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L’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation a
I’aide d’un appareil du type « Clevenger » et la préparation des extraits organiques sont
réalisées au Laboratoire Matériaux Molécules et Applications (LMMA) situ¢ a I’'Institut

Préparatoire aux Etudes Scientifiques et Techniques (IPEST), la Marsa.
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essentielles et extraits organiques des plantes, la fabrication des films actifs et leurs
caractérisations physico-chimique et biologique ainsi que leur étude de stabilité ont été réalisé
au sein du laboratoire des procédés de bioraffinage (BIORP) situé a I’Université du Pays Basque

(UPV/EHU) a San Sébastian, Espagne.



Résumé

Au croisement d’importants enjeux économiques, environnementaux et de santé publique,
I’emballage alimentaire mérite aujourd’hui une mobilisation de tous les acteurs pour faire
évoluer les matériaux et les technologies vers des solutions plus respectueuses a la fois de
I’environnement et du consommateur. Les emballages actifs permettent d’étendre la durée de
conservation des aliments, réduire I'utilisation d'additifs et de conservateurs dans les
préparations alimentaires, préserver mieux les saveurs et la qualité des aliments. La libération
modifiée des substances actives a partir d'emballages alimentaires étend la stabilité des produits
par enrichissement continu en composés actifs a la surface de I’aliment.

L'objectif général du présent travail était 1’étude de l'applicabilité de 1'acide poly lactique
(PLA) et ’amidon (deux polymeéres biodégradables fabriqués industriellement) contenant des
agents naturels, comme des emballages actifs. Pour cela, nous avons choisi plusieurs substances
naturelles actives, telles que les huiles essentielles et les extraits de plantes de romarin, de myrte,
de thym et du pistachier lentisque pour produire des emballages alimentaires actifs. En premier
lieu, une analyse de la composition, ainsi qu’une caractérisation phytochimique et biologique
de ces substances naturelles ont été réalisées. En second lieu, le mode d’inclusion de ces agents
actifs dans les matrices de PLA et d’amidon et leurs effets sur diverses propriétés optiques,
thermiques, mécaniques et de barriere du PLA et d’amidon ont été étudiés. Une évaluation des
activités antifongiques et antioxydantes de ces films a été réalisée. En troisiéme lieu, une étude
de la libération des agents actifs a été réalisée a partir des films de PLA et d’amidon en contact
avec un simulant alimentaire (éthanol 50%) a une température de 40°C.

L’analyse par GC-MS des huiles essentielles et par LC-MS des extraits des plantes ont révélé
que ces derniers sont riches en composés bioactifs générant des activités antimicrobiennes
importantes. Les résultats ont montré que le PLA a la capacité de contenir des substances
naturelles actives et de protéger les denrées alimentaires de la détérioration microbienne. De
méme, les propriétés thermiques, mécaniques, et de barrieére a la vapeur d’eau de PLA sont
amélioré par I’incorporation des huiles essentielles commerciales de romarin (0,5%) et de thym
(0,5% et 5%) et des extraits d’acétate d’éthyle de thym (0,5%) et de myrte (0,5% et 1,5%).
L’incorporation de I’huiles essentielle commerciale de thym dans la solution filmogene
d’amidon a permis d’améliorer les propriétés mécaniques et de barriéres. Les films de PLA
contenant des huiles essentielles et les extraits de plantes ont montré des résultats prometteurs
pour étre appliqués en tant que des emballages alimentaires actifs, puisque ces derniers ont

améliorés les propriétés antifongiques et antioxydantes de PLA.



Enfin, les résultats ont montré que les films de PLA et d’amidon ont la capacité de contenir
et de libérer des agents actifs dans certains produits alimentaires en offrant une stabilité
alimentaire plus longue par une libération en permanence des antimicrobiens a la surface des
aliments. L’ajout des agents antimicrobiens a amélioré les propriétés thermiques, mécaniques,
et de barricres de PLA. Les films de PLA ont montré des résultats prometteurs pour étre

applicable en tant que des films d’emballage alimentaires actifs.



Abstract

At the crossroads of important economic, environmental and public health issues, food
packaging deserves today a mobilization of all actors to move materials and technologies
towards solutions that are more respectful of both the environment and the consumer. Active
food packaging can extend the shelf life of foods, reduce the use of additives and preservatives
in food preparations, and preserve the flavor and quality of food. The modified release of the
active substances from food packaging extends the stability of the products by continuous
enrichment of actives compounds on the surface of the food.

The overall objective of this work was to study the suitability of Poly Lactic Acid (PLA) and
starch (two biodegradable polymers industrially produced) containing natural agents, as active
packaging. For this, we chose several natural actives substances such as essential oils and plant
extracts of rosemary, myrtle, thyme and pistachio tree to produce an active food packaging.
Firstly, the chemical composition, as well as a phytochemical and biological characterization
of these actives substances were carried out. Secondly, the mode of inclusion of these active
agents in PLA and starch matrices and also their potential effects on diverse optical, thermal,
mechanical and barrier properties of PLA and starch were investigated. An evaluation of the
antifungal and antioxidant activities of these films was studied. Then, a study of the release of
the active agents was accomplished from PLA and starch films in contact with a food simulant

(50% ethanol) at a temperature of 40 ° C.

GC-MS analysis of the essential oils and LC-MS analysis of plants extracts revealed that the
latter are rich in bioactive compounds generating significant antimicrobial activities. The results
showed that PLA has the capacity to contain natural active substances and protect food from
microbial spoilage. Also, the thermal, the mechanical, and the water vapor barrier properties of
PLA were enhanced by the incorporation of commercials essential oils of rosemary (0.5%) and
thyme (0.5% and 5%) and the ethyl acetate extracts of thyme (0.5%) and myrtle (0.5% and
1.5%). The incorporation of thyme commercial essential oil into starch film-forming solution,
has improved the mechanical and the barriers properties. PLA films containing essential oils
and plant extracts have shown promising results to be applied as active food packaging, since

they have enhanced the antifungal and antioxidant properties of PLA.

Finally, the results showed that starch and PLA films have the ability to contain and release
active agents in some food products by providing longer food stability by continuously

releasing antimicrobials to the food surface. Adding, these antimicrobial agents have improved



the thermal, mechanical, and barrier properties of PLA. PLA films have shown promising

results to be applicable as active food packaging films.
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Introduction générale

Introduction générale

La commission européenne exige dans la législation communautaire relative aux
matériaux en contact avec des denrées alimentaires que seules les matieres plastiques ou en
verre peuvent étre en contact avec les denrées alimentaires. Cependant, au cours des dernicres
années, les problémes 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. La décomposition de matériaux nécessite des
années et sont donc associés a des problémes de pollution de l'environnement extrémement
complexes. En outre, toute interaction entre un matériau d'emballage plastique conventionnel
et I’aliment qu'il contient est indésirable pour trois raisons : l'interaction peut avoir des effets
toxicologiques sur le consommateur, et ou réduire la durée de conservation, et ou modifier les
qualités organoleptiques et sensorielle de I'aliment. De plus, 1’altération rapide des produits par
des microorganismes est devenue un probléme croissant. Ainsi, pour préserver
I’environnement, la qualité de la nourriture et la fraicheur de des produits, il est nécessaire
d'identifier les matériaux optimaux, les conservateurs actifs et les technologies d'emballage
innovantes. D’ou I’émergence de I’emballage alimentaire actif comme solutions aux problémes

mentionnés.

Les emballages passifs ont quatre fonctions principales : la sécurité des aliments, la
protection, la praticité et la communication tandis que les emballages actifs offrent une
protection active libérant en permanence des composés actifs tels que des antioxydants, des
agents antimicrobiens, des enzymes, des aromes et des produits nutraceutiques. Les emballages
actifs par leur concept innovant et en raison de leurs interactions avec I'emballage, 1'aliment et
I'environnement, augmentent la durée de conservation des aliments, préservent les saveurs, et
réduisent les teneurs en additifs et conservateurs dans des formulations alimentaires tout en
préservant la qualité du produit. Ainsi, la plupart des emballages actifs en plastiques rencontrés
dans la littérature permettent d’incorporer dans leurs systémes des substances actifs
synthétiques et artificielles. Cependant, ces substances sont associées a divers effets néfastes a
la sant¢ humaine et des fois cancérigéne suite a leurs processus de migration a travers
I’emballage alimentaire vers I’aliment emballé puis vers I’organisme du consommateur. Par
conséquent, de nouvelles alternatives a partir de sources naturelles ont été étudiées telles que

l'utilisation des huiles essentielles et des extraits des plantes aromatique et médicinales.



Introduction générale

Les huiles essentielles et les extraits, provenant de plantes aromatiques et médicinale sont
généralement reconnus comme stirs (GRAS) par la Food and Drug Administration des Etats-
Unis. Ils ont fait 1'objet de recherches approfondies non seulement pour étre des produits
naturels, mais aussi parce qu'ils ont démontré des propriétés biologiques, nutritifs et des
avantages bénéfiques pour les aliments et pour la santé¢ humaine. Ils ont été largement étudiés
et exploités en raison de leurs propriétés biologiques. En général, les composants bioactifs
majeurs présents dans les huiles essentielles et les extraits sont les principaux responsables de
leurs activités biologiques, mais les composés mineurs peuvent également y contribuer et

peuvent présenter une activité synergique.

Une grande variété des huiles essentielles et des extraits provenant de différentes plantes
aromatiques a été appliquée dans la fabrication de 1'emballage alimentaire. Or, ces substances-
la ont été appliquées a des polymeéres non biodégradables de faible coit et a des biopolymeéres

dont le traitement est complexe.

Pour que les changements émergents dans l'industrie de l'emballage alimentaire
renforcent 1'économie de notre pays en améliorant la sécurité alimentaire, la qualité, en
minimisant les pertes de produits alimentaires, et en protégeant I’environnement des dégats
provoqués par les emballages plastiques, nous avons développé des nouveaux films actifs
biodégradables. En effet, nous avons utilisé 1’acide polylactique et I’amidon comme matrices
polymériques et comme substances actifs les huiles essentielles et les extraits des plantes
aromatiques et médicinales du romarin, du myrte, du thym, et du pistachier lentisque, qui sont
connus traditionnellement par leurs effets thérapeutiques et leurs propriétés antimicrobiennes,

antibactériennes et nutritives.

L'acide polylactique, est un polyester aliphatique biodégradable fabriqué a partir de
ressources renouvelables comme le mais. Il est considéré comme un matériau d'emballage
alimentaire écologique approuvé par la FDA des Etats-Unis. L'amidon est utilis¢ pour
développer des films en raison de sa disponibilité élevée, de son cofit réduit et de sa capacité a

former des matrices polymériques inodores et incolores a faible perméabilité a I'oxygene.

Cependant, certains inconvénients de ces bioplastiques limitent encore leur application
commerciale dans les emballages alimentaires, comme les mauvaises propriétés mécaniques et
de barricre a l'eau. Plusieurs travaux ont montré que ces propriétés intrins€ques peuvent étre
améliorées par l'incorporation des divers substances naturelles, synthétiques et artificielles mais

I’utilisation des huiles essentielles (naturelles et commerciales) et des extraits des plante de
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romarin , de la myrte, de thym et du pistachier lentisque comme des agents actifs dans les
emballages alimentaires a base d’acide polylactique et d’amidon n’a pas été rapporté dans la

bibliographie.
Ainsi, ce manuscrit comporte trois parties :

Une partie bibliographique qui se compose de quatre chapitres, le premier présente un
apercu sur les emballages alimentaires a base de plastique et les problémes environnementaux
causés par ces derniers. Un état de I’art concernant les polymeres biodégradables tels que le
PLA et I’amidon. Une étude concernant les développements actuels dans les emballages
alimentaires et plus précisément les emballages alimentaires actifs qui font I’objet de cette étude
(polymeres, les substances actifs synthétiques et artificielles et leurs impacts sur la santé de
consommateur) sera présenté dans le second chapitre. Adnst; Le troisieme chapitre comporte
une étude sur les huiles essentielles et les extraits des plantes, les différentes techniques
d’extraction et d’analyse, et leurs propriétés biologiques. Les travaux rapportés dans la
bibliographie sur les emballages a base de PLA et d’amidon seront également présentés dans
ce chapitre. Le quatriéme chapitre présentera une description botanique ethnopharmacologique
des especes de romarin, de myrte, de thym et du pistachier lentisque ainsi que les travaux

antérieurs réalisés sur ces plantes aromatiques et médicinales.

La deuxieme partie décrit les différentes techniques et méthodes utilisées pour : (i)
I’extraction des huiles essentielles et extraits de plantes tels que le romarin, le myrte, le thym et
le pistachier lentisque. Nous avons décrit les différentes méthodes d’analyses de la composition
chimique de ces fractions, d’analyse phytochimique de quantification des polyphénols, des
flavonoides, et d’évaluation de leurs activités antioxydantes et antifongiques. (i1) I’optimisation
du mode d’incorporation des agents actifs dans la solution filmogene, ainsi que I’influence de
ces derniers sur les propriétés des films avant et apres leur ajout sera étudié par une
caractérisation multi-échelles des propriétés physicochimiques, thermiques, mécaniques, de

barriere a I’eau, et biologiques des films actifs.

La partie résultats et discussions comporte trois chapitres, un premier chapitre concerne
les huiles essentielles et les extraits des plantes de romarin, myrte, thym et pistachier lentisque
qui portera sur ’analyse de leurs composition chimiques, leurs variabilité qualitative et
quantitative des famille chimiques, et I’évaluation de leurs activité antioxydante et antifongique
sera réalisé. Le deuxiéme chapitre sera consacré a ’influence des huiles essentielles et les

extraits des plantes sur les propriétés physicochimique, thermique, mécaniques, et de barricre a
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I’eau des films polymériques a base de PLA et d’amidon. Les résultats de 1’étude des activités
antioxydantes et antifongiques des films d’emballages alimentaires avec et sans agents actifs
prendront également place dans ce chapitre. Le troisiéme chapitre, il réalisera une étude sur la
stabilité de substances actives (huiles essentielles et extraits) dans les films polymérique apres
leurs fabrications, et le phénoméene de migration des agents actifs en contact avec un simulateur

alimentaire.

En conclusion, nous présenterons les principaux résultats obtenus de 1’étude
phytochimique et biologique des huiles essentielles et des extraits de plantes de romarin, de
myrte, de thym et du pistachier lentisque. Ainsi que, les systemes d’emballages actifs qui ont
montré des propriétés mécaniques, physicochimiques et biologiques améliorés par rapport au

contrdle (sans agent actif), et les perspectives qui feront I’objectif des études ultérieures.



Objectifs

L'objectif principal de ce travail est de développer des emballages biodégradables actifs

a base de PLA et d’amidon contenant des substances actives naturelles tels que des huiles
essentielles et des extraits des plantes dans le but d’améliorer les propriétés physicochimiques,
mécaniques et de barricre a I’eau de PLA et d’amidon d’une part. D’autre part, pour protéger
I’aliment emballé de la détérioration microbienne qui provient essentiellement de I’oxydation
des lipides et des dommages fongicides que peut subir 1’aliment durant la période de

conservation.

Afin d’atteindre ces objectifs, il est nécessaire tout d’abord d’extraire les huiles essentielles
de la partie aérienne du romarin, myrthe, et du pistachier par la méthode d’hydrodistillation et
de préparer les extraits des plantes par macération successive moyennant des solvants a polarité

croissante (acétate d’éthyle et éthanol).

Ensuite, nous procédons a une analyse de la composition, une identification des familles
chimiques et une caractérisation biologique des huiles essentielles et des extraits des plantes a

travers une ¢tude de leurs activités antioxydantes et antifongiques.

Ainsi, une optimisation de la méthode d’inclusion des huiles essentielles et des extraits
des plantes dans les solutions filmogeénes de PLA et d’amidon est envisagée permettant
d’aboutir a des films actifs contenant des différentes concentrations des huiles essentielles et
des extraits des plantes. L’addition de ces composés actifs peut affecter les propriétés
thermiques et d’autres caractéristiques physiques, mécaniques et de barriére importantes pour
les aspects techniques et fonctionnels des matériaux d’emballage, de sorte qu’un emballage
actif sans les propriétés souhaitées sera inutile. Cependant, la premicre étape pour créer un
emballage actif réussi consiste a identifier les effets et les interactions entre les agents actifs et
la structure du polymere. Une étude centrée sur la caractérisation des effets d'addition des huiles
essentielles et extraits de plantes sur les propriétés physiques, thermiques, mécaniques et de

barriere contre la vapeur d’eau du PLA et d’amidon est prévue.

Enfin, la libération des agents actifs des matrices de PLA et d’amidon afin de controler
en permanence le processus d’altération microbienne est complétée par une étude de I’activité

antioxydante et antifongique des films élaborés.



PARTIE 1

REVUE BIBIOGRAPHIQUE

Cette partie se subdivise en 4 chapitres :

1. Un premier chapitre ou nous presenterons un apercu sur les emballages alimentaires.
Nous nous limitrons aux emballages alimentaires plastiques au quel nous citrons les
matériaux d’emballages utilisés, les facteurs affectant la selection d’un materiau
d’emballage, les interactions entre I’emballage et 1’aliment, aussi les matériaux d’emballage
biodégradables (PLA, et amidon)

2. Le second chapitre portera sur le développement actuel des emballages alimentaires tels
que les emballages intelligents, bioactifs et actifs. Dans ce dernier, nous présenterons les
types d’emballages actifs et les differents additifs utilisés.

3. Le troisiéme chapitre traitera I’incorporation des substances naturelles tels que les huiles
essentielles et les extraits de plantes en tant qu’une nouvelle alternantive dans le domaine
des emballages alimentaires actifs.

4.  Un quatrieme chapitre, dans lequel nous présenterons une description botanique,
éthnopharmacologique du romarin : Rosmarinus officinalis L., myrthe : Myrtus communis,

thym : Thymus capitatus L., et du pistachier lentisque : Pistacia lentiscus L.



CHAPITRE 1

Géneralites sur les emballages
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I. Les emballages alimentaires

I.1 Concept de I’emballage alimentaire

Les emballages alimentaires sont essentiels et omniprésents car presque tous les aliments
sont emballés d'une manicre ou d'une autre. Sans emballage, la sécurité et la qualité des aliments
seraient compromises [1]. 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 [2,3.,4].

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 I'utilisation [5].
Certains exemples de facteurs chimiques qui peuvent affecter négativement les aliments
comprennent I'exposition aux gaz, a I'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.

I.1.1 Dans le monde

Mondialement, le marché de I’emballage totalise 417 milliards de dollard et emploie 5
millions de personnes dans 100 000 entreprises. L’emballage alimentaire occupe 65% de ce
marché (2). Le premier marché est les états Unis (100 milliards de dollard), suivi du japon (80
milliards de dollard), de 1’ Allemagne (29 milliards de dollard) et de la France (19 milliard de
dollard). Le secteur d’emballage alimentaire en Tunisie compte 250 entreprises et emploie aux

alentours de 20.000 personnes.

I.1.2 En Tunisie

En 2009, sa production totale a atteint 900.000 tonnes. Ses importations ont atteint 500
millions de dinars tunisiens (MDT) et ses exportations 320 MDT, en augmentation de 30% par

rapport a 2008 [6].
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1.2 Apercu historique sur les emballages alimentaires

Pendant les périodes nomades de l'histoire humaine, les gens mangeaient ce qu'ils
pouvaient trouver et ramasser de I'environnement de la nourriture, sans se soucier de protéger
et de stocker leur nourriture. Cependant, lorsque I'humanité a commencé a s'installer dans les
communautés, les régions et les villes, les gens mangeaient de ce qu’ils chassaient avec des
ustensiles, des armes et des outils fabriqués. A ce moment-1a, la nécessité de renfermer et de
stocker la nourriture est devenue essentielle [7]. C’était la preuve de la poterie et du verre pour
le stockage des aliments qui peut étre marqué a environ 3000 avant J.C, a I'époque de I'Egypte
ancienne. Les égyptiens ont également appris a sceller les récipients a 1'aide de cire d'abeille ou
de poix, protégeant ainsi la nourriture des insectes, des rongeurs, des bactéries et de l'air.
Environ 600 avant J.C, les romains et les grecs utilisaient les bouchons en liege pour la

fermeture des récipients [4].

Des améliorations dans la fabrication du bois, du papier, du métal, de la céramique et du
verre ont facilité l'utilisation de ces matériaux dans I'emballage et la conservation des aliments.
Par exemple, le fer blanc est inventé vers 1200 et est encore utilis¢ aujourd’hui pour la
conservation des aliments en boites [8]. En 1809, Nicolas Appert a mis au point un procédé de
conservation des aliments dans des récipients en verre bouchés soumis a un traitement
thermique dans un bain d'eau. En 1810, Durand a conduit a 1'industrie de la conserverie, et
quelques années plus tard, Pasteur observe que les bactéries sont la cause de la détérioration

des aliments et peuvent étre inactivées par un traitement a la vapeur.

Le vingtieme siécle a vécu I'amélioration des matériaux d'emballage rigides et flexibles.
Dans les années 1930, une méthode pour créer un vide dans les aliments renfermés par des
matériaux en métal et en verre était développée. Dans les années 1950, de nouveaux matériaux
comme le polychlorure de vinyle et le nylon étaient introduits et utilisaient dans les films
d'emballage. Vers la fin du vingtiéme siccle, il y a eu un certain nombre de développements
importants dans 1'emballage qui ont fagonné le monde de l'emballage moderne et de la
conservation des aliments. Les exemples incluent le traitement des emballages aseptiques, les

matériaux micronodules et les systémes d'emballage actifs, intelligents et recyclables [4].

I.3 Types d’emballages alimentaires

Les matériaux utilisés pour fabriquer les emballages alimentaires comprennent un groupe

hétérogeéne, comprenant les verres, les métaux, les plastiques, le bois, les cartons et les papiers,
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avec une gamme correspondante de caractéristiques de performance. Pour les emballages en
plastique, qui fournissent des degrés de protection variables, en fonction de la nature des

polymeres utilisés dans leur fabrication [1].

II. Les emballages alimentaires plastiques

II.1  Les matieres plastiques

I1.1.1 Les polymeéres

Les polyméres sont des matériaux composés de trés longues chaines (macromolécules),
elles-mémes formées de molécules élémentaires (monomeres) assemblées entre elles. Ces
chaines sont principalement constituées d’atomes de carbone sur lesquels sont fixés des
¢léments comme 1’hydrogéne ou I’oxygeéne. D’autres €léments, notamment le chlore, 1’azote
ou le fluor, peuvent encore intervenir dans la composition de la chaine. Trois grandes familles
de polymeéres peuvent étre distinguées : les thermoplastiques, les thermodurcissables et les

¢lastomeres.

II.1.1.1 Les thermoplastique

Les polymeéres composés de chaines macromoléculaires linéaires ou avec ramifications
sont désignés sous le terme thermoplastique. Sous I’effet de la chaleur, les chaines de ces
polymeres glissent les unes par rapport aux autres. Le polymere se ramollit, peut se déformer
et étre mis en forme. Apres refroidissement, la forme donnée est figée. Cette opération peut étre
répétée : a nouveau chauffé, le polymeére redevient malléable et peut étre remis en forme.
Exclusivement possédée par les polymeéres thermoplastiques, cette caractéristique permet la

recyclabilité de ces maticres.

Dans cette catégorie se trouvent les polymeres suivants : le polycarbonate : PC (verre
organique), les polyamides : PA (Nylon), les styréniques : PS, PSE, les polyoléfines : PE, PP,
les vinyliques : PVC [9]

11.1.1.2 Les thermodurcissable

Les polymeéres réticulés (contenant des nceuds entre les chaines macromoléculaires) ou
en réseau constituent les thermodurcissables. A I'inverse des thermoplastiques, la mobilité

thermique est réduite. Plus la température est élevée, plus les chaines tridimensionnelles se
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figent ; les liaisons ou nceuds se renforcent. L’ opération est irréversible. Le polymere se rigidifie
des la premiere transformation jusqu'a se dégrader si la température continue d’augmenter.
Dans cette catégorie se trouvent les polymeres suivants : les phénoplastes (Bakélite®), les

polyépoxydes (Araldite®), les polyuréthannes : PU, les silicones [9].

I1.1.1.3 Les élastomeéres

Les ¢lastomeres sont caractérisés par leur grande déformabilité (6 a 8 fois leur longueur
initiale). Ils sont obtenus a partir de polyméres linéaires caractérisés par des liaisons
extrémement faibles. Ces polymeéres sont donc des liquides trés visqueux. Pour étre utilisés
comme caoutchouc, des liaisons pontales (nceuds de réticulation) doivent étre introduites entre
les chaines, conférant ainsi aux matériaux une structure tridimensionnelle qui assure la
réversibilité de la déformation mécanique. Les nceuds de réticulation sont introduits par une
réaction chimique appelée vulcanisation aprés la mise en forme du matériau. Dans cette
catégorie se trouvent les polymeéres suivants : le polyisopréne : NR (caoutchouc naturel), le

polyisopréne de synthése : IR, le polychloropréne (Néoprene), les polysiloxanes (silicones) [9]

I1.2  Types d’emballages alimentaires plastique

Les types de film les plus importants pour l'emballage alimentaire sont : Cellulose,
Ethyléne-acétate de vinyle (EVA), Alcool éthyléne-vinyle (EVOH), Polyamides (PA or
nylons), Polyethylene (low density (LDPE) ou high density (HDPE), Polyethylene naphthalene
dicarboxylate (PEN), Polyethylene terephthalate (PET), Polypropylene (PP), Polystyrene (PS)
and high-impact PS (HIPS), Chlorure de polyvinyle (PVC), Polychlorure de vinylidéne
(PVdC), Polycarbonate, Styréne butadiene, Acrylonitrile butadiéne styréne, Polyméthylpentene
[10].

Les emballages alimentaires plastiques existent en deux catégories y compris les films

flexibles et les conteneurs rigides ou semi rigides [10].

I1.2.1 Les films flexibles

Les emballages souples désignent tout type de matériau non rigide, mais le terme «film
flexible» est généralement réservé aux polymeres plastiques non fibreux (de la forme grecque :
plastikos), dont 1'épaisseur est inférieure a 0,25 mm. Les matériaux thermoplastiques sont
capables de subir des ramollissements répétés lors du chauffage et du durcissement en

refroidissant, tandis que les plastiques thermodurcissables réticulent les molécules longues
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lorsqu'elles sont chauffées ou traitées avec des produits chimiques et ne se résorbent pas

lorsqu'elles sont chauffées.

Certains films, y compris le polyester, le polyéthyléne a faible densité, le polypropyléne
et le polyamide sont orientés en étirant le matériau ramolli pour provoquer l'alignement des

molécules et augmenter la force, la clarté et la flexibilité du film [11, 12, 13].

I1.2.2 Conteneurs rigides ou semi rigides

Les plateaux, tasses, cuves, bouteilles et bocaux sont fabriqués a partir de polymeres
simples ou coextrudés. Ils ne sont pas réutilisables, et ont une résistance thermique faibles et
sont moins rigides que le verre ou le métal. Il existe sept méthodes de fabrication de conteneurs
comme le thermoformage, moulage par soufflage, moulage par injection, injection soufflage,

extrusion soufflage, étirement soufflage et moulage par soufflage multicouche.

Le polystyréne est également coextrudé avec EVOH ou PVdC / PVC pour fabriquer des
récipients semi-rigides et des bouteilles moulées par soufflage. HIPS est utilisé pour fabriquer

des récipients rigides / semi-rigides et des plateaux pouvant étre congelés [14].

IL.3  Les facteurs affectant la sélection d'un matériau d'emballage

Lyijynen et al. (2003), ont décrit les éléments qui affectent la sélection de I’emballage

alimentaire [15].

I11.3.1 La lumiére

La transmission de la lumicre est requise dans les emballages destinés a afficher le
contenu du produit emballé, mais elle est restreinte lorsque les aliments sont sensibles a la
lumiére (rancissement causé par l'oxydation des lipides ainsi perte de valeur nutritive due a la

destruction de la riboflavine ou par la perte de pigments naturels) [16,17,18,19].

I1.3.2 La température

Le controle de la température de stockage pour protéger les aliments contre la chaleur est
essentiel pour garder la qualité de 1’¢lément emballé. Dans les applications ou I'emballage est
chauffé (par exemple, la stérilisation dans un récipient ou plats cuisinés a la microonde), le
matériau d'emballage doit pouvoir supporter les conditions de traitement sans dommage et sans
interaction avec les aliments. L.’emballage pour les aliments congelés doit rester flexible et ne

pas se fissurer a des températures de stockage [16,17,18,19].
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I1.3.3 L’humidité

La perte d'humidité ou I'absorption est I'un des facteurs les plus importants qui controlent
la durée de conservation des aliments. Il y a un microclimat dans un emballage, qui est
déterminé par la pression de vapeur de I'humidité dans 1'aliment a la température de stockage et
la perméabilit¢ du matériau d'emballage. Le controle de 1'échange d'humidité est nécessaire
pour empécher la détérioration microbiologique ou enzymatique, la perte d'humidité et

l'asséchement des aliments (par exemple viandes fraiches ou cuites, fromages).

Une perméabilité élevée est requise pour l'emballage des aliments afin d'éviter la
condensation de l'humidité a l'intérieur des emballages qui entrainant la formation de
moisissures. Les aliments séchés, cuits au four ou extrudés qui ont un faible taux d’humidité
relative a I'équilibre nécessitent un emballage ayant une faible perméabilité a I'humidité pour
éviter qu'ils ne dégagent pas de 'humidité dans l'atmosphére, entrainant un ramollissement et

une perte de croustillance.

Les mécanismes de déplacement des vapeurs a travers les matériaux d'emballage

comportent trois étapes :

1. Du c6té du film qui a la concentration la plus élevée, les molécule de la vapeur d’eau se
dissolvent dans le matériau polymere.

2. Les molécules diffusent a travers le film de polymere vers l'autre c6té, conduit par le
gradient de concentration. Les molécules de vapeur passent a travers les espaces interstitiels
entre les molécules de polymeres.

3. Désorption des molécules de vapeur et évaporation par l'autre surface de film.

La diffusion dépend de la taille, la forme et la polarité des molécules de vapeur d’eau et
de la structure et le degré de réticulation de la matrice polymeére. Si les molécules de vapeur
sont insolubles dans le matériau, ou s'il y a un plus petit volume disponible dans la matrice de
polymeére pour la pénétration de ces molécules, le film a une barriere élevée a ces vapeurs. La

perméabilité est donc liée a la fois au type de film [16, 17, 18, 19].

I1.3.4 Les microorganismes

Les paquets qui sont pliés, agrafés ou emballés par torsion ne sont pas vraiment scellés et

peuvent €tre contaminés par des microorganismes. Les principales causes de contamination
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microbienne des aliments sont : 1’'air, 'eau, la thermosoudure inadéquate, les déchirures ou les

plis du matériau d'emballage.

Dans d'autres procédés, les basses températures de stockage, les faibles teneurs en
humidité ou l'utilisation de conservateurs limitent la croissance microbienne et le role de

I'emballage est moins critique [16, 17, 18, 19].

I1.3.5 Les propriétés mécaniques

L'aptitude d'un emballage a protéger les aliments contre les dommages mécaniques
dépend de sa capacité a résister a la traction, causée par I'empilage des véhicules, a I'abrasion
causée par le frottement pendant la manipulation et le transport, a la perforation ou rupture

causée par des impacts pendant la manipulation, ou a la vibration pendant le transport.

La résistance des matériaux d'emballage peut étre évaluée en mesurant l'allongement
(déformation) qui résulte d'une force appliquée (contrainte) partir d'un diagramme contrainte-

déformation ci-dessous :
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Figure I1-1 :Courbe de Contrainte a la déformation pour les films d’emballage flexible

T : résistance a la traction; Y : limite d'élasticité; AB : pente de la courbe, module de Young;
C : point de rupture [20]
La résistance a la traction d'un matériau est la capacité maximale de tension (étirement) a

laquelle il peut étre soumis avant la rupture. L’¢longation est une mesure de la déformation des
matériaux, dont certains peuvent avoir des ¢longations de 3 ou 4 avant de se détruire. Le module
de Young (YM) est une mesure de la rigidité, définie comme le rapport entre la vitesse de
variation de contrainte avec la déformation, et la pente de la courbe contrainte-déformation. Les
plastiques sont souvent anisotrope (le module de Young et la résistance a la traction différent
en fonction de la direction dans laquelle la force est appliquée) selon 1'orientation des molécules.
La structure moléculaire des films polymeres peut étre alignée de différentes manicres en
fonction du type de film et du procédé de fabrication. L'orientation des molécules dans une
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direction (uniaxiale) ou dans les deux directions (biaxiale) améliore les propriétés mécaniques
de certains films (comme le polyéthylene, le polypropyléne, le polyéthyléne téréphtalate et le
polystyréne). Le module de Young peut étre calculé en divisant la contrainte de traction par la
contrainte de déformation.

_ (F/A0)

M= (AL/LO)

ou YM (MPa) : module d'Young (module d'¢lasticité), F (N) : force appliquée au film,
A0 (m) section transversale d'origine a travers laquelle la force est appliquée, AL (m) différence

de longueur de film, LO (m) longueur d'origine de film.

La limite d'élasticité d'un matériau est la contrainte a laquelle il commence a se déformer.
Avant la limite d'¢lasticité, le matériau se déforme élastiquement et reprend sa forme initiale
lorsque la contrainte est annulée. Lorsque la limite d'élasticité est dépassée, une partie de la
déformation devient permanente et non réversible. La limite d'élasticité est donc la limite

supérieure de la force qui peut étre appliquée au matériau [20].
I1.4 La durée de conservation des aliments emballés

11.4.1 Définition

En termes simples, la durée de conservation est le temps pendant lequel toutes les
caractéristiques primaires de I'aliment restent acceptables pour la consommation. Ainsi, la durée
de conservation se référe au temps pendant lequel un aliment peut resté sur le rayon du

commergant puis sur celui du consommateur avant qu'il ne devienne inacceptable [21].

11.4.2 Les facteurs contrdlant la durée de conservation

La durée de conservation d'un aliment est controlée par trois facteurs :

+ Les caractéristiques du produit, y compris les paramétres de formulation et de
traitement (facteurs intrinséques)

+ Environnement auquel le produit est exposé pendant la distribution et le stockage
(facteurs extrinséques) : la temperrature, I’humidité, la limiére, les contraints
mécanique

+ Propriétés de ’emballage [1]
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IL5  Les interactions entre I’emballage et I’aliment

Toute interaction entre un matériau d'emballage et I’aliment qu'il contient est indésirable
pour deux raisons : l'interaction peut avoir des effets toxicologiques sur le consommateur et ou
réduire la durée de conservation ou la qualité sensorielle de I'aliment. La migration des huiles
provenant des aliments dans les plastiques est également préoccupante car cela peut modifier
les propriétés de barriecre du matériau. Les matériaux des emballages plastiques sont
principalement des films souples contenant des polymeres résiduels et des additifs pour les
plastiques, y compris les agents de nucléation, les stabilisants, les charges, les plastifiants, les
agents antibuée et les pigments (Lee et al. (2008d) et Mercea (2000)). Certains types de
matériaux d'emballage contiennent également des composés volatils qui peuvent étre absorbés
et provoquer l'altération des aliments. Ceux-ci peuvent provenir du procédé de fabrication

(solvants utilisés) [19, 22].

I1.6  Les déchets d’emballage : un probléme environnemental mondial

Les emballages en plastique non biodégradables destinés a l'alimentation constituent une
préoccupation environnementale mondiale grave. Le rejet des emballages apres la
consommation des produits a soulevé l'inquiétude du public face au dilemme mondial des
déchets solides dans lequel les plastiques constituent une part considérable du probléme, en
raison de leur popularité dans les applications d'emballage. En Europe, les conteneurs et les
déchets d'emballage ont contribué a 56,3 millions de tonnes (25% des MSW) en 2005, 74,8
millions de tonnes (31,6% des MSW) & I’Etats-Unis en 2003 et 3,3 millions de tonnes (10% des
total MSW) a I’ Australie en 200423, 24].

Les méthodes de récupération telles que le recyclage ou le compostage sont des moyens
écologiques d'¢liminer les déchets. Tous les emballages plastiques peuvent étre récupérés grace
au recyclage. Cependant, si les matériaux d'emballage sont salis avec des aliments ou d'autres
substances biologiques, méme le recyclage peut devenir impossible et nécessite un tri et un
nettoyage excessifs [25]. De plus, la majorité des matériaux d'emballage a base de plastique
sont ¢liminés dans les décharges, ce qui augmente la pression sur les systémes municipaux

d'élimination des déchets [26].

Les stratégies de réutilisation et de recyclage des matériaux sont importantes, mais aussi
la biodégradabilité et la compostabilité des matériaux d'emballage alimentaire sont devenues

des solutions « vertes » et des caractéristiques de plus en plus essentielles [26].
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III. Les emballages biodégradables

Les matériaux biodégradables sont des matériaux qui peuvent étre dégradés par l'action
enzymatique de bactéries, de levures et ou de champignons. Le développement des
biopolymeres (bioplastique) issus des sources renouvelables est devenu I’intérét des industries
des emballages alimentaires. Ces matériaux bioplastiques devraient avoir une durabilité
suffisante pour maintenir leurs propriétés mécaniques et physiques pour la qualité du produit,

et également se biodégrader rapidement lors de 1'élimination.
Ces biopolymeéres peuvent étre regroupés selon la méthode de production (Figure 2) :

1. Polyméres directement extraits de matériaux naturels (exemple : amidon, cellulose,
caséine et gluten de bl¢)

2. Polymeéres produits par synthése chimique a partir de monomeéres renouvelables
(exemple : polylactate polymérisé a partir de monomeres d'acide lactique)

3. Polyméres produits par fermentation microbienne (exemple : polyhydroxyalcanoates)

[27, 28, 29, 30]

Les principaux groupes sont les agro-polymeres (polysaccharides, protéines, etc.) et les
biopolyesters (polyesters biodégradables) tels que l'acide polylactique (PLA), le
polyhydroxyalcanoate (PHA) et les copolyesters aromatiques et aliphatiques [31]. Parmi les

biopolyméres les plus prometteurs dans le marché sont le PLA et I’amidon.
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Figure I1I-1: Les biopolymeéres issus des sources renouvelables pour emballage alimentaire [32]

1.1 L’acide polylactique (PLA)

Le PLA est commercialement et largement disponible (production a grande échelle) dans
une large gamme de qualités. Il existe dans le marché a un prix raisonnable et avec des
propriétés remarquables pour différentes applications. Ainsi, ce polymére présente un fort

potentiel de développement.

Le PLA appartient a la famille des polyesters aliphatiques couramment fabriqués a partir
d'a-hydroxyacides, qui comprend également, par exemple, 1'acide polyglycolique (PGA). C'est
1'un des rares polymeéres dans lesquels la structure stéréochimique peut étre facilement modifiée
par polymérisation controlée des L et D pour donner des polymeéres de poids moléculaire élevé,

amorphes ou semi-cristallins (Figure I1I-2).

Le PLA peut étre dégradé par la dégradation abiotique (c'est-a-dire I'hydrolyse simple de
la liaison ester sans nécessiter la présence d'enzymes pour la catalyser). Au cours du processus
de biodégradation, et seulement dans une deuxiéme étape, les enzymes dégradent les

oligoméres résiduelles jusqu'a la minéralisation finale (dégradation biotique).
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Tant que les monomeres basiques (acide lactique) sont produits a partir de ressources
renouvelables (hydrates de carbone) par fermentation, PLA respecte le concept mondial
croissant de développement durable et est class¢ comme un matériau respectueux de

I'environnement.

