, etc [72].
1.9.Autres techniques

De nombreuses substances sont extraites de produits naturels d'origine végétale, animale ou
minérale. Il existe de nombreux procédés dont certains sont tres anciens et autres sont
modernes. Ces techniques sont trés utilisées dans différents domaines, en ce qui concerne la
maticre végétale, il existe plusieurs techniques permet 1’extraction des molécules bioactifs a

savoir [68].

> Ultrasons (Sonication) : est un processus qui utilise Iénergie acoustique et des solvants
pour extraire les composés cibles de diverses matrices végétales [69].

> Micro-ondes : sont des radiations électromagnétiques d'une fréquence de 0,3 a 300
GHZ[70].

> Extraction accélérée par solvant (ASE) : est une technique qui utilise une petite

quantité¢ de solvant, ce qui fait d’elle une méthode trés efficace [71].

De plus, plusieurs recherches ont ét¢ menées dans le but d’éviter certains inconvénients des
procédés d’extractions conventionnels et ont conduit aux développements de nouvelles

méthodes d’extraction [68].
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Chapitre II.
Matériels et Méthodes

I1.1. Présentation des produits utilisés
11.1.1. Acide poly lactique (PLA)

L'acide polylactique (anglais : polylactic acid, abrégé en PLA) est
un polymére biodégradable en compostage industriel (a une température supérieure
a 60 °C).
Le PLA est donc 'un de ces polymeres, dans lequel les longues molécules filiformes sont
construites par la réaction d’un groupe acide d’une molécule d’acide lactique sur le
groupe hydroxyle d’une autre pour donner une jonction ester. Dans le corps, la réaction se
fait en sens inverse et I'acide lactique ainsi libéré est incorporé dans le processus
métabolique normal. On obtient un polymeére plus résistant en utilisant 1’acide glycolique,

soit seul, soit combiné¢ a I'acide lactique [75].

Figurel4: PLA sous forme de granules

Les principales propriétés du PLA prises sur la fiche technique sont notées dans le tableau

suivant :



https://fr.wikipedia.org/wiki/Anglais
https://fr.wikipedia.org/wiki/Polym%C3%A8re
https://fr.wikipedia.org/wiki/Biod%C3%A9gradable
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydroxyle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ester
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_glycolique
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Tableau 5 : Les principales propriétés physiques du PLA

Propriétés générales Unité Valeur
Densité / 1.26
MFT (190 °C, 2.16 Kg) 9/10 min 5-9
Dureté (15s) Shore D 80
Propriétés optiques / transparent
Température de fusion °C 170-180
Contrainte de traction au seuil élastique MPa 20
Contrainte de traction a rupture Mpa 62.3

11.1.2.Extrait des feuilles d’olivier

C’est le principe actif ajouté au biopolymére (PLA) pour lui conférer des activités

biologiques.

Comme bon nombre d’autres végétaux, les feuilles d’olivier contiennent des molécules

antioxydantes : flavonoides, phénols... Ces composés actifS aident a lutter contre 'excés

de radicaux libres dans I'organisme. Les antioxydants de la feuille d’olivier permettent de

prévenir et de lutter contre les dommages causés par les radicaux libres dans I'organisme.

Les antioxydants sont présents dans les polyphénols et donc, dans les végétaux. La feuille

d’olivier en est une source extrémement intéressante [76].

11.1.3. Chloroforme

C’est un produit chimique fourni par BIOCHEM Chemopharma.

Il est utilisé comme solvant pour la préparation des solutions du PLA et de propolis dont

les caractéristiques physico-chimiques sont les suivantes :

v" Formule chimique : CHCI3 ;
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Masse moléculaire : M =119.38 g /mol ;
Température de I’ébullition : 62 °C ;
Température de fusion 64 °C ;

Densité : 1,478 g/ cm3 ;

Pureté : 99 %.

AN NN N

11.1.4. Alcool éthanolique

C’est le solvant utilisé pour extraire les composés bioactifs des feuilles d’olivier dont les
propriétés physico-chimiques sont les suivantes :

v" Formule chimique : C2H60 ;

v" Masse moléculaire : M = 46.07g/mol ;

v' Pureté : 96 %

11.2. Matériel biologique

Pour étudier I’activité antimicrobienne des feuilles d’oliviers et des films préparés, quatres
souches bactérienne : Staphylococcus aureus ATCC25923; Bacillus subtilis
ATCC14579 ; Klebsiella Pneumoniae 2042 ; et deux souches fongique : Penicillium Sp;

Aspergillus niger sont utilisées.
11.2.1. Souches bactériennes

-Staphylococcus aureuse

Les staphylocoques sont des bactéries de forme sphériques (coques) aéro-anaérobies
facultatifs a Gram positif, résistantes dans le milieu extérieur et peu exigeantes en culture
[77].

Staphylococcus aureus communément appelé staphylocoque doré est I'espece la plus
pathogene du genre staphylococcus. Elle est responsable d’intoxications alimentaires,
d’infections localisés et dans certains cas extrémes, d’infections potentiellement mortelles.
L’homme est le principal réservoir, mais ces bactéries sont également retrouvees dans

I’environnement (eau, air, surfaces et aliments) et chez ’animal notamment I’¢levage

[78].
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- Bacillus subtilis
Est une bactérie a Gram positif vivant dans le sol et qui fait partie du groupe des
Firmicutes comprenant : les Bacilli (Bacillus, Listeria, Enterococcus, Streptococcus,

Staphylococcus) ; les Clostridia ; les Mollicutes [79].
- Klebsiella Pneumoniae

Le genre Klebsiella de la famille des entérobactéries comporte cing espéces dont I'espece
type est Klebsiella Pneumoniae. Les Klebsiella sont des Enterobacteriaceae, bacilles gram
négatif, immobiles et capsulées. Ce sont des bactéries ubiquitaires présentes dans le tube
digestif et dans I'appareil respiratoire des animaux et de '’homme en tant que bactéries

commensales. Elles sont abondantes dans le sol et les eaux [80].
11.2.2. Souches fongiques

- Aspergillus niger

Aspergillus niger, est un champignon filamenteux qui se développe sur la matiere
organique.

Dans la nature, on le trouve dans le sol et la litiere, dans le compost et sur le matériel
végétal en décomposition. Aspergillus niger est capable de se développer sur une large
gamme de températures allant de 6 a 47 ° C, avec une température optimale relativement
élevée entre 35 et 37 ° C. Cette espéce se développe dans les céréales et les denrées
alimentaires et elle est présente dans l'environnement humain, notamment dans Ia
poussicre et 'air [81].

