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Introduction générale

Introduction générale

Dans l'industrie agro-alimentaire, I'emballage est I'interface entre la chaine de production et la
chaine de distribution. Les emballages sont si nombreux et si variés qu'ils permettent la
conservation et la distribution de toutes les formes d'aliments pouvant étre mises, aujourd'hui,

sur le marché.

Bien que certains principes régissent I'emballage des denrées alimentaires, chaque type
d'aliment a emballer pose un cas particulier. Il est devenu fondamental de déterminer les

caractéristiques des matériaux d'emballage utilisés en fonction du produit et de sa distribution.

Le développement durable des activités industrielles sera I'un des grands enjeux du 21éme
siecle. Les tendances industrielles se penchent vers des produits propres et écologiques, d’ou
I’intérét d’intégrer des produits naturels facilement recyclable et biodégradables. Il est donc
important de faire le point sur l’utilisation des ressources naturelles dans les matériaux

composites qui devient de plus en plus fréquente.

Dans ce contexte, les films d'emballage a base d'acide polylactique (PLA) ont gagné en
popularité en tant qu'alternative écologique aux plastiques traditionnels dérivés du pétrole. Le
PLA est un biopolymére biodégradable et compostable, fabriqué a partir de ressources
renouvelables telles que I'amidon de mais ou la canne a sucre. Il présente de nombreuses
caractéristiques intéressantes, notamment une bonne barriére aux gaz et aux liquides, une

transparence élevée et une résistance mécanique adéquate.

Cependant, I'un des défis majeurs des films d'emballage en PLA est leur sensibilité aux micro-
organismes responsables de la détérioration des aliments. Les chercheures se sont intéressés a
I’incorporation des huiles essentielles ainsi que des extraits de plante ayant des propriétés

antibactérienne et antifongique tel que 1’origan, le romarin, le thym, les feuilles d’olivier...

L'origan est une plante aromatique largement utilisée en cuisine, mais elle possede egalement

des propriétés antimicrobiennes puissantes. L'extrait d'origan, riche en composeés bioactifs tels
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que le carvacrol et le thymol, présente un potentiel intéressant pour améliorer la sécurité et la

durée de conservation des aliments emballés.

Dans ce travail, nous explorerons donc I’optimisation et I'élaboration des films d'emballage
alimentaire a base de PLA et d'extrait d'origan par les plans d’expériences. Nous examinerons
les propriétés du PLA en tant que matériau d'emballage, ainsi que les méthodes de fabrication
et les caractéristiques des films obtenus. De plus, nous discuterons des effets de I'extrait d'origan

sur la qualité et la securité des aliments.
Pour faciliter la lecture de ce document nous avons choisi d’articuler le travail en trois chapitre :

+ Le premier chapitre présente une étude bibliographique sur ’emballage alimentaire
bioactif, le PLA, ’origan et les plans d’expériences utilisée.

+ Le deuxiéme chapitre décrit les différents techniques d’élaborer des films ainsi que le
matériel et les méthodes utilisée pour les analyse physico-chimique et biologique.

+ Le troisieme chapitre illustre les résultats obtenus ainsi que leur interprétation.

+ Enfin une conclusion générale cl6ture le travail.
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Etudes bibliographiques
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Chapitre I. Etudes bibliographiques

I. Emballage alimentaire

I.1. Introduction
Avec les développements scientifiques et les avancées technologiques récentes en matiere de

conservation des aliments, I’industrie des emballages alimentaires n’a cessé de se développer
pour d’une part, suivre ces développements, et d’autre part, répondre aux exigences croissantes

du consommateur.

[.2. Catégories d’emballage alimentaire
-L’emballage de vente ou emballage primaire

Il est en contact direct avec le produit. 1l a pour but de contenir et de préserver celui-ci.
Cet emballage doit étre compatible avec le produit et le protéger de tout contaminant extérieur

pouvant causer une éventuelle dégradation non souhaitée.

-L’emballage groupé ou emballage secondaire

11 est souvent utilisé pour la protection de 1’'unité ou pour faciliter I’utilisation du produit.
Plusieurs emballages primaires peuvent étre contenus dans un emballage secondaire qui
correspond donc a I'unité de vente. Il a également pour fonction de communiquer au

consommateur 1’information sur le produit et par conséquent, de vendre le produit.

-L’emballage d’expédition
Il regroupe plusieurs emballages secondaires pour la manutention et la protection des

contenants durant le transport.

-L’emballage de transport ou emballage tertiaire
Il est souvent fait par des palettes réutilisables en bois ou en plastique qui permettent le
transport, le stockage et la manutention de certaines quantités d’unités d’expédition [2] (Multon

et Bureau,1998). Comme le montre la figure :1
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Emballage primaire

~—— > |
';‘-"'Mﬁ Emballage secondaire

Emballage
d'expedition

Emballage
de transport

\ = = .r.-'?-""‘”’ .

Figure 1 : Classification d’emballages alimentaires (Multon et Bureau, 1998).

[.3. Fonctions de I’emballage
Tous les emballages répondent a des fonctions précises qui n’ont guére varié dans leur principe,

mais qui connaissent une importance croissante dans notre vie quotidienne :

» Une fonction de contenant : ’emballage est d’abord un récipient, associé a des
servitudes réglementaires métrologiques : obligation de 1I’indication exacte de la masse
ou de volume contenu ; cette fonction évolue a I’heure actuelle vers le fractionnement

en unité de consommation (individuelle, journaliére, ...) ;

» Une fonction de présentation, visant a remplir I’attention et a séduire 1’acheteur dans le

linéaire du super ou de I’hypermarché (c’est la fonction ‘‘marketing’’) ;

» Une fonction d’information par 1’étiquetage, de plus en plus importante, associée a une

servitude réglementaire d’exactitude des renseignements donnés ;

» Une fonction de service, dans la mesure ou I’emballage apporte un service spécifique :
flacon pulvérisateur, flacon saupoudreur, boite auto —chauffante, etc. La notion de
service s’étend également a la commodité d’emploi, notamment a la facilité d’ouverture
sans outils particulier. On pourrait inclure dans cette fonction de service une fonction

de réutilisation, de nombreux emballages connaissant un second usage, parfois imprévu
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; reutilisation parfois utilisée comme argument de vente (on pense au verre a moutarde,

par exemple).

» Une fonction de sécurité alimentaire : protection vis-a-vis d’une contamination ou

d’une population délictueuse (fraude, vol par substituions, malveillance, etc.).

» Une fonction de conservation et de protection de la qualité du produit alimentaire contre
les agents extérieurs d’altération physico-chimiques et biochimiques des aliments
associée a une obligation d’innocuité et d’inertie chimique de I’emballage lui-méme vis

-a-vis de son contenu [3,4].

I.4. Norme liée a la maitrise de ’hygi¢ne des emballages

Deux normes 1ISO 22000 et NF EN 15593 permet la certification des systemes des entreprises,
de matiere respectivement de sécurité des denrées alimentaires et hygiene dans la fabrication

des emballages.

En 2016, les polymeres biosourcés non biodégradables comme le PET et le PE représentent
déja la plus grande partie des capacités mondiales de production de bioplastiques Cette tendance

va s’amplifier dans les prochaines années, portée par le développement du PET biossourcé [5].

On constate également qu’en 2016, le PLA est le deuxiéme polymére en termes de capacités

de production, avec 5,1 % des capacités mondiales.

[.5. Matériaux d’emballages alimentaires

L’industrie de I’emballage se compose de différents secteurs en fonction des matiéres utilisées

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

e Le verre : transparent et coloré

e Le métal : canettes métalliques, boite de conserve.

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

glacée en carton paraffine.
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e Le bois: utilisé pour certains emballages de fromage
e Le plastique (PE, PP, PET...selon la composition des polymeéres) : contenant d’eau de
source, de boissons gazeuses, contenants alimentaires [6]
L’emballage plastique est résistant, il évite ainsi des pertes de produit, des risques de dommages
pour I’aliment qu’il protége. Il s’est adapté aux cadences de conditionnement de 1’industrie
agroalimentaire et aux modes de distribution des produits. Les différents matériaux les plus
utilisés sont : PET, PS, PP [7].

L.6. Essai de contrdle de qualité de I’emballage plastique
1.6.1. Contréle de la qualité microbienne de I’emballage alimentaire

L’évaluation de la qualité microbiologique des matériaux mis au contact des aliments
demeure un probléme complexe car il convient d’une part, de connaitre sa signification dans
I’ensemble emballage-produit et d’autre part de déterminer son origine ainsi que les moyens
éventuels de décontamination a mettre en ceuvre [3].

Certains industriels du secteur agroalimentaire établissent des cahiers des charges fixant des
limites de contamination de leurs productions via 1’emballage, et imposent des criteres
microbiologiques a respecter par leurs fournisseurs.

Afin d’évaluer la contamination de leurs produits, les industriels de 1’emballage ont a leur
disposition les différentes techniques classiques de contrdle de 1’hygiene.

La signification de la charge microbienne portée par I’emballage doit étre prise en considération
lorsque le produit est lui-méme trés pauvre en germes, ou lorsque des contaminants s’avérent
capables de coloniser certaines parties de I’aliment (exemple de moisissures se développant en

surface sous les opercules de fromages frais ou yaourts).