II1.1.1 Synthese de PLA

La synthése de PLA est un procédé¢ a plusieurs étapes qui part de la production d'acide
lactique et se termine par sa polymeérisation [33, 34, 35, 36]. Une étape intermédiaire se traduit
par la formation du lactide. La figure III-3 montre que la synthése du PLA peut suivre trois
voies principales. L'acide lactique est polymérisé par condensation pour donner un polymeére
fragile de faible poids moléculaire, qui est inutilisable, sauf si des agents de couplage externes
sont utilisés pour augmenter sa longueur de chaine. La seconde voie est la déshydratation
azéotropique condensée par l'acide lactique. Il se produit par la suite du PLA de masse
moléculaire élevée sans l'utilisation d'extendeurs de chaine ou d'adjuvants spéciaux [37]. Le
troisiéme et le principal procédé¢ est la polymérisation par ouverture de cycle (ROP) du lactide
pour obtenir du PLA de haut poids moléculaire [38]. Enfin, les unités d'acide lactique peuvent

faire partie d'une architecture macromoléculaire plus complexe comme dans les copolymeres.

CHy Q CHy 0
jiN il
Ho— L ~ot™ O~ ~OH
ﬂ' : H Agent de couplage de
Cendensation C chaine
ensat 0 CH, n o CH,
H"' H PLA a faible poids moléculaire
e T Mhwe1D00-5000 CHy ——_ o
HO ] L0 A 0O
2 " HOA Y o ~ JJ\
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o CHy n o CH,
iC
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HO o
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o
CHy Q CHy o /u
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Figure I11-2: Procédés de synthése pour I'obtention de PLA a haut poids moléculaire [39]
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I11.1.2 Les propriétés de PLA

In.1.2.1 Cristallinité et propriétés thermiques

Le PLA peut étre produit comme totalement amorphe ou avec une cristallinité allant
jusqu'a 40%. Les résines de PLA contenant d'environ plus de 93% d'acide L-lactique sont
principalement semi-cristallines. Les deux méso L- et D-lactide induisent des rebondissements
dans l'architecture PLLA trés réguliére. Les imperfections macromoléculaires sont responsables

de la diminution de la vitesse et de taux cristallisation du PLLA [40].

Selon les conditions de préparation, le PLLA cristallise sous différentes formes. La forme
a- présente un diagramme de diffraction bien défini. Cette structure, avec une température de
fusion de 185 °C, est plus stable que son homologue B-, qui fond a 175 °C [41]. Cette derniére
forme peut étre préparée a un taux et une température d'étirage €levé [42]. La forme y- est

formée par cristallisation épitaxiale [43].

La cinétique de cristallisation du PLA a été largement étudiée et s'est révélée plutdt lente,
comme dans le cas du poly (téréphtalate d'éthyléne) (PET). La vitesse de cristallisation
augmente avec la diminution du poids moléculaire et dépend de la composition de (co)
polymeére [34]. Le PLLA peut cristalliser en présence de D-lactide. Cependant, la structure

devient plus désordonnée et la vitesse de cristallisation diminue [44].

I11.1.2.2 Solubilité

Le meilleur solvant pour le PLA et pour la plupart des copolymeéres correspondants est le
chloroforme [36].
I11.1.2.3 Les propriétés de barriére a I’eau

Le PLA a de nombreuses applications dans I'emballage alimentaire, ses propriétés
barrieéres (principalement la vapeur d'eau) ont été largement étudiées. Le PLA est hydrophobe
et le film correspondant absorbe de trés faibles quantités d'eau, présentant des propriétés

barri¢res similaires [34].

I11.1.2.4 Les propriétés mécaniques

Les propriétés mécaniques du PLA peuvent varier dans une large mesure, allant des
matériaux mous et ¢lastiques aux matériaux rigides et a haute résistance. Le PLA commerciale

présente a peu pres de 9 % d’élongation et 2.1 GPa de Module de Young, aprés 1’ajout des
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plastifiants le Module de Young diminue et 1’¢longation augmente avec une diminution de la

température de transition vitreuse (Tg) [45].

I11.2 L’amidon

L’amidon est un polysaccharide dont le monomeére est le glucose, de formule CsH100s,
présent sous sa forme cyclisée appelée o-D-glucopyranose (ou a-D-glucose ou encore
anhydroglucose). Ce cycle adopte la conformation chaise la plus stable. Les unités sont liées

par des liaisons de type éther, appelées glycosidiques, en conformation a [46].

L'amidon est un polymeére naturel qui pourrait étre une alternative pour produire des
matériaux d'emballage alimentaire. Il a été largement étudi¢ a cause de son abondance dans le
marché, économique, biodégradable et comestible. L'amidon est un biopolymere agricole
présent dans diverses plantes dans leurs organes de réserve, notamment le bl¢, le mais, le riz,
les haricots et les pommes de terre [47]. Ce polymeére constitue plus de 60% des grains de
céréales et il est relativement facile de le séparer des autres composants [48]. Selon la source
botanique, les granules d'amidon varient selon la forme, la taille, la structure et la composition

chimique [49].

Les amidons de tubercules sont généralement volumineux, ellipsoidaux et présentent un
hile excentré. Les amidons de céréales sont trés polymorphes, et de tailles extrémement
différentes. Les grains d’amidon de céréales sont polyédriques, alors que les amidons de

tubercules et de Iégumineuses sont réniformes [50].

I11.2.1 Composition et structure moléculaire

L’amidon est composé a 98-99% de deux homopolymeéres de glucose : I’amylose et
I’amylopectine (Figure III-4). L'amylose est un polymére a chaine linéaire d'unités
d'anhydroglucose 1i¢ par la liaison a-1,4 ayant une taille moléculaire allant de 20 a 800 kg /
mol. Il représente environ 20-25% de la plupart des amidons granulaires. L'amylose est le
responsable des propriétés filmogenes de 1'amidon [48, 51, 52, 53]. L'amylopectine est un
polymeére hautement ramifié par les chaines a-1,4 liées par liaison a-1,6 glycosidiques. Il
représente de 25-30 unités de glucose et avec un poids moléculaire tres élevé (5000-30 000 kg
/ mol) [48, 53]. L’amylopectine est le constituant principal de la plupart des amidons [54]. La
teneur en chacun des constituants est différente suivant 1’origine de 1’amidon. L’amidon de

mais renferme 28% d’amylose et 72% d’ Amylopectine [55].
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Figure I11-3 : Structure chimique de 'Amylose et I'Amlyopectine [55]

I11.2.2 La biosynthése d’amidon

La biosyntheése de 1'amidon est réalisée par une série de réactions enzymatiques (Figure
ITI-5). Le saccharose, produit par photosynthése dans les feuilles, est converti en glucose-1-
phosphate (G1P). Le G1P fournit les squelettes de carbone pour la synthése de 1'amidon et elle
est d'abord converti en adénosine 50 diphosphate glucose (ADPglc) par le catalyseur
I'adénosine 50 diphosphate glucose pyrophosphorylase (AGPase) (le carreau rose). L’ ADPglc
représente le substrat primaire et sa formation représente la premicre étape de la biossynthése
de ’amidon. ADPglc est transporté dans l'amyloplaste par un transporteur membranaire a
enveloppe interne, BT1. Les synthases d'amidon (SS) sont des enzymes jouant le role des
catalyseurs pour former des chaines glucanes allongé contenant des fractions de glucose
provenant d’ADPglc par des liaisons a-1,4 en libérant I’ADP comme sous-produit et créant
ainsi I’Amylose (le carreau vert). Puis les enzymes de branchement d’amidon (SBE) ajoutent
des points de ramification aux chaines de glucanes linéaires en coupant les liaisons o- 1,4 et en

les réintégrant ensuite les chaines via a- 1,6 il se forme ainsi I’Amylopectine [56].
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Figure III-4: Organigramme illustrant les réactions enzymatiques nécessaires a la biosynthése de
I'amidon dans l'endosperme des céréales [56]

I11.2.3 Les propriétés de ’amidon

I11.2.3.1 Cristallinité et propriété thermique

La majorité des amidons sont des matériaux semi-cristallins de degré de cristallinité de
15 a 45% selon le rapport Amylose / Amylopectine (généralement de 20-25 / 75-80%). Les
régions cristallines sont formées par chaines ramifiées courtes dans I'amylopectine pendant que

I'amylose et les points de ramification de I'amylopectine forment les régions amorphes.

En effet, la nature semi-cristalline des amidons natifs a ét¢ mise en évidence par
diffraction des rayons X [57]. Il s’est avéré que les chaines macromoléculaires de I’amidon de
mais s’organisent en double hélice gauche a 6 unités glucose par tour. Cette structure est
stabilisée par des interactions Van der Waals et des liaisons hydrogenes. Ces doubles hélices
s’organisent pour former des cristallites. Pour I’amidon de mais, les cristallites sont formées

par des hélices d’amylopectine [58].

I11.2.3.2 Solubilité

Les granules d'amidon ne sont pas solubles dans l'eau froide car les liaisons hydrogenes
maintiennent les chaines d'amidon ensemble. Cependant, lorsque 1'amidon est chauffé dans
l'eau, la structure cristalline est perturbée et les molécules d'eau interagissent avec les groupes

hydroxyle de 1'amylose et de 'amylopectine, ce qui entraine une solubilisation partielle.
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Chauffer les suspensions d'amidon en exces d'eau a des températures comprises entre 65
et 90°C permet de gonfler la graine par pénétration de I’eau dans celle-ci, ¢’est un processus de
gélatinisation irréversible a lieu [48]. Pour obtenir une solution homogene de la solution
filmogene d'amidon, il est nécessaire de continuer a gélatiniser les granules dans un exces d'eau
(> 90% w /w). Ce processus casse la matrice d'amylopectine et libere l'amylose. Ces
changements se produisent parce que 1'eau diffuse a travers les granules favorisant la fusion des
cristallites d'amidon. Le processus de gélatinisation est trés complexe [59] et il est nécessaire

pour obtenir une solution homogéne pendant la préparation du film [46].

Pour obtenir des films a partir d'amidon, deux techniques sont principalement employées :
procédé a sec et procédé par voie humide. Le procédé a sec est bas¢ sur les propriétés
thermoplastiques de I'amidon par extrusion. Dans cette méthode, I'amidon est plastifié¢ et
chauffé au-dessus de sa température de transition vitreuse dans des conditions de faible teneur
en eau. Dans le procédé humide, les polymeres sont solubilisés et ensuite la solution filmogéne
est séchée. Le procédé humide est généralement préféré pour former des films préformés
comestibles, [53]. Néanmoins, les méthodes seches sont plus réalisables pour la fabrication de

films au niveau industriel [48].

I11.2.3.3 Les propriétés de barriére d’amidon

Les films d'amidon ont d'excellentes propriétés de barriére a I'oxygene en raison de leur
structure en réseau. Hautement ordonnée par les liaisons I'hydrogénes dans laquelle 1'amylose
et 'amylopectine, forment des régions cristallines et non cristallines, sont en couches alternées.
Les films a base d'amidon présentent certains inconvénients par rapport aux polymeéres
synthétiques conventionnels. Bien que ces films soient des matériaux hydrophiles qu’ils soient
sensible a I’humidité, les films d'amidon a structure cristalline plus élevée sont moins sensibles

[60, 61]. L’amidon de mais présente une structure cristalline élevé avec un taux de cristallinité

qui varie de 38-43% (par DRX) [62].

I11.2.3.4 Les propriétés mécaniques

La résistance a la traction est relativement ¢levée mais le pourcentage d'allongement est
faible, ce qui entraine de mauvaises proprié¢tés mécaniques. Cet inconvénient est dii aux régions
amorphes formées par I'Amylose. C'est pourquoi il est nécessaire d'ajouter un plastifiant pour
surmonter la fragilité du film causée par des forces intermoléculaires étendues, en améliorant

ainsi la flexibilit¢ du film [46]. De plus, leur sensibilit¢ a 1’eau les rend dépendants des

22



Partie I : Revue bibliographique

conditions dans lesquelles ils sont stockés. La quantité d’eau contenue dans les films modifie

de maniere tres importante la Tg et donc les propriétés mécaniques [55].

I11.2.3.5 La dégradation

La dégradation de I’amidon se fait par une hydrolyse enzymatique. Les enzymes qui
cassent ou hydrolysent I’amidon en sucres simples sont connues sous le nom d’amylases [63]
[64]. L’a-amylase, qui agit au hasard sur la chaine macromoléculaire, est présente dans les
plantes et dans les animaux. La salive humaine est riche en amylase, et le pancréas aussi sécréte

cette enzyme [65].
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L'emballage alimentaire a toujours été défini comme un obstacle passif qui retarde les
effets de I'environnement sur les produits alimentaires [66, 67].Cependant, les tendances de la
recherche actuelle impliquent le développement de matériaux d'emballage qui peuvent interagir
positivement avec l'environnement et la nourriture, en jouant un role actif dans la préservation

[68].

I. Généralités

Les nouveautés et les tendances récentes dans les techniques d'emballage alimentaire sont
les résultats des préférences des consommateurs a I'égard des produits alimentaires transformés
ayant une durée de conservation et une commodité accrue [69]. De plus, la tendance moderne
des pratiques de vente au détail et I'évolution du style de vie incitent a I'évolution des techniques
d'emballage novatrices sans compromettre la sécurité et la qualité des aliments [70]. La
croissance rapide des nouveaux emballages dans le segment alimentaire est due a 1'énorme
utilisation d'aliments emballés, au besoin croissant d'aliments préparés et a l'utilisation
croissante d'emballages alimentaires de taille fine [71]. Une autre raison importante pour les
emballages alimentaires innovants, est le probléme croissant des épidémies microbiennes
d'origine alimentaire qui exige l'utilisation d'emballages avec des effets antimicrobiens et la

conservation de la qualité des aliments [72].

Les innovations en emballage ont commencé plus tot sous la forme de machines
d’emballages électriques, de boites métalliques, d'emballages désinfectants, d'emballages
flexibles et de feuilles d'aluminium. Les changements émergents dans 1'industrie de I'emballage
en utilisant des matériaux et des additifs appropriés permettent de réduire I’impact sur
I’environnement et ne pourraient que renforcer 1'économie en améliorant la sécurité alimentaire,

la qualité et en minimisant les pertes de produits [73].

Les recherches approfondies ont donc abouti a une nomenclature diversifiée et souvent
confuse désigner une certaine fonctionnalit¢ de l'emballage au-deld de son utilisation

traditionnelle, telle qu'intelligente, bioactive, active [74].

Cependant, ces systémes d'emballage peuvent étre classés en deux groupes généraux en
fonction de leur historique, origines et propriétés fonctionnelles : les systémes d'emballage (bio)
actif, qui ralentissent les processus de dégradation (bio) chimiques et contrdlent le

comportement des micro-organismes pour améliorer la sécurité, la qualité et la commodité des

24



Partie I : Revue bibliographique

aliments. Les systémes d'emballage intelligents, qui informe le consommateur sur les
changements cinétiques liés a la qualité de la nourriture ou a l'environnement dans lequel elle

est contenue [75].

I1. Emballages intelligents

Un emballage intelligent est capable de suivre le produit, de détecter I'environnement
interne / externe de I'emballage, et communiquer avec le consommateur, fournir des
informations et avertir des problémes éventuels. Il convient de noter que les termes emballage
intelligent et emballage actif ne s'excluent pas mutuellement, car certains systémes d'emballage
peuvent étre classés dans les deux catégories. Il y a une dizaine d'années, I'emballage intelligent
n'était pas un concept commercialement viable parce que les appareils d'emballage et les
réseaux informatiques étaient colteux et trés limités. Maintenant, La technologie de
l'information plus puissante et plus abordable a créer un environnement favorable pour que cette

technologie prospere [76].

Un systéme d'emballage intelligent contient des dispositifs intelligents qui sont des
étiquettes, capables d'acquérir, de stocker et de transférer des informations sur les fonctions et

les propriétés des aliments emballés [77].

II.1  Limitation des emballages intelligents

Comme indiqué précédemment, 1'utilisation et l'application de technologies d’emballage
intelligent présentent de nombreux avantages. Cependant, il existe également certaines limites,
dont 1'une concerne les effets inconnus des nanomatériaux tels que la migration, la sécurité, la
qualité et le principe du mouvement. L'utilisation de capteurs sur des emballages intelligents
présente ¢galement certains avantages et limites. L'utilisation des capteurs offre une alternative
aux techniques analytiques longues, coliteuses et laborieuses qui sont actuellement appliquées
pour surveiller un produit alimentaire emballé et son environnement tout au long de la chaine
d'approvisionnement. D'un autre c6té, des obstacles se confrontent a ces systémes d’emballages
tels que : la rigidité des systémes, les colts de production élevés, la faible robustesse et

sensibilité, leurs conformité a des 1égislations strictes et la sécurité alimentaire [78].
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III. Emballages bioactifs

Actuellement, la majorité des aliments fonctionnels commerciaux sont présentés avec les
composants bioactifs contenus dans les aliments compatibles, un aspect qui impose a l'industrie
alimentaire un certain nombre de limitations et de complications pendant le traitement et la
fabrication. Certaines des difficultés techniques rencontrées par les industries dans le

développement de produits alimentaires fonctionnels sont [79] :

v' la perte de fonctionnalité du produit pendant le traitement, le stockage et ou la
commercialisation.

v’ La substance fonctionnelle n'est pas souvent compatible avec la matrice alimentaire.
C'est le cas, pour des vitamines liposolubles dans les aliments aqueux.

v Le composé bioactif ajouté peut induire le développement des ardbmes indésirables
ou d'odeurs étranges.

v La modification de la texture du produit alimentaire en conséquence du composé
ajouté doit étre controlée afin de fabriquer un produit acceptable d'un point de vue

commercial [80].

Actuellement, la demande industrielle de technologies assurant la stabilité¢ des composés
bioactifs dans les aliments reste forte. De cette manicre, les nouvelles technologies telles que la
micro et la nanoencapsulation ont été mise en évidence des perspectives prometteuses
d'amélioration des performances. Cette nouvelle technologie crée ainsi une toute nouvelle

discipline technologique d'emballage que I'on peut généralement qualifier d'emballage bioactif

[79].

Les emballages fonctionnels, ou plus précisément bioactifs, seraient ainsi capables de
retenir les principes bioactifs désirés dans des conditions optimales jusqu'a leur libération
éventuelle dans le produit alimentaire soit par libération contrdlée ou rapide pendant le
stockage, soit juste avant la consommation, en tenant compte du produit spécifique et les

caractéristiques de la substance fonctionnelle.

Il est envisagé (Lagaron, 2005a) que le développement de ces concepts innovants puisse
étre réalis¢ par (i) l'intégration et la libération controlée de composants bioactifs ou de
nanocomposants a partir de matériaux biodégradables et / ou des systémes d'emballage
durables, (ii) la micro et nanoencapsulation de ces substances actives dans I'emballage et / ou

dans les aliments [74, 81].
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Parmi les substances fonctionnelles qui sont considérées comme les plus appropriées pour
leur incorporation dans la paroi de l'emballage sont les composés phytochimiques, les
vitamines, les nanofibres et les prébiotiques. Les composés phytochimiques sont des produits
chimiques végétaux non nutritifs qui contiennent des composés protecteurs, prévenant les
maladies comme le cancer, le diabéte, les maladies cardiovasculaires et I'hypertension [82]. De
nombreux composés phytochimiques sont des composés polyphénoliques ayant une activité

antioxydante [83, 84, 85].

De nombreux composés phytochimique et des vitamines peuvent étre dégradé au cours
des étapes de traitement, de raffinage, de mise en conserve et de congélation et par conséquence

le produit alimentaire sera jeté [86].

IV. Emballages actifs

L'emballage actif est I'un des concepts innovants d'emballage alimentaire qui ont été
introduits en réponse aux changements continus des demandes actuelles des consommateurs et
des tendances du marché [87]. Les systémes d'emballage actif alimentaire sont basés sur des
matériaux dans lesquels des additifs ayant des propriétés active (antimicrobiennes et ou
antioxydantes) sont incorporés dans la matrice polymérique dans le but d'augmenter la durée
de conservation des produits alimentaires et de maintenir ou d’améliorer les propriétés des
aliments emballés [72, 88, 89, 90]. Alors, les emballages alimentaires actifs peuvent offrir
plusieurs fonctions qui n'existent pas dans les systemes d'emballage conventionnels. Les
fonctions actives peuvent inclure le piégeage de 1’oxygene, et ’activité antimicrobienne [87].
De méme, l'emballage actif est utilis¢é comme un substitut aux techniques conventionnelles de
transformation des aliments (Traitements thermiques élevés, saumurage, acidification,

déshydratation et des additifs de conservation) [91].

Les matériaux d'emballage utilisés dans ces systémes peuvent incorporer des composants
destinés a étre libérés dans les aliments ou absorber des substances provenant des aliments
emballés responsables de leur détérioration. Les substances responsables de la fonction active
de I'emballage peuvent étre placées dans un support séparé ou étre directement incorporées dans

le matériau d'emballage (Commission européenne, 2004, 2009) [92].

L'emballage actif existe a ce jour dans le but de satisfaire la demande des consommateurs

en matériaux d'emballage naturels, recyclables et biodégradables [93].
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Les produits d’oxydation de faible poids moléculaire donnent un mauvais gott, détruisent
les ¢éléments nutritifs essentiels, et produisent des composés toxiques [94]. La libération
contrdlée d'agents actifs dans les aliments via des films d'emballage pendant de longues
périodes de stockage et de distribution limite la génération des ardmes indésirables produits par

l'incorporation directe d'additifs dans les aliments [75].

Les emballages actifs par leur concept innovant et en raison de leurs interactions avec
I'emballage, I'aliment et 1'environnement, générent de plus longues durées de conservation des
aliments, une protection plus élevée des saveurs, ainsi que de faibles teneurs en additifs dans

les formulations alimentaires tout en préservant la qualité du produit [94].

Les emballages contenant un antioxydant sont une catégorie importante des emballages
actifs qui permet d’augmenter la durée de stockage des aliments. Les antioxydants protégent le
polymeére contre la formation de produits d'oxydation et de composés indésirables qui peuvent

migrer vers les aliments provoquant une diminution de la qualité des produits [94].

L’utilisation des agents antimicrobiens dans l'emballage est une forme d'emballage actif
qui vise a diminuer ou a inhiber la croissance microbienne dans I'aliment emballé ou lui-méme
dans l'emballage alimentaire [72]. L’agent antimicrobien contenu dans les emballages se
fonctionnalise soit par une diffusion directe a la surface de la nourriture, soit sous forme de

vapeur [95].

IV.1 Emballages actifs antioxydants

L'oxydation des lipides dans les aliments entraine non seulement le développement du
rancissement, mais aussi la formation potentielle des aldéhydes toxiques et la perte de qualité
nutritionnelle [77]. Afin de protéger l'oxydation des lipides, les antioxydants sont
traditionnellement ajoutés dans la formulation alimentaire initiale. L'ajout direct des
antioxydants dans les aliments est limité par leur participation a des réactions complexes
devenant parfois prooxydantes et le manque de sélectivité pour cibler la surface des aliments
ou la plupart des réactions d'oxydation se produisent [94]. L'emballage actif antioxydant peut
étre utilis¢é comme moyen d'améliorer la qualit¢ du produit et de prolonger la durée de
conservation des aliments en particuliers les viandes et des produits carnés en contrdlant le

niveau d'oxygene auquel le produit est exposé [74].

Les outils de piégeage de 1’oxygene utilisés dans les matériaux d'emballage inhibent les

réactions oxydatives en €liminant 1'oxygene et sont sous forme des sachets. Parmi les capteurs
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d'oxygene utilisés sont, 'oxyde de fer qui réagit avec 'oxygeéne pour diminuer sa concentration
[96], les capteurs de dioxyde de carbone qui diminue la vitesse de respiration des aliments frais
[88]. La capacité de ces sachets a absorber est treés limitée, nécessitant ainsi plusieurs sachets
pour un produit congu pour une longue durée de conservation, ce qui n'est pas pratique et

commercialement acceptable [97].

Cependant, I'addition des antioxydants synthétiques dans les formulations de polymeres
est une pratique de plus en plus courante en tant que moyen de protection de la dégradation des
polyméres pendant leur traitement et pendant leur durée de vie. Parmi les antioxydants
synthétique, seulement quatre sont couramment employés les aliments on note principalement
le butylatedhydroxyanisole (BHA), le butylatedhydroxytoluene (BHT), propyl gallate (PG), et
le tert-butylhydroquinone (TBHQ)) [94, 98].

Les systemes de films fonctionnels antioxydants sont une technologie alternative
réalisable pour telles applications. Cette technologie est bénéfique a la fois pour I'emballage et
les aliments emballés, car d’une part les antioxydants incorporés stabilisent le polymere pendant

le traitement et d’autre part inhibent 1'oxydation du produit [99].

Cependant, la plupart des recherches menées dans ce domaine utilise des matériaux non
renouvelables principalement constitués de polyoléfines [100, 101]. Les tendances actuelles
menent a développer des films fonctionnels antioxydants a partir de polymeres biosourcés tels

que le PLA, PHBYV, protéines de soja, polymeres a base d'amidon [99].

IV.2 Emballages actifs antimicrobiens

Les emballages antimicrobiens sont des moyens novateurs résultant des problémes
d’origine alimentaire. Cette option permette d’inhiber la croissance microbienne tout en
maintenant la qualité, la fraicheur et la sécurit¢ de I’aliment. Les emballages alimentaires
antimicrobiens agissent pour réduire, inhiber ou retarder la croissance des microorganismes qui

peuvent étre présents dans les aliments emballés ou les matériaux d'emballage eux-mémes.

L’utilisation des films d'emballage contenant des agents antimicrobiens pourrait étre
I’emballage le plus performant, par une lente migration des agents du matériau d'emballage a
la surface du produit, aidant ainsi & maintenir des concentrations ¢élevées la ou elles sont
nécessaires. Si un antimicrobien peut étre libéré de I'emballage pendant une période prolongée,
l'activité peut également étre étendue a la phase de stockage, de transport et de la distribution

alimentaire [87].
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IV.2.1 Les systémes d’emballage antimicrobien :

La plupart des systemes d'emballage alimentaire représentent soit un systéme Emballage

/ Aliment, soit un systéme Emballage / Espace libre / Aliment (Figure 6).

Un systéme Emballage / Aliment est un produit alimentaire solide, liquide ou de faible
viscosité en contact avec le matériau d'emballage. Les produits de viande préts-a-manger
emballés individuellement, les produits cuits «sous vide» et les produits de charcuterie sont de
bons exemples. La diffusion de matériau d'emballage vers 1’aliment et la répartition a l'interface
sont les principaux phénomeénes de migration impliqués dans ce systéme (Figure 6). Les agents
antimicrobiens peuvent étre initialement incorporés dans les matériaux d'emballage et migrer

dans les aliments par une diffusion et une répartition [102].

Les systéemes Emballage / Espace libre / Aliment sont représentés par des aliments
emballés dans des emballages flexibles, des tasses et des cartons. L'évaporation ou la
distribution équilibrée d'une substance dans l'espace libre, le matériau d'emballage et I’aliment
doit étre considérée comme faisant partie de principaux mécanismes de migration pour estimer
la distribution interfaciale de la substance (Figure IV-1). Une substance active volatile peut étre
utilisée dans ces systémes, car elle peut migrer a travers l'espace libre entre 1'emballage et les

aliments [87].

Emballage Aliment Emballage Espace libre

Diffusion Equilibre | *

Evaporation
> Equilibre ] l
Sorption
Immobilisation g Diffusion -
chimique —* Immobilisation

chimique

Figure IV-1: Systémes d'emballage alimentaire et comportement relatif des substances actives [102]

Les systémes d’emballages alimentaires existent en plusieurs formes notamment :

+ Des sachets ou des tampons contenant des agents antimicrobiens :

Les sachets sont des absorbeurs d’oxygene et d’humidité (source de moisissure), les tampons

renferment les acides organiques et les surfactants [103].

30



Partie I : Revue bibliographique

4+ Des agents antimicrobiens directement incorporés dans les polyméres :
I'ITmazalil, les acides organiques, I’hexaméthylénetétramine ont été ajoutés au LDPE, les
peptides antimicrobiens ont été ajoutés au PE et la nisine au HPMC [103].

+ Revétement les antimicrobiens sur les surfaces de polyméres
Des films comestibles ont été utilisés comme support pour des agents antimicrobiens et
appliqués en tant que revétements sur des matériaux d'emballage. La nisine / méthylcellulose
pour les films de polyethylene [103].

4+ Immobilisation des antimicrobiens aux polyméres par des liaisons ioniques ou

covalentes :

Ce type d'immobilisation nécessite la présence de groupes fonctionnels sur 1’agent
antimicrobien et le polymere a la fois. Des exemples des agents antimicrobiens ayant un groupe
fonctionnel sont des peptides, des enzymes, des polyamines et des acides organiques.
L'immobilisation peut nécessiter 1'utilisation des molécules qui lient la surface du polymeére a
l'agent bioactif. Les molécules qui pourraient potentiellement étre utilisé comprennent les
dextranes, le polyéthyléneglycol, 1'éthylénediamine et la polyéthyléneimine. Ainsi, ces
molécules présentent une faible toxicité pour les aliments et pour le consommateur [103].

+ Utilisation des polyméres intersequement antimicrobiens :

Les polymeres tels que le polyamide traité, le chitosane et la poly-L-lysine favorisent
l'adhésion cellulaire puisque les amines chargées interagissent avec des charges négatives de la

membrane cellulaire, provoquant une fuite des constituants intracellulaires [104].

IV.3 Exemples de concepts d’emballages antimicrobiens

Au Japon, la zéolite substituée par l'argent a ét¢ mise au point en tant qu'agent

antimicrobien le plus commun incorporé dans les films d’emballage en plastique [87].

Plusieurs autres composés ont été proposés et testés pour l'activité antimicrobienne dans
des emballages alimentaires comprenant des acides organiques (Tableau IV-1). Aussi, des

bactériocines et des fongicides [105] (Tableau IV-2).

Tableau IV-1: Emballages alimentaires antimicrobiens contenant des composés organiques

Agent antimicrobien Matériau d’emballage Reference

Acide acétique Chitosane [106]
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Acide benzoique PE-co-MA [107]
Anhydride benzoique LDPE [108]
Benzoate de sodium MC/Chitosane [109]
Acide p-aminobenzoique WPI [110])
Acide lactique Alginate [111]

Acide laurique

Corn zein film

[112][113]

Acide propanoique Chitosane [114]
Acide sorbique WPI [110]
Anhydride d’acide sorbique PE [107]
MC/HPMC [115]
Sorbate de potassium Me [116]
Starch [117]
MC/ Chitosan [109]

LDPE [118][119]

Cellulose noncrystal/Argent PLA

[120]

Tableau IV-2: Emballages alimentaires antimicrobiens contenant des pédiocines et des enzymes

Agent antimicrobien Matériau d’emballage Reference
Glucose oxidase Alginate [121]
Lysozyme PVOH, Nylon, Acétate de [72]
cellulose

Revétement Silicone [122]

SPI [123]

Nisine PE [112]
PVC, LDPE [124]

HPMC [125]

SPI, WPL, WG, EA [126]

Pédiocine Cellulose [127]

Imazalil LDPE [128]
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IV.4 Limitation des emballages alimentaires actifs

La prévention des microorganismes pathogénes et la détérioration des aliments ont
nécessité l'utilisation d'agents synthétiques et artificiels tels que butylate hydroxytoluéne
(BHT), butylate hydroxyanisole (BHA), tert-butylhydroxyhydro quinone (TBHQ), propyl
gallate (PG), les thioesters et les composés organophosphorés comme additifs d'emballage actif.
Cette utilisation est limitée en raison de leur toxicité résultant de leurs migrations dans les
produits alimentaires [129]. En effet, elles provoquent des effets néfastes et indésirables pour la
santé humaine suite a leur migration et leur diffusion dans 1’organisme a travers I’emballage
alimentaire [130]. Il a été démontré que le BHA ¢était cancérigéne dans les expériences sur les
animaux. Aussi, a des doses ¢élevées, le BHT a causé une hémorragie interne et externe, ce qui
a entrainé la mort de certaines souches de souris et de cobayes [131]. Ceci a entrainé une

demande aux fabricants des emballages a trouver d'autres moyens [132, 133].

Ainsi, l'utilisation d'additifs synthétiques est désormais remplacée par l'utilisation des
substances naturelles d'herbes, d'épices, et d'extraits végétaux généralement reconnus comme
strs et sains [129, 134]. En outre, ces additifs naturels sont de bonnes sources de divers composés
bioactifs [135] et sont utilisés comme excellente forme de conditionnement actif dans les

produits carnés en raison de leurs propriétés biologiques importantes [136].
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Innovation de nouvelles technologies

d’emballage alimentaires actifs



Au cours des dernieres années, la recherche sur le développement de matériaux ayant des
propriétés antimicrobiennes et antioxydantes a connu un grand essor dans le but de protéger les

aliments contre les réactions oxydatives et la croissance microbienne [137].

En outre, l'application d'ingrédients naturels est une nouvelle tendance dans l'industrie
alimentaire, c'est-a-dire des conservateurs naturels dérivés de sources naturelles, au lieu de
substances synthétiques. L’incorporation des substances naturelles telles que les huiles
essentielles et les extraits de plantes aromatiques et médicinales est une nouvelle approche dans

les emballages alimentaires actifs [129, 138].

I. Les plantes aromatiques et médicinales
I.1 Généralités

I.1.1 Définition

Une plante aromatique et médicinale est une drogue végétale selon la pharmacopée
européenne utilisée en médecine traditionnelle pour ses vertus thérapeutiques. Cela signifie
qu'au moins une de ses parties posséde des propriétés curatives. Leur activité thérapeutique

reléve de leurs principes actifs, a savoir les composants présents dans cette derniere [139].

Les plantes médicinales ont été¢ toujours associées aux comportements et au savoir
traditionnel. Selon les statistiques de 2003 de I’OMS, 80% de la population mondiale a recours
aux médecines traditionnelles pour satisfaire des besoins en soins de santé primaire [140]. I1
pousse dans le monde plus de 20000 especes de végétaux, a usages condimentaires, médicinaux

ou cosmétiques, dont 50% est utilisée en industrie pharmaceutique [141].
[.1.2 Importance des plantes aromatiques et médicinales

1.1.2.1 L’action des plantes médicinales

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possédent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I'organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie : elles

présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus [142].
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+ La phytothérapie

La phytothérapie ou bien «la thérapie par les plantes» est en pleine expansion. A travers
les siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et 1’utilisation des plantes
médicinales. Les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs, qui
se tournent vers des soins moins agressifs pour l'organisme. On estime que 10 a 20% des
hospitalisations sont dues aux effets secondaires des médicaments chimiques. C’est pour cela
on voit que la phytothérapie qui propose des remédes naturels et bien acceptés par 1'organisme,

est souvent associée aux traitements classiques [142].

I.1.3 Domaine d’application

Au fil des années, la demande en substances d’origine naturelle a augmenté d une fagon
considérable grace a leurs propriétés thérapeutiques, organoleptiques et odorantes. Les essences
et les extraits préparés a partir des plantes peuvent étre utilisés dans des domaines aussi divers
que la parfumerie, I’agro-alimentaire, 1’aromathérapie, la pharmacie, la phytothérapie et les

produits cosmétiques naturels.

1.1.4 Actualité des plantes aromatiques et médicinales (PAM) utilisées en Tunisie

La Tunisie, de par sa position géographique privilégi¢e et son contexte climatique, est
connue pour étre un réservoir riche et immense en PAM. Sa flore s'éleve a 2163 especes
végétales dont environ 187 PAM sont connues pour étre non toxiques, ces données traduisent
la grande diversité des systémes écologiques du pays. Les plantes aromatiques et médicinales
tunisiennes sont au centre des orientations stratégiques, mais paradoxalement cette richesse

demeure sous-exploitée et marginalisée.

Au cours de la derniére décennie, la PAM et applications s’est développée suite a la
demande sans cesse par les industries de transformation locales et étrangeres. Cette demande a
encouragé la Tunisie a intensifier la culture et améliorer la qualité et ’exploitation de ces
plantes. Ces derniéres sont exportées sous les formes séchées, fraiches, transformées en eaux

florales ou HE sans valorisation et sans aucune valeur ajoutée jusqu’ici [143].

A 1’échelle mondiale, la Tunisie est un producteur important de certains produits tels
que le néroli, le romarin, les essences d’agrumes, 1’huile essentielle de myrte et la marjolaine.
Le taux d’exportation est estimé a 250 tonnes/an d'huiles essentielles et d'aromates. La Tunisie

est devenue le premier exportateur mondial de néroli (34%) et le deuxieme d'essence de romarin
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(31%). Les fleurs d'agrumes et les autres plantes aromatiques ne représentent que 35%. Les

principaux partenaires commerciaux sont I’Europe et I’Amérique du Nord [144].

Actuellement, la Tunisie compte 36 unités (situées principalement a Sfax, Nabeul,
Zaghouan et Tunis) connues pour leur engagement dans le domaine d’exploitation, de

transformation et de distillation des PAM [145].
1.2 Les huiles essentielles

1.2.1 Définition

Une HE, appelée également « essence végétale = huile volatile », constitue « la maticre
odoriférante » de la plante aromatique. C’est un mélange naturel de composition assez
complexe renfermant des molécules aromatiques volatiles [146]. Selon la norme francaise,
AFNOR NF T 75-006 [147]. Ces extraits sont appelés HEs, parce que, le terme «huile»
s’explique par le caractere visqueux et hydrophobe de ces principes, et le terme «essentielle

reflete la caractéristique principale du végétal.

Les huiles volatiles sont des substances odorantes largement reparties dans les matiéres
naturelles végétales et de quantité variable. Plus de 2000 espéces appartenant a 60 familles
différentes produisent les HEs. Les principales familles a haute teneur en mati¢res odorantes

sont les Lamiaceae, Rutacées, Myrtacées, Apiacées, Pinacées [146].

En principe, tous les tissus végétatifs contiennent ces essences végétales comme les
sommités fleuries (marjolaine, lavande), les feuilles (laurier, eucalyptus), les écorces
(cannelier), le bois (bois de rose, santal), les racines (vétiver), les rhizomes (acore), les fruits
(citron) ou les graines (carvi). Elles peuvent coexister simultanément dans différents organes
au sein de la méme plante [148]. La teneur et la composition chimique d’une HE peuvent varier
d’un organe a un autre [149]. Généralement, la teneur des plantes en essences végétales est

faible de I’ordre de 0,1 a 3% du poids sec du matériel végétal [150].

1.2.2 Les propriétés et les activités biologiques des huiles essentielles

Les HEs sont des substances trés odorantes et aromatisants, désignés comme étant
GRAS « généralement considérés comme shrs » [151]. Elles sont volatiles a la température
ambiante, liquides a I’exception de quelques-unes qui sont solide a la température ambiante
(HE d’Anis et de la Menthe du japon). Elles sont solubles dans les solvants organiques usuels

et insolubles dans 1’eau. La densité des HEs est généralement inférieure a celle de I’eau (0,85 a
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0,95) a I’exception de trois huiles dites lourdes a savoir 1’huile de cannelle, de girofle et de

sassafras [152, 153].

