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La fin de ce siecle est marquée par un développement prodigieux de lI'industrie agro-alimentaire.
Les progrés technologiques de conditionnement et de conservation ont permis de mettre a la
disposition du consommateur une gamme extrémement variée de produits alimentaires,
répondant sans cesse a des besoins grandissants. De nos jours, avec la mondialisation des
marchés, l'aspect distribution des marchandises prend une dimension de plus en plus grande,
dont il importe de considérer tous les parametres ayant une incidence technico—économique,
tels les contraintes physiques et chimiques, les colts de I'emballage, les réglementations, etc...
Cette nécessaire distribution impose donc une étude sérieuse touchant & la fois a la conception
du produit et a la conception de son emballage. Dans l'industrie agro-alimentaire, I'emballage
traduit l'interface entre la filiere produit et la filiere distribution. Les emballages sont si
nombreux et si variés qu'ils permettent la conservation et la distribution de toutes les formes de
présentation des denrées alimentaires que I'on peut mettre, aujourd'hui, sur le marché. Il est
devenu fondamental de déterminer les caractéristiques des matériaux d'emballage utilisés en

fonction du produit et de sa distribution.

Au moment ou le monde des matériaux se développe, ou de nouvelles techniques de fabrication
apparaissent, le concepteur doit avoir une parfaite connaissance des matériaux et du produit a
emballer. Dans la pratique, le choix des matériaux d'emballage est trés difficile. Cette difficulté
vient du fait que le plus souvent, on a besoin d'un ensemble de propriétés qu'un matériau unique
ne posséde pas ou ne possede gu'insuffisamment. Le choix du matériau d'emballage sera défini
en fonction du produit a conditionner, des technologies de conservation utilisées, de la durée de

vie commerciale souhaitée, des conditions de stockage, de transport et de distribution.

A T’heure actuelle, les matiéres plastiques (les polymeres) sont requises pour de trés nombreuses
applications parmi ces derniéres I’application en emballage alimentaire. Le succes des

polyméres dans le domaine de I’emballage s’explique par leur diversité et leurs propriétés [1].

La production de ces matiéeres plastiques, toujours en croissance, est devenue un indice
économique de développement et la demande croissante des pays émergents pose la question
des ressources a 1’échelle mondiale. La pression sur la diminution des rejets de CO2 pour lutter
contre le réchauffement climatique, et la contrainte de gestion des ressources fossiles ont
amplifié cette derniére décennie la recherche de nouveaux plastiques dits biodégradables issus
de la biomasse. L'avantage de faire appel a I'utilisation de ces composés permet, a l'inverse de

ceux provenant de ressources fossiles, d'inclure le produit d'utilisation au sein du cycle
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biologique (ou cycle du carbone) et donc ainsi de diminuer son impact sur I'environnement.

C’est dans ce contexte que le PLA a vu le jour [2].

L’acide poly lactique (PLA) est 1’un des polymeres biodégradables les plus utilisés dans les
emballages a la fois en recherche et en application, le PLA a attiré beaucoup d’attention en

raison de ces ressources renouvelables [3].

Afin d’améliorer les propriétés sensorielle du PLA en vue de son application dans le domaine
de ’emballage, les chercheurs se sont intéressés a 1’incorporation d’extrait de propolis ayant

des propriétés antibactériennes, antifongiques et antioxydantes. ..

La propolis est une substance résineuse naturelle recueillie par I’abeille. Cette substance couvre

une large gamme d’activités biologiques : antibactériennes, antifongiques, antioxydantes...

L’objectif de ce travail est, dans un premier temps, de mettre en évidence les modifications des
films polyméres a base d’extrait éthanolique de propolis avec polyacide lactique, puis, dans un
deuxiéme temps, d’évaluer I’effet antibactérien par la méthode de diffusion de ces films
plastiques.

Le travail présenté s’articule ainsi en deux parties :

La premiére partie est une revue bibliographique dans laquelle nous présenterons le contexte
général de cette étude en décrivant I’utilisation des maticres plastiques dans le domaine de
I’emballage alimentaire, et en nous nous intéresserons plus particuliérement a la présentation
de la propolis. Nous détaillerons ensuite les différentes activités biologiques de ce produit.