I.7. Interaction physico- chimiques Emballage / Aliment
Les emballages alimentaires sont rarement inertes. L interaction entre le contenant et le contenu

peut aboutir a des transferts de matic¢re. Ces phénomeénes sont susceptibles d’altérer la qualité
de I’aliment, de détériorer les propriétés mécaniques de I’emballage et de causer des problemes
toxicologiques [8].

Trois types d’interactions sont possibles entre 1’emballage et 1’aliment : la perméation la

sorption et la migration
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1.7.1. Perméation
La perméation se caractérise par le transfert de gaz a travers I’emballage, notamment 1’O2 vers

I’aliment, le CO2 vers I’extérieur de I’emballage et le passage des composés volatils de
I’extérieur vers 1’aliment.

Ce phénomene doit étre réduit afin d’éviter la prolifération des bactéries dans I’aliment, les
pertes de carbonatation dans les boissons gazeuses, la perte des arémes ou de flaveur dans le
produit fini. En effet, les propriétés organoleptiques des aliments résultent d’un équilibre entre
les composés volatils qui sont susceptibles de se transférer du produit vers I'extérieur (perte
d’arébmes) et les substances susceptibles de passer de |'extérieur vers I'aliment (contamination de

produit) [9].

1.7.2. Sorption
La sorption est I’assimilation des constituants de I’aliment par la paroi I’emballage plastique

suivie de leur pénétration dans le polymere. Le processus de sorption peut induire une perte des
ardbmes de I’aliment et entrainer une modification structurale du polymere.

En effet, le vieillissement irréversible du polymeére peut étre induit par des modifications de la
structure chimique des chaines macromoléculaires et de son état physique.

Les phénomeénes de sorption sont plus fréquents avec des composés lipophiles, cela est dd a la
grande affinité pour la plupart des emballages qui sont aussi peu ou pas polaires (PE, PET, PS,
PP).

De plus, si le matériau plastique est recyclé ou réutilisé comme emballage destiné au contact

alimentaire, les composés étrangers absorbés dans le polymeére sont des éventuels migrants [9].

1.7.3. Migration
La migration des constituants de I’emballage (monomeéres résiduels, additifs, néoformés, etc.)

vers le produit conditionné est un autre type d’échange de matiére qui constitue un probléme
de sécurité alimentaire.

La migration peut se définir comme le transfert de matiere d’une source externe vers I’aliment.
De facon genérale, ce transfert de matiere peut se produire pendant la production, le transport,
le stockage, la cuisson ou méme pendant la consommation de 1’aliment [10].

Le processus de migration de I’emballage polymérique vers le produit fini peut étre décrit en
trois étapes étroitement liées entre elles. Ces étapes sont les suivantes :

- La diffusion du migrant au polymeére gouverné par le coefficient de diffusion (D).

- La solvatation de I’interface polymeére / aliment contrdlée par le coefficient de partage (K).
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- La dispersion de la molécule diffusante dans I’aliment qui dépend de la solubilité¢ et du
coefficient de diffusion [11].
Comme la figure 2 représente les Trois types d’interactions entre I’emballage et I’aliment : la

permeation, la sorption et la migration

( FEmballage ‘\
=

PERMEATION| SORPTD)NI
Aromes @ - @ - @
(A)deurs o >- D
Gaz b Aliment )

i

N [MIGRATIONID

Figure 2 : Transfert de la matiere entre aliment et emballage.

Depuis la découverte du pétrole, la production des matériaux plastiques augmente chaque
année, mais leur caractere polluant a altéré le systeéme €écologique. L’impact de ces matériaux
sur I’environnement a incité les scientifiques a la recherche de nouvelles alternances pouvant
diminuer 1’utilisation massive de ressources fossiles. C’est ainsi qu’apparait de nouveaux
matériaux issus de la biomasse. Ces derniers possédent des propriétés particulierement
intéressantes pour I’industrie plastique... [12,13]. Ce sont les biopolyméres ou polymeéres

biosourcés [14].

Le marché des plastiques biosourcés et / ou biodégradables comme le montre la figure (3) est
en constante évolution. Il est notamment porté depuis plusieurs années par les importantes
évolutions des capacités de production des polymeres biosourcés et non biodégradables. Avec
2,1 millions de tonnes de capacité de production en 2018, les bioplastiques représentent ainsi
environ 0,75 % du marché mondial des polymeres. Presque la moitié de cette quantité concerne

la production de polymeéres biodégradables, quelle que soit leur origine [15].
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Global production capacities of bioplastics
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Source: European Bioplastics, nova-Institute (2018)
More information: www.european-bioplastics.org/market and wuw.bio-based.eu/markets

Figure 3 : Capacité globale de production des bioplastiques [15].

1.8. Bioplastiques

1.8.1. Définition des bio polymeéres (bioplastiques)
Les bio polymeéres sont des polymeéres issus exclusivement d’organismes vivants ou de

polymeéres synthétisés a partir de ressources renouvelables. Ils sont d’origine biologique et ont
un caractére biodégradable [16].

1.8.2. Classification des bioplastiques
Le développement des bioplastiques est encore a son début, il représente approximativement 5

a 10 % du marche du plastique qui est de 200 millions de tonnes par an. Les matieres plastiques
ou matériaux biodégradables peuvent avoir deux origines :
L'industrie pétrochimique ou les ressources renouvelables [17].

La figure 4 explique
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matiéres premieéres
renouvelables

Biopolymeéres Biopolymeéres
Ex. BioPE (PP/PET), PA Ex.PLA, PHA,
biosourcé, PTT amidons
Non
biodegradable t Biodegradable

Polymeéres Biopolymeéres

conventionnels
Ex. PBAT, PBS, PCL

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

Matiéres premiéres
pétrochimiques

Figure 4 : Matrice des bioplastiques [17].

1.8.3. Application des biopolymeres dans [’emballage alimentaire
Les biopolymeéres présentent des propriétés intéressantes pour les applications dans le domaine

de I’emballage. A part leur fonction premiére de protection des produits, les biopolyméres
offrent aux emballages d’autres fonctions grace a leurs propriétés intrinséques. On peut citer,
par exemple, leur perméabilité a la vapeur d’eau intéressante pour emballer les produits frais
comme les fruits et les légumes [18].

Des bioplastiques des quatre groupes de la figure 5 sont utilisés comme matériaux afin de
produire une gamme trés diversifiée d’emballages alimentaires. Des bouteilles, des sacs, des
boites, des contenants rigides et des plateaux sont quelques-unes des nombreuses applications
actuelles. Afin de répertorier des exemples représentatifs du marché actuel, certains des plus
gros fournisseurs de bioplastiques sont présentés dans les sections suivantes ainsi que des
applications de leurs produits dans le domaine de 1’emballage alimentaire. Cette méthodologie
est bien adaptée au marché actuel de I’emballage qui est trés concentré. Les 5 plus gros

producteurs de bioplastiques fournissent plus de 50 % de I’industrie dans ce créneau [19].

10
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i——-

NOTE: Groupes 1 a 3 issus de ressources renouvelables (biosourcés). Groupe 4: issus de ressources non-renouvelables.

||
Bio-polyesters

Figure 5 : Classification des bioplastiques [19].

Les bioplastiques obtenus par synthése a partir de monomeres renouvelables peuvent étre
regroupés en deux sous-groupes. Les bioplastiques biodégradables comme I’acide polylactique
(PLA) et les bioplastiques non biodégradables qui comprennent par exemple le polyéthylene
biosourcé (BioPE).

1.9. L’acide polylactique
Le poly (acide lactique) ou acide polylactique ou polylactide (PLA) est un polyester aliphatique

biodégradable linéaire dérivé de résine, renouvelables, qui appartient a la famille des
thermoplastiques et qui attire beaucoup d’attention a la recherche en raison de son a
renouvelabilité, biodégradabilité, biocompatibilité et bonne propriétés mécaniques [20]. Le
(PLA) est considéré comme alternative aux polymeres non biodégradables [21].

L’acide poly-lactique est un polymére de haute masse moléculaire, dans I’unité de base et (-O-
CH(CHS3)-CO) (figure 6) une fois que le PLA se dégrade dans la nature, il se décompose en
eau et des oxydes de carbone. La teneur en dioxydes de carbone atmosphérique n’augmente pas

puisqu’il a été prélevé dans I’atmosphére par les matiéres premieres agricoles.

11
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O (fH K=

Figure 6 : Structure chimique du poly (acide lactique).

1.9.1. Propriétés thermiques
Comme tout polymeére thermoplastique, le poly (acide lactique) posséde une température de

transition vitreuse (Tg) et, selon sa tacticité, une température de fusion (Tf) qui dépond de la
masse moléculaire et de la pureté optique [22]. Les températures de transition vitreuse du PLLA
et du PDLA variant de 55 a 60 °C [23] alors que les températures de fusion peuvent varier de
120 °C & 230°C selon la composition en stéréo-isomeres [24,25].