L’activité¢ antimicrobienne inhérente des HEs est communément liée a la structure
chimique de leurs composants, la concentration dans laquelle les composants sont présents, et
les interactions entre eux affectent leurs propriétés bioactives. L'activité antimicrobienne des
HE est associée aux composants terpénoides et phénoliques des huiles. Certaines études ont
démontré que les HEs ont une plus grande activité antibactérienne que leurs principaux
constituants lorsqu'ils sont testés séparément [151]. Outre, il a ét¢ démontré que les HEs
présentent des propriétés antivirales [154], antimycosiques [155,156,157,158], antiparasitaires
[15,160], et insecticides [161,162]. Ces caractéristiques sont possiblement liées a la fonction de

ces composés dans les plantes [163,164].

En outre, les HEs sont connues par leurs bienfaits potentiels sur la santé humaine telle
que les propriétés anticancéreuses, antiinflammatoires, antidiabétiques, antiulcérogeénes,

antidépressives, antianxiolytiques [165,166,167,168].

I.2.3 Mode d’action des huiles essentielles

Plusieurs chercheurs ont suggéré que l'action antimicrobienne des HEs peut étre attribuée
a leur capacité a pénétrer a travers les membranes bactériennes a l'intérieur de la cellule et a
exercer une activité inhibitrice sur les propriétés fonctionnelles de la cellule et sur leurs
propriétés lipophiles [169,170]. La nature phénolique des HEs provoque également une réponse
antimicrobienne contre les bactéries pathogeénes d'origine alimentaire [169,171]. Les composés
phénoliques perturbent la membrane cellulaire, ce qui entraine l'inhibition des propriétés

fonctionnelles de la cellule et finit par provoquer une fuite du contenu interne de la cellule [169].

L'interaction des HEs avec les membranes cellulaires microbiennes entraine l'inhibition
de la croissance de certaines bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes et Bacillus cereus) et a Gram négatif (Escherichia coli et Salmonella
Enteritidis) [172]. Cependant, il a été démontré que les bactéries a Gram positif sont plus
sensibles aux HEs que les bactéries a gram négatifs en raison de l'interaction directe de la
membrane cellulaire avec les composants hydrophobes des HEs [173,174]. Contrairement aux
bactéries a Gram négatifs, qui possedent des parois cellulaire hydrophile ce qui aide a prévenir

la pénétration des composés hydrophobes des HEs [172].
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I.2.4 Utilité économique

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie cosmétique, alimentaire et médicale [175]. L utilisation des HEs comme base dans
la fabrication de parfums et de savons constitue une pratique courante depuis des si¢écles dans
la plupart des civilisations. La consommation d’huile dans ce secteur se caractérise par le besoin
d’une trés grande variété de produits, de quantités relativement faibles et de prix souvent élevés.
La parfumerie technique a également recours aux HEs pour I’image de propreté a laquelle elles

sont associées, mais aussi parfois pour leurs propriétés antiseptiques [176].

En ce qui concerne I’industrie alimentaire, les HEs sont utilisées pour rehausser le gotit
des aliments, pour parfumer et colorer. Le nombre de produits augmente et le consommateur
recherche d’avantage les produits avec des ingrédients naturels (par exemple : HE d’orange la
plus utilisé¢ dans le monde) [177]. Les huiles a utilisations médicinales peuvent étre vendues
comme tel en petits flacons ou sous forme de vaporisateurs, de pastilles, de bonbons. Ces huiles
peuvent €galement Etre utilisées comme inhalant pour soulager les difficultés respiratoires,
comme dentifrice (dans 1’eau), ainsi que pour rafraichir ou soulager la gorge [178].
L'homéopathie et l'aromathérapie sont des exemples courants d'usage d'HEs en médecine

douce, et leur popularité s'est accrue d'une fagon considérable ces derni¢res années [176].
1.2.5 Extraction des huiles essentielles

[.2.5.1 Principe général

Les HEs sont des principes aromatiques obtenus a partir des plantes, botaniquement
définies, par extraction solide-liquide. Cette extraction consiste en un transfert ou échange de
maticre entre deux phases hétérogenes : I’une solide contenant la matiere a extraire « solution

riche » et I’autre liquide correspondant au « solvant d’extraction » [179].

1.2.5.2 Méthodes d’extraction

Les HEs représentent de 0,1 a 3% du poids sec du matériel végétal, ce qui en fait des
molécules rares, mais précieuses [150]. Le choix de la technique d’extraction influe directement

sur le rendement d’extraction et sur la qualité des essences obtenues.

a. Ladistillation
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La distillation a la vapeur d’eau est la principale méthode traditionnelle et commerciale
utilisée pour isoler les HEs (trésors aromatiques) a partir du matériel végétal. Trois groupes de

techniques sont utilisés :

L’hydrodistillation

Ce procédé consiste a extraire par 1I’eau vapeur les molécules volatiles du matériel végétal.

Une condensation ultérieure en circuit fermé permet de récupérer ces essences.

La matiére végétale est immergée directement dans un récipient « alambic » rempli d'eau
placée sur une source de chaleur. Le tout est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes,
au contact du froid, se condensent et deviennent liquides. Ce liquide est formé d'un mélange
d'eau et d’huile parfumée. Cette dernicre se sépare de I'hydrolat par non miscibilité et différence

de densité.

L’entrainement a la vapeur ou distillation a la vapeur d’eau

La technique d’entrainement a la vapeur d’eau est mise au point pour minimiser les
altérations de I'HE liées a certains phénomenes de dégradation des composés de cette essence
végétale ou des réactions chimiques comme I’hydrolyse des esters. La conséquence étant une

augmentation de la qualit¢ d’HE obtenue.

La matrice végétale est disposée sur des plaques perforées situées a une certaine distance
au-dessus du fond rempli d’eau. La masse végétale est donc en contact direct avec la vapeur

d’eau saturée, mais pas avec |’eau.

L’hydrodiffusion (la percolation)

Appelée aussi « la distillation a la vapeur directe », est une variante de 1’entrainement a
la vapeur mais sans eau dans le fond de 1’alambic. La vapeur d’eau est introduite par le haut par
rapport a la matiere végétale pour percoler a travers la charge végétale. Le mélange de vapeur

(vapeurs d’eau et les vapeurs d’huile) est ensuite condensé et recueilli [153, 180].

b.  L’expression

L’expression, appelé également « pression a froid », est une technique « physique »
essentiellement utilisée pour I’extraction des essences des écorces des agrumes telles que la

mandarine, le citron, ’orange amere, etc. Le principe consiste a briser les parois des sacs

oléiferes renfermant I’HE sans aucune source de chaleur, ce qui permet d’éviter les phénoménes
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d’hydrolyse. L’huile ainsi libérée présente une odeur trés proche de la plante fraiche, d’ou son

appellation « essence » [153].

c.  L’extraction aux solvants organiques volatils

Cette technique est utilisée pour I’extraction des substances odorantes volatiles a partir
des organes de végétaux trop fragiles et qui ne supportent pas la chaleur (thermolabiles).
L’extraction consiste a épuiser la mati¢re végétale a 1’aide d’un solvant approprié¢ pendant une
durée déterminée. Apres décantation et concentration, le solvant est ensuite €éliminé par
distillation partielle et on obtient un mélange pateux odorant appelé « concreéte ». Ce dernier
ne contient pas uniquement des molécules volatiles mais également des cires et des acides gras

[148].

d. L’enfleurage

Cette technique d’extraction est réservée aux organes fragiles de la plante : les fleurs (le
jasmin, la tubéreuse,...). Elle repose sur I’affinité¢ des composés parfumés pour les corps gras.
Le principe consiste a diffuser les tissus végétaux dans un corps gras pour le saturer en aromes
végétales. Le mélange obtenu (composé du gras et de I’extrait) est ensuite traité a I’alcool pour

ne laisser que l'essence dite « absolue » [181, 182].

e.  Extraction par micro-ondes sous vide

C’est un procédé¢ d’extraction assisté par micro-ondes, ou la matrice végétale fraiche est
placée dans un réacteur micro-ondes sans ajout de solvant. Le chauffage de I’eau intrinséque
du végétal permet la rupture des glandes sécrétrices d’HE. Les métabolites secondaires sont
alors libérés et entrainés dans le mélange formé avec la vapeur d’eau propre du végétal. Ces
métabolites secondaires sont recueillis suite a des étapes de condensation, refroidissement et

décantation.

C’est une technique trés rapide, qui permet de réduire les dépenses en énergie et d’obtenir
des substances de meilleure qualité olfactive et de plus grand rendement avec une

consommation moindre de solvants [183].

f.  Extraction par CO2 supercritique

Apparue vers la fin des années 1970, I’extraction aux fluides supercritiques, en
particulier le COz supercritiques, est un procédé innovant congu pour le traitement des essences

aromatique thermosensibles. Elle présente un large spectre de potentialité dans les industries :
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agro-alimentaires, chimiques : polymérisation, photochimie, biochimiques, pharmaceutiques

ainsi que I’extraction des ardmes et parfums [184, 185].

Un fluide est dit a 1’état supercritique lorsqu’il est porté a une température et a une
pression au-dela de son point critique : un couple de pression-température critiques (Pc, Tc).
Ce FSC présente alors un comportement intermédiaire entre celui d’un gaz et d’un liquide.
Diftférents FSC sont utilisés tel que 1’eau, 1’éthane, le propane, etc., mais le dioxyde de carbone
(CO2) reste le solvant le plus communément utilisé. Il se révele étre un solvant alternatif pour
I’extraction des composés actifs de plantes. Les produits ainsi obtenus sont trés concentrés avec
une fragrance trés proche du végétal et sans solvant résiduel. Le choix de CO2 supercritique
comme solvant alternatif d’extraction est justifié par ses coordonnées critiques modérées (Tc =
31,1 °C, Pc = 73,8 bar). C’est un solvant « vert », chimiquement inerte, non polluant, inodore,
peu onéreux, de haute pureté (99,99%), naturellement abondant avec un bon pouvoir de
solubilisation, a 1’état supercritique, vis a vis des molécules apolaires ou faiblement polaires et

de petite masse molaire [153, 184].

Le flux de CO2 supercritique est acheminé vers I’extracteur qui contient le végétal
préalablement broyé. Le tout est maintenu pendant plusieurs heures afin d’atteindre les
conditions opératoires recherchées. Ce fluide va alors se charger des principes aromatiques de
la plante. A la sortie de 1'extracteur le CO2 est détendu, redevient gazeux et se sépare des actifs
végétaux extraits. Il en résulte, au niveau des séparateurs, des composés odorants spécifiques

liquides ou pateux [153, 184].

1.2.6 Composition chimique des huiles essentielles

Les HEs sont des mélanges naturels extrémement complexes. Plus de 300 constituants
différents a fonctions organiques classiques (hydrocarbures, alcools, acides, esters,...). Ces
composés sont classés en deux séries distinctes : la série des terpenoides d’une part et la série

des composés aromatiques dérivés du phénylpropane (C6-C3) d'autre part.

1.2.6.1 Les terpéenoides

Les terpénoides appelé également « les terpenes » sont des hydrocarbures issus du

couplage d'un nombre d'unités « isopréniques » (C5SH8)a (Figure I-1).
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Figure I-1: Squelette d’une unité isoprénique

Les terpénes sont classés selon le nombre n d'unités isopréniques en monoterpéenes
formés de deux unités (CioHis), les sesquiterpénes formés de trois unités (CisHz4), les
diterpénes formés de quatre unités (C20H32), les sesterpénes (C2sHao), les triterpénes (CsoHas)
et les tétraterpenes ou polyterpenes (CsHs)n. L’étude de la composition chimique des HEs
révele la présence des terpenes volatils, c’est a dire de faible masse moléculaire (des
monoterpénes et des sesquiterpeénes) et plus rarement de quelques diterpenes (C20Hs2)

[148,186,187].

1.2.6.2 Les composés aromatiques

Dérivés du phénylpropane, forment un groupe de constituants naturels moins présents
que les terpénoides mais néanmoins trés importants. Ce sont des substances odorantes bien
connues : I’eugénol (clou de girofle), la vanilline (vanille), I’estragole (1’estragon), ect. Ils sont

davantage présents dans les HEs d’ Apiaceae (fenouil, vanille, basilic...) [148,186,187].

Les composants majeurs peuvent constituer jusqu'a 85% d'une HEs et définissent
généralement leurs propriétés biologiques. Cependant, les 15% restants sont constitués de
composants mineurs qui, bien que présents a I'état de traces, jouent un role important dans les
activités biologiques, agissant en synergie avec les composants principaux (Burt, 2004, Pavela,
2015). Un effet de synergie se produit lorsque I'effet des substances combinées est supérieur a

la somme des effets individuels [151].

1.2.7 Sensibilisation des huiles essentielles

Les HEs sont sensibles a peu de facteurs physicochimiques tels que 1'oxygene, la lumiére,
la température et le pH. Ainsi, 1'oxygene en présence de lumiére conduit a l'oxydation des
composés insaturés avec la génération de radicaux libres. Les HEs perdent de petites quantités
de composés volatils lorsqu'ils sont stockés a des températures élevées. De plus, certains

composants sont trés instables a pH variable [188].
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1.2.8 Facteurs influencant la composition et la qualité d’une huile essentielle

La composition et la qualité¢ des HEs sont naturellement affectées par les caractéristiques
de la plante, telles que le stade de développement, la variété, 1'origine géographique, la partie
de la plante utilisée, 1'age, la saison et les facteurs environnementaux, comme la température,
I’humidité, 1’altitude et la nature du sol [92]. Ainsi, le mode de récolte, les conditions de
transport, séchage et de stockage peuvent générer des dégradations enzymatiques [189]. Mais,
¢galement la méthode d'extraction, les conditions opératoires (notamment la température, la
durée d’extraction, le broyage, la pression, I’agitation) et le solvant utilisé contribuent a la

variation du rendement et de la qualité de I’'HE [190,191,192,193].

1.2.9 Meéthodes de caractérisation des huiles essentielles

L’identification qualitative et quantitative des différents composés d’'une HE demeure

une étape délicate nécessitant la mise en ceuvre de diverses techniques.

La chromatographie en phase gazeuse (GC) reste la technique incontournable pour la
caractérisation des HEs. C’est une méthode d’analyse par séparation des constituants gazeux
ou susceptibles d'étre volatilisés par élévation de température sans décomposition. Le couplage
de la GC a un Détecteur a Ionisation de Flamme (FID ou DIF) permet la quantification des

composés et le calcul de leurs indices de rétention a partir d’une série d’alcanes de référence.

La combinaison de la chromatographie en phase gazeuse avec une technique
spectroscopique : la Spectrométrie de Masse (GC/MS) permet ainsi 1’identification de ces
composés volatils du mélange complexe par analyse comparative des spectres de masse relatifs

avec ceux d’une bibliotheéque spectrale [194,195].

1.2.10 Toxicité des HEs : aspect juridique

Les huiles essentielles et leurs constituants sont également enregistrés comme GRAS par
la FDA de I’Etats-Unis. Cependant, La FDA a rapporté une liste des HEs les plus toxiques et

qui ne doivent pas étre utilisés (tableau I-1) [196].

La toxicité des HEs varie selon leur composition qui, elle-méme varie selon la plante
source qui elle-méme peut varier selon le terrain ou elle est cultivée. Par exemple, I’HE de
feuille de Silvia officinalis L est plus riche en thujone toxique en Estonie que celle du reste de

I’Europe [197].
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L'industrie alimentaire utilise principalement la cannelle, 1'agrume, le clou de girofle, la
citronnelle, la coriandre, l'origan, la sauge, le piment, le thym et le romarin, et seuls de faibles
pourcentages des HEs sont tolérables dans les aliments [198]. L'ingestion de fortes doses de
composés naturels peut induire de graves problémes de toxicité. Il est nécessaire de trouver un
équilibre entre la dose effective d'HE et le risque de toxicité [199]. Le carvacrol, le carvone, le
cinnamaldéhyde, le citral, le p-cymeéne, 1'eugénol, le limonene, le menthol et le thymol sont des
composants chimiques présents dans les HEs sont homologués et reconnus comme des agents
sains dans les pays de I'Union européenne (UE). D’autre part, l'estragole et le méthyl eugenol

ont été retirés de la liste de sécurité [200].

A nos jours, des groupes internationaux impliqués en santé publique comme le No
observed adverse effect level (NOAEL) travaillent pour évaluer la toxicité de certains
composants d’HEs, leurs études visent a fixer des normes pour assurer la sécurité d’emploi des

produits [197].

En dépit d'étre approuvé en tant qu'additif alimentaire, certains HEs de lavande, de jasmin,
de palissandre, de laurier, d'eucalyptus, d'ylang-ylang, de citronnelle, de santal de clou de

girofle et de pomérance peuvent provoquer des réactions allergiques [92].

Tableau I-1: Les huiles essentielles qui présentent une toxicité aigu€ ou cancérogeéne

HEs source
huile d'amande (amére, non rectifiée) graines
huile boldo feuilles
huile de cade bois
I'huile de raifort racines
huile de moutarde graines
Huile de pin Bois
huile de sassafras racines
I'huile de racine de serpent racines
huile d'arbre a thé feuilles
huile de wormseed graines
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1.3 Les extraits organiques

I.3.1 Généralité

Les extraits naturels sont obtenus par l'action extractive d’un solvant organique
appropriée ou de I’eau avec une maticre végétale seche et fraiche. Le choix du solvant
d’extraction est alors d’une importance essentielle. On utilise souvent des solvants ayant la
capacité d’extraire, de dissoudre les ¢léments actifs de la plante et de s’évaporer tels que 1'eau,
I'acétone, l'acétate d'éthyle, les alcools (méthanol, éthanol, propanol) et leurs mélanges. Ces
extraits sont le plus souvent concentrés ce qui permet d'obtenir une consistance fluide, molle
ou seche tres riche en molécules actives. L'acétate d'éthyle et I'acétone récuperent les composés
non polaires comme les flavonoides (quercétine, lutéoline, apigénine, ériodictyol) et les
terpénoides (carnosol, thymol, carvacrol) tandis que les alcools, I'eau et les mélanges
hydroalcooliques sont de bons solvants pour les acides phénoliques (caféiques, rosmarinique,

salvianolique) et les glycosides flavonoides (rutine, apigénine glycoside).

Le rendement final peut étre influencé par plusieurs paramétres, y compris le solvant
d'extraction, le temps, la température, le rapport solvant-échantillon et le nombre d'extractions

d'échantillons [201].

1.3.2 Les propriétés et les activités biologiques des extraits des plantes

Les extraits de plantes sont constitués par des composés phytochimiques qui ont des
activités biologiques. Ces composés phytochimiques peuvent contenir une couleur, une odeur
et/ ou un arome qui donnent des caractéristiques uniques et variées selon les espéces, les parties,

I'age des plantes et 1'environnement [202].

Les extraits de plantes sont des sources d'antioxydants tels que les polyphénols et les
flavonoides, dont 'activité est bien connue dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques et
alimentaires [203]. Les polyphénols présentent un grand intérét pour la thérapeutique. Le
métabolisme cellulaire produit plusieurs espéces d'oxygene réactif (ROS). Si les cellules
eucaryotes présentent des mécanismes de piégeage pour ces ROS, il a été¢ démontrée qu'avec le
vieillissement, la quantit¢ de ROS augmente et peut produire des dommages a 'ADN qui
pourraient conduire a la sénescence cellulaire. Les polyphénols jouent un role protecteur dans

de tels phénomenes [204].

En outre, les extraits de plantes ont montré diverses propriétés biologiques :

antibactériennes,  antifongiques, antivirales, antigénotoxiques, antiinflammatoires,
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antiulcérogeénes, cardioprotectrice, antiallergiques, anticancéreuse, chimiopréventives,
radioprotectrices, hépatoprotectrices, antidiarrhéiques, hypoglycémiques et antidiabétiques

[205].

I.3.3 Les éléments actifs des plantes

La recherche des constituants phytochimiques des plantes est une étape préliminaire
permettant de mieux connaitre et mieux comprendre comment elles agissent au niveau de

I'organisme [206].

1.3.3.1 Les composés phénoliques

a.  Définition, structures et activités biologiques

Les composés phénoliques, avec plus de de 8000 composé€s identifiés, constituent la
principale famille des métabolites secondaires des plantes. On les retrouve dans divers organes
et tissus des végétaux supérieurs tels que les tiges, les racines, les feuilles, les graines, les
fruits... Ces molécules sont impliquées dans la défense des végétaux contre les agressions de

notre environnement (la pollution, radiation UV, etc.).

Le squelette de base qui les caractérise est la présence d’un noyau aromatique
benzénique contenant un ou plusieurs substituants hydroxyles, libres ou engagés dans une autre
fonction (éther, ester, sucre...). IIs sont communément classés en plusieurs catégories selon la
complexité du motif de base, le degré de modification du motif et les liaisons possibles de ces
¢léments fondamentaux avec d’autres molécules. La vaste famille des polyphénols regroupe les
phénols simples appelé également « les acides phénoliques », les stilbénoides, les lignines et

les lignanes, les flavonoides, les tannins, les coumarines, etc.

Les composés phénoliques sont trés étudiés et sont reconnus comme €tant des puissants
antioxydants naturels ce qui explique leurs utilisations dans la prévention et le traitement de
nombreuses pathologies liées au stress oxydant telles que le cancer, la maladie d’Alzheimer,

les maladies cardio-vasculaires et inflammatoires [206,207,208].

b.  Les flavonoides : des polyphénols intéressants

Avec plus de 5000 molécules identifiées, les flavonoides représentent un groupe principal
de substances naturelles appartenant a la famille des composés phénoliques [209,210]. Ces
composés naturels sont largement distribués dans le régne végétal et désormais reconnus

comme des pigments responsables de la coloration des plantes et notamment les fleurs.
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Ces substances naturelles sont connues pour leurs propriétés biologiques antioxydantes
et antiradicalaires, inhibitrices d’enzymes, anti-cancéreuses, antivirales et anti-inflammatoires

[206,209,211].

Ils sont dotés d’une grande diversité structurale dont le point commun, a 1I’exception des
chalcones, aurones, isoflavones, est la structure de base a quinze atomes de carbone (C6-C3-
C6) constituée de deux noyaux aromatiques (A et B) reliés par un hétérocycle en C3 (le noyau

2-phényl-1-benzopyrane) (Figure 1-2).

Figure I-2: Squelette de base des flavonoides [209]

Selon le degré d’oxydation et d’insaturation du noyau 2-phényl-1-benzopyrane, les
flavonoides sont regroupés en différentes classes telles que les flavones, les flavanones, les

flavonols, les isoflavones, les anthocyanidines et les cathéchines.

II. Emballages alimentaires actifs a base des HEs et des extraits de

plantes : une alternative dans les industries d’emballage alimentaire

Etant donné que la FDA Etats-Unis et la réglementation européenne classent les additifs
naturels tels que les HEs, les extraits de plantes et leurs constituants comme GRAS, plus sains
et beaucoup moins toxique que ceux les substances synthétiques [212]. Les fabricants
d'emballages et les consommateurs exigeants, considérent leurs incorporation dans les films
d’emballage alimentaire sont un moyen attrayant d'éviter la détérioration microbienne des

aliments [213].

Conformément au reéglement (EU) n °© 450/2009 (Commission européenne, 2009),
«matériaux actifs qui sont destinés a prolonger la durée de conservation ou a maintenir ou a
améliorer I'état des denrées alimentaires emballées, ils sont congus a incorporer des
composants actifs qui libéreraient dans I’aliment emballés ou dans le milieu de I’aliment
environnante. Une fois les composés actifs incorporés dans l'emballage alimentaire, ces
derniers peuvent étre libérés de maniére controlée pour maintenir ou améliorer les propriétés

organoleptiques, la qualité et 1'intégrité microbiologique des aliments [214].
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II.1  Application des HEs

Des exemples prometteurs d'emballages actifs incorporant des HEs ou leurs constituants

sont rassemblés dans le tableau II-1.

Plusieurs facteurs affectent les propriétés mécaniques d'un emballage actif incorporant
les HEs, telles que les propriétés de 1'HE, la quantité incorporée, 1'utilisation de plastifiant et la

matrice polymere [215,216].

Lopez et al. (2007) ont observé que le film de polyéthyléne enrichi en cinnamaldéhyde
était efficace a 4% (w / w) en inhibant la croissance des champignons (Penicillium islandicum,
Penicillium roqueforti, Pénicillium nalgiovense, Eurotium repens, Aspergillus flavus, Candida
albicans, Debaryomyces hansenii et zigosaccharomyces rouxii). Les bactéries (Listeria
monocytogenes et S. aureus) ont été inhibés a une concentration d’agent actif de 8% (w / w). E.
coli, Yersinia enterocolitica, Salmonella choleraesuise et P. aeruginosa ont été inhibés avec

une concentration la plus élevée a 10% (w / w) [217].

Tableau II-1: Emballage alimentaire actifs a base des huiles essentielles et des substances naturelles

HE/ Agent actif Matériau d’emballage Reference

Sarriette Agar-cellulose [218]

Origan- thym [219]

LDPE [220]

Linalool [221]
Estragole

Zataria multiflora Boiss -Mentha polysaccharide de soja [222]
pulegium

Origan alcool éthyléne-vinyle (EVOH) [223]

PP [217]

Cannelle LDPE-PP [224]

PE/EVOH [217]

Cannelle- Origan- Clou de girofle PP [217]

PE-EVOH

Ail- origan- Romarin isolat de protéines de lactosérum [225]

Ail Alginate [226]

PE [227]

Mucilage de graine de coing [228]

Origan Résine cellulosique [229]
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HE/ Agent actif Matériau d’emballage Reference
PP- PE- PET [230]
Thymol- Carvacrol PP [231]
Ziziphora clinopodioides [232]
Carvacrol Cellulose [233]
Origan [234]
Origan- Cannelle- Citronnelle [235]
Thym (Thymus piperella Thymus Chitosane [236]
moroderi) [237]
Ail
Origan- Sarriette- cannelle Alginate-Polycaprolactone [238]
Carvacrol PE/EVOH/PET [239]
Cinnemaldéhyde MC/HPMC-LDPE [240]
PE [217]
PA- LDPE [241]
Eugenol PP [242]
MC/HPMC-LDPE [240]
Hydrocinnamaldehyde PP [242]
Methylchavicol LDPE/EVA [243]
Thymol EVA-LDPE [244]
Cannelle - Origan Alginate [245]
Romarin Acetate de cellulose [246]
Bergamote chitosane [247,248]
Clou de girofle Chitosane de gélatine [249]
protéines de tournesol [250]
Satureja - hortensis k-carraghénane [251]
piment Protéines de lait [252]
Origan- Thym Protein de Soja [253]

II.2  Application des extraits de plantes

Actuellement, 1'une des derniéres tendances en matiére de recherche s'est concentrée sur
l'incorporation d'extraits naturels bioactifs dans des matériaux polymériques alimentaires. En
fait, I'ajout d'extraits de plantes s'est avéré qu’il fournit certains modification physicochimiques

des films / matériaux, et pourrait donc étendre leurs applications globales (Tableau 11-2).

L'incorporation d'extraits de cannelle, de clou de girofle et d'anis étoilé dans un film de
gélatine partiellement hydrolysé a permis d'augmenter la résistance a la traction et la

perméabilité a la vapeur d'eau des films [254].
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Dans une autre étude, I'ajout d'extrait de grenade de canneberge a la solution filmogene
de SPI a fourni des films avec une couleur rouge vif et a détérioré la qualité de I’aliment en

favorisant un gout puissant de canneberge [255].

Les recherches citée ci-dessus rapportent que des extraits naturels de plantes bioactives
pourraient potentiellement étre utilisés comme ingrédient prometteur pour améliorer certaines

propriétés physicochimiques et ou la bioactivité des films pour différentes applications.

Tableau II-2 : Emballage alimentaire actifs a base des extraits de plante

Extrait Matériau d’emballage Reference
Thé vert alcool éthyléne-vinyle (EVOH) [223]
Chitosane [256]
Fruit de murta Cellulose [257]
Origan- Romarin Gelatine [258]
[259]
LDPE [260]
Extrait de pépins de raisin PA [261]
Isolat de protéine de soja [262]
. . [263]

Isolat de protéine de lactosérum

Propolis Chitosane [264]
Cannelle LDPE [264]
Citron LDPE- PCL [263]
Rheum palmatum LDPE [266]
Romarin PP [213]
Gélatine [258]
Extrait de coptis chinensis LDPE [267]
Myrtille Isolat de film de soja [268]
Framboise rouge Isolat de film de soja [269]
GJHraines de bourrache Gélatine [270]
Cannelle -extrait de girofle- extrait Gélatine [254]

d'anis étoilé (SAE)
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II.3  Migration des composés actifs de I’emballage a 1a nourriture

L'un des plus grands défis de la science de 1'emballage alimentaire est la surveillance des
composés qui migrent des matériaux d'emballage dans les aliments, en raison de leur toxicité
possible [271,272,273,274]. Le taux de libération des agents actifs du matériau d'emballage a
un effet significatif sur I'activité antimicrobienne et les applications potentielles des films actifs

dans les emballages alimentaires [275,276].

La vitesse de libération de l'agent actif a travers le matériau d'emballage est
principalement influencée par divers facteurs y compris la méthode de fabrication du film, les
propriétés de I'agent actif (telles que la volatilité, la polarité et la concentration), l'interaction
chimique entre 1'agent actif et les chaines polymériques, 1’affinité de la substance active avec
I’aliment, I’hydrophobicité et I’hydrophilie du polymeére, la composition alimentaire, I’activité
de I'eau et le pH de 'aliment. Ainsi que des facteurs environnementaux tels que les conditions

de stockage, principalement la température et 'humidité relative [108,220].

La composition des aliments comme les matic€res grasses peut affecter le mécanisme de
migration de l'agent actif dans 1’aliment, ainsi que le niveau élevé d'hydratation du film peut
augmenter le taux de diffusion des composés phénoliques du film a la nourriture [252, 277]. De
plus, la haute température engendre une mobilité des molécules actifs ce qui accélére leurs

migration [278].

Le potentiel de migration du composant actif qui migre de I'emballage vers I'aliment, est
accessible par des tests de migration. Ceux-ci doivent étre effectués dans des conditions de
temps, de température spécifique et dans des similateurs alimentaires en fonction des
caractéristiques d'utilisation et de stockage du produit et en fonction de la nourriture qui sera

emballée [279].

La quantité de migrants devrait étre dans les limites de migration globales et spécifiques.
La limite de migration spécifique est la quantité maximale autorisée d'une substance dans les
aliments qui ne constitue pas un risque pour la santé. La liste des composés pouvant migrés
vers les aliments et leurs limites maximales sont établies pour chaque pays ou chaque union de

pays [280,281].

I1.4 Emballage actifs a base de PLA

Des films a base de PLA incorporés avec différentes substances synthétique tels que la

nisine [282], les nanoparticules d'argent [283], I'alpha-tocophérol, le BHT, le PEG [284] ont été
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développés pour améliorer les propriétés antimicrobiennes et ou antioxydantes des emballages
alimentaires des produits périssables. Et d’autre a base des substances naturelles afin

d’améliorer les propriétés mécaniques (Tableau II-3).

Tableau II-3 : Emballage alimentaire actif a base de PLA

Agent actifs Référence
a-tocophérol
[285]
Resveratrol
Limonéne [286]
Thymol [287]
HE de Ziziphora clinopodioides
[232]
Extrait ethanolique de propolis
Extrait d” Allium [288]
Limonéne [289]
Extrait de fleur de souci [290]
Cinnemaldéhyde [291]
Extrait de pépins de raisin [260]

II.S Emballage actifs a base d’amidon

Les chercheurs ont développé des films a base d’amidon contenant des extraits de chou
rouge, d'origan, de romarin... etc (Tableau II-4), dans le but d’améliorer les propriétés

antioxydantes et ou antimicrobiennes des emballages alimentaires.

Tableau I1-4: Emballage alimentaire actif a base d'amidon

Agent actifs Références
Cinnemaldéhyde [291]
Extrait de romarin [292]
Extrait de Chou rouge [293]
Extrait d’origan [294]
Extrait d’yerba mate [295]
Argile ménerale [296]
HE d’oranger-extrait de propolis [297]
Acide oleique, a-tocopherol [298]
Caséinate de sodium [299]
HE d’origan [300]
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HEs de cannelle et de citronnelle [235]

Acide palmitique- Acide oeique, acide stearique [301]
Carvacrol- Thymol- Linalool [278]

HE de Zataria multiflora Boiss et Mentha pulegium [302]
Lactoferrine- Lysozyme [303]

extrait de yerba mate [304]

Catéchine [305]
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CHAPITRE IV

Etude bibliographique sur les plantes
aromatiques et médicinales : le romarin,
le myrte, le thym et le pistachier

lentisque



I. Le romarin

L1 Habitat et description

Récemment, l'importance des plantes aromatiques est envisagée en raison de leurs
applications en médecine populaire et de leur potentiel d'exploitation dans le domaine
pharmaceutique et cosmétique. Parmi eux, le romarin (Rosmarinus officinalis L.), un membre
de famille des Lamiaceae, est largement cultivé dans le monde entier comme une plante

ornementale et aromatique [306].

Le romarin de Tunisie est un petit arbuste qui pousse spontanément dans le sud et le nord-
ouest du pays de 1,5 m de hauteur. Il possede des tiges tres feuillées. Les feuilles sont étroites,
en forme d'aiguilles, d'un vert sombre a revers gris. La floraison couvre les rameaux de petites

fleurs parmes a bleu clair tachetées de violet a l'intérieur (Figure I-1) [307].

Figure I-1: Le Rosmarinus officinalis L.

1.2 Classification botanique
Classe : Dicotylédones

Régne : Végétal

Embranchement : SPERMAPHYTES
Ordre : Lamiales (Labiales)

Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus

Espéce : Rosmarinus officinalis L.
Origine : Bassin méditerranéen

Nom vernaculaire : Romarin
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Nom scientifique : Rosmarinus officinalis L [308, 309].

1.3 Huile essentielle de romarin

La distillation du romarin produit une HE avec une note herbacée et puissante. L'HE de

romarin avait une couleur jaune pale et une forte odeur caractéristique [307].

I.3.1 Principaux composition chimique

Les recherches bibliographiques sur les études effectuées sur cette plante ont montré que
la chimie de I’espéce de romarin est largement ¢tudiée en Tunisie et dans le monde entier

mentionnant ici quelques études sur la composition de I’HE de Rosmarinus officinalis L.

Zouali et al. (2010), ont identifi¢ 25 composants représentant 93,6-97,5% du total de
I’huile de romarin cueillie dans la région de Korbos, dont le 1,8-Cinéole (40 %), Camphre
(17.9%), oa-pineéne (10.3%), Camphéne (6.3%) [310]. Cette analyse de composition est
cohérente avec ceux trouvé par d’autre chercheurs sur des échantillons méditerranéens de

Rosmarinus officinalis L [311,312,313,314,315].

Cependant I’HE de romarin de I’Italie et de la Turquie était riche principalement en a-
pinéne puis le camphre, le 1,8-cinéole et le verbanone [312,316]. Alors que le verbanone était

le composé majoritaire de I’HE de romarin de Portugal [317].

1.3.2 Propriétés biologiques

A Theure actuelle, la demande de romarin augmente en raison de son utilisation dans la
médecine traditionnelle, les industries pharmaceutiques, les domaines cosmétiques et 1'agro-

industrie, pour la qualité de leur HE.

En raison de son activité antioxydante et antimicrobienne, I’HE de romarin est capable
de prolonger la durée de conservation des produits alimentaires et de maintenir leur qualité
pendant le stockage [310,318,319]. Outre, ’'HE de Rosmarinus officinalis L posséde une
activité antibactérienne surtout contre les bactéries alimentaires pathogeénes potentielles tels que

la Staphylococcus aureus et 1’Escherichia coli [314,320].

En plus d'agir comme un agent antioxydant, 'HE isolée de romarin possede divers
avantages pour la santé et des effets thérapeutiques en traitant les problémes gastriques et les
troubles respiratoires [321]. Les expériences menées avec I’HE de romarin ont démontré des
effets pharmacologiques notables, tels que les effets antiinflammatoires [322], antidépresseurs

[323], améliorent la cognition [324], protecteur d’ADN [325] et anticancéreux [326].
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1.4 Extrait de romarin

I1.4.1 Composition chimique

Les extraits de romarin (Rosmarinus officinalis L.) de la famille des Lamiaceae
comportent des principes bioactifs, tels que compris l'acide carnosique, le carnosol et 'acide

rosmarinique [327].

1.4.2 Propriétés biologiques

Les extraits de romarin sont largement utilisés comme additifs dans les aliments et les
produits pharmaceutiques (comme hépatoprotecteurs, diurétiques, hypocholestérolémiques,

antirhumatismaux et antithrombotiques) [313].

Les extraits de romarin a montré une activité antioxydante et antibactérienne contre des
pathogenes d’origine alimentaire [328,329]. Les principaux composés responsables de son
activité antioxydante sont dans les fractions non volatiles sont l'acide carnosique, le carnosol et
l'acide rosmarinique [330]. Ces constituants ont également d'importantes activités biologiques
in vitro en tant qu'agents antitumoraux, chimiopréventifs et antiinflammatoires

[331,332,333,334].

II. La Myrte

II.1  Habitat et description

En Tunisie, le genre myrte est représenté par une seule espece, Myrtus communis, qui
pousse a I'état sauvage dans les zones cotieres, les collines internes et les zones forestiéres du

nord de la Tunisie [335].

La floraison peut débuter a partir de Mai-Juin et s’étale jusqu’en aolt sous la forme de
fleurs blanches, fortement odorantes. Le fruit, est de couleur noir bleuatre a maturité, est ovoide

et charnu. La pleine maturité de ces fruits est atteinte au mois de Novembre (Figure II-1) [336].
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Figure I1-1: Le Myrtus communis

II.2  Classification botanique
Classe : Dicotyledones

Régne : Plante

Embranchement : Magnoliophyta
Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Myrtus

Espeéce : Myrtus communis
Origine : Bassin méditerranéen
Nom arabe : Rihane

Nom scientifique : Myrtus communis L. [336]
II.3  Huile essentielle de Myrte

I1.3.1 Rendement

Le rendement de I’HE de Myrtus communis varie de 0,6% a 1,5% [337].

I1.3.2 Composition chimique

L’HE de myrte a été largement étudiée et sa composition est assez variable

[338,339,340,341,342,343,344,345,346].

Aidi wannes et al. (2010), ont étudié la composition chimique de I’'HE de Myrte (Myrtus
communis) de différentes parties de la plante (feuille, fleurs et tiges) cueillie de la région de la
Houaria (Nord-est de la Tunisie) [344]. Ils ont rapporté que la composition de ’HE extraite des

feuilles et des fleurs de myrte était caractérisée par de fortes proportions en a-pinene de 1’ordre
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de 58,05%, 17,53%, respectivement. Alors que le 1,8-cinéole (32,84%) était le composé
majoritaire de I’HE extraite des tiges. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Gauthier

et al.,(1988) [335].

D’autres études ont montré que l'acétate de myrtényle était le principal composant des
HESs obtenues a partir de différentes parties de la myrte du Portugal [347] et de la Croatie [348]
(Jerkovic et al., 2002) [5].

Akin et al. (2010), ont étudié la composition chimique de I’HE de myrte de la Turquie
par GC-MS. Les composants majoritaires identifiés étaient 1,8-cinéole (50.13%), Linalool

(12.65%), a-terpineol (7.57%), limonene (4.26%) [349].