- Penicillium Sp

Les Penicillium sont des champignons filamenteux, polyphages, ils peuvent Eétre
responsables de nombreuses dégradations. lls ont pour habitat naturel le sol, les matieres
organiques en décomposition, le compost, les denrees alimentaires et les céréales. Les
especes du genre Penicillium se développent normalement dans des milieux ou I’activité

de I'eau est plus élevée que celle permettant la croissance des Aspergillus [82].
11.3. Méthodes expérimentales
I1.3.1. Nettoyage et broyage des feuilles d’olivier

A Taide d’un hachoir électrique les feuilles d’olivier brutes préalablement lavées et séchées

dans une étuve a 45°C sont transformées en poudre fine.
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11.3.2. Extraction des feuilles d’olivier

20 g d’échantillon de poudre des feuilles d’olivier sont broyés et dissous dans 200 ml
d’éthanol a 96% sous agitation continue pendant 24h. La suspension est filtrée avec un papier
Wattman N°1 et centrifugé a 6000t/min pendant 2min. Le surnageant obtenu est évaporé dans
un rota vapeur a 45°C (fig. 15). Enfin, I'extrait est versé dans une boite stérile et conservé a
I’abri de la lumiére et chaleur.

Figurel5 : Evaporateur rotatif (rota vapeur).

11.3.3. Techniques de caractérisation

e Spectroscopie infrarouge a transformation de Fourier (IRTF) et I'Ultra-violet UV ;
e Evaluation de l'activit¢ antioxydante ;
o Test d’activité antibactérienne ;

e Test d’activit¢ antifongique.
11.3.3.1. Spectroscopie infrarouge a transformation de Fourier (IRTF)

La spectroscopie infrarouge est une technique d’analyse utilisée pour I’identification des
groupements fonctionnels qui apparaissent sous forme de bande d’absorption. Le spectre
infrarouge IR est étudié dans une gamme de fréquence allant de 4000 a 400 cm-1 les bandes

les plus caractéristiques se distinguent dans trois régions différentes :
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% 4000 cm-1 a 1500 cm-1: contient les bandes d’allongement correspondant au
principal groupement OH, CO, NH2 etc.

% 1500 cm-1 & 600 cm-1 c’est une région complexe appelé empreinte digital du
composé dans laquelle se situe de nombreuse vibrations de déformation ainsi que des
bandes d’allongement des liaisons CO tel que les esters, les éthers et alcools.

% 1000 cm-1 a 600 cm-1: c’est une zone trés utilisée pour la détermination des

structures éthylique et aromatique.

Dans cette présente étude les spectres IR de la poudre des feuilles d’olivier, d’extrait
éthanolique des feuilles d’olivier et les films PLA /EFO ont été enregistré sur un
spectrophotométre de type SHIMADZU FTIR -8400 S, piloté par un ordinateur muni d’un
logiciel de traitement avec une résolution de 4cm dans la region 400 cm-1 a 4000cm-1.
L’analyse de la poudre des feuilles d’olivier est réalisée sur des mélanges de cette derniére et
de KBr sous forme de pastilles de proportion 0,02 et 0,08 mg respectivement, préparées sous
une pression de I'ordre de 90 KN [82].

~

Figure16 : Appareil Infrarouge.
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11.3.3.3. Evaluation de D’activit¢ antioxydant de ’extrait des feuilles d’olivier
11.3.3.3.1. Dosage des composés phénoliques

a) Dosage des polyphénols par I’UV Visible

e Principe

Les polyphénols sont doses par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-Ciocalteu.

Cette méthode est basée sur les réactions d’oxydoréduction, le réactif de Folin Ciocalteu,
acide de couleur jaune, est utilisé comme oxydant, il est constitué d"un mélange d"acides
phosphotungsténique et phosphomolybdique. L’oxydation des phénols réduit ce réactif en un
mélange d’oxydes bleus de tungstene et de molybdéne qui absorbent a 760nm. Une mesure
colorimétrique effectuée a cette longueur d'onde permet ainsi d'apprécier le taux de
polyphénols totaux (PT) présents dans 1’échantillon. L’intensit¢ de la couleur est

proportionnelle a la teneur en composé phénoliques oxydés [83].
e Mode opératoire

Un volume de 200 pl de I'extrait brut éthanolique est introduit dans des tubes a essai, le
mélange (1ml du réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois et 0,8 ml de carbonate de sodium a
7.5%) est additionné. Les tubes sont agités et conservés durant 30 minutes a la température
ambiante. L’absorbance est mesurée a 765 nm contre un blanc a I'aide d’un

spectrophotométre Jenway 6504 UV/VIS.

b) Dosage des flavonoides

« Principe

Le principe repose sur la formation d"un complexe jaunatre, lors de I'ajout du chlorure
d’aluminium. Cette coloration est due a la formation dun complexe entre le chlorure
d’Aluminium et les flavonoides, qui est le résultat de la fixation des ions (Al3 +) sur les
atomes d’oxygeéne présents sur les atomes de carbone 4 et 5 des flavonoides agissant
comme donneurs d’¢lectrons (fig. 1V.3) [84].

La formule du complexe entre le chlorure d’ Aluminium et un composé phénolique O-

hydroxy carbonylé se présentant comme suit :
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Figure 17 : Réaction de chlorure d’aluminium et des flavonoides [84].

e Mode opératoire

500 pl de 'extrait brut méthanolique des feuilles convenablement dilué sont mélangés avec
1500 pl d’eau distillée, suivis de 150 pl de nitrite de sodium (NaNO?2) a 5%. Apres 5 min, 150
ul de trichlorure d’aluminium (AICL3) & 10% (m/v) est rajouté au mélange. Apres 6 min
d’incubation a la température ambiante, 500 ul d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% est
additionné. Immédiatement, le mélange est completement agité afin d’homogénéiser le
contenu. L’absorbance de la solution de couleur rosatre est déterminée a 510 nm contre un
blanc. Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions

opératoires en utilisant de la catéchine comme contréle positif. La teneur en flavonoides
totaux des extraits est exprimée en microgramme (pg) équivalent de la catéchine par

milligramme de la matiere végétale séche (ug EC/mg) [85].
C) dosage des Tanins Condenseés
e Principe

Les quantités des tanins condensés sont estimées en utilisant la méthode a vanilline en milieu
acide. Avec la vanilline chlorhydrique, les tanins condensés donnent une coloration rouge qui

présente un maximum d’absorption aux environ de 550nm [85].
e Mode opératoire

Un volume de 50 pl de I'extrait brut est ajouté a 1500 pl de la solution vanilline/méthanol
(4%, m/v) puis mélangé¢ a l'aide d’un vortex. Ensuite, 750 pl de I'acide chlorhydrique

concentré (HCI) est additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a la température ambiante
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pendant 20 min. L’absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc a l'aide d’un
spectrophotométre Jenway 6504 UV/VIS. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle
dans les mémes conditions opératoires en utilisant de la catéchine comme contrble positif. Les
résultats sont exprimés en microgramme (ug) équivalent de la catéchine par milligramme de
la matiere vegétale seche (ig EC/mg) [85].