La deuxiéme partie de ce manuscrit sera consacrée a I’étude expérimentale ; apres avoir décrit
la méthodologie analytique adoptée pour réaliser nos objectifs, nous nous intéresserons tout
d’abord a I’étude de D’activité anti-oxydante, antifongique et antimicrobienne de 1’extrait
éthalonique de propolis, puis a la préparation des films plastiques a base de cet extrait avec
’acide polylactique. Enfin, nous nous intéresserons a 1’étude d’activité antibactérienne de ces
films pour les utiliser comme emballage alimentaire.

Nous conclurons ce mémoire en reprenant les principaux résultats obtenus dans ce projet.
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Chapitre 1. Généralités sur ’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.

I.2. Catégories d’emballage alimentaire
-L’emballage de vente ou emballage primaire, ¢’est-a-dire 1’emballage con¢u de maniére a

constituer, au point de vente, un article destiné a I’utilisateur final ou au consommateur.

-L’emballage groupé ou emballage secondaire, c’est-a-dire I’emballage congu de maniére a
réunir, au point de vente, un groupe d’un certain nombre d’articles, qu’il soit vendu a
I’utilisateur final ou au consommateur (par exemple trois sachets de purée dans une boite), ou
qu’il serve seulement a garnir les présentoirs aux points de vente (par exemple, pack de 6
bouteilles d'eau). Il peut étre séparé des marchandises qu’il contient ou protége sans en modifier

les caractéristiques de conservation.

-L’emballage de transport ou emballage tertiaire, c’est-a-dire I’emballage congu de maniére a
faciliter la manutention et le transport d’un certain nombre d’articles ou d’emballages
secondaires, en vue d’éviter leur manipulation physique et les dommages liés au transport. Le

plus souvent, c'est une palette avec une housse plastique qui regroupe plusieurs colis.

1.3. Fonctions de ’emballage
Tous les emballages répondent a des fonctions précises qui n’ont guere varié dans leur principe,
mais qui connaissent une importance croissante dans notre vie quotidienne :
v Une fonction de contenant : I’emballage est avant tout un récipient, associé a des
servitudes métrologiques réglementaires (obligation de 1’indication exacte de la masse

ou du volume contenu).

v Une fonction de présentation, visant a retenir I’attention et a séduire I’acheteur dans le

linéaire de distribution (c’est la fonction qui intéresse les services « marketing »).




Chapitre 1 Geéneéralites sur [’emballage alimentaire

v

Une fonction d’information, par 1’étiquetage, de plus en plus importante, associée a des
servitudes réglementaires quant aux types d’informations et a la loyauté des

renseignements donnés.

Une fonction de service, dans la mesure ou I’emballage apporte un service spécifique :
flacon pulvérisateur, flacon saupoudreur, boite auto —chauffante, etc. La notion de
service s’étend également 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 reutilisation, de nombreux emballages connaissant un second usage, parfois imprévu
; réutilisation 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 [4,5] .

I.4. Norme liée a la maitrise de I’hygiene des emballages :

Deux normes 1SO 22000 et NF EN 15593 permet la certification des systémes des entreprises,

de matiére respectivement de sécurité des denrées alimentaires et hygiene dans la fabrication

des emballages.

1.5. Matériaux d’emballages alimentaires

L’industrie de ’emballage se compose de différents secteurs en fonction des maticres utilisées :

v

<

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

Le verre : transparent et coloré.

Le métal : canettes métalliques, boite de conserve.