L’HE de Myrtus communis de 1’Algérie a révélé une teneur de 95.98% de la totalité de
I’huile dont le 1,8-cinéole (46.98%) et le Cis-géraniol (25.18%) sont les principaux composants

[350].

I1.3.3 Propriétés biologiques

L’HE de myrte a montré une activité antimicrobienne contre S. aureus, S. epidermidis, E.
coli, B.subtilis et Serratia marcescens [351] et contre Candida albicans [352]. Akin et al.
(2010), ont mentionné que cette activité est due principalement a la présence des composés

actifs dans I’huile tels que 1,8-cinéole, Linalool et le a-terpinéol [349].

Des auteurs ont montré que I’HE de Myrtus communis a une activité antifongique
importante contre 1’Aspergillus.niger, dont a-pinéne et le limonéne sont parmi les composants
majoritaires qui contribuent a cette forte activit¢ [353]. Méme aussi ses constituants
minoritaires tels que : Myrténol, Linalol, et I’Eugénol peuvent contribuer a cet effet en

fonctionnant en synergie [354,355].
I1.4  Extrait de Myrte

I1.4.1 Composition chimique

Dans une ¢étude rapportée par Aidi wannes et al. (2010) sur les extraits méthanoliques des
différentes partic de Myrtus communis (Feuille, fleurs, tiges) cueillie de la région Nord-est de
la Tunisie [335]. Ils ont trouvé que les extraits méthanoliques des feuilles sont les extraits les
plus riches en composés phénoliques que ceux des graines. Alors que les extraits méthanoliques

des tiges sont caractérisés par les teneurs élevées en flavonoides et en tannins dont le catéchine

58



est le composé majoritaire (36,91%). Ceci est cohérent avec ceux trouvés par d'Amensour et

al., (2009) [356], Mrabet et Meniafi., (2015) [337], Akin et al., (2010) [349].

11.4.2 Propriétés biologiques

Les extraits de Myrtus communis L. sont considérés comme une source naturelle trés
importante de constituants phytopharmaceutiques utilisés pour éradiquer les radicaux libres
responsables de nombreuses pathologies [357]. Les investigations phytochimiques et
biologiques ont montré que Myrtus communis possede des potentialités antiinflammatoires,
antimicrobiennes et antioxydantes [337]. Myrtus communis L. est un hypotenseur, anti-
génotoxique, antioxydant, anti-hyperglycémique, anti-inflammatoire, antiseptique, utilisé dans
le traitement de la candidose, des troubles pulmonaires, dans le traitement des maux d'estomac,

de I’hypoglycémie, de la dysbiose, la toux et la constipation [358].

III. Le thym

III.1 Habitat et description

En Tunisie, le genre Thymus (Lamiaceae) est principalement représenté par Thymus
capitatus Hoffmanns. & Link. Un arbuste herbacé pérenne couramment utilis¢é comme herbe
épicée et localement connu sous le nom commun " zaatar " [359]. La floraison débute en Tunisie
des le mois de Mars en affichant des fleurs violettes, pourpres ou roses clairs qui sont tres riches

en nectar (Figure III-1) [360].

Figure I1I-1: Le Thymus capitatus

Cette plante aromatique est principalement utilisée (fraiche ou séchée) comme épice, dans
certains plats traditionnels de viande tunisiennes, tant pour ses qualités conservatrices que pour
son golit savoureux. En médecine traditionnelle tunisienne, les espeéces de thymus sont bien
connues en tant que plantes médicinales en raison de leurs propriétés biologiques et
pharmacologiques, qui comprennent des activités antiasthmatiques, antiseptiques,
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antimycosiques, spasmolytiques, antiinflammatoires, antimicrobiennes et antioxydantes
[359,361].

IIL.2 Classification botaniques
Classe : Dicotylédone Magnoliopsida
Régne : Plantae

Embranchement : Magnoliophyta
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espeéce : T. capitatus

Origine : Bassin méditerranéen

Nom arabe : Zaateur

Nom scientifique : Thymus capitatus (L.) [362]
II1.3 Huile essentielle de Thym

II1.3.1 Rendement

Le rendement de I’HE de Thymus Capitatus varie de 1% a 6% (w/w) selon la période de

récolte et les différentes locations des plantes utilisées pour 1’extraction de I’HEs [359].

I11.3.2 Composition chimique

L’HE de thym est souvent caractéris€ par une teneur ¢levée en phénols (thymol et
carvacrol) et en alcools terpéniques (linalol, terpinéol, géraniol ou myrcénol) [363]. L’HE de
Thymus. capitatus a été étudiée par de nombreux chercheurs qui ont rapporté la variabilité
chimique des HEs de cette espece mentionnant quelques unes

[359,364,365,366,367,368,369,370,371].

Bounatirou et al. (2007), ont étudié la composition chimique de I’HE de thyms cueillis de
trois régions différentes de la Tunisie (Jendouba, Haouria, Tounine) par GC-MS. Les
principaux composants des HEs étaient le carvacrol (62-83%), le p-cyméne (5-17%), le y-

terpinéne (2-14%) et le B-caryophylléne (1-4%) [359]. Ceci est cohérents avec d’autres études
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rapportées par El abed et al. (2014) [372] et Figueiredo et al., 2008 [373]. D’autre part, I’HE de

Thymus Capitatus de Maroc a montré une richesse en p-cyméne a une teneur de 18,9% [374].

I11.3.3 Propriétés biologiques

Les HEs de thym avaient montré des activités antimicrobiennes [375,376], dont la plupart
sont di a la présence de thymol et du carvacrol qui se joignent aux groupes amine et
hydroxylamine des protéines de la membrane bactérienne altérant leur perméabilité et
entrainant la mort de la bactérie [377]. Les HEs sont considérés comme des spasmolytiques et
des antioxydants dont 1’activité antioxydante est proche de celle de Trolox (antioxydant de

référence) [362].

Bel Hadj Salah Fatnassi et al. (2010) ont montré que les HEs de Thymus Capitatus
cueillies de trois régions différentes de la Tunisie (Kalaa Sghira, Bargou, Sidi Medien), sont

doués d’une activité antivirale [362].

L’HE de Thym est caractérisé¢ par un potentiel antibactérien contre le Bacillus cereus,
Salmonella sp., Listeria innocua, et Staphylococus aureus [359], L. monocytogenes [372]. Ceci
est cohérent avec d’autres travaux rapporté par Bouzouita et al., (2003), Oussalah et al., (2006),

Hazzit et al., (2006), Faleiro et al., (2005) [378,379,380,381].

Il a été démontré que I’HE de Thymus Capitatus est doté d’effet bioprotecteur et par
conséquent, il pourrait étre utilis¢é dans de nombreux domaines biotechnologiques en tant

qu'ingrédient de conservation naturel des industries alimentaires et ou pharmaceutiques [372].

III.4 Extrait de Thym

Les extraits de I’espece de thym sont largement utilisés dans I'industrie pharmaceutique,
cosmétique et de la parfumerie, ainsi que pour l'aromatisation et la conservation de plusieurs

produits alimentaires [382].

I11.4.1 Composition chimique

Une étude a montré que les extraits aqueux- éthanoliques de Thymus Capitatus cueillie

de la région de Zaghouan (Tunisie) est riche en Thymol et en 2,3- dihydroxy-p-cyméne [363].

Les composés phénoliques les plus présents dans les extraits des parties aériennes de
Thymus Capitatus sont les flavonoides sous forme d'aglycones (lutéoline, apigénine), d'acides
phénoliques (acides férulique, isoférulique, chlorogénique, cinnamique et rosmarinique), de

flavones et de terpénoides phénoliques comme le carvacrol et le thymol [383,384].
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Jouadi et al. (2018) ont analys¢ la composition chimique des extraits méthanolique de
Thymus Capitatus cueillie de neuf régions différentes de la Tunisie (Korbous, Essanahia,
Jendouba, Sers, Gbollat, Siliana, Sousse, Gabes, Toujéne) [385]. Les composées phénoliques
qui ont été identifiés sont des acides phénoliques (acide rosmarinique, acide salvianolique A,
acide salvianolique E), des flavanones (hespéridine, ériodictyol et naringénine), de flavone
apigénine, de flavanol gallocatéchine, de flavanonol taxifoline et de monoterpene phénolique

(carvacrol).

I11.4.2 Propriétés biologiques

El Ouariachi et al. (2011), ont montré que I’extrait d’acétate d’éthyle de Thym a une forte
activité antioxydante que les extraits de diéthyl éther. Cette activité est relative a la composition
en polyphénols et en flavonoides des extraits [374]. En outre Tabti est al, (2014), ont trouvé
que I’extrait éthanolique de Thymus Capitatus est une source potentielle d'antioxydants naturels

[386].

Saoudi et al.(2017) ont montré que I’extrait aqueux-éthanolique de Thymus Capitatus
récolté de la région de Zaghouan est efficace contre les espéces d’Acanthamoeba qui sont des
amibes libres largement distribuées dans l'environnement et qui causent des infections
humaines graves. Cette activité est due a la présence des molécules actives présentes dans

I’extrait tel que le thymol et le 2,3- dihydroxy-p-cyméne [363].

Kandil et al (1994) ont montré que les extraits aqueux et éthanoliques de Thymus
Capitatus sont des agents antimicrobiens efficaces et peuvent étre utilisés méme a des faibles
concentrations dans le traitement de l'infection bactérienne des systémes cutanés, respiratoires,
gastro-intestinal et urinaire [387]. Cette sensibilité des bactéries a l'extrait éthanolique de
Thymus Capitaus concorde avec des travaux antérieurs obtenus par Nimri et al., (1999) [388].
De plus, ces extraits ont montré une activité anthelminthique significative in vitro contre le

parasite gastro intestinal Haemonchus contortus [389].

IV. Le pistachier lentisque

IV.1 Habitat et description

En Tunisie, Pistacia lentiscus L., est connue sous le nom de «dharw» [390]. Pistacia

lentiscus L. est un arbrisseau de 1 a 3 métres de hauteur, a odeur résineuse forte. Elle se trouve
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dans les milieux les plus chauds du climat méditerranéen en association avec 1’oléastre (olivier

sauvage), la salsepareille et le myrte [336].

Selon Abdechafie (2017), cette espéce est caractérisée par des feuilles persistantes,
composées, d'un vert sombre. Le fruit est sous forme d’une baie globuleuse de 2 a 3 mm,
d’abord rouge il devient brunatre a sa maturité en automne (Figure IV-1). Il est caractérisé par
un mastic sous forme d’un suc résineux qui provient du fait de I’incision du tronc et 1’arbuste.

Ainsi, une fois distill¢ il fournit une essence employée en parfumerie [336].

Figure I'V-1: La Pistacia Lentiscus

Pistacia Lentiscus est largement utilisé en médecine traditionnelle pour traiter diverses
maladies (hypertension, ulcére, eczéma, diarrhée et infections de la gorge) ainsi que pour
aromatiser et conserver les aliments [391,392]. L'huile comestible extraite des fruits, contenant
une quantité considérable d'acides gras insaturés, de caroténoides et de tocophérols
[393,394,395], est traditionnellement utilisée en Afrique du Nord et les pays du Moyen-Orient

traitent la gale, les rhumatismes et la diarrhée [396].

IV.2 Classification botanique

Classe : Dicotylédones Vraies Supérieures
Régne : Plante

Embranchement : Spermatophytes
Ordre : Sapindales

Famille : Anacardiaceae

Genre : Pistacia

Espeéce : Pistacia lentiscus

Origine : Bassin méditerranéen
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Nom arabe : Darou

Nom scientifique : Pistacia lentiscus L [397,398,399].
IV.3 Huile essentielle de Pistacia

IV.3.1 Rendement

Les rendements en HEs varient significativement de 0,009 a 0,02% de la matiére seche

[390].

1V.3.2 Composition chimique

Les monoterpénes (a-pinéne, a-terpinéol, myrcéne, limonéne, p-cymene et terpinéne-4-
ol) et les sesquiterpénes (a-caryophylléne, B-cadinéne, germacréne) sont les composés les plus

couramment rencontrés dans les HEs [400].

Bachrouch et al. (2010) ont montré que I’HE de Pistacia lentiscus L. récoltés dans
Seliana, est caractérisé par la présence de terpinen-4-ol (23,32%), B-caryophylléne (22,62%) et
I’a-terpinéol (7,22%) en tant que composés majeurs. Ces résultats concordent avec ceux

rapportés par Remila et al. (2015) [401]

Aissi et al. (2016) ont analysé la composition chimique des HEs des feuilles de Pistacia
lentiscus de 14 populations tunisiennes. Ainsi, ils ont montré que ces HEs sont riches
principalement en a-pinéne (9,9%), limonéne (8,5%), terpinen-4-ol (5,1%), B-caryophylléne
(8,2%), germacrene D (11,9%) et d-cadinéne (8,5%) [400]. Cette composition concorde avec
les travaux de Douissa et al. (2005) [402] et Gardeli et coll. (2008) [403].

Dans une autre étude élaborée par Ouelhadj et al,, ou I’'HE de Pistacia lentiscus L. en

provenance d’Algérie est composé principalement de Myrcene (15.18 %) et de 1,8-Cineole

(15.02 %) [350].

IV.3.3 Propriétés biologiques

L'HE extraite des parties aériennes de Pistacia lentiscus se caractérise par des activités

antibactériennes, antifongiques et insecticides, antiacetylcholinesterase [390,404,405].

En effet, des chercheurs ont suggéré que 1’activité insecticide est attribuée principalement

au terpinen-4-ol, 1,8-cinéol [406,407], B-caryophylléne [408], a-terpineol [390,409,410].
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L’HE de Pistacia lentiscus a montré une activité antimicrobienne contre Aspergillus
niger, Penicillium expansum, Penicillium digitatum [336]. Cette efficacité antimicrobienne est

due a un certain nombre des composants fonctionnant en synergie [354].
IV.4 Extrait du pistachier lentisque

IV.4.1 Composition chimique

Les extraits éthanoliques sont riches en molécules bioactives tels que les tanins, les

saponines et les coumarines qui sont les composés responsables a ’activité antioxydante [401].

Mehenni et al (2016) ont analysé la composition chimique des extraits éthanoliques de
Pistacia lentiscus. En effetc, ils ont identifiés six composés phénoliques tels que ’acide
gallique, la catéchine, I’acide syringique, 1’acide ellagique, quercétine 3-O-rhamnoside,

lutéoline [411].

IV.4.2 Propriétés biologiques

Les extraits des parties aériennes ont été identifiés comme des antioxydants naturels
puissants et des inhibiteurs efficaces de l'a-amylase, de I’a-glucosidase, de la lipase et de
l'acétylcholinestérase [391,392,411]. L’extrait éthanolique de Pistacia lentiscus a montré un
potentiel antioxydant supérieur a celui de I’HE reflétant le contenu phénolique responsable de

cette activite [412].

Ainsi, les extraits organiques de Pistacia lentiscus exhibent des propriétés
antiinflammatoires, anticancéreuses [401], antiulcéreuses [413], et antifongiques contre

Phythium ultimum et de Rhizoctania solani [414].
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PARTIE 11

MATERIELS ET METHODES

Cette partie décrit les méthodes utilisés pour la caractérisation des films actifs fabriqués a base
des HEs et des extraits de plantes, les tests de stabilité de la substance active dans I’emballage
actif, les analyses phytochimiques et les tests des activités biologiques des plantes étudiés. Elle

est subdivisée en deux sous-parties :

1. Une premiére partie dans laquelle, nous presentons les différents méthodes d’analyse de
la composition chimique des huiles essentielles et des extraits de plantes de roamrin, de
myrte, de thym, et de pistachier lentisque, ainsi que leurs methodes d’evaluation de leurs

activités antioxydantes et antifongiques.

2. Une deuxiéme partie porte sur les methodes de fabrication des films actifs a base de
PLA et d’amidon incorporés avec les HEs et les extraits de plante, ainsi que leurs techniques
de caractérisation optiques, thermiques, mecaniques, physiques. De méme pour leurs
evaluation des activités antioxydantes et antifongiques. Aussi, nous nous interessons a la
stabilité des agents actifs dans le film apres sa fabrication et ce en contact avec un simulant

alimentaire.
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I. Etude des huiles essentielles et des extraits organiques de romarin, de

myrte, de thym et de pistachier lentisque

I.1 Extraction et analyse des HEs et des extraites organiques
I.1.1 Extraction des HEs

[.1.1.1 Matériel végétal

Les plantes du romarin et du pistachier lentisque ont été récoltées au mois de février dans
la région de Jbal Mansour- Kef, Tunisie. La plante de myrte a été récoltée au mois de février

dans la région de Fernenan-Jendouba, Tunisie.

Les parties aériennes des plantes de romarin, du pistachier lentisque et du myrte sont

séchées dans un endroit aéré a I’ombre jusqu’a stabilisation de son poids (environ 10 jours).

I.1.1.2 Extraction des HEs par Hydrodistillation

L’exploitation du potentiel chimique d’une plante passe dans une premicre étape par
I’extraction de ses substances spécifiques. Ces substances correspondent, généralement a des
composés rares et a forte valeur ajoutée, mais présentes a des teneurs centésimales (0,1 a 0,3%).
Par conséquent le choix de la technique d’extraction influe directement sur le rendement

d’extraction et sur la qualité des substances obtenues.

Dans le présent travail, nous avons étudié I’extraction des substances spécifiques a partir

de romarin, pistachier lentisque et de myrte par la technique d’hydrodistillation.

L’hydrodistillation est 'une des techniques conventionnelles d’extraction des HEs. Sa
durée varie selon le matériel utilisé et la matiere premicre a traiter. Un chauffage prolongé

pourrait engendrer une destruction des molécules « fragiles ».

Les HEs ont été extraites par hydrodistillation a I’aide d’un appareil du type
« Clevenger ». Le principe est le suivant : nous immergeons la matiére végétale seche dans
I’eau dans un ballon et nous portons I’ensemble a ébullition. Les molécules odorantes et
volatiles sont alors entrainées par la vapeur d’eau. Ces vapeurs hétérogenes, au contact du froid,
se condensent et deviennent liquide. Le liquide en question est formé d'un mélange d'eau et
d'huile parfumée. Celle-ci se sépare de I'hydrolat par simple différence de densité. L’HE ainsi

obtenue est collectée dans un flacon hermétique a 4°C.
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Pour chaque expérience, 300g de la matieére végétale seche de romarin, pistacia et de
myrte est introduite dans un ballon de 5L contenant 3 L d’eau distillée. L’ensemble a été soumis
a ’hydrodistillation pendant 3 heures, la durée d’extraction optimale fixée suite a I’étude de la
cinétique du rendement d’extraction en fonction du temps. Les huiles essentielles (HEs) de
romarin, pistacia et de myrte ainsi obtenues sont collectées puis séchées sur le sulfate de sodium
anhydre et stockées a 4°C. La biomasse utilisée pour I’extraction est composée de tiges et
feuilles séchées sous abri et a la température ambiante jusqu'a stabilisation de la masse. Le

rendement en HE est exprimé en pourcentage et il est défini comme suit :

Equation 1:Rendement en Huile
MI
HE (%) = X 100 (1)
Avec :
M' : la masse d’HE obtenue apres I’extraction

M : la masse de la mati¢re végétale utilisée

Les HEs de romarin, pistachier lentisque et de myrte sont désignées comme RN, Pist et
MN, respectivement. Ainsi, RC1 et RC2 présentées les HEs de romarin commerciale et
pharmaceutique, respectivement. De méme, MC et TC indiquées les HEs de myrte et de thym

commerciales, respectivement.
I.1.2 Extraction des extraits Organiques

1.1.2.1 Matiéres végétales

Les parties aériennes des plantes de romarin, de myrte, thym et de pistachier lentisque ont
récoltées durant le mois de février dans la région montagneuse Sidi Mansour (Kef-Tunisie). Par
ailleurs, le romarin, le thym, le pistachier lentisque et myrte de la région Fernena (Jendouba —

Tunisie) pour le Myrte.

La maticre végétale récoltée, a été séchée dans un endroit aéré a 1’ombre jusqu’a

stabilisation de son poids (environ 10 jours).

1.1.2.2 Préparation des extraits par des solvants organiques

Les extraits sont obtenus par macération a froid avec des solvants organiques (acétate
d’¢éthyle, et éthanol). Pour se faire, une quantit¢ de 10g de poudre de la partie aérienne de
romarin, de myrte, de thym et de pistachier lentisque subi une macération dans 100 mL du
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solvant sous agitation a I’obscurit¢ pendant 24 heures et a température ambiante. Apres
filtration, I’extrait est concentré sous vide a 35°C a 1’aide d’un évaporateur rotatif. Le rendement
d’extraction, est exprimé en pourcentage et il désigne la masse de I’extrait obtenu aprés

évaporation du solvant, par rapport a la masse de la matic¢re végétale utilisée.

Les extraits ¢thanoliques de romarin, de myrte et de thym sont désignés par R_EtOH,
M _EtOH et T _EtOH, respectivement. Les extraits d’acétate d’éthyle de myrte, de pistachier
lentisque et de thym sont désignés M_EtA, Pist EtA et T EtA, respectivement.

I.1.3 Analyse des HEs par chromatographie en phase gazeuse

Les analyses qualitatives et quantitatives des HEs de RN, RC1, RC2, MN, MC, TC, Pist
ont été effectuées par chromatographie en phase gazeuse couplée et par chromatographie en

phase gazeuse couplée a la Spectroscopie de Masse (CPG-MS).

1.1.3.1 Principe

La chromatographie en phase gazeuse, connue le plus souvent avec [’abréviation
francaise CPG, est I'une des branches de la chromatographie. Ainsi, cette technique séparative
est appliquée pour des composés volatils ou susceptibles de 1’étre sans décomposition. La
séparation est fondée sur la différence de distribution ou de partage des solutés entre deux

phases, [’une stationnaire (liquide ou solide) et I’autre mobile (un gaz vecteur) (Figure 1.1).

Soluté

JEN

h
Phase stationnaire === Phase mobile

Figure I-1 : Différentes interactions en chromatographie gazeuse

Selon leurs caractéristiques (polarité, solubilité, affinité, etc.), les constituants de produit
analysé se répartissent différemment entre les deux phases ce qui entraine des différences

d’entrainement et de migration a 1’origine de leur séparation.

1.1.3.2 Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a Spectrométrie de Masse (CPG-SM)

c.  Mode opératoire
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L’analyse des HEs de RN, RC1, RC2, MN, MC, TC, Pist a été¢ effectuc¢e a 1’aide d’un
chromatographe type Agilent (Agilent Technologies Inc., USA). Le couplage CPG-MS a été
réalisé sur un appareil type (GC 6890A / MS5975C MSD). Les spectres de masses ont été

enregistrés en mode impact électronique (IE) avec une énergie d’ionisation de 70 eV.

Les conditions analytiques sont les suivantes :

v Une colonne capillaire HP-5MS (5% phénylmethylpolysyloxane ; 60m X 0,25mm ;
épaisseur du film =0,25 um) ;

v' Température de I’injecteur 200°C ;

v' Température du détecteur 270°C ;

La programmation de la température consiste en :

v’ une élévation de 60 a 260°C, a 5°C/mn ; un palier de 45 mn a 260°C ; une élévation
de 260°C a 340°C, a 40°C/min ;

v Gaz vecteur : Hélium (pureté 99,99%) avec un débit de ImL/min ;

v" Injecteur mode split : 1/10 ; volume d’injection 1ul ;

v Durée totale de I’analyse : 57 min

I.1.4 Analyse des extraits organiques par LC-UV/ESI-MS

L'analyse LC-UV a été effectuée sur un systeme UPLC (Waters) avec un détecteur de
matrice de diodes a rayons UV (PDA) couplé a un spectrometre de masse. Les spectres UV ont
été enregistrés entre 200 et 500 nm et une détection spécifique a 280 nm (maximum
d'absorption). Une colonne Acquence C18 (100 x 2,1 mm, c'est-a-dire 1,7 mm) a 40 °C a été
utilisée pour la séparation par chromatographique. La phase mobile était constituée de deux
solvants : eau-acide formique (0,1%, A) et le méthanol (B), et 1'¢lution avait le profil suivant :
0-0,5 min 95% A, 0,5-27,5 min 1% A et 27,5 -30 min 5% A a un débit de 300 mL / min. Les
extraits ont été préparés dans le méthanol : de I'eau (1: 1) a une concentration de 200 mg / mL
et un volume de 10 mL et ont été injectées pour analyse. Les spectres de masse ont été acquis
en utilisant un LCT Premier XE (Waters) équipé d'une source d'ionisation par ¢€lectrospray
(ESI) fonctionnant en mode positif. Les parameétres expérimentaux ont été définis comme suit :
la tension capillaire était de 500 V, la tension du cone était de 100 V et les ions ont été

enregistrés dans la plage de 100-1000 m / z.
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I.1.5 Analyse des HEs et des extraits organiques par spectroscopie infrarouge a

transformée de Fourier (IR-TF)

L'analyse IR est utilisée pour caractériser les groupes fonctionnels de composés bioactifs
présents dans les HEs de RN, RC1, RC2, MN, MC, TC, Pist et dans les extraits organiques de
R EtOH, M EtOH,M EtA et T EtOH, T EtA et Pist EtA.

L'analyse IR est effectuée avec un spectrometre PerkinElmer Spectrum Two FT-IR
équipé d'un accessoire universel de réflectance avec lentille de cristal a diamant de réflexion
interne. Au total, 8 scans ont été accumulés en mode transmission avec une résolution de 4 cm-

1. Le spectre a été obtenu dans une gamme de 4000 a 650 cm™'.

I.1.6 Screening chimique des HEs et des extraits organiques

Les teneurs en polyphénols totaux, flavonoides, contenues dans les HEs de RN, RCl,
RC2, MN, MC, TC, Pist et dans les extraits organiques de R_EtOH, M_EtOH, M_EtA et
T EtOH, T EtA et Pist EtA ont été évaluées par des méthodes spectroscopiques. Il est
nécessaire de préparer différentes solutions de dilution des extraites et des HEs, et pour ce faire
il faut optimiser le solvant de dilution particulier. Pour réaliser ces tests, on a préparé des
différentes solutions des extraits dilués dans le DMSO de méme pour les HEs de TC, MC,
RC1 et Pist dilué dans le méme solvant et des solutions des HEs de RN, RC2 dilués dans le
MeOH.

1.1.6.1 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyhénols totaux des HEs et des extraits organiques est estimée par la
méthode utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu [1]. Ce réactif est un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit, en
milieu alcalin par les phénols en un complexe d’oxyde bleu de tungsténe (WsO23) et de

molybdéne (MosO23).

Une quantité de 100 pL de chaque solution dilué d’extrait et d’HEs est mélangée avec
500 pL du réactif de Folin-Ciocalteu (0.2N, dilu¢ 10 fois dans I’eau). L’ensemble est incubé 5
min a ’ombre et a température ambiante. Ensuite, 400 pL d’une solution de carbonate de
sodium (Na2COs3, 75 g/L) sont ajoutés. La lecture de I’absorbance est effectuée a 765 nm contre

un blanc apres 15 min d’incubation a 25 °C a I’aide d’un spectrophotométre thermo Fisher
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ScientificMultiskan GO (Jasco V-630 instrument). Le total phénolique a été évalué en utilisant

la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (0-30 mg / L), comme un témoin positif.

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de
maticre végétale séche (mg EAG/g MS). Chaque mesure est répétée trois fois dans le cadre

d’une approche statistique.

1.1.6.2 Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides totaux des HEs et des extraits organiques est estimée par la
méthode du trichlorure d’aluminium (AICI3) [2]. Cette méthode est basée sur la capacité du
chlorure d’aluminium (AICI3) a réagir avec les groupements hydroxydes OH des phénols
aboutissant a la formation d’un complexe jaune trés stable. L’apparition de ce complexe coloré

est suivie en mesurant I'augmentation de I’absorbance a 510 nm.

250 pL de chaque solution dilu¢ d’extrait et d’HE est mélangé avec 1 mL d’eau distillé
et 75uL de nitrite de sodium (NaNO2, 15%). L’ensemble est incubé 6 min a I’ombre et a
température ambiante. Ensuite 75uL de trichlorure d'aluminium (AICI3, 10%)) et 1 mL
d’hydroxyde de sodium (NaOH, 4%) sont ajoutés. Apres 15 minutes d’incubation, 1'absorbance
du mélange est mesurée a 510 nm contre un blanc de référence formé par sans extrait. Les
résultats sont exprimés en milligrammes d'équivalents de quercitrine par gramme de matiére

végétale seche (mg EQ/g MS). Chaque mesure est répétée trois fois.

I.1.7 Evaluation de Pactivité antioxydante des HEs et des extraits organiques

Pour que I’étude de D’activité antioxydante soit compléte et fiable, il est vivement
recommandé d’utiliser au minimum deux méthodes [3]. Dans notre étude, nous avons utilisé

deux tests a savoir : le test au radical DPPH’et le test a ’ABTS.

L’activité anti-oxydante des HEs de RN, RC1, RC2, MN, MC, Pist est des extraits
organiques de R EtOH, M_EtOH, M_EtA et T EtOH, T EtA et Pist EtA est évaluée en se
basant sur les travaux de Gazouani et al., 2016 avec quelques modifications [4] . Chaque
solution d’extrait et d’HE est diluée dans un solvant spécifique : les extraits organiques et les
HEs de TC, MC, RC1, Pist ont été diluée dans le DMSO et les HEs RN et RC2 ont été dilué
dans le MeOH.

I.1.7.1 Test de DPPH

a.  Principe
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Le radical DPPH" ou le 1,1-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical organique stable,
de coloration violette présentant un électron non apparié sur un atome du pont d’azote (Figure
1-2). 1l présente un maximum d’adsorption a A = 520 nm dans le méthanol ou I'éthanol. Les
antioxydants agissent comme agents de terminaison en bloquant la phase de propagation. Ils
réduisent ce radical, par transfert d’'un atome d'hydrogéne, en un composé jaune : le DPPH-H

ou encore la 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine (1).
A-H+DPPH" — A"+ DPPH-H avec AH est I’antioxydant (1)

NO,
Ph

/

Ph

O,N N—

NO,
Figure I-2: Structure du radical libre de DPPH

b.  Mode Opératoire

1800 uL d’une solution méthanolique de DPPH (0,1 mM) sont mélangés avec 200 uL
des différentes dilutions des solutions des HEs. L’ensemble est incubé 30 min a I’ombre et a
température ambiante. L.’absorbance de la solution de DPPH et des échantillons (A échantillon) €st
déterminée a 520 nm. Un essai a blanc est également réalisé en appliquant la méme procédure

pour une solution mais sans additifs et I'absorbance est enregistré en tant que A (blanc).

L'activité anti-oxydante des extraits est déduite de leurs capacité a inhiber le radical
DPPH’, elle est ainsi déterminée en mesurant le pourcentage d'inhibition de I’absorbance du

radical DPPH" a 520 nm :

Equation 2: Pourcenetage d'inhibition radicalaire

__ A(blanc)—A (échantillon)
- Ablanc

x 100

Pourcenetage d'inhibition(%)

L’activité antioxydante des HEs actifs et des extraits organiques est exprimée en Clso
((mg/L), la concentration efficace d’antioxydant nécessaire pour réduire 50% du DPPH initial.

La méthode est standardisée par rapport a la vitamine C et chaque mesure est répétée trois fois.

1.1.7.2 Test a PABTS

a.  Principe
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Le radical cation ABTS™, de couleur bleu a verte, est généré chimiquement par
arrachement d’un électron a un atome d’azote de I’ABTS (sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-
azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) en présence de persulfate de potassium
(K2S20s). Ce radical présente une bande d’absorption importante entre 600 et 750 nm et en
présence d’un antioxydant, le sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-3-
(éthylbenzothiazoline-6-sulfonate) piege un H’, et se transforme en un composé incolore : le

ABTSH".

a. Mode Opératoire

v" Préparation de la solution de ABTS«+

Le radical ABTSe«+ est directement produit par le mélange d'ABTS (7 mM) a pH 7.4
(5mM NaH2PO4, 5 mM Na2HPO4 et 154 mM de NaCl) avec le K2S208 (2,5 mM). Le
mélange est agité une nuit, a I’obscurité et a température ambiante. Avant utilisation, ce
mélange est dilué dans de 1’éthanol jusqu’a obtention d’une absorbance de 0,70 + 0,02 a 734

nm.

v" Test sur les HEs

100 pL des différentes dilutions des HEs et des extraits organiques sont mélangés avec
900 pL d’une solution d'ABTSe+ fraichement préparée. Apres 6 min d’incubation, I’absorbance
du mélange est mesurée a 734 nm a ’aide d’un spectrophotométre thermo Fisher Scientific
Multiskan GO (Jasco V-630 instrument). L’activité anti-oxydante de chaque HEs et des extraits
est exprimée en Clso (mg/L). La méthode est standardisée par rapport a la vitamine C. La
ClIso est déterminée a 1’aide de la méme équation précédemment utilisée pour la méthode avec

le radical DPPHe. Chaque mesure est répétée trois fois.

I1.1.8 Evaluation de I’activité antifongique des HEs et des extraits

Les infections provoquées par les champignons alimentaires sont devenues un probléme
réel de santé publique. Elles sont de plus en plus difficiles a les inactiver et leurs fréquences
sont en tres forte progression. L’apparition de souches résistantes aux antibiotiques usuels, le
changement dans le spectre clinique des pathogénes, I’émergence d’un pouvoir pathogeéne chez
des souches habituellement saprophytes de notre environnement sont les principaux facteurs de
cette forte recrudescence. L’Aspergillus niger est un champignon qui appartient aux principaux

genres de contaminants responsables de I’altération des denrées alimentaires.
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L’Aspergillus niger, 1'aspergille noir, est un champignon filamenteux ascomycéte de
l'ordre des Eurotiales. C'est une des espéces les plus communes du genre Aspergillus qui
apparait sous forme d'une moisissure de couleur noire sur les fruits et légumes (Figure 1-3).

Aucune forme sexuée (téléomorphe) n'est connue [5].

Figure I-3: Aspect de I’Aspergillus niger dans un milieu de culture (Agar)

Les HEs de RN, RCI1, RC2, MN, MC, Pist et les extraits organiques de R_EtOH,
M _EtOH, M_EtA et T EtOH, T EtA et Pist EtA ont été testé contre une souche fongique

d’Aspergillus.niger responsable a I’altération des produits alimentaires.

I.1.8.1 Souches fongiques étudiées

Pour la détermination de 1'activité antimicrobienne des HEs et des extraits, la moisissure
Aspergillus niger, a été choisie. L’Aspergillus niger (Tiegh MB284309 CB, S-KNAW,
Holland), est une moisissure toxique et pathogeéne. C’est un agent de pourriture fréquent des
denrées alimentaires et des fruits et peuvent étre toxiques pour I’Homme et les animaux. Cette
moisissure appartient a la collection de la mycothéque du laboratoire de Procédés de
Bioraffinerie, San-Sebastian, Espagne. Elles sont cultivées par repiquage sur le milieu nutritif

PDA (Potato Dextrose Agar) pendant 7j a I’obscurité a 25 °C.

1.1.8.2 Préparation des échantillons des HEs et des extraits

Pour 1'évaluation de 1'activité antifongique contre A. Niger. Les HEs de RN, RC1, RC2,
MC, TC ont été dilués pour obtenir des solutions de concentrations de 1%, 2,5%, 5%, 7,5% et
10%. Aussi, les extraits de R_ EtOH, M_EtOH, M_EtA, T EtOH et T EtA ont été dilués pour

obtenir des solutions de concentrations de 2%, 4% et 10%.

L’HE du pistachier lentisque a été dilué pour obtenir les mémes concentrations (2%, 4%,

10%) que son extrait (Pist EtA), pour évaluer la variation de I’activité antifongique en fonction
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de la concentration de la partie aérienne de la plante du pistachier lentisque sous forme d’HE et

d’extrait.

1.1.8.3 Procédure microbiologique

Les pastilles de cellulose (o = 10 mm) sont imbibées avec 40 puL de chaque solution d’HE
et d’extrait et placées dans des boites de Pétri avec PDA (10 ml) et 0,4% de Streptomycine est
ajoutée a la souche fongique dans le PDA. Chaque plat PDA inoculé avec des spores fongiques
d'A.niger est incubé pendant 7 jours (chambre climatique Selecta Medlow) a 27 + 1,5 ° C. Par
la suite, les pastilles sont retirées des boites de Pétri et lavées avec une solution de Ringer stérile
(Sigma-Aldrich-96724). Ensuite, la solution fongique colorée (Bleu de Lactophénol) est
homogénéisée pour compter la concentration de spores sur les pastilles avec un compteur de
cellule automatisé Cellometer® Mini (Nexcelom Bioscience LLC, Texas) en mettant 20 pulL de
chaque solution de spores dans les chambres de comptage et en utilisant Cellometer® Mini
logiciel pour l'analyse. L'inhibition de la croissance des champignons (%FGI) a été calculée a

partir de la concentration de spores par ml selon 1'équation suivante :

Equation 3: Pourcetage d'inhibition fongique

R . Cg—Tg
Pourcetage d'inhibition fongique (%) = T %X 100

Ou, Cg est la concentration moyenne de film du témoin (sans additifs) et Tg est la

concentration moyenne des films contenant les HEs /extraits [6].
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I1. Etude des biofilms a base des huiles essentielles et des extraits organiques

II.1  Produits

v' Acide polylactique (PLA) (Nature works ® PLA polymer 3051D Glass transition
temperature fusion 55-65°C)

v' Les HEs de RN, RC1, RC2, MN, MC, TC, Pist a des concentrations de 0.5, 1.5, 2,
5%

v’ Les extraits organiques R_EtOH, M_EtOH, M_EtA, T_EtOH, T EtA, Pist EtA a
des concentrations de 0.5, 1.5, 2, 5%

v Amidon de mais (S, 27% amylase, Sigma-Aldrich)

v glycerol (99.5%, Sigma-Aldrich)

v" Tween 80 (Sigma)

I1.2  Fabrication des films par casting

I1.2.1 Films a base de PLA incorporés avec les HEs et les extraits organiques

Les films sont fabriqués selon la procédure décrite par Kamper et Fennema., (1985) [7]
optimisée au sein du laboratoire de Procédé de Bioraffinerie. Différentes concentrations (0,5 ;
1,5;2; 5%) des HEs et des extraits ont ét¢ mélangées avec une solution de PLA dans 20 mL
de Chloroforme sous agitation magnétique pendant 2 h. Les solutions filmogenes ainsi obtenues
sont ensuite coulées en boites de Pétri ou sur plaque de verre munies de cales et séchées pendant
24h et a une température ambiante (Figure II-1). Les films sont démoulés puis stockés dans un

dessiccateura23 + 1 °Cet 50+ 5 % en HR.

Un film de control (sans extrait) a été élabor¢ et considéré comme un échantillon témoin.
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/ Plaque

Solution ﬁ]rnogene _ évaporation

s ~. Film face
Boite pétri x

Figure I1-1: Procédé de fabrication de film a base de PLA

I1.2.2 Films a base d’amidon et HEs

Tout d'abord, 1'amidon de mais a été plastifié en mettant en suspension des granules
d'amidon dans de 1'eau distillée (3% w/w) a une température de 95 = 2 ° C pendant 30 minutes
sous agitation vigoureuse. Ensuite, apres avoir maintenue la température a 60°C, 30% w/w de
glycérol sont ajoutés et dispersés pendant 10 minutes dans la suspension d'amidon. Différentes
concentrations des films d'amidon ont été préparées, contenant 0,5, 1,5, 2 et 5% w/w d'HE. Les
quantités de glycérol et des HEs dans le mélange sont considérées par rapport au poids massique

de ’amidon sec.