Figure 18 : Appareil d’UV.

11.3.3.3.2. Mesure de P’activité anti-oxydante

L’activité¢ anti-oxydante de I'extrait des feuilles d’olivier est évaluée en utilisant le test de

piégeage du radical diphényle picrylhydrazyle (DPPH-) [86].
Test de piégeage du radical DPPH.
e Principe

La réduction du radical libre DPPH" (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyle) par un antioxydant
peut étre suivit par spectromeétre UV-visible, en mesurant la diminution de 'absorbance a 517
nm ; provoqué par les antioxydants. En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH. De

couleur violette se réduit en 2,2-Diphényle picrylhydrazune de couleur jaune (figurel9) [86].
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Figure 19 : Réduction du radical DPPH par un antioxydant [87].

e Mode opératoire

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol (6x10-5 M). 25 ul des solutions d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont
ajoutés a 975 ul de solution méthanolique de DPPH, le mélange est laissé a I’obscurité
pendant 30 min et la décoloration par rapport au contrle contenant la solution de DPPH et
d’éthanol est mesurée a 517 nm. L’activité¢ antiradicalaire est estimée selon I'équation ci-

dessous :

Le contrdle : est préparé de la méme fagon saufque I’extrait est remplacé par le solvant : 975
ul de solution méthanolique de DPPH + 25 pl d’éthanol, le mélange est laissé a I'obscurité
pendant 30 min. Le blanc : pour réglage d’appareil est constitu¢ par 1 ml d’éthanol [88].

e Expression des resultats

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que I’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des

radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :
I (%) = ((AbsTémoin—Abst )/AbsTémoin) x 100 Ou :
- 1 % : Inhibition des radicaux libres en pourcentage ;
- Abs Témoin : Absorbance du témoin (absorbance du radical DPPH + méthanol) ;

- Abs teste : Absorbance de I’échantillon.

E
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11.3.3.4. Test d’activité antimicrobienne

Apres la stérilisation des films en utilisant une lampe UV, P’évaluation de l'activité
antimicrobienne de I'extrait éthanolique des feuilles d’olivier (EFO) est réalisée par la
méthode de diffusion sur milieu solide. Cette méthode consiste a déposer a la surface d’un
milieu glos¢ ensemencé par les microorganismes a tester, des disques chargés de I'extrait,

puis les boites sont portées a I'incubation [89].

Les souches microbiennes utilisées dans ce test sont présentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 6 : Les souches microbiennes testées

Microorganismes Souches testées

Bactéries -Staphylococcus aureus
-Bacillus subtilis.

-Klebsiella pneumoniae.

Champignons -Penicillium Sp.

-Aspergillus niger.

11.3.3.4.1. Activité antibactérienne

a) Préparation des suspensions bactériennes
A partir d'une culture bactérienne jeune de 24 heures, 3 & 5 colonies bien isolées ont été
prélevées dans10ml de bouillon nutritif pour préparer une suspension bactérienne de 108
UFC / ml suivis d’une agitation a laide d'un vortex [90].

b) Ensemencement
L’ensemencement est effectué par écouvillonnage. Le milieu de Mueller-Hinton auquel
est additionnée 5 % de tween 80 est coulé dans des boites de pétri. Les boites sont
refroidies et séchées a température ambiante puis sont ensemencées par des suspensions
bactériennes a l'aide d’écouvillons stériles. L’écouvillon est imbibé de la suspension
bactérienne puis essoré contre la paroi interne du tube a essai.
L’ensemencement se fait par des strics serrées, de haut en bas et I’opération est répéetée
trois fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois pour obtenir une distribution égale de

I’inoculum. L’écouvillon est par la suite passé sur toute la périphéric de la gélose. Les

3
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disques préparés de papier wattman N°3 de 6 mm de diameétre stérilisés a 180°C pendant

30 minutes ont été déposés sur le milieu ensemencé a I'aide d’une pince stérile (3 disques

dans chaque boite). 10 pl d’extrait éthanolique des feuilles d’olivier (0.85g/ml dans le

DMSO) ont été injectés sur les disques déposés et les disques témoins ont regu 100ul de

DMSO (fig.19). Les boites sont ensuite mises dans le réfrigérateur a 4°C /2h puis

incubées a 37°C pendant 24 heures. La lecture des résultats se fait par la mesure des

diametres des zones d’mhibitions autour des disques [91].

10ul EXT
Ensemencement
Disque — -
=\ Dy &
£C 37°C
i e = n & -
Culture jeune Milieu de culture =
AMH Apparition d une zone
d’inhibition autour des
disques

Figure 20 : Mise en évidence de I'effet antibactérienne de I'extrait des feuilles d’oliviers.

11.3.3.5. Activité antifongique

a)

b)

Préparation des cultures fongique

Les cultures fongiques sont préparées par ensemencement d”une suspension sporale
sur milieu PDA, puis incubée a 25 °C pendant 3 a 7 jours.

Ensemencement

Le protocole d’ensemencement est similaire a celui cit¢ dans la section
(IV.111.3.4.1.b), le milieu de culture utilisé est le milieu PDA additionné de 5 % de
tween 80. Dans ce tests, I"inoculum est préleve par un écouvillon a partir d”une boites
contenant I"espece fongique a tester, puis le frotter a trois reprises sur toute la surface
gelosée de facon a former des stries serrées, en tournant la boite a environ 60 ° apres
chaque application pour obtenir une distribution égale de I’inoculum. Une fois les
boites sont ensemencées et les extraits sont déposés, les boites sont incubées a 25 °C
pendant 48 h jusqu’a 72 h (fig.20). Aprés incubation, les diametres des zones

d’inhibition sont mesurés [91].