Les polymeres préparés a partir de méso-lactide ou d’un lactide racémique sont en générale des
polymeres amorphes qui n’ont pas de température de fusion (Tf). Le PLA est stable
thermiquement jusqu’a 300°C. A des températures supérieures, la dégradation de PLA entraine
la formation d’espéces volatiles et d’un résidu carboné qui serait composé principalement de

carbones insaturés [26].

Tableau .1 : propriétés mécaniques et thermiques du PLA [25].

Propriétés Mesures
Masse Volumique (g /cm ) 1,24
Température vitreuse (C°) 60-65
Température de Fusion (C°) 138-150
Module de Young (MPa) 20-50
Résistance (MPa) 45
Allongement a la rupture 9
Déformation % 2,5

1.9.2. Propriétés physiques
Les propriétés physiques des matériaux polymeres sont tres importantes car elles refletent la

structure hautement ordonnée du polymere et influencent sur les propriétés mécaniques comme

les propriétés €lastiques, la résistance a la traction, la contrainte ...

12
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Ces propriétés dépendent des structures ordonnées de ces matériaux polymeres telles que
I’épaisseur cristalline, la cristallinité, la taille des sphérolites et le degré de 1’orientation de la
chaine [27].

Les principales propriétés physiques du PLA sont données dans le tableau 2

Tableau .2 : principales propriétés physiques du PLA [28]

Propriétes Valeur
Masse molaire (g /mol) 100 000 a 300 000
Température de transition vitreuse (°C) 50-70
Température de cristallisation (°C) 110
Point de fusion (°C) 130-215
Cristallinité (%) 10-40
Energie du surface (dynes) 38
Densité 1,25
Pramétre de solubilité ( J*°cm™°) 19-20,5
Perméabilité a la vapeur d’eau (g / m?/ jour) 172
Indice de fluidité a chaud (g /10 min) 2-30

1.9.3. Propriétés mécaniques
Les propriétés mécaniques de 1’acide poly lactique(PLA) peuvent aller du plastique élastique

aux matériaux rigides. Pour de meilleures propriétés mécaniques, le PLA semi-cristallin est
souvent préféré au polymere amorphe. La masse molaire du polymeére ainsi que le degré de
cristallinité ont une influence significative sur les propriétés mécaniques [28].

Dans plusieurs types de PLA, les propriétés mécaniques avoisinent celles de certains

polymeéres tels que le polystyréne (PS) et le polyéthylene téréphtalate (PET) (tableau 3).

Le PLA présente des propriétés mécaniques relativement bonnes avec :

= Un module d’élasticité de [’ordre de 2 a 4 GPa.
= Une résistance a la traction allant de 50 a 70 MPa.
= Contrainte a la rupture 40-60MPa.

= Résistance a I’¢élongation.

Cependant son allongement a la rupture faible limite son utilisation [29].

13
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Tableau .3. Propriétés mécaniques de quelques polymeres [29].

Polymére Contrainteala  Allongement ala Module d’Young Température
maximale

Rupture [MPa] rupture [%] [GPa] d’utilisation [°C]
PLA 40-60 4-7 20-4.0 50-60
PET 69 300 2.8-4.1 204
PS 41-52 3 3.1 78
LDPE 6-17 - 0.1-0.2 65
HDPE 20-37 - - 121
PAG6 62-83 - 1.2-2.8 -
PP 33-38 - 1.1-15 121

1.9.4. Biodégradation de I’acide poly lactique
Le PLA se dégrade facilement dans 1’environnement dans une période de six mois voire deux

ans au maximum contrairement aux plastiques conventionnels tel que le PE et PS qui prennent
une période de 500 voire 1000 ans [30].

La dégradation des polymeres se produit principalement par scission des chaines principales ou
des chaines latérales des macromolécules. Elle est généralement induite par :

e Activation thermique ;

e Activité biologique (enzymes) ;
e Oxydation ;

e Photolyse ou radiolyse ;

e Hydrolyse.

Le PLA dégradé par I’hydrolyse de la liaison ester ne nécessite pas la présence d’enzymes pour
catalyser cette hydrolyse. Le taux de dégradation dépend de quelques parametres tels que : la
taille et la forme de ’article, la température d’hydrolyse, I’humidité, la salinité et la présence

ou absence d’oxygene [30,31].
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II- L origan
[1.1. Description
L’origan est connu sous le nom de marjolaine sauvage ou de grande marjolaine. C’est une

espece vivace, ses tiges sont souvent parcourues de rouge, portant a leur extrémité des panicules
de fleurs rouge-violet ou rose péle. Les feuilles permettent de distinguer entre les deux especes
Origanum vulgare L et Origanum onites L (figure 7). L’origan est une plante de la famille des
Lamiaceae dont les parties utilisables sont les feuilles. [32]

Origanum vulgare

Figure 7 : Origanum vulgare L (Origan). (Teuscher et al., 2005).

I1.2. Composition chimique
L'origan est une plante aromatique riche en composés bioactifs tels que les phénols, les

terpenes et les flavonoides. Selon l'article "Origanum vulgare : A Review on Chemical
Composition, Health Benefits and Pharmacological Properties" publié dans le Journal of
Agriculture and Food Chemistry, I'huile essentielle d'origan est composée principalement de
carvacrol et de thymol, deux phénols qui comportent des propriétés antiseptiques, antifongiques
et antivirales. L'huile essentielle d'origan contient également des terpénes tels que le p-cyméne,
le y-terpinéne et le linalol, ainsi que des flavonoides tels que la lutéoline et 1’apigénine
(tableaux4). Ces composés ont des effets antioxydants, anti-inflammatoires et anticancéreux.

En plus de I'huile essentielle, les feuilles d'origan contiennent également des acides
phénoliques tels que I'acide rosmarinique et I'acide caféique, ainsi que des flavonoides tels que
la quercétine et la kaempférol. Ces composés ont des propriétés anti-inflammatoires,
antioxydantes et antimicrobiennes. [33]
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Tableau 4 : constituants principaux de I’huile essentielle de 1’origan (Carson & al. 2006).
[33]

Densité PM (g/mol) Solubilité Structure chimique
(g/ml) (Poids
Moléculaire)
Thymol ou 0.9a0.95 150.2 Tres peu
acide soluble dans -
thymique I'eau [| “]
(C10H140) (1/1000), tres A
¥ OH

soluble dans [

I"alcool N
Carvacrol 0.9a0.95 150,2 /
(C10H140) OH
y-terpinéne 0.85 136 / CH
(C10H16) i

H.C "CH,

Cymeéne 0.85 134 Insoluble H4C CH;y
(C10H14) dans I'eau et

soluble dans

I'alcool et

I’éther

CH;

11.2.1. Huile essentiel
L'huile essentielle d'origan est extraite des feuilles et des fleurs de la plante Origanum vulgare

par distillation a la vapeur d'eau.l'huile essentielle d'origan contient principalement du carvacrol
et du thymol, deux phénols aromatiques qui lui conférent ses propriétés antiseptiques,
antifongiques et antivirales. L'huile essentielle d'origan contient également des terpenes tels que
le p-cyméne, le y-terpinene et le linalol, ainsi que des composés phénoliques tels que l'acide

rosmarinique et I'acide caféique. Ces composeés ont des propriétés anti-inflammatoires. [35]

Cependant, il est important de noter que I'huile essentielle d'origan est tres puissante et doit

étre utilisée avec précaution. Elle peut étre irritante pour la peau et les muqueuses et ne doit
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jamais étre ingérée pure. Elle doit toujours étre diluée dans une huile végeétale avant utilisation.
[35]
[1.2.2. Antioxydants

L'origan est une source riche d'antioxydants naturels tels que les phénols et les
flavonoides. Les composés phénoliques les plus abondants dans l'origan sont I'acide
rosmarinique et l'acide caféique. Ces deux composés ont des propriétés antioxydantes et anti-

inflammatoires qui peuvent aider a protéger contre les dommages oxydatifs dans le corps.

En outre, I'origan contient également des flavonoides tels que la lutéoline et I'apigénine,
qui sont également des antioxydants puissants. L’origan a un potentiel antioxydant élevé en

raison de sa forte teneur en phénols et flavonoides. [36]

Il est important de noter que les antioxydants présents dans I'origan peuvent aider a
protéger contre les dommages oxydatifs, mais ils ne doivent pas étre considérés comme un
remplacement pour une alimentation saine et équilibrée. Il est recommandé de consommer

I'origan en quantités modeérées en tant que partie d'un régime alimentaire sain et varie. [37]