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

glacée en carton paraffine.
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v Le bois : utilisé pour certains emballages de fromage, ou certaines boites contenant des
bouteilles d’alcool.
v' Le plastique (PE, PP, PET... selon la composition des polymeres) : 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 l'aliment qu'il protege. Il s'est adapté aux cadences de conditionnement de l'industrie
agroalimentaire et aux modes de distribution des produits. Les différents matériaux les plus
utilisés sont : PET, PS, PP [7].

|.6. Essai de controle de qualité de ’emballage plastique

1.6.1. Controle de la qualité microbienne de I’emballage alimentaire

L’évaluation de la qualité microbiologique des matériaux mis au contact des aliments demeure
un probleme complexe car il convient d’une part, de connaitre sa signification dans 1’ensemble
emballage —produit et d’autre part de déterminer son origine ainsi que les moyens éventuels de
décontamination a mettre en ceuvre [8]. Les emballages peuvent étre responsables de
contaminations chimiques, physiques, mais aussi microbiologiques des denrées alimentaires.
A ce jour, il n’existe aucun texte réglementaire fixant des critéres microbiologiques pour les

emballages, et la réglementation des matériaux pour contact alimentaire ne statue que sur les

contaminations chimiques par migrations.

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 I’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).

1.7. 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 matiére. Ces phénomeénes sont susceptibles d’altérer la qualité
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de I’aliment, de détériorer les propriétés mécaniques de I’emballage et de causer des problémes
toxicologiques [9].
Trois types d’interactions sont possibles entre I’emballage et I’aliment : la perméation, la

sorption et la migration.

1.7.1. Perméation

La perméation se caractérise par le transfert de gaz a travers 1’emballage, notamment 1’O> vers
I’aliment, le CO2 vers I’extérieur de 1’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 1’aliment, les
pertes de carbonatation dans les boissons gazeuses, la perte des ardmes 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’ardmes) et les substances susceptibles de passer de 1’extérieur vers I’aliment (contamination

de produit) [10].

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
aromes de 1’aliment et entrainer une modification structurale du polymere.

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

Les 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 polymere sont des éventuels migrants [10].

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 probleme

de sécurité alimentaire.
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La migration peut se définir comme le transfert de matieére d’une source externe vers I’aliment.
De facon générale, ce transfert de matiere peut se produire pendant la production, le transport,
le stockage, la cuisson ou méme pendant la consommation de 1’aliment [11].

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 a travers le polymeére gouvernée par le coefficient de diffusion (D).

- La solvatation de I’interface polymere / aliment contrdlée par le coefficient de partage (K).

- La dispersion de la molécule diffusante dans I’aliment qui dépend de la solubilité¢ et du

coefficient de diffusion [12].

/ Emballage \
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Figure 1.1. Transfert de la matiére 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 posseédent des propriétés particulierement
intéressantes pour I’industrie plastique... [13,14]. Ce sont les biopolyméres ou polyméres

biosourcés [15].

Le marche des plastiques biosourcés et / ou biodégradables comme le montre la figure (1.2) est
en constante évolution. Il est notamment porté depuis plusieurs années par les importantes
évolutions des capacités de production des polymeéres biosourcés et non biodégradables. Avec

2,1 millions de tonnes de capacité de production en 2018, les bioplastiques représentent ainsi
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environ 0,75 % du marché mondial des polymeres. Presque la moitié de cette quantité concerne

la production de polyméres biodégradables, quelle que soit leur origine [16].

Global production capacities of bioplastics
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Figure 1.2.Capacite globale de production des bioplastique [16].

1.8. Bioplastiques

1.8.1. Définition des biopolymeres (bioplastiques)

Les biopolymeres sont des polymeéres issus exclusivement d’organismes vivants ou de
polymeres synthétisés a partir de ressources renouvelables. Ils sont d’origine biologique et ont

un caractére biodégradable [17].

1.8.2. Classification des bioplastiques

Les bioplastiques peuvent étre catégorises selon plusieurs critéres. Ils peuvent entre autres étre
classifiés selon leurs compositions chimiques, leurs méthodes de synthese, leurs procédés de
fabrication, leurs importances économiques ou leurs applications. Une classification selon
I’origine des ressources (renouvelables ou non renouvelables) et la gestion en fin de vie
(biodégradable ou non biodégradable) a également été couverte précédemment et est présentée

par la figure 1.3.
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Figure 1.3. Matrice des bioplastiques [16].