E
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Figure 21 : Miseen évidence de I'effet antifongique de I'extrait des feuilles d’oliviers.
11.3.4. Préparation des essais (films de PLA / feuilles d’olivier)

Les films de PLA ont été produits par la méthode casting.

1 g de granulés de PLA a été ajouté a 50 ml de chloroforme. Sous agitation constante pendant
environ 8 h jusqu'a la dissolution compléte des granulés de PLA. Les différentes masses d’EFO
(0,039, 0,069 et 0,09¢) sont ajoutés puis on agite pendant 1h. Les solutions résultantes ont été
versées dans des boites de Pétri en verre (diamétre: 100 mm, profondeur: 15 mm) [92].

11.3.4.1. Test d’absorption d’eau

Le test d’absorption d’eau consiste a évaluer la quantité d’eau que I’échantillon peut
absorber en fonction du temps d’immersion.

eDécoupés les films destinés a la mesure de I'absorption d’eau sous forme de carrées
de 15 cm de cOté ;

eLaisser sécher dans une étuve pendant 24h a 50 °C ;

eApres séchage a I’étuve transporter les échantillons dans un dessiccateur (afin
d’éviter I’absorption d’humidité trouvée dans I’aire), puis les peser avec une précision
de 'ordre de 0.1 mg ;

e Immerger dans I'eau distillée (ou de pureté équivalente) et laisser :

- Soit & 23°C pendant 24h (méthodel) ;

- Soit bouillante pendant 30min (méthode2) ;

eles films sont régulierement prélevés de I’eau, ensuite essuyer avec du papier

absorbant I'excés d’eau puis pesée a nouveau ;

E
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La masse mesurée est mh chaque valeur de mh est une valeur moyenne de 3 mesures.
Le pourcentage d’eau absorbée est déterminé par la formule suivante :

%Abs =mh—ms mh * 100

Avec :

mh : masse humide

ms : masse seche

Figure 22 : Test d’absorption d’eau.

11.3.4.2. Test de traction

e Principe

L’essai consiste a soumettre une éprouvette a un effort de traction sur un axe en vue de
déterminer une ou plusieurs caractéristiques mécanique.
Domaine d’application

Le présent document défini le mode opératoire a suivre pour déterminer les propriétés en
traction d’un échantillon de produit fini ou semi fini d’un film plastique ou composite a base

de plastique dont I’épaisseur est < 1mm.
Les propriétés que cette méthode nous permet de définir sont :

e Le module de traction
e Le module sécant a 1% d’allongement

e Lalimite d’élasticité (résistance élastique)

3
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e [L’allongement ala limite d’¢lasticité

e Contrainte nominale (résistance a la traction)
e Allongement & la contrainte nominale

e Résistance a la rupture

e Allongement a la rupture

L’essai effectu¢ a la vitesse constante nous permet de tracer la courbe contrainte/allongement

grace aux valeurs recueillis de I'extensométre et de la cellule de charge.

Moyens

e Machine de traction universelle Zwickroell avec testcontrol
e Cellule de charge 500N

e Extensomeétre classe |

e Logiciel test expert I

o Cutter

e Regle métallique gradué

e Gabarit de coupe 20 mm
Remarque

Les éprouvettes doivent étre prélevées d’un échantillon exempt de pile, froissement ou

contaminé, distribué sur toute la largeur du film uniformément.

Pour le bon déroulement du test nous avons besoin d’au moins 5 éprouvette dans chaque
direction (transversale/longitudinal) et doivent étre identifié en conséquence lors du

prélevement.
Mode opératoire

e Mettre sous tension la machine et lancer le logiciel test expert

e Verifier le bon fonctionnement de tous les organes de sécurité (voir manuel
d’utilisation Zwick Roell)

e Valider les parametres d’essai a 'onglet Assistant

o Essai préliminaire :

Position initiale:75 mm

E
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Pré charge : désactivé
o Parametre :

Type de courbe : automatique

Module de traction: v=100mm/min; Meéthode : Régression; Début :€=0.005% ;fin :€

=0.25%
Contrainte élastique : v=100mm/min ; chute de force : 1% ; sensibilit¢ : 0.5% ; fin : € =25%

Seuil de rupture : a 10% de chute de force max
Aspect Média : Désactivé (non équipé)
Parametre PV

e Rappeler l'outillage a la position initial et placer I'éprouvette entre les pinces de
préhension de manicre a ce qu’elle soit droite et non tendu (la valeur de force lu a cette
¢tape de I'essai doit étre <0.5N)

e Fermer Barriere de protection et démarrer I'essai

e A Tarrét lors de la rupture attendre que I'outillage soit en position initial pour avoir la
barriere de protection et retiré I'éprouvette rompu

e Recommencer pour chaque éprouvette

Remarque : Les éprouvettes de direction différente doivent étre enregistrées dans des sous-
séries différentes

Testaberrant

Si le test est interrompu, 1’éprouvette glisse entre les pinces ou la courbe présente un départ
parabolique I'éprouvette doit étre remplacé et ne doit pas étre prise en compte dans les

résultats de I’essai.

En outre un test Grubbs avec une signifiance a=5% et appliqué pour toutes les valeurs des

résultats d’une méme sous série (résultats mscrit dans les statistiques).
Détermination du module sécrant a €=1%

Pour chaque essai.

E1%=0x/0.01

E
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Détermination du module de traction

Et= 00.25%-00.05%/0.002

Estimateur du module de Young

Remarque : A n’utilise que pour un test comparatif E=0 /€

11.3.4.3. Test d’activité antibactérienne
e Méthode d’ensemencement en surface

Quatre souches bactériennes dont trois a gram + (Staphylococcus aureus, et Bacillus
subtilis) et une souche a gram négatifs (Klebsiella pneumoniae.) sont utilisés pour évaluer
lactivité antibactérienne des films. Le test de diffusion sur agar, selon la méthode de Kirby
Bauer, permet d’évaluer I’activit¢ antimicrobienne des films par la formation d’une zone
d’inhibition de la croissance des microorganismes. Les films sont testés sous forme de
pastilles de 6mm de diamétre découpées a ’emporte-piéce. Trois pastilles sont testées pour
chaque échantillon .Elle sont préalablement stérilisées par immersion dans 1’éthanol pendant 5

min, puis séchées a température ambiante [91].
11.3.4.4. Activité antifongique :
On suit le méme protocole appliqué pour extrait (11.3.3.5. Activité antifongique).