I1.3. Propriétés de I’origan
L'origan est une plante aromatique qui posséde de nombreuses propriétés bénéfiques pour

la santé. Voici quelques-unes des propriétés de l'origan :

e Propriétés antimicrobiennes : Les actifs composés de I'origan, tels que le carvacrol
et le thymol, ont montré une activité antimicrobienne significative. lls ont la capacité
d'inhiber la croissance de diverses souches bactériennes, y compris des pathogénes
responsables d'infections alimentaires comme Salmonella et Escherichia coli. Des
études in vitro ont démontré I'efficacité de I'origan contre des bactéries résistantes
aux proposer, ce qui en fait un agent potentiel pour lutter contre I'antibois résistance.
[38]

e Propriétés antioxydantes : L’origan contient une variété d'antioxydants, tels que
les flavonoides, les phénols et les terpénes. Ces composés peuvent neutraliser les
radicaux libres, causant ainsi les dommages oxydatifs dans l'organisme. Les
antioxydants de I'origan peuvent aider a prévenir les maladies cardiovasculaires en
protégeant les lipides et les protéines contre I'oxydation, en diminuant le profil
lipidique et en favorisant I'inflammation. [39]

e Propriétés anti-inflammatoires : Les composés bioactifs de l'origan, tels que

I'acide rosmarinique et les flavonoides, ont des propriétés anti-inflammatoires. Des
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études ont montré que I'origan peut inhiber la production de certaines cytokines pro-
inflammatoires, favorisant ainsi I'inflammation dans le corps. L'origan peut étre
bénéfique pour atténuer les symptébmes de maladies inflammatoires telles que
I'arthrite, I'asthme et les affections dermatologiques inflammatoires. [40]

e Propriétés antimutagenes : Des études ont proposé que l'origan puisse avoir des
effets antimutagenes en aidant a prévenir les mutations de I'ADN. Cela peut étre
attribué a la présence de composés tels que les polyphénols et les terpenes dans
I'origan, qui peuvent protéger I'ADN contre les dommages oxydatifs et d'autres
substances mutagénes. [41]

11.4. Utilisations

I1.4.1. Usage médicinal
Les médecins de I'antiquité auraient utilisé cette herbe contre les empoisonnements, comme

Désinfectant et comme moyen de conservation [42]. Elle pourrait étre utilisée dans toutes
pathologies infectieuses : infections respiratoires, diarrhées du nouveau-né et de l'adulte,
infections urinaires et génitales (métrites et endométrites), infections cutanées (abces), etc...
Elle est souvent administrée par voie orale et locale (cutanée) [43]. Cependant, la voie orale ne

serait pas recommandée en usage humain [42].

11.4.2. Usage traditionnel
L’usage de I’Origan dans la zone d’investigation est bien connu aux propriétés médicinales tres

intéressantes. Il calme la toux en favorisant 1’expectoration, bon stimulant de [’appareil
digestif ; I’Origan, condiment classique des pizzas [44]. En usage externe, sous forme de lotions
(infusion concentrée) ou de pommade, s’emploie sur I’eczéma. Remede populaire du torticolis
des douleurs rhumatismales [44]. En outre, les espéces d’Origan sont utilisées également
comme des désinfectants puissants et comme des agents odoriférants dans les parfums. [45]
I1.5. Commercialisation de I’origan

L'origan, une herbe aromatique populaire dans de nombreuses cuisines a travers le monde,
est également un produit commercialise a grande échelle. La commercialisation de l'origan

comprend plusieurs aspects, tels que la production, la transformation, la distribution et la vente.

La production d'origan est généralement effectuée dans des régions propices a sa croissance,
ou le climat et le sol sont favorables. Les principaux pays producteurs d'origan sont la
Turquie, le Mexique, I'Egypte, I'Espagne et la Gréce. La culture de I'origan peut se faire de
maniere conventionnelle ou biologique, selon les préférences des producteurs et des

consommateurs.
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Une fois rappelé, I'origan peut étre transformé de différentes maniéres pour répondre aux
besoins du marché. Il peut étre séché, broyé ou transformé en huile essentielle. Ces
différentes formes de I'origan sont utilisées dans diverses industries, telles que l'industrie

alimentaire, I'industrie pharmaceutique et I'industrie des produits de santé naturels.

La distribution de I'origan se fait a travers des canaux de commercialisation variés. 1l peut
étre vendu directement par les producteurs sur les marchés locaux ou étre commercialisé a
I'échelle internationale par le biais d'exportateurs et d'importateurs spécialisés. L'origan est
souvent vendu en vrac, mais il peut également étre conditionné dans des emballages de

différentes tailles pour répondre aux besoins des consommateurs.

La commercialisation de l'origan dépend largement de la demande du marché. Les
consommateurs recherchent de plus en plus des produits naturels et sains, ce qui a conduit
a une augmentation de la demande pour l'origan et d'autres herbes aromatiques. De plus,
I'origan est souvent utilisé comme ingrédient dans l'industrie alimentaire, ce qui contribue

également a sa demande.

En conclusion, la commercialisation de I'origan est un processus complexe qui implique la
production, la transformation, la distribution et la vente de cette herbe aromatique. La
demande croissante pour des produits naturels et I'utilisation de I'origan dans I'industrie

alimentaire contribue a son succes sur le marché mondial.

[1.6. Toxicité
Il ne faut pas l'utiliser pure car le carvacrol et le thymol sont (comme tous les phénols)

irritants pour la peau et les muqueuses. Un surdosage pourrait entrainer des convulsions
(Labre, 2012). En usage humain, il est recommandé de ne pas dépasser 1% dans les
mélanges (Hammer et al. 1999). Sur des souris, une administration par voie orale de 650
mg/kg de poids vif d’HE d'origan est 1étale. Par contre, des doses plus petites (environ 100-
200 mg/kg) administrées quotidiennement et mélangées avec de I'huile d'olive sont tres bien
tolérées (Manohar et al. 2001).

III. Extraction de I’origan
L'origan peut étre extrait par plusieurs méthodes, chacune ayant ses avantages et ses
inconvénients.
I11.1. L'extraction par distillation a la vapeur
Cette méthode consiste a faire passer de la vapeur d'eau a travers les feuilles d'origan, ce qui

permet d'extraire I'huile essentielle de la plante. L'huile essentielle est ensuite séparée de I'eau
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de distillation pour obtenir un produit pur. Cette méthode est couramment utilisée pour produire

des huiles essentielles d'origan de haute qualité. [46]

[11.2. Extraction par solvant
Cette methode utilise des solvants tels que I'éthanol ou I'nexane pour extraire les composés

actifs de l'origan. Les solvants sont évaporés pour obtenir un extrait concentré qui peut étre
utilisé pour la fabrication de produits pharmaceutiques, de compléments alimentaires et d'autres
produits. [47]

[11.3. Extraction par pression a froid
Cette méthode consiste a presser les feuilles d'origan pour en extraire I'huile essentielle.

Cette méthode est moins courante que la distillation a la vapeur, mais elle peut étre utilisée pour

produire de I'huile essentielle d'origan de haute qualité.

[11.4. Extraction par infusion
Cette méthode consiste a faire infuser les feuilles d'origan dans I'huile ou I'eau chaude

pour extraire les composeés actifs. Cette méthode est souvent utilisée pour produire des infusions

et des décoctions a base d’origan. [48]

Chacune de ces méthodes présente des avantages et des inconvénients en termes d'efficacité, de
co(t et de qualité du produit final. Le choix de la méthode d'extraction dépend du type de produit

que I'on souhaite obtenir et des ressources disponibles.

IV. Plans d’expérience
IV.1. Définition d'un plan d'expérience et domaine d'application Un plan expérimental est une

méthode de planification ou d'organisation des expériences scientifiques et industrielles et
quantifier divers facteurs dans un domaine expérimental bien défini dans le but de les optimiser
[49]. Leur objectif est d'obtenir le plus d'informations avec le moins d'expérimentation. Le
design expérimental est appliqué dans différents domaines scientifiques : agronomie, biologie,
chimie, électronique, marketing, mécanique, physique, agroalimentaire, etc. [50]. Il permette
d'optimiser des processus ou des produits que ce soit dans les phases de développement, de
production ou de contr6le qualite. Le succes de la recherche et de I'industrie est lié au besoin

de compétitivité des entreprises, elles améliorent la qualité et réduire les codts [51].

IV. 2. L’avantage du plan d’expériences :
Les plans d’expériences sont a la base des protocoles industriels modernes [52]. Les
expérimentateurs ont constaté que la méthode des plans d’expériences est plus efficace que les

démarches habituelles de conduite des essais. Par ailleurs, elle apporte a I’expérimentateur un
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puissant outil de réflexion et d’analyse qui lui permettra de mener son expérimentation avec
sreté et précision. Les principaux avantages de cette méthode sont [52] :

¢ Une diminution notable du nombre d’essais ;

o
*¢

*

Une possibilité d’augmenter le nombre de facteurs étudiés ou leurs niveaux ;

/7
*

Une prise en compte d’éventuelles interactions entre facteurs ;

X/
°e

Une recherche de la réponse optimale ;

X/
°e

Une modélisation simple des résultats

e

*

Une bonne précision dans la détermination des résultats ;

IV.3. Terminologie :
e Laréponse

C'est une quantité qui consiste a une quantification des performances du systeme étudié,
elle dépend d'un ou de plusieurs facteurs [53].
e Les facteurs
Les parameétres qui changent au cours du test et les parametres qui devraient influencer
le changement de la réponse (variables a étudier) [54].
e Domaine d'un facteur
Un facteur varie généralement entre deux bornes, a savoir : une borne inférieure et une borne
supérieure. En plan d'expérience, un ensemble de valeurs que peut prendre un facteur entre un
niveau bas et un niveau haut est appelé le domaine de variation du facteur ou le domaine du

facteur, généralement représenté par (-1) pour le niveau bas, et niveau haut (+1) (Figure [8].