Le Tween 80 est ajout¢ comme émulsifiant en quantités proportionnelles aux HEs
(0,05%, 0,15%, 0,2% et 0,5% v / v). Les solutions de film ont ét¢ homogénéisées a 13500 rpm
/ min pendant 1 min et & 20500 rpm / min pendant 5 minutes dans un homogénéisateur Ultra-
Turrax T-25 (Heidolph, Allemagne). Aprés I'homogénéisation, les suspensions sont dégazées

sous vide pour éliminer l'air piégé.

Enfin, les solutions filmogenes sont coulées dans des plaques en plastique et placées dans
un incubateur pendant 24h, maintenus une température de 30°C + 2 ° C. Des films élaborés par
le méme procédé décrit mais sans 1’ajout des HEs, sont considérés comme des échantillons

témoins.
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III. Caractérisations des biofilms a base d’amidon et de PLA incorporés

par des Huiles essentielles et des extraits organiques

La caractérisation des biofilms consiste a apprécier les propriétés essentielles des films
qui peuvent étre appliqués dans le domaine des emballages alimentaires. Parmi ces propriétés,

on cite particulierement les propriétés mécaniques, physiques et thermiques.

Pour ce faire nous avons testé ces propriétés pour les films a base de PLA incorporés avec
les HEs de R N, RCI1, RC2, MN, MC, Pist et les extraits organiques de R_EtOH, M_EtOH,
M EtA et T EtOH, T EtA et Pist EtA et les films a base d’amidon incorporées aves les HEs

déja élaborés.
III.1 Caractérisation optique

Les modifications de couleur des biofilms a base de PLA et d’amidon causés par 'addition
des HEs et des extraits ont ét¢ mesurées par un colorimétre konika Minolta CM-2600d et
exprimées a l'aide d’un systéme CIE-Lab (HunterLab, USA). Les films ont été placés sur une
plaque blanche standard (L *: 93.4, a *: - 0.3133, b *: 0.3194) et les parameétres chromatiques
L * (luminescence), a * (rouge-vert) et b * (jaune-bleu) ont été mesurés a cingq positions

différentes a la surface du film et la valeur moyenne a été calculée (Figure II1.1).

La différence de couleur (AE), l'indice de blancheur (WI), Chroma (C ab) et la teinte

(h*ab) ont été calculés en utilisant les équations suivantes :

Equation 4: Différence de couleur entre de les films de control et les films actif

AE =/(Aa %)% + (Ab #)2 + (AL %)?

Equation 5: Indice de blancheur

Wi=100—/(100 — L) + a® + b?
Equation 6: Chromaticité
C*ab=vVa? + b?
Equation 7: Ténacité

h*ab =180+arctg (b/a);a < 0

Ou Aa*, Ab", AL" sont la différence de coordonnées entre le controle (PLA et amidon) et

les échantillons.
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Figure I1I-1: Caractérisation des couleurs selon trois paramétres : teinte, saturation, clarté

teinfe

II.2 Caractérisation thermique

I11.2.1 Analyse thermogravimétrique

I11.2.1.1

Principe

L’analyse thermogravimetrique (ATG) est une technique d'analyse thermique qui

consiste a mesurer la variation de masse d'un échantillon en fonction du temps, a

une température ou un profil de température déterminé (Figure I11-2).

Figure I1I-2: Représentation schématique d'une ATG
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111.2.1.2 Description de la méthode

Les analyses thermogravimétriques ont été effectuées avec une TGA / SDTA 851
METTLER TOLEDO (Figure III-3). La stabilité thermique de Film de control de PLA et des
films contenant 0,5 et 5% d’HE de TC et 0.5% d’extrait de T EtOH a été analysée. Les
échantillons environ 5 a 10 mg ont été testés sous atmosphere d'azote a une vitesse de chauffage
de 10 °C / min avec un profil de températures de 25 °C a 600 °C. De méme pour I’HE de TC et
I’extrait brute de T EtOH ont également été analysée pour déterminer leurs stabilités

thermique.

Figure I11-3: Appareil d'ATG

I11.2.2 Analyse calorimétrique différentielle a balayage (DSC)

111.2.2.1 Principe

La DSC est une technique d'analyse thermique. Elle mesure les différences des échanges

de chaleur entre un échantillon a analyser et une référence.

Elle permet de déterminer les transitions de phase :

v La température de transition vitreuse(Tg) des polymeéres, des verres métalliques et
des liquides ioniques ;

v Les températures de fusion et de cristallisation ;

v Les enthalpies de réaction, pour connaitre les taux de réticulation de certains

polymeres.

Les analyses sont réalisées sous balayage d'un gaz inerte (par exemple, 1'azote ou l'argon)

pour éviter toute réaction du matériau a étudier avec l'atmosphere du four.
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111.2.2.2 Méthode

L'effet de différentes HEs (a une concentration de 5%) sur le comportement de
cristallisation du PLA a été également étudié en utilisant METTLER TOLEDO DSC 822
(Figure I11-4).

Dans 1'¢tude de DSC, 3mg des échantillons de films ont été chauffés a 5 °C / min de la
température ambiante jusqu’a 200 ° C pendant 3 min, puis la température a été réduite a la

température ambiante et réchauffé a 200 ° C.
Le degré absolu de cristallinité (Xc) du film de PLA contenant les additifs a été calculé
par:

Equation 8: Degré de cristallinité

_ AHm_ 100
T AHmT w

Xc

Ou AHm est l'enthalpie de I'échantillon, AH°m est I'enthalpie de fusion a 100% du PLA

cristallin (93 J / g), w est la masse de la fraction du PLA dans le mélange [8].

Figure I1I-4: Appareil de DSC

I3 Caractérisation Mécanique

II1.3.1 Mesure de I’épaisseur

L'épaisseur des biofilms a base de PLA et d’amidon été mesurée par un micromeétre
numérique manuel avec une sensibilité¢ de 0,01 mm, a 3 positions aléatoires pour chaque film.
La valeur moyenne a été utilisée dans les calculs des paramétres mécaniques et de perméabilité

a la vapeur d'eau.
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I11.3.2 Propriétés mécaniques

Le stress a la rupture (MPa), le module de Young (MPa) et I'allongement a la rupture (E
%) des films a base de PLA et d’amidon a différents concentrations (0,5-1,5-2 et 5%) des huiles
essentielles et des extraits de plantes ont été évalués par MTS (Systems Corporation, USA)
fourni par des pinces pneumatiques (Advantage Pneumatic Grips) et avec une cellule de charge
de 250 N. Les échantillons ont été préparés selon la norme ASTM D-1708. Les épaisseurs
d'échantillons de longueur de 6 cm de largeur de 2,5cm. Les films fixés entre les deux pinces
(I’'une fixe, I’autre mobile), sont étirés de fagon uniaxiale a une vitesse constante de 5 mm / min
(Figure III-5). La distance de départ entre les pinces était de 22,9 mm. Les valeurs citées sont

la moyenne de six mesures.

Traverse (mobde)

Longuewr infticle | Défomation | + di

Figure I1I-5 : Dispositif de traction [9]

Les courbes obtenues donnent 1’évolution de la force résultante en fonction de la
déformation et permettent de calculer le module d’¢lasticité ou module de Young, exprimé en
MPa, et égal a :

Equation 9: Module de Young

Pente de la courbe

Module de Young = Section

Avec la section qui est égale au produit de 1’épaisseur du film par sa largeur, ainsi que la

force a la rupture, exprimée en MPa, égale a :

Equation 10: Stress a la rupture

Force maximale

Stress a la rupture =
p Section

et le pourcentage d’élongation ou allongement E, exprimé en %, et égal a :
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Equation 11: Allongement a la rupture

dl

I11.4 Etude des propriétés barrieres a la vapeur d’eau

Etant donné que l'une des principales fonctions des films pour l'emballage alimentaire
consiste a diminuer le transfert d'humidité entre les aliments et 1'atmosphére environnante, la
perméabilité a la vapeur d'eau est un paramétre physique important. La haute perméabilité a la
vapeur d'eau des films limite considérablement leur utilisation comme matériau potentiel pour

I'emballage alimentaire [10].

La perméabilité a la vapeur d’eau des films d’amidon contenant 5% des HEs, les films de
PLA contenant les HEs a différentes concentrations de 0,5% RC1, 2%MC, 0,5-5% Pist et 0,5%
TC, et les films de PLA contenant les extraits organique a différentes concentration de 0,5-5%
de R_EtOH, 0,5-1,5% M_EtOH, 0,5-2% M_EtA, 0,5% T_EtA et 1,5-5% de Pist EtA ont été
évalué. Le choix des films et des concentrations est basé sur les résultats des propriétés

mécaniques.

Le WVP des films a été déterminé selon la norme ASTM E96-00 (Mocon, Etats-Unis)
(Figure III-6) [11]. Les échantillons de film ont été coupés dans un cercle de 7,40 cm de
diamétre et la zone d'essai était de 33 cm?. La configuration a été soumise a une température de
38 °C et une humidité relative de 90%. Le taux de perméabilité a la vapeur d'eau (WVTR) a été
calculé comme suit :

Equation 12:Taux a la pérmeabilté a la vapeur d' eau
WVTR = G/(t X A)

Ou, G est le changement de poids (g), t est le temps (h) et A est I’air (m?). WVP a été
calculé comme suit:

Equation 13: Permeabilité a la vapeur d'eau
WVP = (WVTP xXT)/ AP

Ou T est I'épaisseur de film (mm) et AP est la différence de pression partielle de la vapeur

d'eau a travers le film. On a calculé et signalé la WVP de trois films pour chaque échantillon.
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Figure I11-6: Testeur de débit de transmission de vapeur d'eau a travers le film

IIL.S Evaluation de D’activité antifongique des biofilms films a base des HEs et des

extraits organiques

I11.5.1 Objectif

L'objectif principal des tests antifongiques était d'évaluer I'utilisation potentielle des HEs
et des extraits organiques dans les films de PLA et d’amidon comme inhibiteurs des
champignons pour l'utilisation comme préservatif alimentaire dans le domaine des emballages

alimentaires.

En tenant compte du fait que A. niger est bien connu comme un contaminant des fruits,
des 1égumes et des aliments, cette dernicre a été choisi pour évaluer 1’activité antifongique des
films a différentes concentrations (0,5, 1,5, 2, 5%) d’amidon incorporés avec les HEs de R N,
RCI, RC2, MN, MC, Pist et des films de PLA contenant les HEs et les extraits organiques de
R EtOH, M EtOH, M EtA et T EtOH, T EtA et Pist Et.

I11.5.2 Produits

v"A.niger, Tiegh MB284309 CB, S-KNAW, Holland
v' Streptomycine, Sigma Aldrich, Spain

v' PDA, Merck, Spain

v Ringer's solution, Sigma-Aldrich-96724

II1.5.3 Procédure microbiologique

L’A. niger est cultivé dans un substrat solide de PDA en aérobie a 25 + 2°C pendant 72 h

dans des boites de Petri bien scellées. Puis, les suspensions A. niger sont préparées en diluant
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100 uL de cette culture 100 fois dans la solution de Ringer. Ensuite, pour chaque expérience,
100uL de la suspension diluée sont inoculés par voie aseptique a la surface de plaque d'agar
PDA en présence de petit morceau des biofilms (échantillons carrés avec 1 x 1 cm?). Cette

méthodologie était effectuée selon la norme ISO 7954 [12].

Apres 7 jours d'incubation a 25 £ 2 °C, le nombre de spores a ét¢ compté a I’aide d’un
microscope comme une unité colonie par millilitre (CFU mL™). En outre, I'inhibition de la

croissance de champignon (FGI) a été calculé a partir de 1’équation suivante:

Equation 14: Pourcentage d'inhibition fongique
Cg—T
% FGI = -2—9 x 100
Cg
Ou Cg est la concentration moyenne de film du témoin (PLA) et Tg est la concentration
moyenne des biofilms, les deux sont exprimées en CFU mL'[12]. Les valeurs obtenues pour la
concentration de chaque échantillon correspondent a la moyenne des expériences

indépendantes (Quatre répétitions pour chaque expérience).
II1.6 Quantification des HEs et des extraits organiques dans les biofilms

I11.6.1 Principe

Apres avoir incorporés I’HE et ou les extraits organiques dans la solution de film et laisser
sous agitation pendant deux heures. La solution filmogeéne a été séchée a température ambiante
pendant 24h. Certain de ces additifs peuvent subir une évaporation apres le séchage a cause de

la volatilité des composés qui les composent.

I11.6.2 Objectif

Le test de quantification vise a estimer la quantité des HEs et des extraits retenus dans le

film apres le processus de séchage.

I11.6.3 Méthode

La teneur final d'HE et d’extrait dans le film a été¢ déterminé par extraction du film au
méthanol et par quantification spectrophotométrique. Des échantillons de film contenant 5%
d’HE de RN et de TC dans la matrice de PLA et d’amidon et des films contenant 5% des extraits
de R_EtOH et T _EtOH dans la matrice de PLA, ont été immergés dans 100mL de MeOH et

maintenus sous agitation pendant 24h a une température de 20°C. Ensuite, 1'absorbance de la
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solution a ét¢ mesurée a 318 nm, 325 nm, 341 nm et 340 nm (maximum d'absorption des RN,
TC, R_EtOH et T _EtOH dans le MeOH, respectivement), en utilisant un spectrophotomeétre
UV-visible (instrument Jasco V-630, Japon). Le film de contréle de PLA et d’amidon (sans

additifs) a été utilisé comme blanc dans chaque cas.

La mesure de la concentration de I’'HE et de I’extrait retenus dans le film et les
pourcentages de pertes ont été déterminé a partir de la courbe d’étalonnage des HEs et des
extraits. Ces courbes d'étalonnage sont obtenues a partir des mesures d'absorbance d’une
gamme de concentration de la solution standard d’HE (RN, TC) et d’extrait (R_EtOH, T EtOH)

aux longueurs d’onde spécifiques.

III.7 Activité antioxydante des films a base de PLA incorporés avec les extraits

organique

Les portions des films contenant 0,5 et 5% des extraits de R_EtOH, M_EtOH, M_EtA,
T EtOH, T EtA, Pist EtA ont été pesées (0,5 g) et recouvertes de 10 ml de MeOH, puis scellés
et mis sous agitation pendant 48 h a 25 °C. Ensuite, les solutions ont été filtrées et le surnageant

a ¢été utilisé pour tester les capacités antioxydantes des films. Cette méthode a été décrite par

Llana-Ruiz-Cabello et al., (2015) [13].

L'activité antiradicalaire est mesurée en utilisant deux radicaux différents, DPPH et
I’ABTS. Les tests DPPH et ABTS sont basés sur la capacité de la substance testée a éliminer

les cations radicaux.
III.8 Test de migration dans un simulateur alimentaire

I11.8.1 Principe

La migration est la quantité de maticre, principalement des additifs, qui peuvent étre
transférés aux denrées alimentaires lorsqu'ils sont en contact. Au cours des derniéres années, la
migration a été considérée comme un probléme négatif puisque les substances risquent de
constituer un danger pour la sant¢ humaine et / ou de modifier la composition des denrées
alimentaires de fagon inacceptable. Cependant, une nouvelle tendance a I'emballage actif est
basée sur la migration comme un probléme positif en raison de I'effet bénéfique de certains
additifs matériels (principalement les antioxydants et / ou les antimicrobiens) dans les denrées
alimentaires [14,15,16]. L'éthanol a 50% est recommandé par la Commission européenne

comme simulant pour certains produits laitiers [17].
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I11.8.2 Objectif

L’objectif de ce test d’étudier et de controle la libération des agents actifs des films de
PLA et d’amidon dans I’éthanol 50%, considéré comme un simulant alimentaire pour les

produits laitiers selon le réglement européen, a 40°C.

I11.8.3 Méthode

La libération des composants actifs de RN, TC, R_ EtOH et T EtOH des films de PLA et
d’amidon vers ’ETOH 50% est effectuée a une température de 4 °C. Les échantillons sont
placés a la surface des erlenmeyers de 100 ml d’ETOH 50% maintenus a une agitation de 200
rpm / min. A des différents temps d’exposition durant 5 jours, 3 ml de la solution sont extraites

pour une analyse UV.

La concentration et le taux de migration d'HE et d’extrait migrants dans le simulant
alimentaire est déterminée par la méthode spectrophotométrique aux absorbances
caractéristiques de chaque HE et extrait en calculant & chaque fois de DO réel de la solution

pour s’assurer que PLA n’intervient pas dans la migration.
Le DO réel est calculé comme suit

Equation 15: Absorbance opique réel des films

DOréel = DO(biofilm) — DO(control)

88



Les références

[1] Folin, O., & Ciocalteu, V. (1927). On tyrosine and tryptophane determinations in
proteins. Journal of biological chemistry, 73(2), 627-650.

[2] Arvouet-Grand, A., Vennat, B., Pourrat, A., & Legret, P. (1994). Standardization of propolis
extract and identification of principal constituents. Journal de pharmacie de Belgique, 49(6),

462-468

[3] Schlesier, K., Harwat, M., Bohm, V., & Bitsch, R. (2002). Assessment of antioxidant
activity by using different in vitro methods. Free radical research, 36(2), 177-187.

[4] Ghazouani, N., Abderrabba, M., & Bouajila, J. (2016). Teucrium ramosissimum
(Lamiaceae): volatile composition, seasonal variation, and pharmaceutical activity. Analytical

Letters, 49(8), 1258-1271.

[5] Ouelhadj, A., Kahina, B., & Djenane, D. Chemical composition and Antifungal activity of
the Myrtus communis and Pistacia lentiscus essential oils of Mediterranean regions in

laboratory medium and Strawberry fruit.

[6] Robles, E., Salaberria, A. M., Herrera, R., Fernandes, S. C., & Labidi, J. (2016). Self-bonded
composite films based on cellulose nanofibers and chitin nanocrystals as antifungal

materials. Carbohydrate polymers, 144, 41-49.

[7] Kamper, S. L., & Fennema, O. (1985). Use of an edible film to maintain water vapor
gradients in foods. Journal of Food Science, 50(2), 382-384.

[8] Gordobil, O., Egiiés, 1., Llano-Ponte, R., & Labidi, J. (2014). Physicochemical properties
of PLA lignin blends. Polymer Degradation and Stability, 108, 330-338.

[9] Quezada Gallo, J. A. (1999). Influence de la structure et de la composition de reseaux
macromoleculaires sur les transferts de molecules volatiles (eau et aromes) application aux

emballages comestibles et plastiques (Doctoral dissertation, Dijon).

[10] Morillon, V., Debeaufort, F., Capelle, M., Blond, G., & Voilley, A. (2000). Influence of
the physical state of water on the barrier properties of hydrophilic and hydrophobic
films. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 48(1), 11-16.

[11] Rhim, J. W., Hong, S. 1., & Ha, C. S. (2009). Tensile, water vapor barrier and antimicrobial
properties of PLA/nanoclay composite films. LWT-Food Science and Technology, 42(2), 612-
617.



[12] Salaberria, A. M., Diaz, R. H., Labidi, J., & Fernandes, S. C. (2015). Preparing valuable
renewable nanocomposite films based exclusively on oceanic biomass—Chitin nanofillers and

chitosan. Reactive and Functional Polymers, 89, 31-39.

[13] Llana-Ruiz-Cabello, M., Pichardo, S., Bafos, A., Nufiez, C., Bermudez, J. M., Guillamoén,
E., ... & Camedn, A. M. (2015). Characterisation and evaluation of PLA films containing an

extract of Allium spp. to be used in the packaging of ready-to-eat salads under controlled

atmospheres. LWT-Food Science and Technology, 64(2), 1354-1361

[14] Villa-Rodriguez, J. A., Palafox-Carlos, H., Yahia, E. M., Ayala-Zavala, J. F., & Gonzalez-
Aguilar, G. A. (2015). Maintaining antioxidant potential of fresh fruits and vegetables after

harvest. Critical reviews in food science and nutrition, 55(6), 806-822

[15] Suppakul, P. (2011). Natural extracts in plastic food packaging. In Multifunctional and
nanoreinforced polymers for food packaging (pp. 421-459)

[16] Carrizo, D., Gullo, G., Bosetti, O., & Nerin, C. (2014). Development of an active food
packaging system with antioxidant properties based on green tea extract. Food Additives &

Contaminants: Part A, 31(3), 364-373.

[17] Jamshidian, M., Tehrany, E. A., & Desobry, S. (2012). Release of synthetic phenolic
antioxidants from extruded poly lactic acid (PLA) film. Food Control, 28(2), 445-455.



Partie III : Résultats et discussions

PARTIE 111

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Cette partie présente les résultats expérimentaux obtenus lors des travaux de recherche objet de

cette these. Elle se subdivise en trois chapitres :

1. Dans le premier chapitre, nous nous interessons dans un premier temps a ’analyse de la
composition chimique des HEs et d’extraits des plantes de roamrin, de myrte, de thym, et de
pistachier lentisque. Dans un dexiéme temps, I’etude des activités antioxydantes et

antifongique des differentes plantes objet de ce travail a été réalisé.

2. Le deuxieme chapitre est consacré a la caractérisation, optique, thermique, mecanique,
physique, et I’etude des activités biologiques des films actifs a base de PLA et d’amidon

incorporant les HEs et les extraits organiques.

3. Le troisiéme chapitre porte sur I’étude de la stabilité des agents actifs dans le film aprés
leurs fabrication dans lequel on va s’interesser a la quantification de ces substances dans le

film et leurs intercations vis-a-vis d’un simulant alimentaire.
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CHAPITRE 1

Etude des Huiles essentielles et des
extraits de plantes de romarin, de myrte,

de thym et du pistachier lentisque
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I. Extraction et analyse des HEs

I.1 Etude de la cinétique d’extraction et de rendement en HEs

La durée d’extraction est un facteur tres significatif dans le processus d’extraction, qui
dépend principalement de la tension de vapeur des composés aromatiques [1]. Afin de pouvoir
fixer la durée d’extraction optimale, le suivi de la cinétique du rendement d’extraction par
hydrodistillation des HEs de romarin, de myrte, et de pistachier lentisque en fonction du temps

est réalisée et les résultats sont représentés dans la figure I-1.

Les résultats relatifs aux rendements d’extraction des HEs de la partie aérienne de romarin
(RN), de myrte (MN),et de pistachier lentisque (Pist) sont présentés dans le tableau I.1. Les

HESs obtenues sont de couleur jaunes-pales et d’odeur fortement herbacée.

3 -
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= 21 — "
5 o
= 1,5 - ® +—RN
D -
E o —=—MN
E - A= Pist
é 0,5 A & I &

+ A
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Figure I-1: Courbe du rendement des HEs en fonction du temps d’extraction
Le rendement en HE est exprimé en pourcentage massique (%), il est le rapport entre la

masse d’huile obtenue et la masse de matiere végétale seche [2].

Selon I’allure de la courbe, nous nottons que 1’extraction passe par trois étapes :

v" Une premiére étape d’extraction (0-45 min), correspondant a une étape d’extraction
rapide de la matrice végétale. L’extraction commence lorsque 1’eau atteint le point
d’ébullition.

v Une deuxiéme étape d’extraction, qui correspond a 1’épuisement de la matrice

végétale (45-75).
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v" Une troisiéme étape, qui se traduit par un palier de stabilité et qui correspond au

rendement maximum possible.

Les résultats enregistrés montrent que le rendement d’extraction atteint son maximum apres
deux heures du début d’ébullition de 1’eau a des pourcentages de 2,15, 0,54 et 0,59% des HEs
de RN, MN et Pist, respectivement (Tableau I-1). Ce qui correspond a 1’épuisement total de la
maticre premicre et a la fin de la réaction. L’étude de Conde-Hernandez, et al., (2017) a montré
que la cinétique d’extraction de I’HE de Rosmarinus officinalis L par la méthode
d’hydrodistillation de Clevenger se fait également en trois étapes et que le rendement en huile
est similaire a celui trouvé dans notre étude est de I’ordre de 2.3% [3]. Tandis d’autres travaux

rapportent des rendements en HE de romarin plus faible et de I’ordre de 0,44% [4] et de 1%
[5].

Tableau I-1:Variation du rendement d’extraction des HEs

HEs Rendementt (%)
RN 2,15
MN 0,54
Pist 0,59

Paula Pereira, et al., (2016) et Ariana Bampouli, et al., (2014) ont étudié¢ 1’extraction de
myrte et de pistchier lentisque par différents méthodes d’extraction [6,7]. Ils ont trouvé que le
rendement de I’extraction varie significativement en fonction de la méthode utilisée. Ainsi, il
apparait que la technique influe sur le rendement d’extraction des HEs. Quant a nos résultats,
une variabilité importante de la teneur en HEs a été observée. Cette variabilité est due
probablement a la variation de la période de la récolte, des conditions de séchage, du mode de

distillation et/ou d’extraction.

1.2 Analyse des HEs par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie
de Masse (CPG-MYS)

L'analyse CPG-SM des HEs de RN, RC1, RC2, MN, MC, TC et Pist a permis d'identifier
17, 33, 28, 66, 23, 33, 100 composés contenus dans ces agents actifs, respectivement. Parmi
ceux-ci, il s’est identifié des composés terpéniques et phénoliques qui sont les composés les

plus importants dans les HEs qui fournissent des propriétés antimicrobiennes et
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antibactériennes. La figure I-2 montre la structure des principaux composés phénoliques et

terpéniques présents dans les HEs étudiées. La composition chimique des HEs obtenus dans

cette étude est résumée dans le tableau [-2.

Ce dernier regroupe les résultats expérimentaux suivants :

v Le temps de rétention,

v Le nom du composé identifié,

v Le pourcentage du composé identifié par rapport a la totalité de I’'HE étudiée.

B- Limonéne 2-undécanone Copaéne
phéllandréne
CH, CHy, o CH 3 CH,
lij H3C\/\|\/\/\/\/ s ij@
: A2
HsC CHs Hac — XcHh, Hac/\CHaH
Bornéol B -panasinséne B-pinéne a-pinéne
CHj3 H3C CH, CHgj
OH HsC
H,C
H3C HsC
Eucalyptol Camphor a-caryophylléne Camphéne
a-cadinol Linalool a-terpinéol Eugénol
CHs HO
HOE : CHy ‘
é”s e | OH
H3C/\CH3 o —
OH
Cyméne Carvacrol
i OH

Figure I-2: Les structures chimiques des composés majoritaires présents dans les HEs étudiées
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Tableau I-2: La teneur en composés bioactifs présents dans HEs

HEs Tr (min) Identification % de total
5.02 a-pinene 12,1
6.46 Eucalyptol 32,9
8.31 Camphre 21,1
RN
8.69 Borneol 13,3
5.24 Camphene 5,5
5.63 B-pinene 6,4
5.02 a-pinene 9,2
RCl1 6.40 Eucalyptol 42,9
8.25 Camphre 7,0
5.09-6.01 a-pinene 16,8
5.29 Camphene 10,5
5.66-5.77 B-pinene 9,4
RC2 6.51 Eucalyptol 28,0
8.37 Camphre 16,4
8.709 Borneol 4,1
8.70-9.17 a-terpineol 3.2
5.10 o-pinene 19,6
7.45 Linalool 14,3
MN 8.28 Camphre 0,1
9.19 a-terpineol 6,5
14.79 Eugenol 2,9
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5.02 a-pinene 10,4
MC
6.40 Eucalyptol 1,4
5.02 a-pinene 2,0
6.29 p-Cymene 223
TC
12.22 Carvacrol 64,5
6.41 Eucalyptol 0,3
5.12 a-pinene 4,1
5.34 Camphéne 2,1
5.74 B-pinene 1,4
5.86 B-phéllandréne 9,6
6.47 Limonéne 1,2
Pist
12.33 2-Undecanone 3,0
14.62 Copaéne 1,9
16.31 a-Caryophylléne 1,0
17.40 B-panasinséne 2,16
19.50 a-cadinol 5,8

La variation des pourcentages relatifs aux fractions terpéniques identifiées dans les HEs
est résumée dans le tableau I-3. Les HEs de RN, RC1, RC2, MN et TC sont caractérisées par la
prédominance en monoterpénes oxygénés. L’Eucalyptol, le Camphor, le Bornéol, I’a-terpinéol,
le Linalool, L’Eugénol et le Carvacrol sont les constituants principaux de cette fraction. Les
monoterpeénes hydrocarbonés dominés par 1’a-pinéne, le Camphéne, le B-pinene, le p-cymene,
le Limonéne, et le a-phénllandréne sont moins présents. Quant a la fraction de
sesquiterpeniques caractérisée par la présence de Copaéne, le a-caryophylléne et le B-

panasinséne dans 1’huile essentielle de pistachier lentisque.
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Tableau I-3: Nature et composition chimique des composés bioactifs identifiés dans les HEs

HEs  Hydrocarbures  Monoterpenes  Sesquiterpenes  Total des Composés  Nombre des
monoterpeniques  oxygénés bioactifs identifiés  composés
(%) (%) (%) (%) bioactifs
RN 24 67,3 - 91,3 6
RC1 9.2 49,9 - 59,1 3
RC2 36.7 51,7 - 88.4 7
MN 19.6 23,8 - 434 5
MC 104 1,4 - 11,8 2
TC 24.3 64,8 - 89,1 4
Pist 18.4 8,8 5.06 32,26 10

L’Eucalyptol est le composé le plus abondant dans les HEs de romarin (RN, RC1, RC2)
suivie par le Camphre (21,1%), a-pinéne (9,2%) et B-pinéne (9,4%). Une étude ancienne
réalisée par Raskovic¢ et al., (2014) sur I’identification des composés majoritaires de I’'HE de
romarin (Rosmarinus officinalis L.), montre la présence d’Eucalyptol (43,7%) comme un
compos¢ abondant suivie par I’ a-pinéne (11,5%) [8]. D’autre part, Wannes, et al., (2010) ont
¢également étudié la composition chimique de I’HE de myrte de la Tunisie (Myrtus communis
L.), ’'a-pinéne (58,8%) et I’Eucalyptol (21,6%) constituent la fraction majoritaire de cette huile
[9].

La richesse de TC en Carvacrol est prouvée par El Abed et al., (2014) ou ils ont montré
que le Carvacrol (88.9%) est le composé dominant [10]. Bachroch et al., (2010) ont étudi¢ la
composition chimique de I’HE de pistacia lentiscus de la Tunisie, et ils ont montré que le
Limoneéne (19,11%) et I’ a-pinéne (9,48 %) sont les composés majoritaires [11]. Ce résultat ne
concorde pas avec nos résultats, ou le composé majoritaire identifi¢ est le B-phéllandréne

(Tableau I-4).

En comparant avec la composition chimique des HEs étudiés dans notre étude, on

constate que les constituants abondants sont similaires a ceux identifiés dans ces travaux. Sauf
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pour I’HE du pistachier lentisque qui a montré une composition chimique différente par rapport

a des travaux antérieurs.

Tableau I-4: Les composés les plus abondants identifiés dans les HEs étudiés

HEs Composé (%)
RN Eucalyptol 32,9
RCl1 Eucalyptol 42,9
RC2 Eucalyptol 28,0
MN a-pinéne 19,6
MC a-pinéne 10,4
TC Carvacrol 64,5
Pist B-phéllandréne 9,6

I.3 Analyse des HEs par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF)

Les spectres IR a transformée de Fourier et les identifications de bandes importantes de

différentes HEs de RN, RC1, RC2, MN, MC et TC sont représentés sur la figure I-3.

Les spectres de RN, RC2, MN, TC ont montré une large bande d'absorption vers 3400
cm! qui est associé a la vibration d’élongation de la fonction d’alcool (-OH). Cette bande est
attribué aux composés phénoliques présentent dans ces HEs tels que le Bornéol présent dans

RN et RC2, le a-terpinéol présent dans RC2 et MN et le Carvacrol présent dans TC.

Cette bande est tres fine, ce qui est accordée a la teneur en composés phénoliques dans la
composition de ces HEs. D’autre part, cette bande n’a pas apparu dans le spectre IR de RCI et
MC, ce qui est en corrélation avec 1I’absence des composés phénoliques dans la composition de

ces deux HEs.

En outre, comme il est montré dans la figure I-3, il y a présence d’une bande vers 1745cm
! caractéristique du groupe carbonyle (C=0). Cette bande est attribuée au composé Camphre

qui est présent dans les HEs de RN, RC1, RC2, MN.
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Les spectres de RN, RC1, RC2 et MC ont montré un signal vers 1079 cm™, 1098 cm™,
1079 ecm™, 1096 cm’!, respectivement caractéristique du vibrateur d’éther (C-O) indiquant la

présence de composé Eucalyptol.

La spectroscopie IR a réussi a identifier les composés bioactifs contenus dans les HEs de

RN, RC1, RC2, MN, MC, TC ce qui est probable pour les I"HE du pistachier lentisque.

TC

mC

Transmittance (%)
A
(9]

RN

| c=0

T T T | — T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm™)

Figure I-3: Les spectres Infrarouges des HEs

I1. Préparation des extraits organiques a partir de la partie aérienne de

romarin, myrte, thym, et pistachier lentisque

II.1  Préparation des extraits et calcul du rendement

La préparation des extraits a partir de romarin, de myrte, de thym et de pistachier lentisque
est réalisée par macération a froid, une opération d’extraction qui consiste a placer en contact
la partie aérienne et le solvant a une température ambiante afin de récupérer les molécules
actives de la plante. La partie aérienne cueillie, séchée puis broyée est soumise a des
macérations successives avec des solvants organiques a polarité croissante (acétate d’éthyle,
¢éthanol). Les extraits éthanoliques de romarin, de myrte et de thym sont désignés par R_EtOH,
M _EtOH et T EtOH, respectivement. Les extraits d’acétate d’éthyle de myrte, du pistachier
lentisque et de éthym sont désignés M_EtA, Pist EtA et T EtA, respectivement.

C’est une approche d’extraction séquentielle qui vise a fractionner grossiérement les

métabolites actifs des extraits de la plante selon leur degré de solubilité. Les résultats obtenus,
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exprimés en pourcentage de la masse de la fraction obtenus par rapport a la masse de la mati¢re

végétale utilisée, sont regroupés dans la figure II-1.

Ethanol B Acétate d'ethyle

./"'
! I —
e

R_EtOH M EtOH M EtA TEOH TEA P EtA

Rendement (%)

Extraits organiques

Figure II-1: Rendements en extraits obtenus en fonction de la nature du solvant d’extraction

D’apres ces résultats, on note que les rendements d’extraction de la partie aérienne des
plantes de romarin, de myrte, de thym et du pistachier lentisque obtenus varient entre 10% et
47%. Les meilleurs rendements obtenus sont ceux des extraits d’acétate d’éthyle avec un taux
de 47% suivie par 43,5% et 33,75% pour les extraits du pistachier lentisque, de thym et de
myrte. Les plus faibles rendements sont observés pour les extraits éthanoliques de Thym, Myrte
et de Romarin avec un taux de rendement de 1’ordre de 10%, 17,6% et 21 % respectivement.
Ces variations des rendements d’extraction pourraient étre attribuées a la différence entre

I’abondance des composés polaires et non polaires.

II.2  Analyse des extraits organiques par LC-UV/ESI-MS

Les extraits de romarin, de myrte, de thym et du pistachier lentisque ont été analysé par
un systtme d’UPLC avec un détecteur UV-visible couplé a un spectrométre de masse a
ionisation positive et négative pour une caractérisation compléte des composés bioactifs.
L'identification des pics a été réalisée sur la base sur leurs temps de rétention, leurs spectres
d'absorption dans la région UV-visible, leurs spectres de masse et en se basant des informations
précédemment rapportées dans la littérature. La figure située dans ’annexe 6 montre
principalement le profil des spectres de masse des composés les plus abondants qui ont été

détecté dans les extraits analysés.
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Les profils LC-UV / ESI-MS des extraits de romarin, de myrte et de thym analysés ont
montré plusieurs pics correspondant a différents composés de polyphénoliques, parmi lesquels
25 composés ont été caractérisés. Ces composés sont rapportés dans le tableau situé dans
I’annexe 5, avec leur temps de rétention, absorbance maximale, masse moléculaire, m / z
expérimentaux, les principaux fragments secondaires, la classe et la sous-classe chimique du

compos¢ propose.

Cette analyse a été efficace pour identifier a peu pres les composés les plus abondants
présents dans les extraits de R EtOH, M_EtOH, M_EtA, T EtOH, T EtA. Parmi les structures
identifiées dans les chromatogrammes LC-UV / ESI-MS (Annexe 6), on trouve principalement
des glucosides flavonoides dérivés de Myricétine, Kaempférol, Lutéoline, Apigénine,
Isorhamnétine, et des flavonoides méthylés comme la Cirsimaritine, le Carnosol, I'Hispiduline
dont la structure est présentée dans la figure situé dans I’annexe 7. En outre, l'acide phénolique
dérivé de l'acide rosmarinique a été identifié parmi la composition chimique de R ETOH et

T EtOH.

Les principaux composés antioxydants identifiés dans 1'extrait de R__EtOH appartiennent
a différentes familles: diterpénes phénoliques (acide carnosique, rosmadial, carnosol et son
isomere), flavonoides (genkwanin, acacetin et cirsimaritin), glucosides flavonoides
(Isorhamnetin-3-O-glucoside et Lutéoline). 7-glucuronide) et d'autres types de composés
phénoliques tels que 'acide rosmarinique. Plusieurs recherches ont été rapportées sur I’analyse
de la composition de I’extrait de romarin par différentes techniques, et il s’est avéré que le profil

identifié dans R_EtOH est similaire a ces travaux [12,13,14,15,16].

Les polyphénols détectés dans les extraits d'acétate d'éthyle de myrte et de thym (M_EtA,
T _EtA) contenaient deux flavonoides glycosides abondants dérivés de la myricétine qui sont
myricétin-3-O-galactoside et myricétin-3-O-rhamnoside. Contrairement a l'apigénine-7-O-
glucuronide qui a été identifiée dans la composition chimique de T _EtA. Cette composition
conforme avec des travaux précédemment rapportés sur 1’extrait de myrte [6,9] et I’extrait de
thym [17,18,19]. L'acétate d'éthyle est un solvant moins polaire, qui concentre les composés
phénoliques, et présente la polarité la plus appropriée pour la solubilisation des monoglucosides
les moins polaires. D'autre part, le M_EtOH montre la possibilité de la présence d'une faible

concentration de flavonoides glycosides dans sa composition.

De plus, l'analyse réalisée dans l'extrait de T EtOH a montré la présence d'autres

composés phénoliques parmi lesquels les flavonoides méthylés, les flavanes, l'acide
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phénolique. Ces composés ont déja été rapportés dans plusieurs études sur I'espece de thym

[20,21].

Les pics 3-14-15-18-21-22-23-25-31-32-35 n'ont pas ét¢ identifiés par la technique LC-
MS. En tenant compte de leur spectre UV et leurs données MW, ces pics pourraient se référer

a des substances de faible poids moléculaire telles que le polyalcool ou les acides phénoliques.

La technique de LC-UV / ESI-MS n’a pas pu identifier les composés possibles de 1’extrait
du pistachier lentisque, ce probléme est dii peut étre a une faible solubilisation de 1’extrait dans
le solvant d’analyse, ou il pourrait étre trés utile si nous utiliserons des techniques analytiques
complémentaires qui peuvent vous donner des informations structurelles supplémentaires,

telles que la RMN ou MS / MS.