Par contre on remplace les disques d’extrait par des disques de films de 6 mm de diamétre.

Figure 23:Miseen évidence de I'effet antifongique des films.

E
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Chapitre I11. Résultats et Discussion

111 .1. Résultats de la teneur en composés phénoliques EFO
I11.1.1. La teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux d’EFO a été effectuée par la méthode spectrophotométrique
au reactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent d’acide
gallique par mg d’extrait (um EAG/mg d’extrait), en utilisant I’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (y = 0,0099x - 0,024 R? = 0,993)
(Annexe 1). Les constituants phénoliques totaux de I'extrait ont été trouvés avec une valeur de
603 pg EAG/mg d’extrait, cette derniere est élevée par rapport a celle de la théorie (450 pg
EAG/mg) et cela due a plusieurs facteurs (la région, la méthode, le moment de la récolte
etc...) (figure 24).

111.1.2. La teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides totaux a été effectuée par la méthode colorimétrique au chlorure
d’aluminium (Alcl3). Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent de quércitine par
mg d’extrait (g EQ/mg d’extrait) en utilisant I’equation de regressionliniaire de la courbe
d’etalonnage de la quercitine (y = 0,0344x + 0,0181 R2=0,9992) (Annexe Il). La teneur a été
estimée a 135 um EAG /mg d’extrait (figure 24).

111.1.3. La teneur en tanins condensés

La méthode pour déterminer la teneur en tanins condenses consiste a dépolymeériser les tanins

en milieu acide, et apres reaction avec la vanille, a les transformer en anthocyanidols.

Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent de catéchine/mg d’extrait (pug EC/mg
d’extrait), en utilisant 1’équation de la régressionlinéaire de la courbe d’étalonnage de
catéchine (y = 0,000618x + 0,000199 R2 = 0,9899).la teneur a été estimée a 322 ug EC/mg
d’extrait (figure 24) [94].

E
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quantité en pg/mg d'extrait
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Figure 24 : Histogramme de teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins de I'extrait

éthanolique des feuilles d’olivier.

Les résultats de cette étude ont démontré que l'extrait éthanolique des feuilles d’olivier trés
riche en polyphénols, en flavonoides et tanins.

Les investigations faites sur la détermination de la teneur en polyphénols totaux, en
flavonoides et de tanins de ’extrait des feuilles d’olivier sont nombreuses, et les résultats sont
différents d’une étude a I’autre. L’extrait éthanolique des feuilles d’olivier présente une teneur
en polyphénols totaux de 603 um EAG/mg, une teneur en flavonoides de 135 um EQ /mg
d’extrait, et une teneur en tanins de 322 um EQ/mg d’extrait [95].

On peut conclure que 1’extrait des feuilles d’olivier constitue une source prometteuse en
composés phénoliques. La quantité de ces derniers dépend d'un nombre de facteurs tels que :
I’origine géographique et botanique, le moment et la méthode de la récolte, le solvant et la

méthode utilisés pour I’extraction [96].
111.1.4. Activité antioxydante
111.1.4.1. Effet de piégeage du radical DPPH

L’activit¢ antioxydante est réalisee par la méthode du radicale (2,2-diphényle-1-
picrylhydrazyle) DPPH qui est une méthode piégeage du radical libre stable DPPH par une
molécule antiradicalaire, le choix de ce test est basé sur la réduction d’une solution alcoolique
de DPPH en présence d’un antioxydant afin de mesurer leur capacité a réduire ce radical. Le
résultat du test au DPPH de l’extrait des feuilles d’oliviers est présenté dans le graphe

suivant :

E
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Figure 25 : Histogramme de DPPH de I'extrait éthanolique de I’extrait des feuilles d’olivier.

Les résultats du test DPPH de I’extrait des feuilles d’oliviers se caractérise par une importante
activité de piégeage du radicale DPPH (87.67 %). L’augmentation de I’activité anti oxydante

dans notre extrait s’explique par la richesse de ce dernier en poly phénols.

Le taux de lactivit¢ antioxydente de I’extrait des feuilles d’olivier dépend de plusieurs
facteurs tels que : I'origine géographique et botanique, le moment de la récolte, et le solvant

ainsi que la méthode utilisé pour l'extraction [97].
II1.1.5. Résultats d’analyse spectrométrique a transformation de Fourier IR
La figure (26) représente les spectres IR-FT de la poudre et I'extrait des feuilles d’olivier.

D’apres notre spectre IR-FT on remarque que la poudre et extrait des feuilles d’olivier ont
une presque la méme structure. Cependant, on remarque que I'intensité des différentes bande
d’absorption d’extrait a légerement augmenté a celle de la poudre des feuilles d’olivier. Cette

difference est due au solvant d’extraction utilisé.
Pour les deux spectres, on remarque:

- Une large bande d’absorption située entre 3450 cnv! qui est attribuée aux vibrations

d’¢longation des groupements -OH d’alcool (phénol).
- Deux pics centrés a 2970 et a 2920 cmr! attribués aux vibrations des groupements C-H.

- Une bande située aux alentours de 1700 cm! qui attribuée aux vibrations des groupements

C=0 des acides carboxyliques et des acétones aromatiques.
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- Un pic a 1650 cmr! aux vibrations d’élongations des laissons C=C des alcenes.

- Un pic situé a 1434 cm! correspondant aux vibrations de déformations des groupements C-
H.

- Une large bande a 1050 et a 1450 cn? attribuée aux vibrations d’élongations des liaisons C-

O des acides et des esters présents dans les feuilles d’olivier (éther).

- Un pic situé a 879 cm-1 attribuée aux vibrations d’élongations des liaisons C-C des alcanes
[98].

D’apres ces résultats obtenus on conclut que notre extrait est riche en polyphénols.

0.9 7 ——— FOP
1 FOE

0,8 —

0,7 —
0,6 —
0,5 +

0.4

Absorbance (nm)

0,3 —

0,2 -

0,1

0,0 -—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longueur d'onde (cm™)

Figure 26 : Spectre infrarouge d’extrait et la poudre des feuilles d’olivier.
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II1.1.6. Résultats d’évaluation de ’activité antibactérienne

Nous avons étudié le pouvoir antimicrobien des extraits isolés des feuilles d’olivier (Olea
europaea var. Europeae) par la méthode d’ensemencement sur un milieu gelosé solide
(Mueller-Hinton).