Domaine du facteur

Facteurl
>

Niveau bas Niveau haut

Figure 8 : Domaine de variation du facteur est constitué de toutes les valeurs comprises entre
le niveau bas (-1) et le niveau haut (+1) [54].
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e Domaine d'étude

Un seul facteur est représenté par I'axe d'orientation, et s'il y a deux facteurs, le deuxieme
facteur est egalement représenté par les axes d'échelle et d'orientation. Ce dernier est disposé
orthogonalement au premier, et la combinaison des domaines de variation pour chaque

facteur définit le domaine d'étude [55].

Fav:rteur|2 1
1 @ O
® o
@®
® @
o] @

-1

-1 . +1 Facteur 1

Figure 9 : Points expérimentaux disposés dans le domaine d'étude défini par

I'expérimentateur [54].

e Interaction
L'effet d'un facteur sur la valeur attribuée par un autre est appelé interaction. Le fait que
les deux points ne soient pas paralléles traduit cette interaction en un diagramme. Plus
les droites s'écartent de la paralléle, plus le degré d'interaction est élevé [50].

e Matrice d'expérience
La matrice d'expérience est un objet mathématique qui contient l'ensemble des
expériences a réaliser, sous forme codée ou non codée. Il s'agit d'un tableau comportant
n lignes pour le nombre d'expériences a réaliser et k colonnes pour le nombre de
variables a étudier. L'élément Xij, de la matrice ainsi formé correspond a la valeur des

niveaux que prend la jleme variable a la ileme expérience [50].

IV.4. Méthodologie de mise en place d’un plan d’expériences :
L'ingéniosité de I'approche la méthode des plans d’expériences réside dans son caractere

global, car elle part du niveau 0 de I'expérimentation, la ou se situe le probléme, elle limite
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la performance du test et se poursuit jusqu'a la fin de I'étude. Pour planifier une
expérience, nous pouvons envisager les étapes suivantes :

e Définition de I’objectif ;

e Choix des réponses experimentales ;

e Choix des facteurs et du domaine expérimental d’intérét ;

e Etablir la stratégie expérimentale ;

e Construction de la matrice d’expériences ;

e Construction du plan d’expérimentation ;

e Expérimentation ;

e Calcul des estimations des informations recherchées ;

e Interprétation des résultats [56].

IV.5. Différents types de plans d’expériences utilisés :
Il existe actuellement un nombre important de plans différents. Chacun, par ses propriétés,

permet de résoudre certains problemes particuliers, quelques exemples :
e Plans factoriels complets a deux niveaux ;
e Plans factoriels fractionnaire a deux niveaux ;
e Autres plans a deux niveaux ;
e Plans a plusieurs niveaux ;
e Plans pour surfaces de réponse ;
e Plans de mélanges ;
e Plans booléens ;

e Plans pour simulation numérique.
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Chapitre Il. Materiel et méthodes

I1.1. Présentation des produits utilisés

11.1.1. Acide poly lactique (PLA)
L'acide polylactique (anglais : polylactic acid, abrégé en PLA) est un polymere

biodégradable en compostage industriel (a une température supeérieure a 60 °C).

Le PLA est un exemple de polymere dans lequel de longues molécules filamentaires sont
formées par la réaction entre le groupe acide d'une molécule d'acide lactique et le groupe
hydroxyle d'une autre molécule, moyennant un ester de liaison. Dans le corps, cette réaction
peut se produire en sens inverse, libérant ainsi I'acide lactique qui peut étre incorporé dans le
processus métabolique normal. L'utilisation de I'acide glycolique, seul ou en combinaison avec

I'acide lactique, permet d'obtenir un polymere plus résistant. Représentent dans la figure 10

Figure 10 : PLA sous forme de granulés

Les propriétés du PLA mentionnées sur la fiche technique sont représentées dans le tableau 5
suivant.

Tableau 5 : principales propriétés physiques du PLA.

Propriétés générales Unité Valeur
Densité / 1.26

MFI1 (190 °C, 2.16 Kg) 9/10 min 5-9

Dureté (15s) Shore D 80
Propriétés optiques / transparent
Température de fusion °C 170-180
Contrainte de traction au MPa 20

seuil élastique

Contrainte de traction a Mpa 62.3
rupture

24




Chapitre 11 Matériels et méthodes

11.1.2. Extrait d’origan
L'extrait d'origan est un liquide concentré contenant des substances actives dérivées de

la plante d'origan. Il est obtenu par extraction et des composes bioactifs aux propriétés
antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et antifongiques. Utilisés dans la
phytothérapie et les produits de soins naturels, il peut étre pris en interne ou utilisé en
externe. Il est recommande de suivre les instructions du fabricant ou de consulter un

professionnel de la santé avant son utilisation.

[1.1.3. Chloroforme
Les caractéristiques physico-chimiques du chloroforme utilisé sont résumées ci-dessous :

v" Formule chimique : CHCI3 ;

v Masse moléculaire : M=119.38g/mol ;
v' Température de 1’ébullition : 61.2°C ;
v' Température de fusion : -63.5°C ;

v' Densité : 1.478 g/lcm?3 ;

v' Pureté : 99% ;

[1.1.4. Alcool éthanoique
v Lapureté: 96 % ;

v Lastructure chimique : C;HgO ;
v Lamasse molaire : 46.07g/mol.

I1.1.5. Souches bactériennes et fongiques étudiées
Pour évaluer l'effet antimicrobien de l'huile essentielle d’origan, le laboratoire de

microbiologie a gracieusement fourni deux espéces microbiennes pathogenes et deux espéces

fongiques pour mener les tests d'activité antimicrobienne et fongique.

» Souches a Gram négatif - :
- Escherichia coli.
» Souches a Gram positif + :

- Staphylococcus Aureus ;

» Souche fongique :
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- Aspergillus niger
- Penicillium Sp
a. Escherichia coli
Escherichia coli, également connu sous le nom d'E. Coli, est une bactérie gram-négative de
la famille des Enterobacteriaceae. Elle est présente couramment dans les intestins des animaux
a sang chaud, y compris les humains. [57] Escherichia coli se cultive facilement sur des milieux
ordinaires et elle est trés tolérante aux changements de pH, avec un pH optimal de 7,5 et une
température optimale de 37°C, mais se développe entre 15°C et 45°C. Il résiste a la chaleur

(45°C), il fermente le glucose, le mannitol et le lactose et produit beaucoup de gaz. [58]

b. Staphylococcus Aureus
Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram positif qui se trouve couramment sur la peau

et les muqueuses des humains et des animaux. Il s'agit d'une des principales especes du genre
Staphylococcus et elle peut provoquer diverses infections chez I'nomme, allant des infections
cutanées mineures aux infections plus graves telles que la pneumonie, I'ostéomyélite et la

septicemie. [59]

S. aureus est connu pour sa capacité a développer une résistance aux possibles, ce qui en fait
une pathogéne clinique préoccupant. Il produit également diverses toxines, telles que les

entérotoxines et I'exfoliatine, qui contribuent a sa virulence. [59]

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

Dans la nature, on le trouve dans le sol et la litiere, dans le compost et sur le matériel vegétal
en décomposition. Aspergillus niger est capable de se développer sur une large gamme de
températures allant de 6 a 47 ° C, avec une température optimale relativement élevée entre 35
et 37 ° C. Cette espece se développe dans les céréales et les denrées alimentaires et elle est
présente dans 1’environnement humain, notamment dans la poussiére et 1’air [60].
d. Penicillium Sp

Les Penicillium sont des champignons filamenteux, polyphages, ils peuvent étre
responsables de nombreuses dégradations. lls ont pour habitat naturel le sol, les matieres
organiques en décomposition, le compost, les denrées alimentaires et les céréales. Les espéces
du genre Penicillium se développent normalement dans des milieux ou I’activité de 1’eau est

plus élevée que celle permettant la croissance des Aspergillus [61].

26




Chapitre 11 Matériels et méthodes

I1.2. Méthodes expérimentales
[1.2.1. Choix d’un plan d’expériences

Puisque cette étude vise a analyser et caractériser les films alimentaires composes de PLA
et d'extrait d'origan, nous avons opté pour un plan D-optimal. Ce plan nous permettra tout
d'abord d'évaluer l'impact des différents facteurs sur les réponses sélectionnées, afin de

finalement déterminer les valeurs optimales de ces facteurs.
+ Choix des facteurs et des réponses

Pour garantir une approche scientifique et méthodique, nous avons utilisé le logiciel
d'optimisation MODDE 6 pour élaborer un plan d'expérience. La sélection des facteurs et des
réponses, ainsi que la déefinition des domaines d'étude, représentent les étapes cruciales de ce

processus.

Les facteurs considérés comme les plus pertinents sont ceux que nous avons sélectionnés :
» Facteur 01 : le taux d’extrait d’origan
» Facteur 02 : le temps d’agitation

Suite aux études réalisées sur les parametres physico-chimiques étudiés ; deux réponses ont été

retenues :
» Réponse 01 : I’activité antioxydant
+ Plan d’expérience retenu

Apres avoir introduit les facteurs et les réponses cités en amont et choisit le modéle D-optimal,

le logiciel a proposé la matrice suivante ;
v' L’intervalle de variation de ’extrait est de 4 4 10%

v L’intervalle de variation de temps d’agitation aprés 1’ajout de I’extrait est de 60 a 150

minutes (D’une heure jusqu’a deux heures trente minutes).
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Tableaux 6 : matrice d’essai proposée par le MODDES6.