II.3  Analyse des extraits organiques par spectroscopie infrarouge a transformeée de

Fourier (IR-TF)

III. Screening chimique des HEs et des extraits organiques

Les tests de caractérisation des familles chimiques sont nécessaires pour révéler les
principaux composants photochimiques actifs contenus dans la plante. Parmi ces précieuses

molécules on retrouve, les polyphénols, les flavonoides [22].

L’examen photochimique des HEs de RN, RC1, RC2, MN, MC, TC et Pist et des extraits
organiques de R EtOH, M_EtOH, M_EtA et T EtOH, T EtA et Pist EtA tels que les teneurs
en polyphénols totaux et en flavonoides ont été évalué par des méthodes spectroscopiques. Les

résultats sont regroupés dans le tableau I1I-1

III.1 Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux sont dosés selon la méthode spectroscopique utilisant le réactif
de Folin-Ciocalteu. L’acide Gallique, a différentes concentrations, est utilis¢ comme référence
pour tracer la courbe d’étalonnage (Annexel). Les résultats sont exprimés en milligrammes

d’équivalent d’acide gallique par gramme de matiere végétale seche (mg.EAG/g.MS).

Les résultats enregistrés pour les HEs montrent que TC est I’HE le plus riche en
polyphénols (20,0 £0.,12) suivie par Pist (17,73 £ 0,13 mg.EAG/g.MS) puis RC2 (16,84 + 0,06
mg.EAG/g.MS) et RN (13,86 + 0,13 mg.EAG/g.MS). Cependant, MC et RC1 sont les HEs les
plus pauvres en ces métabolites (13,86 + 0,13 mg. EAG/g.MS et 1,02 + 0,03 mg.EAG/g.MS,
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respectivement). Ces résultats sont liés a la composition chimique des HEs qui a été
profondément analysée dans la section ci-dessous. Le contenu phénolique dans TC est associé
a sa teneur ¢élevée en Carvacrol (64,5%) qui présente le composé abondant dans sa composition.
De plus, I’a- cadinol est considéré comme le deuxiéme composé majoritaire (5,8%) de ’'HE

de Pistachier lentisque.

Tableau III-1: Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides des HEs et des extraits

Teneurs en Teneurs en Statistique
. Polyphénols Flavonoids  significative’
Echantillons
(mg.EAG/g.MS)! (mg.EQ/g.MS)*
RN 13,86 £0,13 - ok
RC1 0,40+0,42 - ook
RC2 16,84 + 0,06 - oAk
MC 1,02 £0,03 - ook
HEs
TC 20,0+ 0,12 - ok
Pist 17,73 £1,54 25+4.40 kol
R _EtOH 108,5 + 3,2 502,44+ 0,93 oAk
M_EtOH 2639+ 7,2 197,4 + 8,40 ook
M _EtA 197,3 £13,8 759,9 £ 58,56 ok
Extraits

T EtOH 275,0+5,6 706,9 + 3,86 ook
T EtA 208,4 + 6,2 571,6 £ 17,27 oAk
Pist EtA 175,1 £10,3 592,1 £ 15,25 ook

'mg.GAE/g.MS(mg d’équivalent d’acide gallique par g de la masse séche). Zmg. EQ/g.MS (mg d’équivalent de
Quecétine par g de la masse séche). * une maniére ANOVA: la moyenne de la population est significativement
différente niveau 0.001(**%*)
D'autres auteurs ont déterminé que la teneur en polyphénols totaux de Romarin Officinalis

est de I’ordre de 23,32 mg.GAE / g.dw [23]. Les HEs peuvent avoir une composition chimique
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différente selon l'origine, les conditions géographiques et la technique d'extraction [10]. De
plus, les activités antimicrobiennes sont strictement associées a la présence des composés

bioactifs dans les HEs [24].

Les résultats enregistrés pour les extraits, montre que les extraits éthanoliques sont les
plus riches en polyphénols. Au vu des résultats, on note que I’extrait éthanolique de thym
(T_EtOH) est ’extrait est le plus riche en polyphénols (275,0 + 5,6 mg.EAG/g.MS) suivi par
I’extrait de myrte dans I’éthanol (M_EtOH) 263,9 + 7,2 mg.EAG/g.MS, puis les extraits
d’acétate d’éthyle de thym ( T _EtA), de myrte (M_EtA) et de pistachier lentisque (P_EtA) avec
des teneurs de l'ordre de 2084 + 6,2, 197,3 £ 13,8 et 175,1 £ 10,3 mg.EAG/g.MS,
respectivement. L’extrait de romarin (R_EtOH) présente ’extrait le moins riche en composés

polyphénoliques (108,5 + 3,2 mg.EAG/g.MS).

Ainsi, il apparait clairement que la quantité des polyphénols totaux varie tres
significativement (***) selon la nature du solvant d’extraction utilisé. En effet, 1’éthanol
possede une grande affinité vis-a-vis des polyphénols que 1’acétate d’éthyle. Il solubilise plus
facilement ces molécules ce qui favorise leur extraction. Conséquemment, on peut conclure que

les polyphénols sont des métabolites a caractere polaire.

Une étude €laborée par El Ouariachi et al., (2011) ont indiqué que I’extrait Thym dans
I’acétate d’éthyle présente une teneur en polyphénols presque similaire a celle trouvé dans notre
¢tude [25]. Cependant, Saadaoui et al., (2007) ont montré que 1’extrait méthanolique de Thym
présente une faible teneur en polyphénols de 1’ordre de 1,68 mg.GAE / g.MS [26].

Une étude portée sur I’extrait de Myrte a montré que le contenu en polyphénols est trés

faible et de I’ordre de 25,25 mg.EAG/g.MS [27].

Cependant, une autre étude réalisée par Moreno et al., (2006) ont montré une teneur en
polyphénols de l'extrait de Romarin dans différents solvants d’extraction (Acétone, MeOH, eau)

variant entre 3 4 19 g EAG/100g.MS [28].

Hendel et al., (2016) ont suggéré que le total phénolique des extraits organiques dépend
de plusieurs facteurs, tels que le solvant d’extraction, les conditions expérimentales et la

méthode d’extraction [29].

Comparant a la teneur en polyphénols des HEs, les extraits organiques montre une

composition importante en polyphénols.
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III.2 Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est réalisé par la méthode du trichlorure d’aluminium (AlCI3).
Nous avons estimé la teneur en flavonoides contenus dans les HEs a partir d’une courbe

d’étalonnage tracée avec la Quercétrine (Annexe2).

Les résultats ont révélé que les HEs contiennent une quantité trés négligeable en
flavonoides, sauf pour I’HE de pistachier lentisque qui présente une teneur en flavonoides

modéré (25 + 4,40 mg.EQ/g.MS) (Tableau III-1).

En revanche, les extraits organiques montrent une teneur en flavonoides importante. On
note que l’extrait d’acétate d’éthyle de myrte (M_EtA) présente 1’extrait le plus riche en
flavonoides (759,9 + 58,56 mg.EQ/g.MS) compar¢ a celui dans 1’éthanol (M_EtOH) (197,4 +
8,40 mg.EQ/g.MS). Nous pouvons déduire que les flavonoides de 1’extrait de myrte sont
beaucoup plus apolaires que polaires. Contrairement a 1’extrait de T_EtOH, ou les flavonoides
sont plus polaires qu’apolaires, ce qui montre la teneur élevée en flavonoide de I’extrait
¢thanolique de thym (T _EtOH) (706,9 + 3,86 mg.EQ/g.MS) par rapport a I’extrait d’acétate
d’¢éthyle (T_EtA) (571,6 = 17,27 mg.EQ/g.MS).

La teneur en flavonoides des extraits de R EtOH (502,4 = 0,93 mg.EAG/g.MS) et de
Pist EtA (592,1 £ 15,25 mg.EAG/g.MS) sont plus élevés a ceux trouvés dans autres travaux.
A savoir, la composition en flavonoides a été révélé de I’ordre de 38,01 et de 19,68
mg.EAG/g.MS pour les extraits d’acétate d’éthyle de romarin et de pistachier lentisque,

respectivement [29,30].

IV. Etude des activités biologiques des HEs et des extraits organiques

Pour chaque espéce végétale, chaque famille ou genre de plante, la nature des métabolites
secondaires est a I’origine de leurs activités biologiques. Ces activités sont aussi apparentées a
la teneur du composé ou I’ensemble des composés biologiquement actifs. Ainsi 1’évaluation
des activités biologiques des plantes constitue un champ de recherche trés attractive qui nous

permet de sélectionner les médicaments a base de plante en fonction de leur activité.

A cet égard, on s’est intéress¢ dans le présent travail a I’évaluation des propriétés
antioxydantes, et antifongiques des HEs (RN, RC1, RC2, MC, TC, Pist) et des extraits
ethanolique (R_EtOH, M_EtOH, T EtOH) et d’acétate d’éthyle (M_EtA, T EtA, Pist EtA) du

romarin, myrte, thym et pistachier lentisque.
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IV.1 Evaluation de I’activité antioxydante

La teneur en polyphénol des HEs et des extraits organiques a généralement une influence
significative sur l'activité antioxydante. L’évaluation de cette activité est réalisée par deux
méthodes, la premiere est par DPPH et la deuxiéme est par ABTS. L’acide ascorbique (Vit C)
est utilis¢é comme un antioxydant de référence et ses valeurs de la Clso dans les deux méthodes
(DPPH et ABTS) sont calculés a partir de sa courbe d’étalonnage (Annexe 3 et 4). Un screening
chimique est effectué¢ pour les HEs et les extraits pour déterminer le pourcentage d’inhibition

de chacun, puis les meilleurs sont formulés en termes de Clso (mg/L).
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Figure IV-1:Détermination de I’ICsy des HEs de RN et TC par DPPH

IV.1.1 Test de DPPH

Le principe consiste a mesurer, indirectement, la capacité de l’extrait a inhiber la
génération des radicaux par donation d’un atome d’hydrogéne. Le radical stable 1,1-diphényl-
1-picryl-hydrazyl (DPPH") posséde une couleur violette foncée, qui devient jaunatre lorsqu’il

est réduit par un antioxydant (AH) selon 1’équation suivante:
DPPH" + AH — DPPH-H + AH" (avec AH : antioxydant)

Le suivi de la décroissance de la coloration est réalisé par spectrophotométrie a 520 nm,
et les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition et en Clso (mg/L), définit comme étant

la concentration d’HE /ou d’extrait requise pour réduire 50% de la quantité initiale de DPPH.
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Les résultats obtenus pour 1’é¢tude de pouvoir antioxydant des HEs par la méthode de
DPPH sont illustrés dans le tableau IV-1. Au vue de ces résultats, on note que RN et TC ont
une capacité a inhiber les radicaux libres la plus élevée. Cependant, le pouvoir d’inhibition des

HEs de RC1, RC2, MC et Pist est faible.

Si on comparons les teneurs en composés phénoliques des HEs, il apparait que les HEs

qui sont riche en composés phénoliques ont la capacité inhibitrice des radicaux la plus élevée.

La détermination de la Clso de TC, RN a été réalisé en calculant le pourcentage
d’inhibition des différentes concentrations d’HE. Le pourcentage d’inhibition augmente avec
la concentration des HEs (Figure IV-1). La ClIso de RN et de TC sont de 1’ordre de 3703+609,21
mg/L et 4033+30,06 mg/L, respectivement. Nous remarquons que la capacité antioxydante est

treés faible si nous la comparons au vit C.

Selon la littérature, le Carvacrol (le composé majoritaire dans TC) a une Clso de I’ordre
de 0,4 mg /L [24,31], donc il est bien connu comme une molécule antioxydante. D’autre part,
dans des travaux réalisés par Lado, et al., (2004) et par Lee et Shibamoto., (2001), il apparait
que l'a-pinene et le p-cymeéne ( qui sont présents dans la composition de TC) n’ont pas montré
une activité [32,33]. En outre, ’Eucalyptol le composé abondant dans les HEs de RN, RC1,
RC2 a montré une faible activité antioxydante (100 pug / mL) [34]. D’apres el Abed et al, les
groupes fonctionnels présents dans les composés bioactifs des HEs affectent leurs capacité a
réagir avec les différents radicaux [10]. Ces résultats montrent que la faible activité

antioxydante est liée a la composition en polyphénols contenus dans les substances testées.

Les résultats obtenus de 1’étude du pouvoir antioxydant des extraits par la méthode de
DPPH sont illustrés dans le tableau IV-1 et la figure IV-2. D’aprés ces résultats, nous notons
que I’extrait éthanolique de myrte génére un pouvoir antioxydant le plus fort d’ou la Clso est de

I’ordre de 9,42 mg/L.

Une activité modéré a été enregistré dans les extraits éthanolique de romarin (R_EtOH)
et de thym (T _EtOH), et dans les extraits d’acétate d’éthyle de myrte (M_EtA), thym (T _EtA)
et pistachier lentisque (P_EtA) ou leurs Clso est de I’ordre de 30,20 + 0,26, 40,60 + 0,41, 38,50
+ 0,87, 43,83 £ 2,29 et 43,75 £ 0,15 mg/L, respectivement. Si nous comparons les teneurs des
composés phénoliques des extraits, nous remarquons que les extraits ayant une composition en
polyphénols importante sont les extraits les plus actifs. Cette constatation confirme 1’hypothése
de Bentabet et al., (2014) selon laquelle le fort pouvoir antioxydant des extraits végétaux des

racines de Fredolia aretioides est souvent attribué a la présence des polyphénols entre autres
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groupes de composés polaires [35]. En effet, Kang et al., (2003) ont attribué I’augmentation de
I’effet antioxydant des extraits de plantes a la présence des composés polaires [36]. De plus,
Gardeli et al., (2008) ont suggéré que la forte activité antioxydante des extraits méthanoliques
du Pistacia lentiscus L et de Myrtus communis L est attribuée a la présence des flavonoides
[37]. Ainsi une étude portée par Ghazouani et al., (2016) sur la corrélation entre les teneurs des
polyphénols totaux, des flavonoides et I’activité antioxydante des extraits de T. ramosissimum
[38]. Selon cette étude, 1’activité antioxydante des extraits se corréle avec les teneurs en
composés phénoliques et en flavonoides, ou les coefficients de corrélation (R?) sont de 0,664

et 0,701, respectivement.

Nos constations montrent que le pouvoir antioxydant des extraits (R_EtOH, M_EtOH,
M _EtA T EtOH, T EtA, Pist EtA) est proportionnel a leur contenu en polyphénols et en
flavonoides. Nos résultats concordent aussi avec ceux trouvés par Riahi et al., (2013). En effet,
ils ont montré que la capacité antioxydante des extraits méthanoliques d’Artemisia absinthium

L est liée a leur teneur en polyphénols et en flavonoides [39].
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Figure IV-2:Détermination de I’Clso des extraits par DPPH

IV.1.2 Tests d’ABTS

Le sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate
(ABTS') est un radical cationique de couleur bleue a verte. Aprés réaction avec un antioxydant
(AH), ce radical est réduit et se transforme en un composé incolore : le ABTSH". Le suivi de la

réaction se fait par spectrophotométrie UV visible par mesure de I’intensité de la couleur a 734

105



Partie III : Résultats et discussions

nm. Les résultats sont exprimés en Clso (mg/L), concentration nécessaire qui cause la perte de
50% de l'activité du radical ABTS™. L’acide ascorbique est utilisé en tant qu’antioxydant de

référence.

Les résultats obtenus de 1’étude du pouvoir antioxydant des HEs (RN, RC1, RC2, MC,
TC, Pist) des extraits organiques de romarin (R_EtOH),de myrte (M_EtOH, M_EtA), de thym
(T_EtOH, T_EtA) et du pistachier lentisque (Pist_EtA) par la méthode ABTS sont illustrés dans
le tableau IV-1.

Les résultats enregistrés pour les HEs de RN, MC, TC et Pist ont montré une capacité
inhibitrice (70,7+ 1,87%, 52,9 + 10,24%, 87,2 £ 1,91% et 76 + 2,22 % , respectivement)
meilleur que par la méthode de DPPH. La capacité de piégeage de ces HEs reste inférieur
(Figure IV-3) a celle de I’acide ascorbique dont la Clso =1,27 + 0,02 mg/L. Au vue de ces
résultats, on note que I’activité antioxydante des différentes HEs trouvés par le radical d’ABTS

suit a peu pres la méme tendance que le DPPH.

Les résultats enregistrés pour les extraits organiques montrent que les extraits d’éthanol
et d’acétate d’éthyle de myrte (M_EtOH, M_EtA) sont les plus actifs suivi par les extraits
¢thanolique de thym (T _EtOH) et de romarin (R_EtOH) avec des valeurs de Clso de 4,20 +
0,14, 7,20 = 0,38, 12,0 + 0,12, 13,20 = 0,27 mg/L, respectivement (Figure [V-4).

Au vu de ces résultats, nous notons que ’activité¢ antioxydante des différents extraits
évalués par le radical ABTS suit a peu prés la méme tendance de DPPH. De plus, la capacité
de piégeage des radicaux est supérieure que celle révélé par le radical DPPH. Ce résultat est en
accord avec de nombreuses études antérieures. En effet, Bekir et al., (2013) ont trouvé des
résultats similaires en mesurant le pouvoir antioxydant des extraits de grenade (Punica
granatum) par ces deux méthodes [40]. De méme Ben Hassine et al ont montré dans une étude
réalisée sur des extraits d’Eucalyptus gilii que I’activité antioxydante obtenue par le test ABTS
est plus importante que celle trouvée par le test DPPH [41]. Une telle différence peut étre
expliquée par le fait que les constituants phytochimiques des extraits répondent différemment
aux méthodes de mesure utilisées. Ils réagissent mieux avec le radical ABTS qu’avec celui de
DPPH. Cette différence peut étre également expliquée par les mécanismes réactionnels mis en
jeu. La méthode ABTS est basée sur un transfert d’électrons, la réaction est relativement

beaucoup plus rapide que celle de la méthode DPPH.

Reitzer, et al., (2018) ont rapporté que les polyphénols ont des propriétés antioxydantes

qui présentent un grand intérét en thérapeutique. Le métabolisme cellulaire produit plusieurs
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especes réactives de 'oxygene (ROS). Si les cellules eucaryotes présentent des mécanismes de
balayage pour ces ROS, il a ét¢ démontrée qu'avec le vieillissement, la quantit¢ de ROS
augmente et peut produire des dommages a 'ADN pouvant conduire a une sénescence

cellulaire. Les polyphénols jouent un rdle protecteur dans de tels phénomenes [42].
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Figure I'V-3:Détermination de 1’Clso des HEs de RN et TC par la méthode d’ABTS

Tableau IV-1: Activité antioxydante des HEs et des extraits organiques par DPPH et ABTS

Echantillons Inhibition Inhibition Clso Clso
DPPH ABTS (DPPH) (ABTS)
(%) (%) (mg/L) (mg/L)
RN 553+230 707+187 370360921 2502.2+ 168,19
RCI1 3164131 644926 ] ]
RC2 0£026  4.0+041 ] ]
MC 241741 52941024 ; 6000,7 + 240,24
HEs
TC 8174068 872+191 4033 +30,06 330,1 + 50
Pist 13504123  76+2.22 ] 1116,8 + 23.88
R_EOH o079 1046 87.1640,64 3020+026 1320 + 0.27
M EOH 43504256 8925+257 9424022 420+ 0,14
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Extraits M _EtA 89.60+ 0,71 88,73+0,15 38,50+ 0,87 7,20 £0,38
TEOH 56802145 83342059  40,60+041 12,0+0,12
TEA  §3144090 8828+136 43.83+2.29 23,11+10,7
PISUEIA 29071002 88264094 43.75+0.15 14,70 + 0,38
Vit C 2,28 +£ 0,02 1,27 + 0,02
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Figure IV-4: Détermination de I’CI50 des extraits par ABTS

IV.2 Evaluation de ’activité antifongique

L'objectif principal des tests antifongiques est d'évaluer l'utilisation potentielle des HEs
et des extraits organiques comme inhibiteurs de champignons pour leurs utilisation dans les
emballages alimentaires, en tenant compte du fait que A.niger est bien connu comme un

contaminant des fruits, des Iégumes et des aliments [43].

A cet égard, on a choisis d’apprécier I’activité antifongique des différentes concentrations

des HEs (1, 2,5, 5, 7,5 et 10%) et des extraits organiques (2, 4 et 10%).

IV.2.1 Activité antifongique des HEs
Les résultats de I’activité antifongique des HEs sont illustrés dans la figure IV-6 et
exprimés en :
v Pourcentage d’inhibition superieurs a 70%, définit comme étant une inhibition
optimale,
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v" Pourcentage d’inhibition entre 50 et 70%, définit comme étant une inhibition

modérée,

v" Pourcentage d’inhibition inférieurs a 50%, définit comme étant une inhibition faible
la figure IV-7 montre visuellement ’action de quelques HEs contre la croissance fongicide
aprés 7 jours d’incubation. Les résultats de la croissance fongicide en présence des HEs est
exprimés dans la figure IV-8.

La figure IV-7 montre 1'inhibition des HEs contre la croissance fongique de 1I’A.niger (FGI1%).
Les HEs de RN, RC1, TC et Pist ont une activité inhibitrice importante contre le champignon
alimentaire et dans la plupart des cas elle augmente avec la quantité d’HE incorporée. Ainsi,
les HEs de RN, RC1 ont inhib¢ la croissance fongique a des faible concentrations (1 et 2,5%).
Quant a TC et Pist, ces HEs ont montré un effet d'inhibition optimal a des concentrations élevées

(Figure IV-6).
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Figure IV-5: Activité antifongique des HEs

Au vue de ces résultats, 5% de RN, RCI, TC et Pist ét¢ suffisants pour stopper la
croissance d’A.niger (Figure IV-6). Tous les résultats ont été significativement différents

statistiquement 0,001 (One Way ANOVA).
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Figure IV-7: La croissance fongique de 1'A.niger en contact avec la pastille de cellulose contenant
I’HEs apres 7 jours d'incubation

Nos résultats peuvent étre reliés au profil chimique de ces HEs. L'Eucalyptol est le
composé majoritaire de RN et RC1 (32,9-42,9%, respectivement) et le Carvacrol est le composé
abondant de TC (64%). Ces composés sont mis en évidence en tant qu'inhibiteurs de
champignons, en particulier le terpéne phénol (le Carvacrol) qui présente un large éventail
d'activité antimicrobienne [44,45,46] et le monoterpeéne oxygéné 1,8-cinéole (Eucalyptol) qui

est connu comme un compos¢ antimicrobien [47,48].

Une ¢étude a montré que les propriétés antifongiques des huiles essentielles sont
généralement attribués a la présence des composés monotepeniques hydrocarbonés or, le
chémotype défini par I’huile essentielle du pistachier lentisque est particulieérement riche en
monoterpeénes hydrocarbonés et en sesquiterpénes [49]. Par ailleurs, Chang et al., (2008) ont
montré que 1’activité antifongique des sesquiterpenes est supérieure a celle des monoterpenes,
or, la teneur en sesquiterpenes de I’huile essentielles du pistachier lentisque est inférieure aux
monoterpénes hydrocarbonés, expliquant ainsi le fait qu’on n’ait pas obtenu une inhibition
totale de croissance des champignons [50]. Nous concluons alors que 1’activité antifongique de
I’huile essentielle du pistachier lentisque est due a la présence a la fois de sesquiterpénes et de

monoterpenes et a la synergie entre ses composés.
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D'autre part, les HEs de MC et RC2 présente une faible inhibition contre A. niger. Ces
résultats pourraient étre 1iés a la composition chimique de ces HEs, dans lesquels l'a-pinéne est
l'un des principaux composés de RC2 et MC (16,8%, 10,4%, respectivement), et des études ont
prouvé que l'a-pinéne est un composé actif contre les genres de Basidiomycota, mais pas sur

Ascomycota [51].

Le mécanisme possible de toxicité contre les champignons est basé sur 'inactivation des
enzymes fongiques contenant des groupes SH dans leur site actif [45], ainsi que les
changements morphologiques causés par I'Eucalyptol et le Carvacrol, comme le manque de
sporulation, perte de pigmentation, développement aberrant de conidiospores et distorsion des
hyphes [52]. L'Eucalyptol et le Carvacrol pourraient également agir en se liant aux groupes
amines et a l'hydroxylamine des protéines membranaires microbiennes, provoquant une
altération de la perméabilité et une fuite de composants intracellulaires [53,54]. Giordani et al.,
(2006), ont mentionné que les groupes fonctionnels de composés terpéniques dans les HEs
(phénols et aldéhydes) réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent ainsi la
membrane plasmique provoquant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la reprise

fongique [55].

Concernant le mode d’action des monoterpénes hydrocarbonés qui sont des composés
apolaires doués d’un grand pouvoir pénétrant ont donc la possibilité de traverser les membranes
cellulaires en établissant des pores, altérant ainsi 1’intégrité¢ et la fluidité membranaire par
I’insertion des monoterpenes entre les acides gras de la bicouche lipidique membranaire,
perturbant par conséquent les fonctions cellulaires [56]. Il semblerait que les terpénes exercent
un dysfonctionnement des pompes a protons ATPase pouvant conduire a la mort cellulaire

[57,58,59].

Un effet particulier a été trouvé a 7,5% des HEs, a l'exception de TC, ou la croissance
des champignons marque une augmentation remarquable. On peut considérer ceci comme un
effet lent des HEs contre la croissance fongicide comme il a rapporté Banci, (1997). D’ou il a
rapporté que les raisons de l'effet lent des HEs a certaines concentrations pourraient étre
attribuées a la production de laccase et d'autres enzymes extracellulaires qui pourraient
catalyser I'oxydation des composés bioactifs contenus dans ces HEs, perdant ainsi leur activité
antimicrobienne et entrainant une inactivation ou une faible activité contre les champignons

[60].

111



Partie III : Résultats et discussions

7000000 -
6000000 -
=)
g 5000000 - & control
=
Q__) BRN
£ 4000000 - ORCI
g BRC2
< 3000000 oMC
g BTC
g
§ 2000000 BPist
Q
1000000
0
Control 1 2.5 5 7.5 10

Concentration d'HE (%)

Figure IV-8: La croissance fongique des HEs

IV.2.2 Activité antifongique des extraits organiques

La Figure IV-9 montre l'inhibition des extraits organiques des plantes contre la croissance
fongique de I’A.niger (FGI1%) aprés 7 jours d’incubation. La croissance fongicide de I’A.niger

en présence des extraits a différents pourcentages sont montrés dans la figure IV-10.

Constatons des résultats, 1’activité antifongique varie en fonction de la concentration
d’extrait incorporée et le solvant d’extraction. En effet, les extraits éthaolique de myrte, de
romarin et de thym ont montré une excellente activité antifongique par rapport aux extraits
d’acétate d’éthyle. Ces derniers ont montré une inhibition modérée et faible a des concentrations
de 4% et 10% (Figure IV-9). L’excellente activité fongicide observée chez les extraits
¢thanoliques est peut-étre reliée a la teneur en polyphénols importante détectée pour ces extraits.
Cette suggestion a été confirmé par une étude antérieur réalisé par Parashar et al., (2010) ou ils
ont reporté que 1’action de I’extrait de plante contre les champignons fongicides est relatifs a la
présence des métabolites secondaires notamment les composés polyphénoliques. Cette action
consiste a une rupture cellulaire du champignon entrainant ainsi la mort de la cellule [61]. Ce
mécanisme d’action est en accord avec une étude reporté par Helal et al., (2006), ou ils ont
indiqué qu’une diminution de la taille, des parois cellulaires irréguli¢res, des membranes

cellulaires rompues, une rupture de la barriére de perméabilité de la membrane cellulaire, un
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périplasme peu clair et un cytoplasme dense sans caractéristiques différenciées ont été observé

lors de contact des extraits de plante avec le champignon fongicide [62].

De méme, I’activité antifongique diminue avec la concentration de I’extrait incorporée.
Les extraits organiques de romarin, de myrte, de thym et du pistachier lentisque ont montré une
excellente activité antifongique a une concentration de 2% et elle diminue avec la concentration
d’extraits incorporés. Contrairement a 1’extrait éthanolique de thym qui atteint son maximum
d’inhibition a 4%.

Au vue de ces résultats, 2% des extraits organiques des plantes étudié¢es a été suffisant
pour stopper la croissance d’A.niger. Les extraits éthanoliques ont montré une activité
antifongique bien prometteuse grace a leurs richesse en polyphénols qui ont interagit avec les

cellules par plusieurs mécanismes.
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Figure IV-9: Activité antifongique des extraits
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Figure IV-10: La croissance fongique des extraits organiques
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I. Caractérisation optique

Les matériaux d’emballage des produits alimentaires doivent avant tout étre translucides
pour permettre au consommateur de pouvoir voir le produit acheté. La translucidité des
matériaux a €té analysée par mesure de la couleur. Celle-ci, est mesurée par le colorimetre

Minolta, qui varie selon les formulations.

Les propriétés de couleur des films pour les matériaux d'emballage peuvent affecter

directement l'apparence alimentaire et I'acceptation par le consommateur [63].

Les films d’emballage a base de PLA et d’amidon incorporant différentes concentrations
(0,5, 1,5,2,5 %) des HEs (RN, RC1, RC2, MC, TC et Pist) et des extraits organique (R_EtOH,
M _EtOH, M EtA, T EtOH, T EtA et P_EtA) qui sont destinés a étre mise en marché ont été

mesurés a travers leurs paramétres de couleurs.

L’incorporation des HEs dans la matrice de PLA ou d’amidon n’a pas affecté I’apparence
des films visuellement, par contre I’incorporation des extraits organiques dans la matrice de

PLA change significativement la couleur initiale de film (Figure I-1 et Figure I-2).

I.1 Les films a base de PLA contenant des HEs

Pour mieux comprendre la performance des films contenant des HEs, les paramétres de
couleur tels que la différence de couleur totale (AE) entre les films incorporés des différentes
concentrations (0.5, 1.5, 2, 5%) des HEs dans la matrice de PLA et le film de control (sans agent

actif) est mesuré et illustré dans la figure I-2.

Au vue de ces résultats, nous notons un changement de couleur trés faible causé par l'ajout
des HEs aux films PLA, sauf pour les films contenant I’HE du pistachier lentisque ou la couleur
change significativement a une concentration de 0,5%. En général, la couleur des films marque

un changement en augmentant la concentration des HEs de RC1, RC2, MN et TC dans le film.

La valeur de chroma (C *) et I’indice de blancheur (Wi) sont pratiquement constante pour
tous les films, sauf pour les films contenant les HEs de myrte commerciale (MC) et du pistachier
lentisque (Pist). La chroma des films de MC augmente progressivement par rapport au control
(2,13) et elle varie entre 2,64 a 3,39. Alors que les films contenant ’HE de Pist montrent une
chroma plus bas que le film de control et elle varie entre 0,80 et 1,08. L’indice de blancheur

montre une diminution de 95,9 (control) a une valeur de 91,9 pour les films contenant 2% MC.
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Le méme effet obtenu pour les films contenant I’HE de Zatariamultiflora Boiss dans la matrice

de polysaccharides [64].

L'augmentation du parameétre a* et la diminution de I'angle de teinte h * ont été reflétées
dans tous les films incorporés avec les HEs, montrant une tendance a déplacer 1égerement la
matrice de la couleur rouge a la couleur verte. Contrairement pour les films contenant 0.5% de
Pistachier lentisque qui exerce une diminution excessive de parametre a* (-0,25) et une
augmentation de la teinte h* (181) par rapport au film de control (a*= 0,84, h*= 180), montrant
une légere nuance vers la couleur rouge. Ces changements de couleurs sont probablement dus
par ’HE lui-méme mais 1’apparence des films est acceptable par les consommateurs puisque la

transparence reste dans les normes exigeantes.

OPLA/RN OPLA/RCI PLA/RC2 BPLA/MN ®PLA/MC OPLA/TC BPLA/Pist

1,2 A _

20,8 -
0,6 -

0,4 - 7
Bt - Sl
0 [ []
0,5 1,5 2 5
Concentration d'HE (%)

Figure I-1: Le changement de couleur des films de PLA avec l'addition des HEs

1.2 Les films a base de PLA contenant des extraits organiques

Visuellement les films sont colorés naturellement en raison de la couleur des extraits
contenus dans le film (Figure 1-4). Comme le montre la figure ci-dessous (Figure 1-2), le
changement de couleur varie d'un film a un autre en fonction de la nature de l'extrait contenu et

augmente avec la concentration d’additifs incorporés.

Les films contenant M_EtA montrent une modification de couleur trés remarquable par
rapport aux autres films (Figure 1-2). La valeur du parameétre b* enregistre une augmentation
excessive pour les films contenant 0,5 a 5% M_EtA qui varie entre 7,15 a 41,32 par rapport au
film de contrdle (1,09). Ceci explique le changement de couleur significatif de ces films qui ont

montré une nuance de couleur vers le bleu.
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L'augmentation de Chroma (C *) et la diminution de a* de 0,92 (control) a -1,29 pour les
films de 5% M_EtA, montre que ces films sont devenus de plus en plus brillant et ont une

tendance a une légere coloration rouge.

L'angle de teinte (h*), I'indice de blancheur (WI) et la luminescence (L) ont diminué pour
tous les films par rapport au film control (h * = 180.87; WI = 88.00; L * = 90.58)
particulierement pour les films avec 5 % M_EtA (h * =178; WI=55,54; L * =68,77 L *).

Les films de PLA avec les extraits de plantes obtenus, ont une couleur différente de
contrdle ce qui pourrait faire leurs distinction des autres films d’emballages qui existent dans

le marché.

Wang et al. (2012) ont constaté que 1'addition de divers extraits de plantes altére la couleur
originale des films a base de biopolymeres [65]. Siripatrawan et Harte., (2010) ont montré que
l'ajout de I’extrait de thé vert dans des films de chitosane a significativement réduit leur 1égereté
et augment¢ les rougeurs et les jaunissements lorsque les concentrations de GTE augmentaient
de 0 a 20% [66]. Une autre étude a montré qu'aucune différence significative de b * entre les
films de SPI (Isolat de protéine de soja) avec et sans extrait de pépins de raisin [67]. Cependant,
l'ajout d'extrait de framboise a augmenté la valeur b * des films de SPI [65]. Wang et al., (2012)
ont proposés que cette variation est due a la variation de polyphénols dans différents extraits de
plantes, comme par exemple les anthocyanines contribuent a une couleur particuliere de la
matrice dans laquelle ils se trouvent [65]. Dans l'ensemble, les pigments phénoliques dans les
extraits de plantes sont probablement les contributeurs aux différentes couleurs observées dans

ces biopolymeéres films [67,68].

50 EPLA/R_EtOH ®mPLA/M EtOH OPLA/M EtA ®PLA/T EtOH OPLA/T EtA @PLA/P_EtA
40 -
= 30 A
<
20 -
10 -
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0,5 1,5 2 5
Concentration d’extrait (%)

Figure I-2: Le changement de couleur des films de PLA avec I'addition des extraits
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L3 Les films a base d’amidon incorporé avec les HEs

Les films ¢élaborés ont présenté une modification de couleur qui varie selon ’'HE et la

concentration incorporés comme le montre la figure I-3.

Cependant, l'augmentation de la teinte h* a été remarquée pour les films contenant les
0,5% RN. Ce films entraine une légere diminution de chroma (C*) par rapport au control (2,34)

a une valeur de 2.16.

L’indice de blancheur (Wi) a diminué¢ de fagon remarquable d’une valeur de 96,58
(control) a une valeur de 90,36 pour les films de 5% MC, en contrepartie la chroma de ce film
augmente a une valeur de 2,68. Le méme effet de cette HE a été observé dans la matrice de

PLA.

La mesure des parametres L*, Wi, a* et b* montre des valeurs ressemblante au film de
control. Au vue de ces résultats on peut dire que les films sont transparents comme le film du
control et la modification de couleur obtenu est expliquée dans le travail de Shojaee-Aliabadi
et al., (2013). En effet, il a montré que 1’effet opaque ou la modification de couleur qui est
rapporté non d’une couleur survenus, est probablement dii a 1'augmentation de la réflectance
diffus¢ induite par la diffusion de la lumiére dans les gouttelettes lipidiques qui abaisse
l'intensité¢ de I'éclatement des rayons lumineux [69]. Nos résultats concordent avec ceux
rapporté avec Salabarshi et al., (2014) pour les films incorporés avec des HEs de Zataria
multiflora et Mentha Pulegium [64].

Dans la présente étude, les films d'amidon incorporés avec des différentes concentrations

des HEs ont la méme apparence et leur transparence convenait a I'emballage alimentaire.

37 30.5%
2,5 - m1.5%
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Figure I-3: Le changement de couleur des films d'amidon avec I'addition des HEs
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Film de PLA (Contrel)

PLA + HE/ extrait de Phmacia PLA+ M _EcOH /M _EcA

Amidos + 5 % MC PLA+5%MC

Figure I-4: Aspect des biofilms de PLA et d'Amidon aprés le séchage

I1. Caractérisation thermique

II.1  Les films a base de PLA incorporés avec des HEs

Les films de PLA incorporant 0,5 et 5% de TC ont été choisis pour évaluer 1’effet de
I’ajout de I’HE de TC sur le profil de dégradation de la matrice de PLA.

Les courbes thermogravimétriques (TG) et de dérivation thermogravimétrique (DTG)
obtenues pour I’HE de TC, les films contenant 0,5 et 5% de TC et le film de control PLA sous

atmosphere d'azote sont présentées dans la figure II-1.

La température de dégradation initiale qui correspond a 10% perte de poids, la
température qui correspond a la perte de poids maximale et le pourcentage de résidus de

charbon a 600°C sont rapportés dans le tableau I1-1.

L'analyse de TC montre deux pics principaux de dégradation, le premier pic est observé
a 280,2 °C, qui correspond a la dégradation de ’'HE de TC comme indiqué dans une étude
rapportée par Kim et Sharma., (2011) [70]. Le deuxiéme pic est d'environ 408 °C et pourrait
étre associée a la dégradation de Carvacrol, le composé majoritaire de TC comme il a rapporté

Ramos et al., (2012) dans ses travaux avec les films a base polypropyléne (PP) incorporé avec
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le Carvacrol et le Thymol [71]. Le profil de dégradation thermique des HEs est relatif a la

composition chimique.

La matrice de polymeére contient 0,5% et 5% TC a abouti a un processus de dégradation
en deux étapes, ou la premicre étape de dégradation, entre 80-180 ° C, correspond a la
dégradation ou a la vaporisation de certains composés de poids moléculaire présents dans le
polymere comme il a rapporté Muller et al., (2017) [72]. Tandis que la deuxiéme étape est vers
360 °C qui correspond a la dégradation du polymere de PLA comme il est rapporté par Martino
et al., (2006) [73].

L'addition de TC diminue la température de dégradation initiale du PLA, et cette
diminution est remarquable a la concentration de 5%. Cependant, la température de dégradation
principale n'était pas affectée. De plus, l'incorporation de TC n'a pas eu d'effet significatif sur

le pourcentage de résidus de charbon a 600°C.

Ces résultats montrent que I'addition de TC n’a pas d'impact significatif sur le profil de
dégradation thermique du PLA. Néanmoins, TC a permis de diminuer la dégradation initiale de
PLA. Un comportement similaire a été observé par Martino et al., (2006) lorsque PLA a été
plastifié avec des adipates commerciaux [73], et par Arrieta et al., (2013) , lorsque le Limonéne

a été incorporé au PLA [74].
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Figure I1-1: Les courbes de TG (1) et DGT (2) de I’HE de TC et des films élaborés

Tableau II-1: Les Temperatures et le pourcentages de résidue de charbon characteristique de I’HE de
TC, film de contréle (PLA) et des films actifs.