L’activité antibactérienne des extraits a ét¢ estimée en termes de diametre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de quatre (04) souches

réferenciées dont Trois (03) bactéries Gram + et une (01) bactérie Gram -.

Apres incubation a 37°C pendant 24h. Les résultats de l'activité antibactérienne de I'extrait

éthanolique des feuilles d’olivier sont représentés dans les figures et le tableau suivants :

Tableau 7: Activité anti bactérienne par I'EFO.

Diametre en (mm)

Essaie 1 Essaie 2 DMSO MH
KB 11 11 - -
SA 13,33 14,33 . 5
SC 14,66 14,33 - -
SB 10,33 10 - -

(-)Absence d’activité antibactérienne
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Diamétres d’inhibition de la croissance bactérienne par
I'EFO
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Figure 27:Histogramme des diamétres d’inhibition de la croissance bactérienne par I'EFO.

o

o N OB~ OO

Les tests d’activit¢ antimicrobienne ont permis de mettre en évidence la présence d’une
importante activité sur les differentes souches testées. Les zones d’inhibition et leurs

diametres sont présentés dans les figures ci-dessous.

Figure 28 : Image de l'inhibition de la croissance bactérienne par 'EFO pour la bactérie

Bacillus subtilis.
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Figure 29 :Image de I'inhibition de la croissance bactérienne par TEFO pour la bactérie

Klebsiella pneumoniae.

Figure 30:Image de l'inhibition de la croissance bactérienne par 'EFO pour la bactérie

Staphylococcus clinique.

Figure 31 :Image de l'inhibition de la croissance bactérienne par ’'EFO par la bactérie

Staphylococcus aureus.
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Les résultats des essais antimicrobiens vis-a-vis les especes, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis; Klebsiella pneumoniae. Révelentune variation des valeurs d'inhibition par les extraits
testés. Montrent que I’extrait éthanolique des feuilles d’olivier présente une activité
antimicrobienne sur la souche a Gram négatif a savoir : Klebsiella pneumoniae et les souches

a Gram positif a savoir : Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis [99].

Les résultats des diametres des zones d’inhibition analysés montrent que I'extrait des
feuilles d’olivier est significativement plus actif avec (Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis) (souche a Gram+), avec des zones qui varient de 13.33 mm a 14.33 mm, 14.66 mm a
14.33 mm et 10 mm a 10.33 mm respectivement. Alors que sur la souche Klebsiella

pneumoniae (souche a Gram-) I'effet est moins important avec une moyenne de 11 mm.

Ces résultats se concordent avec ceux obtenus par plusieurs auteurs qui ont montré que les
bactéries a Gram positif sont plus sensibles que les bactéries a Gram négatif aux extraits des
feuilles d’olivier. Nos résultats, sont également en accord avec ceux de Seguin (2011) qui ont
montré que les feuilles d’olivier possedent un effet inhibiteur important sur Staphylococcus
aureus (souche a Gram+), alors que sur la souche Klebsiella pneumoniae (souche a Gram-)

I'effet est moins important.

Les feuilles d’olivier possédent une activité antibactérienne en particulier contre les
bactéries a Gram positif, cette activité est due aux flavonoides et acides aromatiques [100].
La faible sensibilité des bactéries Gram négatif a 1’égard de l'extrait éthanolique de I’EFO
serait due a leur membrane externe qui empéche le passage des feuilles d’olivier [101] .Ces
différences dans l'activité antimicrobienne de I’extrait des feuilles d’olivier peuvent étre liées
a son origine botanique, au solvant d'extraction, la concentration de I’extrait dans le DMSO

Ou aux microorganismes testés [102].

II1.1.7. Résultats d’é valuation de ’activité antifongique de ’extrait éthanolique des

feuilles d’olivier

Afin d’étudier et d’évaluer I'activité antifongique de I'extrait éthanolique de I’extrait des
feuilles d’olivier,deux souches fongiques dont. Aspergillus niger et penicillium sp sont
utilisés.

Les résultats du test d’activit¢ antifongique illustrés dans les figures ci-dessus ont révélé que

Pextrait éthanolique des feuilles d’olivier n’a donné aucune activité antifongique contre:
Penicillium Sp et Aspergillus Niger.
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Figure 32 : Images du test d’inhibition de la croissance antifongique par I’extrait des feuilles
d’olivier.

L’absence de l'activité antifongique est due a plusieurs facteurs tels que la méthodologie,
les micro-organismes testés et les extraits utilisées (Pattnaik et al., 1996).Les différences
d’activité¢ antifongique d’extrait des feuilles d’olivier peuvent étre attribuées aux différences
de composition chimique eta la concentration de I'extrait utilisé [103] d’une part, et d’autre
part a la région botanique et aux conditions climatiques de la région des feuilles d’olivier

utilisée, mais aussi a le moment de la récolte[104].
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I11.2. Films PLA /EFO
111.2.1. Analyse spectrométrique a transformation de Fourier IR

La figure (111.33) représente les spectres IR-FT des films a base de PLA et d’extrait des
feuilles d’olivier. Les spectres des films a base de PLA ont révélé la présence de plusieurs

pics ainsi que des bandes d’absorption, on cite notamment

» Deux pics centrés situés a 3000 cm-1 et 2965 cm-1 attribués aux vibrations

d’¢longations des groupements —CH ;

» Deux pics situés a 1750 cm-1 et 1760 cm-1 attribués aux vibrations d’élongations des

groupements carbonyles -C=0 ;

> Un pic centré est situé a 1450 cm-1 correspondant aux vibrations d’élongations des

liaisons —C-H;

» Une bande d’absorption centrée a 1300 cm-1 attribués aux vibrations d’élongation des

liaisons-C-0O ;

» Un pic situé a 1050 cm-1 attribué aux vibrations d’élongations des liaisons -C-O ;

» Un pic centré situé 867 cm-1 est attribué aux vibrations des liaisons -C-C;

» Deux bandes d’absorptions centrées a 3650 cm-1 et 3500 cm-1 qui sont attribués aux

vibrations d’élongations des groupements alcools et phénols de I'extrait éthanolique

des feuilles d’olivier.

» Une bande d’absorption centrée a 3280 cm-1 attribué aux vibrations d’élongations des

liaisons O-Halcool du glycérol ainsi de I'extrait éthanolique des feuilles d’olivier.