1.8.3. Application des biopolyméres dans ’emballage alimentaire

Les biopolymeres 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 intrinseques. On peut citer,
par exemple, leur perméabilité a la vapeur d’eau intéressante pour emballer les produits frais
comme les fruits et les Iégumes [18].
Des bioplastiques des quatre groupes de la figure 1.4 sont utilisés comme matériaux afin de
produire une gamme tres 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 1I’emballage alimentaire. Cette méthodologie
est bien adaptée au marché actuel de ’emballage qui est trés concentré. Les 5 plus gros

producteurs de bioplastiques fournissent plus de 50 % de I’industrie dans ce créneau [19].
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T
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NOTE: Groupes 1 a 3 issus de ressources renouvelables (biosourcés). Groupe 4: issus de ressources non-renouvelables.

Figure 1.4. Classification des bioplastiques [20].

Les bioplastiques obtenus par synthése a partir de monomeres renouvelables peuvent étre
regroupés en deux sous-groupes. Les bioplastiques biodégradables comme 1’acide polylactique
(PLA) et les bioplastiques non biodégradables qui comprennent par exemple le polyéthyléne
biosourcé (BioPE).

1.9. L’acide polylactique

Le PLA qui fait partie du premier sous-groupe est le bioplastique le plus utilisé pour
I’emballage. Le PLA est fabriqué a partir d’acide lactique qui provient de la fermentation du
mais, de la canne a sucre ou de la betterave [21]. Bien que plusieurs sources de biomasse
puissent étre utilisées, le mais a ’avantage de procurer le haut niveau de pureté d’acide lactique
requis. Le potentiel de substitution du PLA aux plastiques traditionnels d’origine fossile tels
que le polyéthyléne (PE) , le polypropyléne (PP), le Polystyréne (PS) ou le polyéthyléne
téréphtalate PET est élevé di a ses propriétés physiques et chimiques [22]. Sa stabilité au niveau
de la température et ses aptitudes de transformation sont similaires au PS tandis que sa
résistance aux huiles et graisses ainsi que ses propriétés barrieres aux saveurs sont comparables
au PET [23]. Le PLA est bien adapté a plusieurs des méthodes conventionnelles de
transformation des produits thermoplastiques telles que I’extrusion et 1’injection [21]. Le lactide
est le monomere qui provient de I’acide lactique qui est utilisé pour produire le matériau. Les

monomeres s’unissent par polymérisation pour former le PLA. Il y a de nombreuses
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applications au niveau de I’emballage alimentaire pour ce bioplastique comme le montre la
figure (1.5), dont des bouteilles et des contenants de toutes sortes. Le couchage du PLA sur le
carton permet également la fabrication des boites pliantes qui sont composables et
particuliérement utiles pour des applications ou I’emballage est souillé par les aliments.
L’ensemble produit / contenant peut ainsi étre composté dans des installations industrielles ou

municipales sans tripréalable.

Figure 1.5. Exemple d’application du PLA dans I’emballage alimentaire.

L’acide poly lactique est bien connu pour sa facilité de mise en ceuvre, sa biocompatibilité et
sa biodégradabilité. Il présente différentes propriétés chimiques et physiques en raison de sa
chiralité ainsi en faisant varier sa composition et sa masse molaire, une large gamme de

propriétés physiques et mécaniques peut étre obtenue.

1.9.1. Propriétés thermiques

La température de transition vitreuse du PLA est située entre 58 et 62 °C ; celle de fusion est
aux alentours de 148 et 151 °C. Ces températures sont en fonctions de la composition
monomeérique initiale (flexibilité et géométrie moléculaires, forces intermoléculaires), du poids
moléculaire du PLA ainsi que du pourcentage ou teneur de D-lactique incorporé dans le
polymére [24]. En effet les molécules du PLA semi-cristallin présentent un certain arrangement
ce qui réduit leur flexibilité et augmente les forces intermoléculaires, ceci a comme
conséquence une transition vitreuse et une température de fusion plus élevée, comparés au PLA

amorphe, dont la structure moléculaire est relativement faible [25].
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Parmi les différents PLA commerciaux existant, le PLA contenant un faible taux d’acide D-
lactique présente une température de fusion autour de 150°C et une température de transition
vitreuse vers 65 °C. Les PLA homopolyméres ont une température de fusion vers 180 °c et une
enthalpie de 40 a 50 J / g [26].