Numéro d’essai taux d’extrait temps d’agitation Activité antioxydant
(%) (min)

1 4 60

2 10 60

3 4 150
4 10 150
5 4 120
6 10 90

7 8 60

8 6 150
9 7 105
10 7 105
11 7 105
12 7 105

Cette matrice d'expérience propose 12 essais, dont le point du centre du domaine d'étude est

répété trois fois.

[1.2.2. Préparation des films

Dans cette expérience, en suivant des mesures de sécurité strictes, nous mesurons
50 ml de chloroforme, pesons 1g de PLA, et les mélangeons dans un bécher sous
agitation pendant huit heures (pour une seule formule).

+ Préparation des films PLA/EO
Apres I’agitation, nous ajoutons I’extrait d’origan a neuf béchers a des
concentrations différentes, nous résumons le dixiéme comme témoin.
Apres une période d’agitation, les mélanges sont étalés dans des boite de
pétri pour obtenir des films souples en précisant le pourcentage de chaque

mélange.

[1.2.3. Techniques de caractérisation

Spectroscopie infrarouge a transformation de Fourier (IRTF) et 1’Ultra-violet
uv,

Test d’activité antibactérienne ;

Test d’activité antifongique ;

Test d’absorption d’eau ;

Test d’activité antioxydant.
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a. Spectroscopie infrarouge a transformation de Fourier (IRTF)
La spectroscopie infrarouge est une méthode d'analyse employée pour identifier les groupes

fonctionnels présents dans une substance, en se basant sur leurs bandes d'absorption
specifiques. Le spectre infrarouge (IR) est appliqué sur une plage de fréquences s'étendant de

4000 & 400 cm™, et les bandes les plus distinctives se répartissent en trois régions distinctes :

> 4000 cm™ a 1500 cm™ : contient les bandes d’allongement correspondant au principal
groupement OH, CO, NH2 etc.

> 1500 cm-1 4600 cm™ : ¢’est une région complexe appelé empreinte digital du composé
dans laquelle se situe de nombreuse vibrations de déformation ainsi que des bandes
d’allongement des liaisons CO tel que les esters, les éthers et alcools.

> 1000 cm-1 a 600 cm™ : ¢’est une zone trés utilisée pour la détermination des structures

éthylique et aromatique.

Dans cette présente étude, L’analyse se fait sur des échantillons sous forme de film, les
spectres IR de ces derniéres ont été enregistré sur un spectrophotometre de type SHIMADZU
FTIR -8400 S, piloté par un ordinateur muni d’un logiciel de traitement avec une résolution de
4cm la région 400 cm-1 a 4000cm™. [62].

b. Test d’absorption d’eau
Le test d’absorption d’eau consiste a évaluer la quantité d’eau que 1’échantillon peut absorber

en fonction du temps d’immersion.

e Découpés les films destinés a la mesure de 1’absorption d’eau sous forme de carrées de
15 mm de coté ;

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

e Apres séchage a I’étuve transporter les échantillons dans un dessiccateur (afin d’éviter
I’absorption d’humidité trouvée dans 1’aire), puis les peser avec une précision de 1’ordre
de 0.1 mg;

e Immerger dans I’eau distillée (ou de pureté équivalente) et laisser a 23°C pendant 7
jours ;

e Les films sont régulierement prélevés de 1’eau, ensuite essuyer avec du papier absorbant

I’excés d’eau puis pesée a nouveau ;

La masse mesurée est mh chaque valeur de mh est une valeur moyenne de 3 mesures. Le

pourcentage d’eau absorbée est déterminé par la formule suivante :
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mh
%Abs = —— x 100
ms — mh

Avec :
mh : masse humide
ms : masse seche.

C. Test d activite antibactérienne et antifongique

=% Préparation des précultures
On prépare une suspension bactérienne et fongique a partir d'une culture pure et récente.

Ces échantillons servent a ensemencer la gélose Mueller Hinton et la gélose TSA,
respectivement, dans des boites de Pétri d'une épaisseur de 4 mm. Ensuite, les boites sont
incubées a une température de 37 °C pour les bactéries et de 25 °C pour les champignons
avant d'étre utilisées.

L'ensemencement est réalisé par écouvillonnage, ce qui implique de mettre en contact un
écouvillon stérile avec la suspension bactérienne et fongique, puis de le frotter trois fois sur
toute la surface de la gélose pour former des stries serrées. Apres chaque application, la

boite est tournée d'environ 60° afin de répartir I'inoculum. [63]

Figure 11 : photographie des milieux de cultures.

=+ Méthode de diffusion
Les disques préparés de papier wattman N°3 de 6 mm de diametre stérilisés ont été

déposés sur le milieu ensemencé a 1’aide d’une pince stérile (3 disques dans chaque boite).
20 pl d’extrait d’origan (0.04g dans 2ml de DMSO) ont été injectés sur les disques déposés.
Les boites sont ensuite mises dans le réfrigérateur a 4°C /2h puis incubées a 37°C pendant
24 heures. La lecture des résultats se fait par la mesure des diamétres des zones d’inhibitions

autour des disques.
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D¢pot des disques

25 ou 37°C

/—\Hhcmcnccmcnl

S— — —— .
— 24a48h —
Culture jeune Milieu de culture Apparition d'une zone
TSA/MH autour des disques

Figure 12 : Mise en evidence de |"activité antimicrobienne des Film préparés

% La lecture
La lecture s’effectue en mesurant pour chaque disque le diamétre d’inhibition. Cette distance

millimétrique est ensuite reportée sur 1’échelle de concordance afin que la souche soit
interprétée en sensible, intermédiaire ou résistante vis-a-vis a de disque étudié.

d. Test d’activité antioxydante
Activité anti radicalaire DPPH

La molécule de DPPH, (2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl) est définie comme un radical libre

stable de couleur violette, est réduit en composé jaune en présence de composeés anti-radicaux
libres [Hossain et al, 2015].

> Pour les films :

Les films ont été découpés en coupons carrés 2cm*2cm, puis placés dans des béchers en
verre propres. Les béchers ont été équipés d’un agitateur magnétique etremplis avec une
solution de DPPH a une concentration de 0.2 mM dans du méthanol, jusqu’a un volume de 12
ml. Sceller les béchers et les mettre sous agitation magnétique constante et douce pendant

30min.
Derniérement on les incube dans des conditions sombres et ambiantes pendant 20 h.

A déferent intervalle de temps, 2 a 3 ml de la solution ont été prélevés et transférer dans une
cuvette pour effectuer la mesure de I’absorbance de la lumiere a l'aide d'un spectrophotomeétre

UV-V a une longueur d'onde de 517 nm.

» Pour Pextrait :
La solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100
ml de methanol (elle ne se conserve pas plus de 4-5 jours a I’obscurité). Un volume de

50 pl d’extrait éthanolique d’origan a été ajouté a 2 ml de la solution de DPPH. Le
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mélange reéactionnel a été agité vigoureusement puis incubé pendant 30 min a

I’obscurité. Les absorbances ont été mesurées a 517 nm contre le blanc

(DPPH/méthanol). L’inhibition du radical libre DPPH.
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Chapitre I11. Resultats et Discussions

I11 .1. Caracteristique d’extrait

[11.1.1. Test activité antioxydante :

L’activité antioxydante est réalisée par la méthode piégeage du radical libre stable DPPH par
une molécule antiradicalaire, le choix de ce test est basé sur la réduction d’une solution
alcoolique de DPPH en présence d’un antioxydant afin de mesurer leur capacité a réduire ce
radical. Le résultat du test au DPPH de I’extrait des feuilles d’origan est présenté dans la

figurel3 suivant :

DPPH %

100
90 |
80
70 |
60 |
50 DPPH %
40 |
30 |
20
10 |

Figure 13 : Histogramme de DPPH de I’extrait des feuilles d’origan

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

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

Le taux de I'activité antioxydente de 1’extrait des feuilles d’origan dépend de plusieurs facteurs
tels que : I’origine géographique et botanique, le moment de la récolte, et le solvant ainsi que
la méthode utilisé pour I'extraction [64].

111.1.2. Evaluation de I’activité antibactérienne :

Nous avons étudié le pouvoir antimicrobien des extraits isolés d’origan par la méthode

d’ensemencement sur un milieu gélosé solide (Mueller-Hinton).

L’activité antibactérienne des extraits a été estimée en termes de diameétre de la zone

d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de deux (02) souches.
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Apres incubation a 37°C pour les bactéries pendant 24h. Les résultats de 1’activité

antibactérienne de I’extrait d’origan sont représentés dans les figuresl4 et le tableau 7
suivant :

activité antibactérienne

Diamétre (mm)

SA EC

bactéries

Figure 14 : valeur des diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne par les
extraits d’origan

Tableau 7 : Activité antimicrobienne par I’'EO

Diameétre en (mm)

Essaie 1 Essaie2 DMSO MH
SA 14.33 14 - -
EC 10.08 10.08 - -

(-) Absence d’activité antibactérienne

Les tests d’activité antimicrobienne ont permis de mettre en évidence la présence d’une
importante activité sur les différentes souches testées. Les zones d’inhibition et leurs diamétres
sont présentes dans les figures 15 ci-dessous.
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Escherichia coli staphylococcus aureus

Figure 15 : Image de I"inhibition de la croissance bactérienne par I’EO par les bacteries.