» Une large bande d’absorption située aux alentours 1660 -1580 cm-1 attribuée aux
vibrations d’élongations des groupements C=C aromatiques de I'extrait éthano lique

des feuilles d’olivier.
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» Un pic centré a 1370 cm-1 attribué aux vibrations d’élongations des groupements nitro
C-NO2 aromatiques a I'extrait éthanolique des feuilles d’olivier [105].
On remarque que les bandes et les pics sont presque les mémes pour tt les films. La

différence dans I'absorbance est due aux quantités d’extrait ajouté aux films.

absorbance

T I T I T T T I T I T I T I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 100D 500

Mombre d'onde (cm-1)

Figure 33: Spectre infrarouge films PLA/EFO.

I11.2 .2. Taux d’absorption d’eau

D’apres les résultats obtenus sur le test d’absorption d’eau on constate que masse des films
n’augmente pas durant les 24h de I'analyse, pour tous les échantillons (PLA vierge et les
composites PLA chargés de I'extrait des feuilles d’oliviers a différentes concentrations
3%,6%,9%).

La figure suivante montre la variation du taux d’absorption d’eau en fonction du temps du

PLA vierge, PLA/EFO pour differentes concentration.
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Teaux d'absorption
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Figure 34 : variation du taux d’absorption d’eau en fonction du temps du PLA vierge,
PLA/EET pour différentes concentration.

A partir de ces figures, on constate que le taux d’absorption d’eau augmente rapidement
pendant le premier jour, pour tous les échantillons (PLA et les composites PLA chargé des
feuilles d’olivier a différentes concentrations) puis elle varie lentement pendant les 4 jours
suivants pour se stabiliser au bout de 6eme jour. Par comparaison des taux d’absorptions
d’eau, on peut constater que la matrice PLA seule enregistre un taux d’absorption ne
dépassant pas 1.2% et cela est attribué au caractére hydrophobe de polymére. Par
mncorporation d’extrait des feuilles d’olivier dans la matrice du PLA le taux d’absorption
d’eau deviennent de plus en plus important au fur et a mesure que 'on augmente la
concentration de I'extrait des feuilles d’olivier et la valeur maximale obtenue est voisine de
3.5% pour I'échantillon le plus concentré (9% d’extrait de FO). Ce changement de caractere
vis-a-vis de I’eau est probablement dii a la nature chimique des différents constituants d’EFO
contenant des groupements hydroxyles, ces derniers forment avec les molécules d’eau des
liaisons hydrogénes, donc plus le taux de I'extrait est élevé, plus la concentration en OH-

s’accroit et par conséquent le taux d’absorption devient plus important [106].

Wong et al., (1992), ont rapporté que I'utilisation des composés hydrophiles entraine une
variation de la micro structure du film, incluant ainsi une diminution de la densité et une
formation de pores et des bulles d’airs, qui peuvent &tre I'origine de la diminution des

propriétés de barriére des films [106].
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1I1.2.3 Résultats du test d’attraction

Dans ce tableau sont résumés les résultats du test de traction pour le PLA vierge ainsi que

pour les différents pourcentages d’extrait de feuille d’olivier a savoir 3 % 6 % et 9 %dans le
PLA.

Tableau 9 : comparaison des propriétés mécanique

% D’EXTRAIT DE MODLE DE CONTRAINTE A ALLONGEMENT

FEULLE D’LIVIER YOUNG LA RUPTURE (MPa) | A LA RUPTRE (%)
(MPa)

PLA a (0%) 263 15 54

PLA a (3%) 239 37.1 4.5

PLA a (6%) 230 22.1 3.6

PLA a (9%) 212 10.3 3.2

On remarque du tableau comparatif que quand I’extrait de feuille d’olivier augmente
I’élongation a la rupture diminue cette derniere joue le role d’une charge renforcante pour une
meilleure rigidité.

Pour I'extrait a 3% et a 6%0n remarque clairement la hausse de la contrainte a la
rupture qui est du a I'augmentation de la rigidit¢ méme si on a une légere diminution de
module du probablement a la réticulation des chaines moléculaires.

Cependant pour le PLA a 9% d’extrait les trois caractéristiques montre une baisse de
propriétés mécanique assez importante cela explique que a 9% d’extrait du renfort le PLA
perds de ses propriétés contrairement aux autres pourcentages Cités.

Nous avons conclu que le PLA posséde des propriétés mécaniques correctes, mais que
l’allongement a la rupture doit étre amélioré pour pouvoir rivaliser avec les polymeres
pétrochimiques classiques. Pour ce faire, plusieurs voies ont été étudiées : la plastification, la
modification de la structure chimique du PLA et le mélange avec d’autres polymeéres ou des
charges renforcates.

E
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1I1.2.4. Résultats du test d’activité antibactérienne des films

Les essais de pouvoir antimicrobien ont été réalisés par la méthode de diffusion sur agar.
C’est un test préliminaire et qualitatif, recommandé par la pharmacopée frangaise afin d’avoir

une idée sur le potentiel inhibiteur.

La méthode de diffusion des disques nous a permis de Vérifier le pouvoir antibactérien des
films PLA /EFO vis-a-vis les especes microbiennes choisies (Figures 39, 40, 41, 42).

Dans cette investigations, les films PLA /EFO, de différents concentrations 0%, 3%, 6% et
9% n’ont montré aucun effet nhibiteur sur la croissance des souches bactériennes (Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis). Nos résultats ne concordent pas avec
ceux trouvés dans le test d’activité antibactérienne des extraits.Cela est peut étre associé a une
mauvaise adhésion entre I'extrait des feuilles d’olivier qui contient des molécules hydrophiles
et le PLA hydrophobe. L’absence de I'effet inhibiteur peut étre aussi explique par la mise en
contact de I’extrait et le chloroforme (probabilit¢ de la destruction de certain agent actif)
[107].

3
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Figure 40 : les résultats antibactériens des films pour la bactérie Klebsiella pneumoniae.

Figure 42: les résultats antibactériens des films pour la bactérie Staphylococcus aureus.

B



Chapitre L. Résultats et Discussion

II1.2.5. Résultats du test d’activité antifongique des films
Les films PLA ont été utilisés comme témoin.

Dans le cas des films PLA, aucune activité antifongique n’a été enregistrée contre toutes les

souches fongiques testées.

Dans cette investigation, les films PLA/EFO (0%, 3 %, 6%, 9%) n’ont pas présenté une
activité¢ antifongique contre toutes les souches testées (Aspergillus niger, penicillium sp).