1.9.2. Propriétés physiques

Les propriétés physiques des matériaux polymeres sont trés importantes car elles reflétent la
structure hautement ordonnée du polymere et influencent sur les propriétés mécaniques comme
les propriétés ¢élastiques, la résistance a la traction, la contrainte ...

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 I.1.

Tableau I.1. Principales propriétés physiques du PLA [28].

Propriétés 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 de surface (dynes) 38
Densité 1,25
Parameétre de solubilité (3°°cm-19) 19-20,5
Perméabilité a la vapeur d’eau 172
(g /m?/jour)
Indice de fluidité & chaud (g/ 10 min) 2-30
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1.9.3. Propriétés mécaniques

Les propriétés mécaniques de 1’acide poly lactique(PLA) peuvent aller du plastique élastique
aux materiaux rigides. Pour de meilleures propriétés mécaniques, le PLA semi-cristallin est
souvent préféré au polymere amorphe. La masse molaire du polymere ainsi que le degré de

cristallinité ont une influence significative sur les propriétés mecaniques [27] .

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

tels que le polystyréne (PS) et le polyéthylene téréphtalate (PET) (tableau 1.2).
Le PLA présente des propriétés mécaniques relativement bonnes avec :

*  Un module d’¢lasticité de I’ordre de 2 a 4 GPa.

= Une résistance a la traction allant de 50 & 70 MPa.
= Contrainte a la rupture 40-60MPa.

= _Résistance a I’¢longation.

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

Tableau 1.2. Propriétés mécaniques de quelques polymeéres [29].

Polymere Contrainteala  Allongement a Module de Température
rupture [MPa]  la rupture [%0] Young [GPa] d[rnllii)ﬂg;?ilsn
[°C]
PLA 40-60 4-7 2.0-4.0 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 - 1.1-1.5 121

1.9.4. Biodégradation de I’acide poly lactique

Le PLA se dégrade facilement dans I’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].

E\
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La degradation des polymeres se produit principalement par scission des chaines principales ou

des chaines latérales des macromolécules. Elle est généralement induite par :

X/
°e

Activation thermique.

% Activité biologique (enzymes).

%+ Oxydation.

¢+ Photolyse ou radiolyse.

% 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 I’article, la température d’hydrolyse, I’humidité, la salinité et la présence

ou absence d’oxygéne [30,31].
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Chapitre I1. Généralités sur la Propolis

11.1. Géneéralités sur la propolis

La propolis (figure 11.1) est une série de substances resineuses, gommeuses et balsamiques de
consistance visqueuse recueillies par les abeilles sur certaines parties des plantes principalement
les bourgeons et les écorces de certains arbres [1]. En malaxant ces résines et gommes avec leur
propre cire et leur sécrétion, elles produisent de la propolis [2].

La propolis est utilisée par I’abeille comme matériaux de scellement pour fermer les espaces
ouvert ou les fissures se produisant dans leurs ruches [3,4]. Les abeilles utilisent la propolis non
seulement pour protéger leurs ruches ; en bouchant les fissures, en scellant les espaces et en
lissant les parois internes, mais elles s’en servent également comme antiseptique [5,6] pour
protéger les larves d’abeilles, les réservoirs de miel et le peigne des infections microbiennes
[7,8]. Elle permet aussi de maintenir la température interne de la ruche autour de 35°C [9]. De
méme la propolis empéche I’entrée de 1’eau dans la ruche qui maintient une humidité constante

et sert également a contrdler le flux d’air vers la ruche [10].

Figure 11.1 : La propolis brute.

11.2. Récolte de la propolis

La récolte de la propolis est faite par un nombre restreint d’abeilles ouvrieres butineuses. Ces
ouvrieres sont tres spécialisées dans cette activité puisqu’elles ne semblent pratiquement
effectuer aucun autre travail au sein de la colonie. Leur travail se limite au colmatage a

I’intérieur de la ruche [11].
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Figure 11.2. Récolte de la propolis par 1’abeille.