Echantillons T10% (°C) Tmax(°C) Residue a 600 °C (%)
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TC 243,2 280,2 408,5 7,7

PLA 332,1 359.9 5,7

PLA +0.5% TC 3264 359,3 6,5
PLA + 5% TC 3189 360,6 6,7

L'effet des HEs de RN, RCI, RC2, MC, TC a une concentration de 5% sur le
comportement de cristallisation et de fusion des films a base de PLA a été étudié par une analyse

par DSC non isothermes.

La fusion a été effectuée a 200 °C pendant 3 min. La température de fusion (Tm), la
température de cristallisation (Tc), I'enthalpie endothermique de fusion (AHm), I'enthalpie
exothermique de cristallisation (AHc) et le degré de cristallinité¢ (Xc) des films de PLA

contenant les 5% des HEs sont illustrés dans le tableau 11-2.

Le film de control de PLA présente une température de fusion (Tm) de 175,9 °C, sa
cristallinité est de I’ordre de 59,9% et la température de cristallisation (Tc) est d’environ 106,4

°C.

Aucun changement significatif des températures de fusion (Tm) des films de PLA
incorporant les HEs. Cependant, une 1égere réduction de température de cristallisation (Tc) et
une augmentation de la cristallinité est observée pour films contenant 5% des HEs de RN, RC1,
RC2 et MN. Cela suggere qu’une tendance a se cristalliser a froid pour ces films ce qui est
probable pour les films a faible concentrations tout en montrant une cristallinité plus élevée.
Des auteurs suggéerent que la composition et la structure moléculaire des HEs ont un effet sur
la mobilité globale de la chaine dans les films PLA [64]. Ceci concorde avec nos résultats
puisque les HEs ont une composition différente ou les composés abondants dans RN, RC1, RC2
et MN sont l'a-pinéne et 'Eucalyptol. Tandis que dans les HEs de MC et TC, d'autres composés
sont prédominants tels que Carvacrol et une faible proportion en a-pinéne. Le film contenant
5% de MC augmente la température de cristallisation (Tc), ce qui peut augmenter la rigidité du
film. La faible interaction entre la chaine polymeére et le groupe fonctionnel des composants
présents dans les HEs pourrait provoquer cet effet. D'autres études portées sur des films a base
d’éthyléne vinyle alcool (EVOH) incorporant I'extrait de thé vert ont montré le méme effet, les

auteurs suggerent que cet effet peut étre 1i¢ a la faible interaction entre les groupes OH de la
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chaine polymeére avec les fonctions OH, CO ou COOH des composants d'extrait via une liaison

hydrogene [75].

L’enthalpie endothermique de fusion (AHm) des films sont semblables au film de
contrdle sauf pour le film incorporant 5% MC. Ce dernier révele une diminution de AHm et de
la cristallinité, ce qui permet a réduire la capacité de la chaine polymere a se cristalliser. Il
convient de noter que les profils endothermiques des films actifs est plus larges que le film de
PLA, indiquant une structure cristalline plus irréguliére probablement due a l'interruption de la
cristallisation par la présence de substances non polymeéres. Le méme comportement a été
trouvé par Muriel-Galet et al., (2015) dans ses films a base d’éthyléne vinyle alcool (EVOH)
incorporant I’HE d’origan et l'extrait de thé vert [75].

Tableau II-2: Analyse thermique par DSC de TC et des films élaborés

Films Tc (°C) AH(J/g) Tm(°C) AHm(J/g) X.
PLA 106,4 37,2 175,9 52,9 59,9
PLA+5%RN 106,3 37,4 176.8 56,2 63,6
PLA+5%RC1 104,7 25,4 1754 53,8 60,9
PLA+5%RC2 104,7 28,7 175,8 57,2 64,7
PLA+5%MN 100.7 22,8 175,4 57,8 65,4
PLA+5%MC 107,5 14,1 175,2 458 51,8
PLA+5%TC 106,8 37,2 175,3 51,1 57,9

II.2  Analyse thermogravimétrique des films de PLA incorporés avec des extraits de

plante

La figure II-2 montre les courbes TG et DGT d'extrait ethanolique de thym (T EtOH),
films de contrdle (PLA) et films actifs (PLA+0,5 T EtOH).

Des études thermogravimétriques ont montré que la stabilité de plusieurs antioxydants
diminue avec l'augmentation de la température [76]. Les courbes TG / DTG de l'extrait

¢thanolique de thym obtenu dans la présente étude (Figure I1.4a) ont montré qu'il peut étre un
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antioxydant thermostable, car il a montré une perte de masse de 10% jusqu’a une température
de 115,14°C (tableau II-3). Une telle perte est probablement imputable a la présence d'humidité,

de traces d'éthanol (le solvant utilisé pour obtenir l'extrait) et de composés phénoliques volatils.

La deuxieme étape, de 115,15 °C a 346,31 °C, a présenté une perte de masse de 45,7%.
Cette perte peut €galement étre attribuée a la volatilisation ou a la décomposition de constituants
bioactifs, éventuellement de diterpénes phénoliques, tels que l'acide rosmarinique. Enfin, la
troisiéme étape, allant de 346,31 a 600°C, correspond a une perte de masse de 17,51%. Cette

perte pourrait étre attribuée a la dégradation des composés inorganiques.

Ceci concorde avec 1’analyse thermogravimétrique de I’extrait de romarin (Rosmarinus

officinalis L.) réalisé par Cordeiro et al., (2013) [77].

La dégradation thermique des films de controle (PLA) (Figure I1.4b) a suivi le modele
décrit dans la littérature typique des films de PLA analysé par Martino et al., (2006) [73], par
Arrieta et al., (2013) [74] et par Yahyaoui et al., (2016) [78].

Dans les films portant du 0,5 % de T _EtOH, la température de dégradation maximale de
PLA a diminu¢ d’une valeur de 386,16°C (film de contrdle) a 380,91°C. De plus, une 1égere
diminution dans la temperature de dégradation initiale de PLA d’une valeur de 345,39°C (film

de contrdle) a une valeur de 331,82 °C (film PLA 0,5%EtOH).

Ces résultats montrent que l'addition de 0,5% de T EtOH a impacté le profil de
dégradation thermique de PLA. Ce comportement est probable de I’avoir avec les autres extraits

avec des concentrations plus élevées.
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Figure I1-2 : Les courbes de TG et DGT de I’extrait de T_EtOH (a), film de contr6l (b) et de film actif

Tableau II-3 : Les Temperatures et le pourcentage de résidus de charbon characteristique de I’extrait

T EtOH, film de contr6l (PLA) et de film actif.

Echantillons T10% (°C) Tmax(°C) Residue a 600 °C (%)
T EtOH 115,14 132,26 194,37 17,51
272,71 346,31
PLA 345,39 386,16 0
PLA+0,5T EtOH 331,82 380,91 0

I11.

Caractérisation mécanique

Les films a base des HEs et des extraits organiques ont un avenir sur le marché si elles

possédent au moins les mémes propriétés mécaniques que le matériau conventionnel (PLA-

amidon). Les constituants (HEs et extrait organiques), leur microstructure et la résistance de
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I’interface d’adhésion additifs/matrice ont un réle décisif sur les propriétés mécaniques. De
plus, les propriétés de biocompatibilité des matrices de type PLA et des bioadditifs donnent une
valeur ajoutée par rapport aux polymeres classiques (PE, PP, PS) utilisés dans le domaine des

emballages.

Les caractéristiques de traction des biofilms sont importantes pour connaitre la résistance
des films lors du transport et son role d’emballage protecteur. La déformation ou I’allongement
a la rupture est la grandeur qui caractérise la déformation du matériau qu’elle soit élastique ou
plastique. Le module de Young permet d’évaluer ’¢lasticit¢ de film. Enfin, le stress ou la

contrainte a la rupture représente la contrainte a exercer avant la rupture du matériau.

III.1 Les Biofilms a base de PLA

Le PLA est un polymére fragile et rigide, ce sont les inconvénients majeurs de PLA, qui
limite son application dans le domaine des emballages alimentaires rigides [79,80]. Cette
fragilité est due a la faible aptitude a la déformation plastique (= 3%). Par conséquent, une
exigence importante pour les matériaux d'emballage tels que les films doivent avoir une
flexibilité élevé a température ambiante. Des tests de traction ont été effectués pour étudier
l'effet d’incorporer des HEs et des extraits sur les propriétés mécaniques du film de PLA.
L’allongement a la rupture, le module de Young et la force a la rupture des films contenant
différentes concentration des HEs et des extraits sont représentés sur les figures I1I-1 et figures
ITI-2. Au vue de ces résultats, le film de control de PLA (sans additifs) a montré un tres faible

allongement a la rupture (environ 3%), ce qui indique un comportement fragile.

II1.1.1 Les biofilms a base de PLA contenant les HEs

La figure III-1 montre la variation des parameétres de traction en fonction des différentes
concentrations (0,5, 1,5, 2, 5%) des HEs de RN, RC1, RC2, MN, MC, TC et Pist incorporées
dans les films de PLA.

L'incorporation des HEs dans les films a montré un comportement différent sur les
propriétés mécaniques du PLA. En effet, I'allongement a la rupture (E%) a significativement

affecté par l'ajout des HEs, en particulier pour les HEs commerciales (RC1, RC2, MC, TC).

L’allongement a la rupture (la déformation) augmente de fagon marqué pour les films
contenant 0,5 % de RC1 et TC d’une valeur de 3% (control) a des valeurs de 40 et 45% (RC1
et TC, respectivement) et elle diminue de 20% en augmentant la concentration de ces HEs.

Cependant, la contrainte a la rupture de ces films reste semblable au film de control.
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L'addition de 2% des HEs de MC et 5% de RC2 fait améliorer 1’allongement a la rupture

a des valeurs de 45,1% et 20,4%, respectivement.

Le module de Young indique la rigidité du film. Plus le module de Young est élevé, plus
le matériau est rigide. Aucune différence significative n'a été observée dans le module de Young
entre le film de contrdle et les films aux HEs. Sauf que les huiles essentielles commerciales
RC1, MC, TC et pharmaceutique RC2 ont permis d’obtenir des films beaucoup moins rigides

et fragiles que le film de PLA a des concentration ¢élevés.

Au vue de ces résultats nous notons que les HEs commerciales agissent comme des
plastifiants, entrainant une augmentation de la ductilit¢ et de la flexibilit¢ des chaines
polymeres. La présence des HEs dans les films peut conduire a la formation d'une structure de
réseau faible, ce qui entrainerait également des changements dans la cristallinité matérielle. Une
tendance similaire a été rapportée par Persico et al., (2009) pour le polyéthyléne (LDPE) revétu
de Carvacrol [44]. Ces résultats concordent avec ceux trouvés par Ramos et al., (2012) En effet,
ils ont montré que ’ajout de Carvacrol et de Thymol dans la matrice de polypropyléne (PP)
exerce un effet plastifiant, en diminuant le module de Young et fournissant des propriétés

ductiles au film [71].

En contrepartie, pas d’amélioration observé pour les films contenant les HEs naturelles
de pistachier lentisque, de romarin et de myrte. Le méme effet a été¢ observé pour les films
comestibles incorporant les HEs de citronnelle et de cannelle. Les auteurs ont suggérés que la
différence entre des films avec des HEs naturelles et des films avec des HEs commerciales est

due a la différence de polarité entre la matrice polymere et les composés ajoutés [81].

On peut conclure que les HEs commerciales permettent d’améliorer les propriétés de

traction des films destinés a €tre mise en marché dans le domaine des emballages plastiques.
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Figure III-1: Les propriétés mécaniques des films de PLA avec les HEs

II1.1.2 Les films a base de PLA incorporé avec les extraits organiques

La figure III-2 montre la variation des paramétres de traction en fonction des différentes
concentrations (0,5, 1,5, 2, 5%) des extraits organiques de R EtOH, M_EtOH, M_EtA,
T EtOH, T _EtA et P_EtA incorporées dans les films de PLA.

Comme il est montré, une légére amélioration dans 1’allongement a la rupture pour les

films contenant 2% de M EtA (3%), 0.5% de T EtA (2.9%) et 1,5% P_EtA (2,7%).
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L'allongement a la rupture (E%) augmente pour les films contient M_EtA avec 1’augmentation
de la concentration et atteint son maximum a 2%. Contrairement pour les films contenant
M_EtOH d’ou I’allongement atteint son maximum a des faibles concentrations. Une 1égére
augmentation d’E% pour les films contenant 0,5% de T_EtA, contrairement pour les films avec

T EtOH ou l'allongement montre une réduction par rapport au film de control.

En général, 'allongement a la rupture diminue avec l'augmentation de la concentration
des extraits T EtOH, T _EtA, M EtOH et R_EtOH. De méme pour le module de Young quin’a
pas montré une différence significative pour ces films par rapport au control. Sauf pour les films
contenant T_EtA et M__OH qui ont montré une 1égére diminution dans le module de Young.
Cela signifie que les films de PLA deviennent moins rigides et moins fragiles que le film de
PLA. Un effet semblable a été observé pour le film de PLA incorporé avec 20% de Limonéne

[82].

Une réduction de I'allongement et du module d'¢lasticité a été observée a une teneur
maximale en protéines de Proallium sur la matrice PLA [83]. Des auteurs suggerent que
l'allongement a la rupture est affecté par la fraction volumique de 1’agent ajouté, la dispersion

dans la matrice et l'interaction entre I’agent actifs et la matrice [84].

Un allongement a la rupture similaire au film de control a été obtenu pour le film avec
5% de R_EtOH, tandis que cette concentration a pu augmenter le module de Young. Ceci

permet de garantir des films plus rigides.

Une réduction significative de contrainte a la rupture pour les films avec les extraits
étudiés sauf pour I’extrait de R EtOH. On a apporté dans la section ci-dessus que 1'addition
d'additifs phénoliques a la matrice polymére avait un effet plastifiant diminuant le module de
Young et fournissant des propriétés ductiles au film, et ’extrait R_EtOH a révélé I’extrait le
plus faible en teneurs phénoliques ce qui confirme le résultat obtenus. Le film avec l'extrait
T EtA (I’extrait le plus riche en composé phénoliques) réduit la contrainte a la rupture plus que

le film avec T EtOH.

D'autres auteurs ont indiqué que l'incorporation de Cinemaldehyde dans PLA diminue
l'allongement a la rupture, la rigidité et la résistance a la rupture. Ceci est attribué¢ a I'effet
d'épuisement de la matrice de polymeére associée aux interactions de Cinemaldehyde avec les

chaines de PLA qui limite les forces inter-chaines [72].

Ces résultats ont mis en évidence que les films de PLA ont une réponse positive dans la

région élastique et plastique avec les extraits de M_EtA a 2% et avec T _EtA a 0,5%, ce qui
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peut suggérer leur applicabilité prospective comme film d'emballage alimentaire. Nous notons
bien que les résultats obtenus avec les films des extraits organiques n’ont rien a voir avec les

films contenant les HEs qui ont permis d’améliorer 40 fois les propriétés mécaniques.

mPLA OPLA/R EtOH ®PLA/M EtOH OPLA/M_EtA ®PLA/T_EtOH OPLA/T EtA OPLA/P_EtA

N w
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PLA 0,5 1,5 2 5

40
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Contrainte a la rupture (Mpa)

PLA 0,5 1,5 2 5
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Figure III-2: les propriétés mécaniques des films de PLA avec les extraits
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IIL.2 Les films a base d’amidon incorporés avec les HEs

Les applications technologiques de l'amidon révélent plusieurs inconvénients en raison
de leurs mauvaises propriétés mécaniques par rapport aux polymeres synthétiques classiques.
Ceci le rend inadéquat pour certaines applications telles que I'emballage, bien que certains de

ces problémes puissent €tre résolus avec 1'ajout de certains agents actifs en tant que plastifiants.

L'effet de différents HEs sur les propriétés mécaniques du film a été étudié, et les résultats
sont présentés a la figure III-3, y compris l'analyse de la variance des valeurs expérimentales
(la moyenne de la population était significativement différente a 0,001 niveau *** au niveau de

0,01 (**) ou a 0,05 (*).

Au vue de ces résultats, nous notons que l'allongement a la rupture (E%) de film de
contrdle (sans additifs) est d'environ 57%. Ainsi, indiquant un comportement moins fragile par

rapport a d'autres travaux ou l'allongement varie de 21 a 18% [85,86].

L’incorporation des différentes concentrations des HEs (0,5, 1,5, 2, 5%) dans la solution

filmogéne montre un comportement différent sur les propriétés mécaniques de 1’amidon.

L'allongement a la rupture (E%) et le module de Young de I’amidon ont été
significativement affectés par l'incorporation des HEs, en particulier pour les RN, RC1, RC2 et
TC. L'allongement a la rupture indique la flexibilité et la capacité d'allongement des films. Ce
paramétre a été amélioré en particulier a une concentration de 5% pour les films contenant RC1,
MC et TC avec des valeurs de 78,5, 71,7 et 67% respectivement. Ainsi que les films contenant
0,5 % RC2 a montré une ¢élongation importante. Avila Sosa et al,. (2012) ont suggéré que
l'allongement élevé peut étre attribuée a des structures complexes formées entre 1’agent actif et
la matrice polymérique, ce qui réduit la cohésion des forces de réseau d'amidon diminuant
ensuite la résistance des films a la rupture [87]. De méme Ghasemlou et al. (2013) ont rapporté
que la présence de I’HE dans le film peut entrainer la formation d'une structure en réseau faible,
ce qui entrainerait également des modifications de la cristallinité du matériau polymérique [88].
Ceci est cohérent avec les travaux de Pelissari et al., (2009), d’ou ils ont trouvé que la

déformation a la rupture a augmenté significativement en incorporant 1% d’HE d’origan [85].

De plus, I’ajout de RN a des concentrations ¢élevée (2 et 5%) a permis d’augmenter
I’allongement a la rupture de la matrice d’amidon pour ces films. Yahyaoui et al., (2016) ont
rapporté dans son étude sur les films actifs a base de PLA contenant des additifs naturels, que
les HEs commerciales agissent comme des plastifiants sur la matrice polymérique en entrainant

une augmentation de la ductilité et de la flexibilité des chaines [78].
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L’ajout des HEs a une concentration de 5% a entrainé une réduction significative du
module de Young entrainant ainsi des films moins rigides que le film de contrdle.
Contrairement aux films contenant 0,5 et 1,5% de TC qui ont montré une rigidité assez

importante par rapport au film de controle.

La contrainte a la rupture des films actifs actent proportionnellement avec les résultats du
Module de Young et d’allongement a la rupture. Pranoto et al., (2005) a conclu dans son étude
porté sur les films a base d’alginate et de huile de 1’ail que I’incorporation d’additifs actifs

abaisse généralement les valeurs de résistance a la rupture [89].

En général, 1'ajout d'huiles essentielles (RN, RC1, RC2, MC, TC) a une concentration
¢levée a permis d’améliorer les propriétés mécaniques de I’amidon en améliorant la flexibilité

et I'étirement du film.
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Figure I11-3: Les propriétés mécaniques des films d'amidon avec les HEs
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IV. Etude de la perméabilité des biofilms a la vapeur d’eau

La perméabilité a la vapeur d’eau (WVP) est 1'une des propriétés les plus importantes
dans les emballages alimentaires principalement en raison du réle important de I'eau dans les
réactions de détérioration et aussi la croissance microbienne. L'eau agit comme un solvant ou
un transporteur, cause une dégradation de la texture et fournit des réactions chimiques et

enzymatiques [90].

Etant donné que l'une des principales fonctions des films pour I'emballage alimentaire
consiste a diminuer le transfert d'humidité entre les aliments et I'atmosphére environnant. La
haute perméabilité a la vapeur d'eau des films limite considérablement leur utilisation comme

matériau potentiel pour l'emballage alimentaire [91].

Les effets de transfert de vapeur d’eau sur les matrices de PLA et d’amidon en présence
des HEs et des extraits organiques sont préalablement déterminées a une température de 38 °C
et 2 une humidité relative de 90%. Ces conditions expérimentales, sont des conditions plus
proches des applications courantes en agroalimentaire, permettent de simuler le comportement

du film dans des conditions rencontrées couramment en conservation des aliments.

En se basant sur les résultats des propriétés mécaniques, nous nous sommes intéressés

aux films qui ont montré¢ des propriétés mécaniques améliorées.

IV.1 Films a base de PLA et des HEs

Le film de controle de PLA (sans HEs), présente des propriétés de barriéres a la vapeur
d’eau faible dont la valeur de WVP est de I’ordre de 130,0+22,78 g.cm/cm?sPa. Ce coefficient
¢levé de WVP est dii aux interactions multiples entre la vapeur d’eau et la chaine amorphe de

PLA (Tableau IV-1).

Les résultats ont montré que films de PLA contenant les HEs commerciales de RCI
(0,5%), de MC (2%) et de TC (0,5%) ont amélioré les propriétés de barrieres de PLA. Ou, les
valeurs de WVP ont diminué significativement a des valeurs de 84,0+2,67 g.cm/cm?sPa pour
les films de 0,5%RCI1 et de 87,57+ 14,17 g.cm/cm?sPa pour les films de 0,5%TC.
Contrairement aux films incorporant 0,5 et 5% d’HE de pistachier lentisque qui ont montré des

valeurs plus ¢élevés que celle de contrdle.

D’aprées des travaux ultérieurs, les chercheurs ont trouvé que la WVT des films dépend
essentiellement de la nature hydrophiles-hydrophobes des substances incorporés dans la

matrice des films [92, 93, 94, 95]. En effet, les HEs commerciales de romarin (RC1), de myrte
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(MC) et de thym (TC) sont abondant en composés terpéniques hydrophobes tels que
I’Eucalyptol, I’a-pinene et le Carvacrol, respectivement. Alors que I’HE du pistachier lentisque
est abondant en B-phéllandréne a une faible teneur de 9,6%. En outre, nous avons trouvé que la
teneur en polyphénols et en flavonoides (composés polaires hydrophiles) est plus élevée chez
I’HE du pistachier lentisque que chez les HEs de RC1 et de MC. Les résultats ont montré que
I’incorporation des composants hydrophobes dans la matrice de PLA n'a pas contribué a la

capacité de sorption d'eau.

Ceci est cohérent avec ceux rapporté par Bravin, et al., (2004), ou ils ont mentionné que
les propriétés de barriére a la vapeur d'eau des films sont améliorées par la présence d'obstacles
physiques de type hydrophobe, qui ont empéché le transfert de molécules d'eau a l'intérieur du
film [92]. Cette explication est confirmée par Acosta et al., (2016). En effet, ils ont trouvé que
les films a base d’hydroxypropylméthylcellulose (HPMC) contenant I’HE de citrus présentent
une réduction significative de WVP par rapport aux films contenant ’HE de thé. Les auteurs
suggerent que cet effet dépend de la nature hydrophobe des principaux composants (Limonéne)
d’HE de citrus par rapport a I’HE de thé (Eugénol) [93]. Une autre étude sur les films de PLA
incorporant différents types d’argile, les auteurs ont montré que le Cloisite 20A (un composé
hydrophobe compatible avec PLA) a été la plus efficace pour améliorer la propriété¢ de la

barriere contre la vapeur d'eau [94].

Le processus d’action des composants hydrophobes dans le transfert de la vapeur d’eau a
été expliqué par Bravin et al., (2004). En effet, ils ont suggéré que les molécules d'eau devraient
se diffuser principalement a travers la phase polymérique continue, ou la présence de
gouttelettes lipidiques des HEs représente des discontinuités de cette phase qui provoquent une

augmentation efficace du facteur de tortuosité pour le transfert d'eau dans la matrice [92].

Tableau IV-1: Pérmméabilité a la vapeur d'eau des films de PLA et d'amidon contenant les HEs

WVP (g.cm/cm?sPa)!

CONTROL 0,5%RC1 2%MC 0,5%TC 0,5%Pist 5%Pist
Fims

PLA /HEs 130,0+22,78 84,0+2,67 106,83+17,24 87,57+ 14,17 158,90+1,75 155,70+2,00

'Au niveau de 0,001, la population signifie significativement différente selon ANOVA One Way et a la correction
Bonferroni
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IV.2 Films a base de PLA et des extraits organiques

Les résultats de la perméabilité a la vapeur d’eau des films de PLA contenant les extraits
organiques de R_EtOH(0,5%), M_EtOH(0,5-1,5%), M_EtA (0,5-2%), T _EtA(0,5%)etP EtA
(1,5-5%) sont présentés dans la figure [V-1.

L’addition des extraits n’a pas affecté significativement les propriétés de barrieres de
PLA. Les résultats révelent que 0,5%M EtA, 0,5%T EtA et 5% R_EtOH ont permis de
diminuer la WVP de PLA. Une augmentation excessive de WVP a été observé chez les films

contenant 1,5% M_EtOH, 2% M_EtA et 5% P_EtA.

Comme il est rapporté dans la section ci-dessus, la WVP dépend de la nature hydrophobe-
hydrophile des additifs incorporés dans la matrice polymérique. En effet, I’é¢tude de la
composition phytochimique des extraits testés a révélé que ces derniers sont riches en
polyphénols et en flavonoides en particulier I’extrait d’acétate d’éthyle de pistachier lentisque.
Cette composition fatale en composé hydrophiles garanti la sensibilisation des films de PLA

contre la vapeur d’eau.

Wong et al., (1992), qui ont rapporté que 1’utilisation des composés hydrophiles entraine
une variation de la microstructure du film, incluant ainsi une diminution de la densité et une
formation de pores et des bulles d’airs, qui peuvent étre I’origine de la diminution des propriétés

de barri¢re des films [96].

Samsudin et al., (2014), ont trouvé une réduction de la WVP des films de PLA contenant
2% d’extrait de marigold. Les auteurs suggerent qu'il pourrait étre attribué par la présence

d'Astaxanthine dans l'extrait qui posséde une chaine latérale hydrophobe plus longue [97].

136



Partie III : Résultats et discussions
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Figure I'V-1: La pérméabilité a la vapeur d'eau des films de PLA avec des extraits organiques

IV.3 Films a base d’amidon et des HEs

Du fait du caractere hydrophile de I’amidon, riche en groupements hydroxyles libres,
pouvant interagir avec les molécules d’eau, I’influence de 1’incorporation de différents
composés hydrophobes tels que les HEs (RN, RC1, RC2, MC et TC) sur le coefficients de
transfert a la vapeur d’eau (WVP) a été évaluée et les résultats sont illustrés dans le tableau [V-

2.

Le film de contréle de I'amidon a révélé une valeur de WVP important, de I’ordre de
3,50+0,58 g.cm/cm?sPa. Ce coefficient est dii aux interactions multiples entre les molécules

d’eau et la chaine hydrophile de 1'amidon et de glycérol ajouté lors du processus de fabrication.

L'ajout des HEs de RN, RC1, RC2, MC a une concentration de 5% a la matrice d'amidon
a entrainé une augmentation de WVP par rapport au film de contréle. Cependant, 1’huile
essentielle commerciale de thym a 5% a permis de diminuer la WVP de 1’amidon a une valeur

2,10+0,01 g.cm/cm?sPa.

Acosta et al., (2016) ont suggéré que la WVP dépend de différents facteurs structuraux,
tels que le type de matrice, la composition du film, la quantit¢ d'additifs ajoutée et les

interactions avec la matrice [93].

Le Tween 80 utilis¢é comme émulsifiant dans le processus de fabrication des films
d’amidon a affecté significativement la WVP des films. Des auteurs ont rapporté que

I'émulsifiant devrait stabiliser les gouttelettes lipidiques dispersées, les empéchant de floculer
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ou de coalescer pendant la préparation et le séchage du film. Des chercheurs ont rapporté que,
les propriétés de barriere contre la vapeur d'eau dépendent principalement de la distribution des
globules lipidiques dans la matrice d'amidon. Une répartition homogene des lipides entrainant
des globules de petite taille diminuant ainsi le transfert de vapeur d'eau a travers des films

émulsifiés [98,99,100].

En outre, Sapru et Labuza (1994) et Landamn et al., (1960) ont signalé que la formation
de grandes cristallites lipidiques pendant et apres le séchage du film dans la d'amidon peut
donner lieu a des structures hétérogenes, a travers lesquels la vapeur d'eau peut passer [101,102]

ce qui est probable pour les films contenant 5% de RN, RC1, RC2, MC .

D’autres auteurs ont rapporté¢ que l'effet le plus significatif des émulsifiants était
d'augmenter la polarité de la phase lipidique, favorisant ainsi la sorption des molécules d'eau et

la mobilité de la vapeur d'eau [103,104,105,106].

Dans notre étude, les films a 5% de RN, RC1, RC2, MC préparés avec le Tween 80 ont
présenté une structure compacte dont les gouttes lipidiques des HEs n'ont pas ¢été répartie de

maniére homogene ce qui a favorisé la WVP ¢élevée.

Comme il est rapporté, la perméabilité a la vapeur d’eau dépend du rapport hydrophile-
hydrophobe des constituants du film, et I'augmentation de I'hydrophobicité¢ du film réduira
I'absorption d'eau. Ceci explique la réduction de la valeur de WVP chez les films contenant
5%TC. Ainsi, TC a révélé une teneur en composés terpéniques la plus élevé, entrainant ainsi

une hydrophobicité plus importante ce qui provoque des propriétés de barrieres plus améliorés.

On a pu remarquer que les propriétés de barriére a la vapeur d'eau des films d’amidon
incorporant 5% RN, RC1, RC2, MC contenant un émulsifiant ét¢ inférieures au de film de
control (amidon pure). Ceci est causé par la réaction de tensioactif qui augmente la polarité des
lipides d’une part et d’autre part affecte la distribution des lipides dans les films en formant des
grandes globules ce qui favorise la faible perméabilité des film a la vapeur d’eau. A cet effet, il
est important de déterminer 1'effet des lipides sur microstructure du film et ou d’assurer une
meilleurs homogénéisation des constituants dans le film d’amidon pour éviter la formations des

pores endommageant les propriétés de la barriere contre la vapeur d’eau.

Tableau IV-2: Pérmméabilité a la vapeur d'eau des films d’amidon contenant les HEs
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WYVP (g.cm/cm’sPa)’
Films CONTROL 5%RN 5%RC1 5%RC2 5%MC 5%TC
Amidon/HEs 5 55, 5¢ 4,50+0,01 3,70+0,02 6,40£0,01  9,30+£0,02  2.10+0,01

'Au niveau de 0,001, la population signifie significativement différente selon ANOVA One Way et a la correction
Bonferroni

V. Evaluation de P’activité antifongique des biofilms

V.1  Films a base de PLA incorporés avec des HEs

Le but principal des tests antifongiques est d'évaluer l'utilisation potentielle des HEs dans
les films de PLA comme inhibiteurs de champignons pour l'utilisation dans les emballages

alimentaires.

Le test est réalisée avec les films contenant les HEs de RN, RC1, RC2, MN, MC, TC et
Pist a des concentrations de 0,5-1,5-2-5%, dans le but d'observer la variation de I’activité
antifongique en fonction de la concentration des HEs dans les films. La figure V-1 montre
I’inhibition de la croissance fongique (FGI %), et la figure V-2 montre la concentration
fongicide en croissance en présence des films contenant les HEs. Ces deux grandeurs sont

calculées apres 7 jours d’incubation a 25 °C.

Les résultats révelent que 1'inhibition de la croissance de I’A. niger (%) dépend de la

nature et de la concentration des HEs incorporés dans le film.

Les films qui contiennent RN, RC1, RC2, TC, et Pist révelent une inhibition optimale
contre A.niger a 0,5 % et 1,5%. Généralement, 1’inhibition fongique des HEs de RC1, RC2
augmente avec leurs concentrations dans le film. Contrairement a I’huile essentielle de Pist qui
ont montré une faible efficacité d’inhibition fongique a des concentrations élevées (2 et 5%).
De méme, I’huile essentielle commerciale de thym, a montré une inhibition modérée a des
concentrations de 2 et 5%. Banci (1997) a signalé que I'effet lent des certains HEs pourraient
étre attribué a la production de laccase et d'autres enzymes extracellulaires qui pourraient
catalyser l'oxydation les composés bioactifs présents dans les HEs, entrainant ainsi une

inactivation des sites actives contre les champignons [60].

Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus avec les HEs, ou RN, RC1, TC et Pist ont

révélé une activité antifongique importante a des faibles concentrations.
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Les résultats de I’activité antifongique des films actifs ¢élaborés sont liés au profil
chimique des composés bioactifs contenus dans les HEs qui ont été libéré des films dans
I’espace fermé de la boite pétri pendant la période d’incubation [75,107]. Nous avons rapporté
que I'Eucalyptol est le composé majoritaire de RN, de RClet de RC2 (32.9, 42.9 et 28%,
respectivement) et le Carvacrol est le compos¢ abondant de TC (64%). Ces composés ont
montré un pouvoir inhibiteur contre un large spectre des champignons. L’efficacité
antifongique de ’HE de pistachier lentisque est due principalement a des composés terpéniques

actifs, qui sont présents en quantité appréciables dans cette huile fonctionnant en synergie [108].

Le mécanisme possible de toxicité contre les champignons est basé sur l'inactivation des
enzymes fongiques contenant des groupes SH dans leur site actif [45], ainsi que les
changements morphologiques causés par les composés bioactifs, comme le manque de
sporulation, perte de pigmentation, développement aberrant de conidiospores et distorsion des
hyphes dans I’Apesrgillus.niger [52]. Les composés bioactifs pourraient également agir en se
liant aux groupes amines et a l'hydroxylamine des protéines membranaires microbiennes,
provoquant une altération de la perméabilité et une fuite de composants intracellulaires [53,54].
Giordani et al., (2006), a mentionné que les groupes fonctionnels de composés terpéniques dans
les HEs (phénols et aldéhydes) réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la
membrane plasmique provoquant une fuite du contenu cytoplasmique et donc 1’effet

antifongique [55].

Des expériences antérieures réalisées avec les HEs de romarin et de thym ont montré que
ces HEs ont une activité antifongique en retardant la croissance du mycélium. Ainsi, les
chercheurs ont suggéré que l'activité anti-Aspergillus de certaines HEs est due a la diminution
du cytoplasme dans les hyphes causant des dégats dans la paroi cellulaire du champignon et,

finalement, l'affaiblissement du mycélium [109].

Nous avons constaté que les composants volatiles lipophiles sont absorbés par les
champignons. En effet, des travaux ont démontré que les HEs été fortement absorbées par le
mycélium fongique dans un court temps d'exposition. L'absorption prédominante de ces huiles
au mycélium fongique par rapport au milieu agar est due a la nature hautement lipophile du

mycélium couplée a une large surface relative aux dimensions fongiques [110].

D'autre part, les résultats montrent que la croissance fongique est plus €levée pour les
films contenant MC et 1,5% MN, ce qui peut étre li¢ a 'a-pinéne (le composé majoritaire de

ces huiles essentielles). En effet, I’a -pinéne s'est avéré un composant antifongique contre les
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genres de Basidiomycota mais pas sur Ascomycota [51]. Cependant, une inhibition optimale
est obtenue pour le film a 5% MN, cela est expliqué par le profil chimique de cette huile. En
effet, des composés terpéniques sont présents en proportions importantes dans MN, tels que le
Linalool, le Camphre, le a-terpineol, ’Eugénol, suggérant un effet antifongique fonctionnant

en synergie plus efficace que lorsqu'ils sont isolés [93].

Les films contenant des faibles concentrations des HEs de RN, RC1, RC2, MC et Pist ont
montré une activité antifongique importante. De méme, 1’effet de synergie des composés

contenus dans I’HE de MN a contribué une activité antifongique importante des films de PLA

a 5% de MN.
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Figure V-1: Inhibtion fongique des films de PLA contenant les HEs
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Figure V-2: Effet des films de PLA contenant les HEs contre la croissance fongicide

V.2 Les films a base de PLA incorporés avec des extraits organiques

Le film de contrdle (PLA et les films actifs (PLA+ % Extraits) ont été évalués pour leur
activité antifongique contre le champignon d’Aspergillus.niger. La figure V-3 montre
I’inhibition de la croissance fongique (FGI %) apres 7 jours d’incubation a 25°C, et la figure
V-4 montre la concentration fongicide en présence des films contenant 0,5-1,5-2-5% d’extraits

de plante.

L’activité antifongique montre une variation significative avec la concentration et la

nature de ’extrait contenue dans le film de PLA.

Les films contenant les extraits éthanoliques de myrte (M_EtOH), de thym ( T_EtOH) et
les extraits d’acétate d’éthyle de thym (T EtA ) et du pistachier lentisque (P_EtA) ont été
efficaces pour inhiber la croissance fongique de I’A.niger. En effet, les films actifs incorporant
M _EtOH (0,5- 1,5%),de T_EtOH (0,5-1,5-2%), de T EtA (2%) etde P_EtA (2-5%) ont montré

une activité antifongique modérée.

L'effet inhibiteur sur la croissance fongique est di a I'activité antifongique des agents
actifs contenus dans les films qui sont considérés comme des barricres protectrices des films
contre les champignons. Ajoutant, les extraits contenus dans les films de PLA sont riches en

polyphénols, ces constituants ont montré des activités antimicrobiennes importantes [61,62].

Les extraits de R_EtOH et de M_EtA contenus dans les films de PLA ont éteint leurs
maximums d’inhibition a une concentration de 1,5%, quoique leurs pourcentages d’inhibitions
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soient de 'ordre de 42,36% et 34,54%, respectivement. Nos résultats sont considérés
prometteurs par rapport a ceux trouvés par Llana-Ruiz-Cabello et al., (2015), ou les films de
PLA contenant différentes concentrations d’extrait d’allium ont révélé une activité antifongique
faible [83]. De méme, An et al., (1998) ont montré que les films en LDPE contenant 1% des

extraits de R.palmatum et C. chimensis n’ont pas présenté une activité antimicrobienne [111].

Les auteurs suggérent que ces résultats peuvent étre attribués a une perte des agents actifs

lors du procédé de fabrication [112, 113].

Ces résultats de 1’activité antifongiques des films actifs obtenus ne correspondaient pas
seulement aux propriétés antifongique des extraits contenus dans la matrices, mais aux d’autres
parametres suggérés par Boonruang et al., (2017). En effet, ils ont rapporté qu'il existe certaines
interactions entre les composés antifongiques, les isolats fongiques et les matrices PLA

affectant les mécanismes de libération des composés antifongiques [113].

Ces résultats ont montré que les films de PLA contenant des extraits éthanoliques de
myrte et de thym a des faibles concentrations. Ainsi, les extraits d’acétate d’éthyle de thym et
du pistachier lentisque a 2% sont efficaces contre la détérioration microbienne. Ce qui leurs

permettre de les appliquer dans le domaine des emballages alimentaires actifs.

Cependant, Patrignani et al., (2015) ont signalé que I'application des extraits naturels
directement dans 1’aliment est encore limitée probablement en raison de leur fort impact et des

changements qu’ils entrainent dans les produits alimentaires [114].
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Figure V-3: Inhibtion fongique des film de PLA contenant différentes concentrations des extraits
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Figure V-4: Activités antifongiques des films contenant différentss concentrations des extraits
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V.3  Les films a base d’amidon incorporés avec des HEs

Le milieu de culture préparé a partir de la Gélose dextrosé a la pomme de terre (Abrégé
PDA), représente le milieu le plus sélectif pour le champignon de I’Apergillus.niger. Le PDA

est un réactif purement naturel est un aliment riche en polysaccharide.