Figure 44 : Résultats antifongique des films pour la souche Aspergillus niger.

Dans cette investigation, les films PLA /EFO, avec les différentes concentrations de 0%, 3%,
6% et 9% n’ont montré aucun effet antifongique sur la croissance des souches (Aspergillus

niger, penicillium sp.).

Une étude, menée par (A. HARRAR) a montré que la structure chimique des constituants

d’extrait influence directement sur I’activité antifongique et que la réduction de I’activité se

E
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produit généralement entre les molécules actives et les composés non oxygénés, qui réduisent
leur solubilité et donc leur efficacité [108]. Cela est peut étre expliqué aussi par la nature de
Iextrait, la variét¢ de la plante, les protocoles d’extraction ou la région de la récolte qui

influencent de maniere significative sur les activités biologiques des extraits.
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Conclusion

Le PLA offre de grandes possibilités dans une large gamme d'applications de produits
d’emballage alimentaire et rivalise avec le polystyréne et le polyéthyléne. Ainsi, l'objectif
principal de cette étude était de développer un emballage biodégradable actif on ajoutant
Iextrait des fouilles d’olivier pour la libération des agents antimicrobiens afin de contrdler en

permanence le processus de détérioration dans les aliments.

Plusieurs techniques de caractérisation ont été utilisées afin de recueillir le maximum

d’information sur I'extrait des feuilles d’olivier et les films composites PLA/EFO.
Le dosage des composés phénoliques a montrés :

- la richesse de notre extrait en polyphénols, flavonoides et les tanins avec des taux de
565.47um EAG/mg, 135.32 um EQ/mg et 332.331 EAG respectivement, ces derniers sont
plus importantes comparé a ceux donnés par la littérature (450 pg EAG/mg). On constate
donc que ce taux dépend de la région, la récolte, la saison...) de plus il posséde un taux trés

élevé en activité anti oxydante avec une valeur de 87.67%.

- I'analyse de la Spectroscopie infrarouge montre des pics et bandes d’absorption qui

correspondent aux : flavonoides, les alcanes et les acides carboxyles ....

L’extrait éthanolique des feuilles d’olivier posseéde un effet antibactérien vis-a-vis les souches
bactériennes testées (staphylococcus aureus,Bacillus subtilis, klebseilla sp). Par contre n’a
aucune activité antifongique vis-a-vis les souches fongique testées (penicillium sp, aspergillus
niger). Et cela est due probablement a la concentration de I'extrait utilisé (dilution dans le
DMSO).

Le changement de caractére lors d’absorption vis-a-vis de I'eau est probablement di a la
nature chimique des différents constituants d’EFO contenant des groupements hydroxyles, ces
derniers forment avec les molécules d’eau des liaisons hydrogénes, donc plus le taux de
I'extrait est élevé, plus la concentration en OH- s’accroit et par conséquent le taux

d’absorption devient plus important.

E



Conclusion

Pour le test de traction, I'extrait a 3% et a 6% on remarque clairement la hausse de la
contrainte a la rupture qui est du a "augmentation de la rigidité méme si on a une legére
diminution de module du probablement a la réticulation des chaines moléculaires. Cependant
pour le PLA a 9% d’extrait les trois caractéristiques montre une baisse de propriétés
mécanique assez importante cela explique que a 9% d’extrait du renfort le PLA perds de ses
propriétés contrairement aux autres pourcentages cités. Plus on rajout I’extrait plus le module

de Young diminue.

La caractérisation avec 'IFTR ont presque les mémes bandes et pics y’a une légere différence

cela est due a la concentration des films on extrait utilisé.

Pour Pactivité antibactérienne et antifongique n’a révélé aucune activit¢. Cela est peut étre
associé a une mauvaise adhésion entre I'extrait des feuilles d’olivier qui contient des
molécules hydrophile et le PLA hydrophobe.
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Annexes
Courbes d'étalonnage des composés phénoliques
Annexe I: courbe d’étalonnage

» Courbe d’étalonnage de I'acide gallique
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Annexe ll: courbe d’étalonnage

» Courbe d’étalonnage de la quercétine
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Annexe ll1: courbe d’étalonnage

» Courbe d’étalonnage de la catéchine
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Résumé

L’objectif de ce travail est d’élaborer un matériau d’emballage alimentaire a base de PLA et
d’extrait des feuilles d’olivier. Onla utilis€é comme un principe actif pour les films.

Les films de PLA / EFO ont été préparés par un mélange de PLA, chloroforme, et différentes
concentrations de I’extrait éthanolique (3%,6%,9%). L’extrait est soumis a plusieurs analyses:
caractérisation structurale par IR-TF, le dosage des polyphénols, flavonoides, tanins et DPPH.
Pour les films; la spectroscopie infrarouge a transformée de fourrier (IRTF), le test
d’absorption d’ecau et test de la traction. Ces derniers ont été également testés pour leur effet
antibactérienen utilisant la méthode  d’ensemencement en surface a I'égard de
staphylococcus aureus, Bacillussubtilis, klebseillasp. Et antifongique a 1’égard de penicillium
sp, aspergillus niger. Les résultats obtenus ont montrés que I’extrait éthanolique des feuilles
d’olivier posséde un effet antibactérien contre les souches testés par contre aucune activité
antifongique. Les films élaborés n’ont aucun effet nhibiteur contre les souches testés.

Mot clés : PLA, films, extraction, Olea europaea, activité anti bactérienne.

Abstract

The objective of this work is to develop a food packaging material based on PLA and olive
leaf extract. It has been used as an active ingredient for films. The PLA / EFO films were
prepared by a mixture of PLA, chloroform, and different concentrations of the ethanolic
extract (3%, 6%, 9%). The extract is subjected to several analyses: structural characterization
by IR- TF, dosage of polyphenols, flavonoids, tannins and DPPH. For movies; Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), water absorption test and tensile test. The latter were
also tested for their antibacterial effect using the surface seeding method against
staphylococcus aureus, clinical staphylococcus, Bacillus subtilis, klebseillasp. and antifungal
against penicillium sp, aspergillus niger. The results obtained showed that the ethanolic
extract of olive leaves has an antibacterial effect against the strains tested, but no antifungal
activity. The films produced have no inhibitory effect against the strains tested.

Keywords: PLA, films, extraction, Olea europaea, antibacterial activity.