Les résultats des essais antimicrobiens vis-a-vis des especes, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli révelent une variation des valeurs d'inhibition par les extraits testés. Montrent
que I’extrait d’origan présente une activité antimicrobienne sur la souche a Gram négatif et la

souche de Gram positif. [65]

Les résultats des diamétres des zones d’inhibition analysés montrent que 1’extrait d’origan est
significativement plus actif avec (Staphylococcus aureus) (souche a Gram+), avec une zone de
14 mm. Alors que ’effet sur la souche Escherichia coli (souche a Gram-) est moins important

avec une moyenne de 10 mm.

La présence des composants phénoliques a été largement associée aux propriétés
antimicrobiennes des huiles essentielles [66]. Le thymol et le carvacrol, par exemple, semblent
avoir la capacité de rendre la membrane cellulaire perméable [67], et étre Iégerement plus actifs
contre des bactéries a Gram-positif que les bactéries a Gram-négatif [68, 69, 70,71].

[11.1.3. Activité antifongique de 1’extrait d’origan

Afin d’étudier et d"évaluer I’activité antifongique de 1’extrait d’origan, deux souches fongiques

dont Aspergillus niger et penicillium sp sont utilisés.

Les résultats du test d’activité antifongique illustrés dans les figures ci-dessus ont révélé que
I’extrait d’origan n’a donné aucune activité antifongique contre : Penicillium Sp et Aspergillus

Niger.
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penicillium SP aspergillus niger
Figurel6 : Images du test d’inhibition de la croissance antifongique par 1’extrait
d’origan

Dans une étude réalisée par A. HARRAR, il a été démontré que la structure chimique des
constituants de I'extrait a une influence directe sur l'activité antifongique. 1l a été observé que
la réduction de l'activité se produit généralement lorsqu'il y a une transition entre les molécules
actives et les composés non oxygenés, ce qui diminue leur solubilité et donc leur efficacité.[72]
Cela peut également étre attribué a la nature de I'extrait, a la variété de la plante, aux protocoles
d'extraction ou a la région de récolte, qui ont une influence significative sur les activités

biologiques des extraits.[73]

[11.2. Caracteristique des film

[11.2.1. Activité antioxydante
L'activité antioxydante est désignée a l'aide de la méthode de piégeage du radical libre stable

DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyle), le choix de ce test est basé sur la réduction d’une
solution alcoolique de DPPH en présence d’un antioxydant afin de mesurer leur capacité a
réduire ce radical. L’activité d’une substance vis-a-vis du radical DPPH se traduit par un
changement de coloration passant du violet au jaune. Les résultats du test au DPPH des films

est présenté dans la figure 17 suivant :
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activité antioxydante
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Figure 17 : Activité antioxydante des films PLA/EO.

Les résultats montrent que 1’activité antioxydante des extraits testés est efficace et évidente.
En effet, la capacité anti-radicalaire la plus élevée est trouvée pour 1’extrait du film (PLA/EO
10% F4) qui est de I’ordre de 65.12%.

Par incorporation d'extrait d'origan dans la matrice du PLA, I’activité antyoxidante devient
de plus en plus importante au fur et a mesure que I'on augmente le taux de I'extrait et le temps

d’agitation.

L’activité antioxydante des films de PLA contenant des extraits de plantes, provient
principalement de I’abondance de ces agents actifs en composés polyphénoliques. Les résultats
confirment que les composeés bioactifs restants dans le film aprés leur séchage ont joué leur role

antioxydant.

Dans une recherche menée par Mohamed Nahid siddiqui, 1ls ont préparé des composite de pla
a base des ingrédients de L’origan, thym, agrumes et cannelle (thymol, carvacrol, limonéne,
cinnamaldéhyde). 1l a été démontrer que lorsque la quantité d’additif a été augmenté, la capacité
antioxydante augmente fortement [74] .

[11.2.2. Test d’adsorption d’eau :
La figure 18 représente le test d’absorption d’eau des films a base de PLA et d’extrait

d’origan. D’apres les résultats obtenus sur le test d’absorption d’eau on constate que la

masse des films n’augmente pas durant les premicéres 24h de 1’analyse pour tous les
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¢chantillons (PLA vierge et les composites PLA chargés de 1’extrait d’origan a différentes
concentrations 4% 6% 7% 8% 10%).
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Figure 18 : variation du taux d’absorption d’eau en fonction du temps du PLA vierge,
PLA/EO pour différentes concentrations.

Aprés 24h une augmentation rapide du taux d'absorption d'eau pour tous les échantillons a été
enregistrée, a savoir le PLA et les composites PLA chargés d'origan a différentes
concentrations. Ensuite, cette augmentation ralentit au cours des quatre jours suivants pour
finalement se stabiliser au cinquieme jour. En comparant les taux d'absorption d'eau, on constate
que la matrice PLA seule présente un taux d'absorption ne dépassant pas 2%. Cette

caractéristique est attribuée a la nature hydrophobe du polymere.

Par incorporation d’extrait d’origan dans la matrice du PLA le taux d’absorption d’eau devient
de plus en plus important au fur et a mesure que 1’on augmente le taux de I’extrait d’origan et
la valeur maximale obtenue est voisine de 4% pour ’échantillon le plus concentré (10%

d’extrait d’origan).

La modification de la réaction face a I'eau est probablement due a la composition chimique des
différents composants de I'EO, qui contiennent des groupes hydroxyle. Ces groupes hydroxyle
établissant des liaisons hydrogene avec les molécules d'eau. Ainsi, plus la concentration de
I'extrait et/ou de I'huile est élevée, plus la concentration en ions hydroxyde (OH-) augmente, ce

qui entraine une augmentation du taux d'absorption. [75]

I11.2.3. Caractérisation spectrale par IR-TF

a. Spectre infrarouge du PLA

La figure 19 suivante represente le spectre IRTF du PLA vierge.
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absorbance
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Figure 19 : Spectre IRTF du PLA vierge

Le spectre du PLA révele la présence de plusieurs bandes d’absorption, on cite notamment

e Deux pics centrés a 3000 et 2966 cm-1 attribués aux vibrations d’élongations des
groupements —CH ;

e Une large bande centrée & 1800 cm™, correspond a 1’absorption des liaisons carbonyles
des esters présents dans le PLA ;

e Une large bande d’absorption centrée a 1379 cm-1 (zone dite de I’empreinte digitale du
polymeére), attribuée aux vibrations de déformation asymétrique et symétrique des
liaisons —CH ;

e Une série des bandes a 1154, 1045 correspondant aux vibrations d’¢longation des
liaisons C-O ;

e Un pic a 874 est attribué¢ aux vibrations d’élongation des liaisons C-C. [76]
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b. Caracteérisation structurale des films (PLA/EO)
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Figure 20 : Spectre IR-TF du film PLA vierge et film (PLA/EO)
Le spectre des films PLA/EO ont révéle la présence de plusieurs pics supplémentaires en
comparent au spectre du PLA vierge on cite notamment :
Deux bandes d’absorption centrée a 750/810 attribue aux vibrations d’élongation des

groupements Cyi-H aromatique de 1’extrait d’origan.

Une bande d’absorption située aux alentour 1450-1600 attribué aux vibrations d’élongation des

groupements C=C aromatique de I’extrait éthanolique des feuilles d’origan.

I11.3.  Optimisation des propriétes des films :
Aprés la pré-formulation de films par le MODDE 6 et la caractérisation physicochimique de
celle-ci nous avons inséré les valeurs d’activité antioxydante comme réponses. Alors, le

MODDE 6 nous a donné le tableau 8 :
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Tableaux 8 : matrice d’étude complétée.

Exp Exp Run Incl/Excl Activité
No Name Order antioxydante

1N1 6 Incl 4 60 4,1
2 N2 7 Incl 10 60 60,6
3 N3 3 Incl 4 150 16,96
4 N4 8 Incl 10 150 65,12
5 N5 11 Incl 4 90 15,18
6 N6 10 Incl 10 120 64,84
7 N7 4 Incl 6 60 56,36
8 N8 1 Incl 8 150 37,48
9 N9 12 Incl 7 105 56,08
10 N10 5 Incl 7 105 56,08
11 N11 9 Incl 7 105 56,08
12 N12 2 Incl 7 105 56,08

[11.3.1. Analyses globales des résultats

a. Analyse statistique
La figure 21 représente un résume des facteurs statistiques obtenus

Investigation: OPTIMUM (MLR) 0
Summary of Fit L
L]
]

ERI

del Validity
eproducibity

o]

1,00

0,80

0,60

0,40

0.2

02

Activité antioxy dante

N=12 Cond. no.=3,5796
DF=6 Y-miss=0

Figure 21 : facteurs statistiques obtenus

Pour mieux exploiter ces résultats, les valeurs numériques des caractéristiques statistiques les

plus pertinents sont résumées dans le tableau 9.
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Tableau 9 : valeurs numériques des caractéristiques numeriques.