Les films d’amidon recouvert sur ce milieu pour tester I’effet de I’ajout des HEs sur
’activité antifongique, n’ont pas pu résister dans ce milieu. En effet, apres 7 jours d’incubation,
le film s’est totalement immergé dans le milieu de culture d’agar et s’est dégradé. Cet effet est
attendu, étant donné que I’amidon est un glucide sous forme d’un polysaccharide complexe de
méme caractere hydrophile que le milieu ou il a été fixé ce qui provoque ainsi une interaction

permanente entre la matrice et I’agar, ce qu’on appelle I’interaction de Keesom.

D’autre part, I’A.niger entraine une détérioration de I’amidon par une réaction d’amylase
permettant 1’hydrolyse de I’amidon en sucre soluble, ce qui favorise 1’augmentation de la

croissance fongicide de ce champignon [115].

Avila-sosa et al., (2012) ont trouvé une activité antifongique importante des films a base
d’amidon incorporant les HEs d’origan et de cannelle. En effet, ils ont procédé pour I’évaluation
de D’activité antifongique contre I’A.niger la technique de diffusion de vapeur des agents

antimicrobiens des films actifs placé dans le couvercle de la boite de pétri [116].
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I. Quantification des HEs et des extraits organiques dans les films de PLA

et d’amidon

La quantification des agents actifs a partir des films de PLA et d’amidon a été réalisée
dans le MeOH a 20°C pendant 24h. Les pourcentages de pertes et les concentrations des

substances actives retenues dans les films sont exprimés dans le tableau I-1.

Le test de quantification a montré des pertes des HEs et des extraits de plantes ont lieu
pendant la préparation des films et en particulier durant le processus de séchage, comme il a été

signalé dans des travaux antérieurs [44,117,118].

Les films d’amidon et de PLA ont subi des pertes importantes des HEs de RN et de TC,
ces pertes varient entre 50% et 65%. Il est a noter, que les huiles essentielles sont riches en

composés hydrophobes aromatiques volatils conduisant ainsi a des pertes modérés.

Les films de PLA contenant les extraits de R EtOH et de T _EtOH ont subi des pertes
moins importantes que les films de PLA contenant les huiles essentielles. Ces pertes sont de
I’ordre de 28,57+8,57% (R_EtOH) et de 41,70 £6,52% (T_EtOH). Eventuellement, certains
composés volatils contenus dans ces extraits peuvent ¢galement étre perdus pendant le

processus de séchage.

Il est clair que la stabilité des additifs (HEs et extraits) contenus dans les films dépend de
plusieurs facteurs tels que le procédé de fabrication des films, le poids moléculaire, et
l'interaction chimique entre les substances actives et la matrice du film [112,119]. En effet, le
processus de séchage des films permet d'affecter la dégradation et la stabilité des extraits et des
HEs contenus dans le film. En outre, les résultats de traction mécaniques montrent que les HEs
de RN et TC ont permis d’améliorer la flexibilité des films de PLA et d’amidon. Cependant,
I’ajout des extraits de R EtOH et T EtOH ont permis d’avoir des films de PLA plus fragiles et
plus rigides. De ceci, nous avons noté que les forces interchaines entre les HEs et la matrice de

polymere est plus robuste que celles entre le PLA et les extraits.

Bien que les films de PLA contenant 5% des HEs et des extraits de plantes présentent des
pertes remarquables des agents actifs, ces pertes n’ont pas affecté ’activité antifongique et

antioxydante des films.
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Tableau I-1: La perte et la concentration des HEs et des extraits organiques restante dans le film
apres la fabrication des films de PLA et d’amidon

Films % Perte g d’additifs/ g de
film

PLA/RN 50,39+7,87 0,02+0,00
PLA/TC 55,74+5,07 0,02+0,00
PLA/R_EtOH 28,57+8,57 0,03+0,00
PLA/T_EtOH 41,70+6,52 0,02+0,00
Amidon/RN 59,02+3,38 0,03+0,00
Amidon/TC 64,84+1,62 0,03+0,00

I1. Activité antioxydante des films contenant des extraits organiques

La nouvelle génération des procédés d’emballages alimentaires est spécialement congue
pour augmenter leurs fonctionnalités en incorporant des composés bioactifs naturels tels que
les antioxydants, les antimicrobiens, les probiotiques et les ardmes. Ces approches peuvent étre
utiles pour prolonger la durée de vie et préserver la sécurité alimentaire de la détérioration
microbienne. En outre, des effets bénéfiques pour la santé pourraient étre fournis aux
consommateurs si le potentiel antioxydant / contenu dans les produits frais est amélioré ou

maintenu [120].

On a choisis d’évaluer I’activité antioxydante des films contenant 0,5% et a 5% des
extraits organiques de R_EtOH, M_EtOH, M _EtA, T EtOH, T EtA et P_EtA. L’activité
antioxydante des films développés est mesurée par les méthodes de DPPH et d’ABTS. Les

résultats sont exprimeés en termes de pourcentage d’inhibition dans la figure II-1.

Les résultats ont montré que les films de PLA contenant les extraits organiques exhibent
une activité antioxydante importante, et cette activité est marquée dans le test d’ABTS. Le test
de DPPH, a montré que les films contenant 0,5% d’extraits ont une activité modérée par rapport
aux films testé par ABTS. Ceci est cohérent avec ce que nous avons révélé dans la section de

’activité antioxydante des extraits.

L’activité antioxydante de films de PLA contenant des extraits de plantes, provient

principalement de I’abondance de ces agents actifs en composés polyphénoliques. Ces derniers,
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ont montré dans la littérature une activité antimicrobienne importante. Les résultats confirment
que les composés bioactifs restants dans le film aprés leur séchage ont joué leur role
antioxydant. Selon Ayala-Zavala et al., (2008) les systemes d'emballage actifs antioxydants
peuvent étre divisés en quatre groupes selon le mécanisme d'action du composé antioxydant :
(1) l'antioxydant est libéré dans l'espace libre du paquet afin d'interagir avec le produit
alimentaire, (ii) le composé antioxydant est inclus dans le matériau d'emballage et libéré au
produit par un processus de migration, (iii) le composé antioxydant est immobilisé dans la

surface de I'emballage [121].

Dans une étude portée par Llana et al., (2015), les films de PLA incorporant le Proallium
n’ont montré aucune activité antioxydante dans les deux tests d’ABTS et DPPH, en tenant

compte que le pourcentage d'inhibition est inférieurs a 5% dans les deux essais [83].

Au vu des résultats, le film de contréle de PLA a subit une faible activité antioxydante
dans les tests de DPPH et de DPPH, avec une inhibition radicalaire de 1’ordre de 5,23 % + 1,27
et 15,56% = 5,00, respectivement. Permettant de conclure que 1’acide Polylactique a subit une
réaction de transfert d’un électron e- a travers un site actif vers I’atome d’azote de DPPH et
d’ABTS qui donne lieu a un radical phénoxyl (Figure II-2). Ceci concorde avec les travaux de
Shojaee-Aliabadi et al., (2013), ou ils rapporté que cet effet est probablement due a la présence

des polyphénols dans la matrice polymérique [69].

La figure II-3 montre une relation linéaire entre la capacité antioxydante et la
concentration des extraits contenus dans le film de PLA. De ceci, on peut affirmer que plus la
concentration des extraits est élevée dans les films, plus I'activité antioxydante est importante.
Jouki et al., (2014) ont trouvé une approche similaire lors de I’évaluation de I’activité
antioxydante dans les films mucilages [122]. Ils ont remarqué que cette activité augmente en
ajoutant des concentrations plus importantes des HEs. Gomez-Estaca et al., (2009) ont
¢galement signalé que le potentiel antioxydant de films biodégradables est proportionnel a la

quantité d’antioxydants additifs [123].

Les films a base des extraits organiques montrent des résultats positifs et prometteurs
pour protéger les denrées alimentaires de 1’oxydation des lipides en assurant un potentiel

antioxydant améliorés des produits alimentaires.
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Figure I1-2: Réaction chimique possible entre PLA et les radicals DPPH et ABTS

III. Test de migration

Les emballages actifs antioxydants montrent des résultats positifs et prometteurs pour

protéger la stabilité des produits alimentaires et assurer le potentiel antimicrobien des aliments.

Récemment, la migration a été considérée comme un probléme négatif, car les substances
sont susceptibles de constituer un danger pour la santé humaine et / ou d'altérer la composition
des denrées alimentaires d'une maniére inacceptable. Cependant, une nouvelle tendance a
I'emballage actif est basée sur la migration comme un probléme positif causé par l'effet
bénéfique de certains additifs (principalement des antioxydants et / ou des antimicrobiens) dans

les denrées alimentaires [112,120,124].

A cet égard, nous nous avons intéressé a évaluer la migration des extraits éthanoliques
(R_EtOH, T _EtOH) contenus dans les films de PLA et des HEs (RN, TC) contenus dans les
films de PLA et d’amidon a une concentration de 5% pendant une durée de 5 jours. Pour tester
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la libération des agents actifs de la matrice de polymere contenus dans le film vers le produit
alimentaire, la commission européenne (UE) a recommand¢ d'utiliser des solvants comme des
simulateurs alimentaires tels que, I’éthanol 10% pour les produits alimentaires aqueux,
I’éthanol 95% pour les produits alimentaire gras et 1’acide acétique 3% pour les produits
alimentaires acides. Parmi ces simulateurs on a distingué 1'éthanol 50% un simulant pour les

produits laitiers [125].

Nous avons exprimé la concentration des agents actifs (HE/ extrait) migrants des films
de PLA et d’amidon vers le simulateur alimentaire durant les cing jours de test en g de substance
active par un kilogramme de simulant (g (migrant)/ kg (simulant)) (Figure III-1). Le taux de
migration total (Mt/MO0) est calculé a partir de la masse migrante de substance active migrante

a un temps t par la masse initialement incorporés dans la solution filmogéne (Figure I11-2).

Au vu des résultats, on remarque que la libération des extraits éthanolique de romarin et
de thym des films est importante par rapport a la libération des huile essentielles de romarin et
de thym. D’ailleurs, les concentrations évalués de T EtOH et de R EtOH migrés des films de
PLA dans le simulant alimentaire sont de 1’ordre de 0,12 g/Kg et 0,1 g/Kg, respectivement. Ce
qui correspond a un taux de libération de 0,44 et 0,37 pour T_EtOH et R_EtOH, respectivement.
Un effet contraire a été observé chez les films de PLA contenant les huiles essentielles de RN
et de TC. Ou la libération de RN a éteint son maximum de libération au deuxiéme jour du test
avec un taux de libération de 0,081. De méme pour la libération de TC de PLA qui a éteint son
maximum de libération au cinqui¢me jour du test avec un taux de libération de 1’ordre de 0,072.
Ceci concorde avec les films d’amidon contenant les huiles essentielles de RN et TC, ou I’huile
essentielle de RN a éteint son maximum de libération au deuxiéme jour du test avec un taux de
libération de 0,57. Pareil pour les films d’amidon contenant TC qui a éteint son maximum de
libération au cinquiéme jour avec un taux de libération de 1’ordre de 0,018. Nous avons
remarqué que la libération de I’huile essentielle de TC est trés négligeable par rapport a la
libération de RN. Apres le cinquiéme jour de test, la libération des huiles essentielles et des
extraits de plantes testés pourrait étre continue au fils des jours. Les résultats montrent qu’il

s’agit des films d’emballages alimentaires a libération contrdlée.

La différence de migration trouvée entre les extraits de plantes et les huiles essentielles
est peut-étre di au profil chimique de ces deux substances. En effet, les extraits des plantes sont
riches en polyphénols, et des études ont montré que ces derniers sont liés a la matrice
polymérique par des liaisons non covalentes en utilisant des liaisons hydrogenes et des
interactions ¢€lectrostatiques. Les auteurs ont rapporté que la libération des polyphénols
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proviennent de la nature réversible des liaisons hydrogeénes que par un stimulis externe ces

liaisons sont affaiblis conduisant ainsi a la libération des polyphénols. [126,127,128].

De méme, nous avons montré que les huiles essentielles subissent une perte importante
apres le processus de séchage par rapport aux extraits qui sont plus stables ce qui explique la

faible concentration des huiles essentielles trouvé dans le simulant alimentaire.

La libération des substances actives dans I’éthanol pourrait étre due a la modification
structurelle de la matrice de PLA sous sorption d’éthanol. En effet, des auteurs ont rapporté que
1’éthanol jouerait le role d’un plastifiant pour le PLA en augmentant le segment de mobilité des
chaines et ouvrirait la structure polymérique créant ainsi des espaces vides favorisant la
migration des polyphénols dans le simulant alimentaire [129,130,131]. Aussi, une étude a
indiqué que 1’éthanol est considéré comme un solvant «trés pauvre» pour le PLA. De méme, il
a été démontré qu’une interaction pourrait se produire entre I’éthanol et la matrice de PLA

[129].

Des auteurs ont rapporté que le taux de libération des substances actives apres une durée
d'exposition dépend de I’affinité entre 1’agent actif et le simulant alimentaire [112,132]. En
effet, plus les substances actives sont soluble dans le simulant, plus leurs libération est élevée
[132]. L’éthanol a 50% est solvant polaire de degré de polarité de 10,8, il a plus d’affinité pour

les composés hydrophile et donc plus d’affinité avec les extraits organiques testés.

Des auteurs ont étudié la migration des agents actifs a travers un emballage actif vers un
aliment, et ils ont mis I'hypothése que I'humidité interne absorbée par les aliments a la surface
de polymere peut étre la force motrice qui amorce la libération des composés antimicrobiens
du complexe [133]. Ayala-Zavala et al., (2008) ont apporté que lorsqu'un complexe moléculaire
intervient entre une matrice de polymére et un composé antimicrobien, les interactions

complexes sont affaiblies et le composé actif est libéré dans son environnement [121].

D’autre part, des chercheurs ont signalé que la libération des agents actifs synthétiques
des films d’emballages vers les produits alimentaires emballés favorise la détérioration
microbienne de 1’aliment [120]. Cela est fortement improbable dans notre travail, car notre
approche est basée sur les plantes aromatique et médicinales qui sont riche en composés
bioactifs et qui ont montré des effets bénéfiques pour la santé humaine. Ces substances actives
sont utilisées dans la cuisine traditionnelle et sont appliquées dans divers domaine grace a leurs

propriétés biologiques importantes [112,134].
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Ainsi, Jamshidian et al., (2012) ont apporté que I'emballage alimentaire a une libération
contrdlée fournit une stabilité alimentaire longue a la détérioration de I’aliment par une
libération graduelle et continue des substances actives particuliérement a la surface de

nourriture [125].

Les propriétés biologiques importantes des HEs et des extraits de plantes ont mené
recherches vers des études supplémentaires, pour optimiser des capsules des HEs ou d’extraits
des plantes utilisés comme des agents multifonctionnels dans les aliments dans le but de

prévenir ou traiter et les maladies humaines [134].

De ce fait, la libération controlée des agents actifs des films d’emballages alimentaires
vers 1’aliment emballé est un mécanisme utilis€ pour générer la protection des aliments et
améliorer le potentiel nutritionnel des denrées alimentaires. Il s'agit donc d'une nouvelle

génération d'emballages alimentaires actifs qui permettent de bénéficier d’une santé saine.
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Figure I1I-1: Concentration d’additifs migrant des films de PLA contenant 5% d’HEs et d’extraits (1)
et des films d’amidon contenant 5% des HEs de RN et TC (2) dans le simulateur alimentaire
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Figure I11-2: Taux de migration des films de PLA contenant 5% HEs et d'extraits organiques (1) et
des films d’amidon contenant 5% des HEs de RN et TC (2) dans le simulateur alimentaire
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Le PLA et I’amidon offrent 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 pour la
libération des agents antimicrobiens afin de contréler en permanence le processus de
détérioration dans les aliments. Le PLA et ’amidon en tant que des polymeéres biodégradables
industriellement produit et les agents bioactifs naturels autorisés tels que les huiles essentielles
et les extraits organiques des plantes de romarin, de myrte, de thym et du pistachier lentisque
ont ét¢ choisis en raison de leurs activités antimicrobiennes et antibactériennes connues

permettant leurs applications dans les industries alimentaires et pharmaceutiques.

L’objectif de cette thése est en premier lieu de valoriser les agents actifs en vue de les
incorporer de point de vue chimique et biologique. En second lieu d’approfondir les
connaissances sur le mode d'incorporation des agents actifs dans les matrices de PLA et
d’amidon, de caractériser ces systemes d’un point de vu multiéchelles et enfin, d’identifier les
phénomenes de quantification des agents actifs dans le film et leurs migration dans un simulant

alimentaire afin de pouvoir prévoir les cinétiques de libération contrdlée.

Nous avons montré que le profil chimique des HEs varie qualitativement et quantitativement.
Cette variation dépend de la nature de 1’huile essentielle et de la méthode d’extraction. Nous
avons démontré que les huiles essentielles sont riches en composés bioactifs, dont 91%, 59,1%,
88,4%, 43,4%, 11,8%, 89,1% et 32,26% fournit la compositions en composés actifs de la
composition totale des huiles essentielles de RN, de RC1, de RC2, de MN, de MC, de TC et de

Pist, respectivement.

Les fractions de RN, RC1, RC2, MN, TC ont montré une prédominance en monoterpénes
oxygénés dont L’Eucalyptol, le Camphre, le Bornéol, 1’a-terpinéol, le Linalool, L’Eugénol et
le Carvacrol sont composés majoritaires. Alors que MC et Pist sont riche en Hydrocarbures
monoterpéniques, dont I’a-pinéne (10,4%) et la B-phéllandréne (9,6%) sont les composés

majoritaires.

Les résultats enregistrés pour la teneur en polyphénols totaux des HEs montrent que TC est
I’HE le plus riche en polyphénols suivie par Pist puis RC2 et RN. Cependant, MC et RC1 sont
les HEs les plus pauvres en ces métabolites. En revanche, la teneur en flavonoides de ces HEs

été tres négligeable sauf pour I’HE de pistacia qui a montré une quantité modéré de flavonoides.
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L’examen de [Iactivité antioxydante des HEs moyennant les deux méthodes
spectroscopiques : le test au radical DPPHe (le 1,1°-diphenyl-2-picrylhydrazyl) et le test au
radical cationique ABTSe+ (le 2,2’-azinobis-(acide 3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) a

révélé que les HEs de RN, TC et Pist ont un pouvoir antioxydant le plus important.

Le screening de I’activité antifongique des HEs contre 1I’A.niger, les résultats exprimés
en pourcentage d’inhibition, montre que les HEs de RN, RC1, TC et Pist ont une activité
inhibitrice importante contre le champignon alimentaire. Cette activit¢é augmente avec la
quantité¢ d’HE de 1% allant jusqu‘a 10%. Notons que 5% de ces HE est suffisants pour stopper
la croissance d’A.niger. D'autre part, les HEs de MC et RC2 présente une faible inhibition contre
A. niger. Nous avons montré que cette différence d’inhibition entre les HEs est lice

principalement au profil chimique de celles-ci.

De méme nous avons procédé a un examen phytochimique des extraits de romarin, myrte,
thym et du pistachier lentisque préparé a partir de la partie aérienne par macération a froid
successive avec des solvants a polarité croissante (acétate d’éthyle et éthanol) par une analyse
de la composition par LC-UV / ESI-MS. Ainsi les teneurs en polyphénols et en flavonoides ont
¢été analysées. Les activités antioxydante et antifongique de ces extraits ont ét¢ également

évaluées.

L’analyse LC-UV / ESI-MS a ét¢ efficace pour identifier a peu pres les composés les plus
abondants présents dans les extraits de R EtOH, M_EtOH, M_EtA, T EtOH, T EtA. Les
principaux composés actifs identifiés dans l'extrait de R EtOH sont 1’acide carnosique,
rosmadial, carnosol, genkwanin, acacetin, cirsimaritin, [sorhamnetin-3-O-glucoside, Lutéoline-
7-glucuronide, et l'acide rosmarinique. La myricétin-3-O-galactoside et la myricétin-3-O-
rhamnoside ont été identifiés dans la composition de M_EtA et T _EtA. De plus, 1'apigénine-7-
O-glucuronide a été identifi¢ dans la composition de T EtA. Le M_EtOH a montré une
composition en flavocommelin et en Tricin. De plus, I'analyse réalisée dans l'extrait de T EtOH
a montré la présence d'autres composés phénoliques parmi lesquels les flavonoides méthylés,

les flavanes, 'acide phénolique.

Le screening phytochimique a révélé des taux notables et variables en composés phénoliques
et en flavonoides selon la nature du solvant d’extraction. Pour le thym et la myrte, leurs extraits
¢thanoliques sont les extraits les plus riches en polyphénols, d’ou T_EtOH est I’extrait est le
plus riche en polyphénols (275,0 + 5,6 mg.EAG/g.MS) suivi par M_EtOH 263,9 + 7,2
mg.EAG/g.MS, puis T_EtA, M EtA et P_EtA avec des teneurs de I’ordre de 208.4 + 6.2, 197.3
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+ 13.8 et 175.1 £ 10.3 mg.EAG/g.MS, respectivement. R EtOH présente 1’extrait le moins
riche en composés polyphénols (108.5 + 3.2 mg.EAG/g.MS). Les extraits étudiés ont montré
une teneur en flavonoides bien importante qui s’est rencontré principalement aux extraits de

M_EtA (759.9 + 58.56 mg.EQ/g.MS) et de T_EtOH (706.9 + 3.86 mg.EQ/g.MS).

L’activité antioxydante des extraits par DPPH et ABTS ont révélé des pourcentages
d’inhibition radicalaire importants. Il apparait que les extraits éthanolique de myrte et de thym

sont plus actifs que les extraits d’acétate d’éthyle.

Pour ce qui est de I’activité antifongique contre I’A.niger, les extraits éthanolique ont montré
une activité antifongique bien prometteuse grace a leurs richesse en polyphénols qui ont
interagit avec les cellules par plusieurs mécanismes. A une concentration de 2% des extraits

des plantes ont montré une inhibition fongique optimale (au-dela de 70%).

Dans la deuxi¢me partie de ce travail, les films de PLA contenant des HEs et les extraits des
plantes de romarin, de myrte, de thym et du pistachier lentisque ainsi que les films d’amidon
contenant des HEs ont ¢ét¢ fabriqués afin d’étudier leurs caractéristiques optiques, physico-
chimiques et mécaniques. Il a ét¢ démontré que I’ajout des HEs de MC et de Pist ont changé
significativement la couleur des films de PLA. Ces changements de couleurs sont probablement
dus a I’HE lui-méme mais 1’apparence des films est acceptable au vue des consommateurs
puisque la transparence reste dans les normes exigées. Contrairement aux films de PLA
contenant les extraits des plantes, les films actifs montrent un changement de couleur
significatif par rapport au control. Cette différence est remarquable chez les films de PLA
contenant I’extrait de M_EtA. Les différentes couleurs observées ont été généralement attribués
aux pigments phénoliques des extraits. Les films d’amidon contenant différentes concentrations

d’HESs obtenus sont transparents et leurs transparence convenait a I’emballage alimentaire.

L’incorporation de ’'HE de TC n’a pas impacté significativement le profil de dégradation de
PLA néanmoins elle a diminu¢ la dégradation initiale de PLA. cet effet reste probable pour les

autres films contenant les HEs.

Une augmentation de la cristallinité est observée pour les films de PLA contenant 5% des
HEs de RN, RC1, RC2 et MN. Cela suggére qu’une tendance a se cristalliser a froid pour ces
films ce qui est probable pour les films a faible concentrations tout en montrant une cristallinité
plus ¢levée. Cependant les films contenant 5% de MC augmentent la température de

cristallisation (Tc), ce qui peut augmenter la rigidité du film.
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L’incorporation de 0.5% de T_EtOH a impacté le profil de dégradation thermique de PLA,
d’ou la température de dégradation initiale de PLA a diminué d’une valeur de 345,39°C & une
valeur de 331,82°C pour les films a 0,5% T EtOH. De méme pour la température de
dégradation maximale qui a diminué d’une valeur de 386,16°C a 380,91°C pour les films a

0,5% T_EtOH.

L’allongement a la rupture (E%) a significativement affecté par l'ajout des HEs
commerciale notamment RC1, RC2, MC et TC a la matrice de PLA. En effet, elle a augmenté
significativement a 0,5% de RC1 et TC a une valeur de 40 et 45%, respectivement. De méme a
2 % de MC et a 5% de RC2 I’allongement a la rupture de PLA montre une amélioration
remarquable d’ou il s’est augmenté a 45,1% et 20,4% dans ces films respectivement. Aucune
différence significative n'a été observée dans le module de Young et la contrainte a la rupture
entre le film de controle et les films aux HEs. Sauf les films contenant TC, ou ils ont montré
une légere diminution de la rigidité, a une concentration de 0,5%. Cependant, I’incorporation
des extraits a affect¢ légerement les propriétés mécaniques de PLA. En effet, une légére
augmentation de I’allongement a la rupture a 3%, 2.9% et 2.7% des films contenant 2%M_EtA,
0.5% T _EtA et 1,5% P_EtA, respectivement. Selon nos résultats, 1’allongement a la rupture
diminue avec I’augmentation de la concentration des extraits de T EtOH, T EtA, M_EtOH et
R _EtOH dans les films de PLA. De méme pour le module de Young qui n’a pas montré une
différence significative pour ces films par rapport au control sauf pour les films contenant 5%

P_EtA qui ont montré une diminution de rigidité.

L’incorporation des différentes concentrations des HEs de RN, RC1, RC2, MC et TC 4 0,5,
1,5, 2, 5% dans la solution filmogéne montre un comportement différent sur les propriétés
mécaniques d’amidon. D’ou l'allongement a la rupture (E%) et le module de Young ont été
significativement affectés par l'incorporation des HEs, en particulier pour les RN, RC1, RC2 et
TC. L’allongement a la rupture de I’amidon a été¢ amélioré en particulier a une concentration de
5% pour les films contenant RC1, MC et TC avec des valeurs de 78,5, 71,7 et 67%
respectivement. L’ajout des HEs a une concentration de 5% a entrainé une réduction
significative du module de Young entrainant ainsi des films moins rigides que le film de
contrdle. Contrairement aux films contenant 0,5 et 1,5% de TC qui ont montré une rigidité
assez importante par rapport au film de contréle. Le stress a la rupture des films varie

proportionnellement avec les résultats du Module de Young et d’allongement a la rupture.

Les films de PLA incorporant les HEs commerciales tels que RC1, MC et TC a des
concentrations de 0,5, 2 et 0,5%, respectivement ont montré une meilleure perméabilité a la
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vapeur d’eau. Cependant la perméabilité a la vapeur d’eau des films de PLA n’a pas ét¢ modifi¢
par 1’ajout des extraits des plantes. Néanmoins, une l1égere diminution a été observée chez les
films contenant 0,5%M_EtA, 0,5%T_EtA et 5% R_EtOH. D’autre part, les films d’amidon

contenant 5% de TC ont montré une meilleure perméabilité a la vapeur d’eau.

L’activité antifongique des films de PLA et d’amidon contenant les agents actifs ont été
¢étudiée. Les résultats ont montré que 1’inhibition fongique contre I’A.niger dépend de la nature
et de la concentration des agents actifs incorporés. Les films de PLA contenant RN, RC1, RC2,
TC, et Pist révelent une inhibition optimale contre I’A.niger a une concentration faible
particuliérement a 1,5% sauf pour ’'HE de Pist qui entraine une inhibition importante a une
concentration de 0,5%. L’inhibition fongique des HEs de RC1 et de RC2 augmente avec leurs
concentrations dans le film, mais a 2% elle diminue pour avoir une inhibition modérée et elle
augmente de nouveau au niveau optimal a la concentration de 5%. La méme tendance obtenue
pour les HEs de RN et de RC2. Contrairement aux HEs de TC et de Pist qui ont montré une
faible efficacité d’inhibition a des concentrations ¢levés. Une croissance fongique importante a

été détecté pour les films contenant MC et 1,5% MN.

Les films de PLA contenant M_EtOH, T EtOH , T EtA et P_EtA ont été efficaces pour
inhiber la croissance fongique. En effet, les films actifs incorporant 0,5 et 1,5 d’extrait de
M_EtOH et 0,5-1,5-2% de T_EtOH ont montré une activité antifongique importante ou leur
inhibition fongicide a atteint les 60% a 0,5% et 2% des films contenant M_EtOH et T _EtOH,
respectivement. Les films incorporant 2% de T EtA et 2-5% de P_EtA ont montré une
inhibition fongicide de 55 %. Les films contenant R_EtOH et de M_EtA ont montré une

inhibition faible.

L’évaluation de I’activité antifongique des films d’amidon n’a pas pu avoir lieu grace a la
faible résistance des films d’amidon au milieu de culture d’une part, et d’autre part a la
sensibilité de la matrice d’amidon au champignon A.niger qui par sa réaction d’amylase permet

sa détérioration.

Enfin, la stabilité des agents actifs dans les films de PLA et d’amidon aprés leurs fabrication,
leurs activités antioxydantes et leurs migration des films de PLA et d’amidon a une température
de 4°C via un simulant alimentaire a été traité. Le test de quantification a montré une perte des
HEs et des extraits pendant la préparation du film et en particulier durant le processus de
séchage. Il convient de noter que ces substances actives possedent un degré de stabilité

conduisant a des taux de perte différents. Les films d’amidon et de PLA contenant les HEs de
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RN et de TC ont les plus grandes pertes arrivant jusqu’a 60% de perte en raison de composés
hydrophobes aromatiques (odoriférants) volatils que constitue les HEs RN et TC. Les pertes
des extraits organiques des films de PLA sont de 1’ordre de 28,57+8,57% pour R_EtOH et de
41,70 £6,52% pour T _EtOH. Certains des composés actifs volatils contenus dans ces extraits

peuvent également étre perdus pendant le processus de séchage.

Puisque les HEs n’ont pas montré une activité antioxydante importante, nous n’avons pas
procédé a I’évaluation de I’activité antioxydante des films de PLA et d’amidon contenant les

HEs.

L’examen de I’activité antioxydante des films de PLA contenant 0.5% et 5% des extraits de
plante moyennant les deux méthodes spectroscopiques DPPH et ABTS a révélé que les films
ont montré pouvoir antioxydant important par le test d’ABTS. Ce pouvoir est contribué¢ aux

extraits contenus dans les films qui sont riches en polyphénols et en flavonoides.

La libération de RN, TC, R_EtOH et T EtOH des films de PLA et RN et TC des films
d’amidon obtenus par la méthode de casting vers le simulant alimentaire a 40°C et durant 5
jours a été étudiée.

D’apres les résultats obtenus, on remarque que les extraits de R EtOH et T EtOH ont migré
des films de PLA d’une fagon plus rapide et excessive que I’HEs de RN et TC. Alors que la
libération de RN du film d’amidon est importante par rapport a sa libération du film de PLA.
En effet, Le taux de migration maximale de R_EtOH et de T EtOH des films de PLA durant la
période de test est atteint au cinquiéme jour avec un taux de migration de 1’ordre de 0,38 +0,025
et de 0,45+0,012, respectivement. D’ou la concentration finale de T EtOH et R_EtOH est de
I’ordre de 0,11+0,0010 g/kg de simulateur et 0,20+0,021 g/kg de simulateur, respectivement.
Contrairement pour RN et TC qu’ils ont abouti a leurs maximal de migration des films de PLA
au deuxieme jour de test avec un taux de migration négligeable, et une concentration ne dépasse
pas le 0.02 g/kg de simulateur. La libération de I’'HE de RN a partir de film d’amidon est
remarquable, il atteint son maximum de libération durant les deux premiers jours avec un taux

de migration de ’ordre de 0,640,024, alors que la libération de TC reste négligeable.

La différence de migration obtenue entre les HEs et les extraits organiques est li¢e a la
quantification de ses substances actives dans les films de PLA et d’amidon aprés la fabrication
des films en particulier aprés le processus de séchage. En général, les principaux facteurs

affectant la libération des antioxydants dans le simulant éthylique incluent: les interactions du
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polymere avec le simulant, 1’affinité des agents actifs avec le simulant, polarité du simulant,

solubilité des agents actifs.

Il a été démontré que 1’humidité peut contribuer a la libération des agents bioactifs dans
I’aliment via son absorption a la surface polymérique du film. Cela démontre que les films ayant
une faible perméabilité a la vapeur d’eau ne seront pas rejetés car la diffusion des molécules
d’eau a travers la matrice favorise la libération des agents actifs en excitant leurs activités
antimicrobiennes. Ainsi, I'emballage de libération des agents actifs contrdlé pourrait montrer
une stabilité alimentaire longue a la détérioration de I’aliment par une libération graduelle et
continue des substances actives particulierement dans la surface de nourriture. De méme ces
systémes de libération des agents actifs seront permis non seulement de protéger les aliments

mais aussi d’augmenter le potentiel nutritionnel des denrées alimentaires.

Perspectives

L'oxydation des lipides insaturés est une cause majeure de détérioration de la qualité des
aliments, donnant lieu a l'apparition de mauvais gott et a une perte de valeur nutritionnelle des
produits alimentaires. Les préoccupations sociétales concernant la santé et les antioxydants
utilisés dans les aliments et les médicaments sont en augmentation permanente. Afin de
minimiser la quantité des antioxydants directement ajoutés dans les aliments, les emballages
actifs contenant des antioxydants sont des solutions prometteuses. La pertinence de 1’utilisation
du PLA, polymére industriel biocompostable, pour créer un emballage antioxydants actifs a été
¢tudiée dans ce projet. Pour envisager une réelle application industrielle certains aspects doivent
encore étre étudiés :

» L'incorporation d'autres additifs alimentaires autorisés dans le PLA pourrait étre
intéressante; leurs migrations probables vers des produits alimentaires ne menacera pas
la sécurité des produits emballés.

» La libération rapide et totale des agents bioactifs dans 1’éthanol 50% a 40°C montre la
nécessité d’études complémentaires pour maitriser leur libération progressive pour
assurer un contrdle continu et durable de 1'oxydation.

» Comme nous avons étudié la libération des agents actifs dans les aliments simulés, des
¢tudes complémentaires a 1'aide d’aliments réels au contact de films de PLA-agents

bioactifs sont nécessaires pour réaliser ce projet en conditions réelles. Les aliments
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solides ou pateux présenteront des comportements diffusionnels différents intéressants
a étudier.
D’autres biomatériaux peuvent également étre envisagés :

> Des mélanges de PLA avec dautres biopolyméres tels que I’
hydroxypropylméthylcellulose (HPMC), 1'acétate de cellulose, le PGA, ou le chitosan
peuvent étre développés pour fournir un emballage actif avec une libération controlée
des antioxydants ou en combinaison avec d’autre polylyméres ayant des propriétés
antimicrobiennes tel que la nisine.

» Une extension du mod¢le développé a d'autres antioxydants ou agents actifs ainsi qu’a
d’autres polymeres semblables au PLA peuvent améliorer les applications pour assurer

une meilleure sécurité des produits alimentaires.
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Annexe 1
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Annexe 5

La composition préliminaires en composés bioactifs extraits éthanoliques de romarin, de myrte et de thym et des extraits d'acétate d'éthyle

de myrte et de thym obtenus par LC-UV-ESI/ MS

Nbr Extraits | Pic Composé probable tr Amax MW [M+H]" | [M+Na]® | [M-HJ Fragments Chemical Chemical subclasses
(nm) m/z m/z m/z principales classes
1 A Isorhamnetin-3-O-glucoside 10.2 239 478.40 479 501 477 317, 421, Flavonoids Flavonoid glycosides
399
2 B Acide rosmarinique 360.31 - 382 359 - Acide Acide
11.1 254 phénolique hydroxycinnamique
3 B” Non identifié - - 380 357 -
4 C Luteolin-7-glucuronide 12 276 462.36 463 - 461 285() Flavonoids Flavonoid glycosides
5 D 6-Caffeoylsucrose 12.8 294 504.44 505 - 503 399, 285 Phenolic acid Cinnamic acid
6 E Cirsimaritin 15.6 355 314.29 315 - 313 283,299 Flavonoids O-methylated
R _EtOH . . flavonoids
7 - F Genkwanin 17.8 401 284.26 285 - 283 268, 236, Flavonoids O-methylated
221 flavonoids
8 G Acacetin 19.1 436 284.26 285 - 267 Flavonoids O-methylated
flavonoids
9 G Carnosol 330.42 331 353 329 285() Phenol simple | Diterpene phénolique
10 H Rosmadial 21.5 447 344.40 - 367 343 299+, 327, Diterpene
271 phénolique
11 I Acide carnosique 21.9 501 332.40 - 355 331 2870 Phenol simple | Diterpene phénolique
12 I Carnosol isomere 330.18 - 353 - 285 Phenol simple | Diterpene phénolique
13 A Kaempferol-3-O-rutinoside 8 225 594.52 595 - 593 449+, 449 Flavonoids Flavonoid glycosides
14 B Non identifié 11 253 - 378 - - - -
15 B* Non identifié - 380 359 - - -
16 M_EtOH C Flavocommelin 11.2 256 608.54 609 - 607 631+ Flavonoids Flavonoid glycosides
17 D Tricin 13.2 302-301 331 329 314, 299, Flavonoids O-methylated
285 flavonoids
18 E Non identifié 16.6 381-379 - - - - - - -
19 A Myricetin-3-O-galactoside 8.7 200 480.37 503 479 319+ Flavonoids Flavonoid glycosides
20 B Myricetin-3-O-rhamnoside 9.6 221-220 367.37 487 463 319+ Flavonoids Flavonoid glycosides
21 C Non identifié 14.6 335-337 - - 491 467 - - -
22 M_EtA Non identifié - - 508 - - - -
23 D Non identifié 16.1 367 - - - - - - -




24 A Taxifolin 8.5 191-190 304.25 305 303 285 Flavonoids Flavans
25 B Non identifié 10 253 - - 378 357 - - -
26 B* Acide rosmarinique 360.31 - 382 359 - Acide Acide
phénolique hydroxycinnamique
27 C Fustin ou 3'4',7,8- 11.6 266-265 288.25 289 - 287 285 Flavonoids Flavans
T EtOH tetrahydroxyflavanone
28 D 3.,4,3',4'-tetrahydroxy-5,5'- 13.1 302-301 330.41 331 - 329 314, 285 Biphenols
diisopropyl-2,2'-
dimethylbiphenyl
29 Hispidulin 14.5 332 300.26 301 - 299 284 Flavonoids O-methylated
flavonoids
30 Eupatilin ou Nevadensin 34431 345 - 343 328 Flavonoids O-methylated
flavonoids
31 F Non identifié 16.6 381-380 - - - - - - -
32 A Non identifié 7.9 182-181 - 633 631 - - -
33 B Myricetin-3-O-galactoside 8.8 200-199 480.37 481 503 479 319+ Flavonoids Flavonoid glycosides
34 C Myricetin-3-O-rhamnoside 9.6 220 464.37 465 487 463 316(-), 928 Flavonoids Flavonoid glycosides
35 T_EtA Non identifié 10.1 232 - - - - - - -
36 E Apigenin-7-O-glucuronide 20.2 462-461 446.36 447 - 445 - Flavonoids Flavonoid glycosides
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Annexe 7

Isorhamnetin-3-O-glucoside
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Les structures chimiques des composés révélés dans la composition des extraits de romarin,

de myrte et de thym.