Réponses R2 Q2 Reproductibilité
Activité 0,8 -0.2 1
antioxydant

Les parametres statistiques R2 et Q2 traduisent respectivement, 1’explication et la prédiction du
modele associé aux résultats obtenus. Lorsque ces deux derniers tendent vers [’unité, le modele
associé explique la variation et prédit la réponse totalement. En revanche lorsque R2 ou Q2
tendent vers 0, alors le modeéle ne peut étre utilisé ni pour expliquer la variation ni la prédiction

de réponse.

L’analyse de la variance (ANOVA) partitionne la variation totale de la réponse sélectionnée SS
(Somme des carrés par rapport a la moyenne) en une partie di au modele de régression et 1’autre
partie d0 aux résidus. De ce fait il est important d’avoir pour une réponse donnée de bons
coefficients de corrélation et de prédiction. Dans le cadre de cette étude d'optimisation, nous

tiendrons compte des deux parameétres.

Du tableau 9 on déduit :

v Pour lactivité antioxydante le paramétre R2=0.8 est acceptable, cela veut dire que le
modele obtenu explique les pourcentages des facteurs. Par contre le paramétreQ2=-0.2

tendent vers 0, donc le modele ne peut pas prédire les pourcentages des facteurs.

v Pour la reproductibilité : pour les réponses nous avons une valeur trés élevée (1.00),
cela indique une maitrise lors de la préparation des films, étant donné que les parametres
figés, autres que ceux qui font l'objet du plan d'expérience, n'ont aucune influence sur
les résultats obtenus.

b. Modéle mathématique proposeé :

Apres modélisation, le logiciel MODD 6, nous propose deux équations (tableau 10),

dont Q2 prédit I’influence des facteurs utilisés sur les deux réponses choisis ;
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Tableau 10 : modéle proposé pour chague réponse

Activitgfntioxydante Coeff. SC Std. Err. P Conf. int()

Constant 51,3783 6,21405 0,000169379 15,2053
24,3018 5,4441 0,00426528 13,3213
-3,50823 5,4441 13,3213
-10,004 8,80797 21,5525
-4,7502 8,80797 21,5525
-2,12749 6,40038 15,6613

N=12 Q2=-1,274 Cond. no. = 3,5796

DF=6 R2 =0,791 Y-miss =0
R2 Adj. = 0,618 RSD = 13,2645
Conf. lev. = 0,95

Y=b:1 Xi+baXo+b12Xi2+b11 X1+ b22X272
Y=0,0042X; + 0,0001X> +0,7508 X: X> - 0,2993X; 2 -0,6090 X, 2

Avec : X : taux d’extrait(Ext) et X> : temps d’agitation(Tem).

Selon le modéle proposé pour chaque réponse, on remarque que la réponse d’activité
antioxydante est influencées par les facteurs Xi et X> (EXT et Tem) ainsi par leurs interactions
doubles Xi 2 et X> ? (Ext*Ext et Tem*Tem), aussi par I’interaction entre les facteurs Xi Xo
(Ext*Tem).
c. Analyse des effets propres des facteurs sur les réponses :
La Figure 30 représentent respectivement les effets propres de facteur sur ’activité

antioxydante

Il'y a des facteurs qui ont une influence positive sur les réponses (barre dirigée vers le
haut), et ceux qui influent négativement sur les réponses (barre dirigée vers le bas). Aussi,

plus le facteur est intense, plus il aura une influence importante sur les réponses.
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Investigation: OPTIMUM (MLR)
Scaled & Centered Coefficients for Actiité anioxydante
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Figure 22 : Histogramme représentant I'influence des facteurs sur I’activité antioxydante

La figure 22 montre que :

Seul I’extrait influence positivement et d’une manicre plus importante, car il présente une
croissance significative du I’activité antioxydante, cela peut étre expliqué par le fait que I’extrait

est riche en antioxydant.

L’effet des interactions « doubles, Tem » est considérablement négatif sur L’activité

antioxydante et non significative.

[11.3.2. Détermination de I'optimum :
En introduisant les valeurs cibles dans le logiciel :

v L’activité antioxydante de 4.1% a 65.12%

Et en utilisant les équations de modélisation, ce dernier nous propose un optimum et un domaine

d’optimalité. Dans le tableaux 11 suivant :
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Tableau 11 : valeurs d’activité antioxydante et obtention de I’optimum.

'@ MODDE - OPTIMUM.mip - [Opfimize
5 File Edit View Design Worksheet Analysis Prediction Show Window Help

D@ &R ¢ @ E|75 @ E v ¥ | Adivité antiorydant

Factors: 2 (uncontoled: 0) | Responses: 1 | Runs: 12 (bjective: RSM D-Optimal - quadhatic Fitted with MLR

L

P RX EE NS

Factor | Role |Value ‘LquimH|HighLimit| Response ‘ Criteria |Weight| Min | Target | Max |
1 Free |+ 4 10 1 |Activité antioxydante Maximiz¢ » 1 63,7807 69,3427
2 Free |+ &0 150 B
]
T Meration: 103 leration sider, ——o ‘
I 3 | ¢ | 5 |
i Activité antioxydante iter  log(D)
Al 9,9399 79,242 67,3456 88 -0,8896
P 1w 78 67,3475 4 -0,8905
A 3] 9,9857 78,7207 67,3393 103 -0,B869
" 4] o, 0008 77,7158 67,3466 93 -0,8901
s 10 e,sm 67,3227 90 -0,8798
N I 7% 67,3475 4 -0,8905
Al 7 | 9,988 77,7158 67,3466 93 -0,8301
¥ [ 8 [ 9,9227 77,4383 67,3248 44 -0,8807

D’apres les résultats de 1’activité antioxydante, la formulation optimale correspondra a la
position optimale des facteurs de formulation considérés a savoir : le taux d’extrait et le temps
d’agitation susceptibles de conférer aux grandeurs observées qui est la réponse : activité

antioxydante, des valeurs ciblent en utilisant les techniques d’optimisation des réponses.

Les taux d’extrait utilisé correspondant a la formule optimale sont résumés dans le tableau 11.
Selon le tableau 11, notre optimum est trés proche et presque identique a la formule F2 de point

de vue composition et de point de vue activité antioxydante.
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Conclusion génerale

Ce travail de recherche s'est concentré sur la formulation des films d’emballage bioactif a base
du PLA et d’extrait éthanolique d’origan en vue d'une potentielle utilisation comme matériaux
d'emballage alimentaire a caractére antibactérien et antioxydant. Pour ce faire, I'évaluation des
propriétés antioxydantes des films elaborés, nous avons utilisés logiciel MOODG6 pour avoir les

différentes formules, ainsi, pour optimiser les différents parametres de fabrication.

D’apres les résultats obtenus, on a montré que I’extrait éthanolique d’origan possede un effet
antibactérien et antioxydant vis-a-vis les souches bactériennes testés. Dans un second lieu,
I’optimisation des conditions de préparation d’un emballage alimentaire ayant les propriétés
désirées. Ce plan a permis d’optimiser ces parametres et de réduire le nombre d’expériences a

réaliser.

Les résultats de I’optimisation affirment que le mode¢le est significatif avec des valeurs réelles
qui sont trés proches de celles prédites, avec un coefficient de corrélation R 2 égale a 0.8 activité

antioxydant

L’étude montre que la production des films d’emballage a base de PLA et extrait d’origan est
tres influencée par les facteurs étudiés a savoir le taux d’extrait ainsi que le temps d’agitation.
L’optimum de ces facteurs établis par le plan est la formule F2 avec 10% d’extrait et 60 min

d’agitation.
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Résumé

L'objectif de ce travail est d'élaborer un matériau d'emballage alimentaire a base de PLA et
d'extrait éthanolique d’origan. Tout d'abord , I'extrait éthanolique d’origan utilise comme
principe actif dans les films est soumis a différentes analyses : évaluation de l'activité
antioxydante ; antibactérienne et antifongique .Ensuite , Les films de PLA / EO ont été préparés
par voie casting en utilisant un plan d'expérience logiciel MODD 6 permis d'étudier les
parametres influant sur I’activité antioxydante Les films sont soumis a plusieurs analyses :
caractérisation structurale par IR-TF, taux d'absorption d'eau , activité antioxydante .Au final,
nous avons obtenu un film optimal qui peut constituer un emballage alimentaire aux conditions
suivantes : Quantité de I'extrait d’origan : 10% et 60 min d’agitation .

Abstrat

The objective of this work is to develop a food packaging material based on PLA (Polylactic
Acid) and ethanolic extract of oregano. Firstly, the ethanolic extract of oregano, used as an active
ingredient in the films, undergoes various analyses: evaluation of antioxidant, antibacterial, and
antifungal activities. Then, the PLA/EO films are prepared via the casting method, utilizing a
MODD 6 software-based experimental design to study the parameters influencing the
antioxidant activity. The films are subjected to several analyses: structural characterization using
IR-TF, water absorption rate, and antioxidant activity. In the end, we obtained an optimal film
that can serve as food packaging under the following conditions: Quantity of oregano extract:
10%, and 60 minutes of agitation.