La propolis est également récoltée par I'homme selon deux techniques diverses, la premiére
technique consiste a racler et gratter les cadres ou les parois de la ruche, de préférence a

température assez basse, la propolis dure et friable se détache alors mieux [12].

Figure 11.3. Récolte de la propolis par I’homme (grattage des cadres).

La deuxiéme technique se base sur 1’utilisation de différents dispositifs comme les grilles
moulées en matiere plastique ou en métal, les grilles sont posées au-dessus des ruches comme

couvercles, les abeilles s’empressent d’obturer ces trous de propolis [13].

Figure 11.4. Récolte de la propolis par I’homme (grilles moulées).
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11.3. Propriétés physiques de la propolis

» Consistance : Dure et cassante a froid, mais devient molle, souple, caoutchouteuse et
tres collante a chaud [14] ;

» Odeur : Aromatique caractéristique et agréable ;

» Couleur : Variant du jaune-vert, au rouge et au brun foncé en fonction de sa source et
de l'age de I’abeille [15,16] ;

> Saveur : Acre, piquante et parfois amere ;

» Densité: 1.2;

» Solubilité : Insoluble dans I’eau, soluble dans 1’alcool, acétone, benzéne et | éther
[17].

11.4. Composition de la propolis
La composition de la propolis varie quantitativement et qualitativement en fonction de

nombreux facteurs, tels que :

» L’origine géographique et botanique ;
> Le moment et la méthode de la récolte ;

» Le solvant utilisé pour I’extraction [18].

La propolis contient plus de 500 composants, dont les composés phénoliques (flavonoides,
acides phénoliques et leurs esters), des acides gras, des sucres, des éléments minéraux [19,20].
Leur pourcentage est le suivant :

-Résines et baumes végétaux 50% ;

-Cire d’abeille 30%

-Pollen 5 % ;

-Huiles essentielles et aromatiques 10 % ;

-Quelques autres substances contenant également des composés organiques 5% [21, 22,23].

11.5. Substances bioactives de la propolis

11.5.1.Flavonoides

Les flavonoides représentent le groupe de composés phénoliques le plus diversifié [24,25]. lls
sont présents dans les racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits, Iégumes, graines, bois...etc.,
ils varient quantitativement et qualitativement selon le stade de développement du vegétal [26].

Les flavonoides sont de trés bons agents antimicrobiens [27].
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11.5.2.Acides aromatiques et dérivés
La propolis contient des acides aromatiques tels I’acide benzoique, 1’acide coumarique, I’acide

cinnamique et I’acide caféique et surtout leur ester [28].

11.5.3.Huiles essentielles

Les huiles essentielles aussi appelées huiles volatiles, sont des métabolites secondaires produit
habituellement par les plantes aromatiques pour combattre les infections et les parasites, elles
sont synthétisées en réponse a des conditions de stress [29], elles sont isolées par
hydrodistillation ou par expression mécanique [30]. Elles sont présentes dans différentes parties
de la plantes (feuilles, graines, bourgeons, fleurs, écorces, racines, tiges, fruits, et dans les
gommes qui s’écoulent du tronc des arbres) [31]. Les huiles essentielles sont des mélanges trés

complexes qui contiennent environ 200 composés (le cavacol, le thymol, 1’eugénol, etc.)[32].

11.5.4.Acides organiques
La propolis contient également des acides organiques comme |'acide benzoique, l'acide
salicylique, I"acide gallique. Ces composés ont des propriétés conservatrices, antiseptiques et

anti-inflammatoires [33].

11.5.5.Vitamines et oligoéléments
La propolis contient les vitamines B1, B2 (complexe), B6, C et E [34] .Elle contient la majorité
des oligoéléments et des minéraux tels que : magnésium, zinc, aluminium, fer, cuivre, silicium,

strontium et le nickel [35] .

11.6.Activités biologiques de la propolis
En raison de la présence de composés bioactifs, la propolis présente des activités biologiques
importantes, telles que les activités anti oxydantes, antimicrobiennes, anti-tumorales, anti-

inflammatoires [36,37], antivirales [38], anti-protozoaire et antifongique [39,40].

11.6.1. Activité antimicrobienne de la propolis

L’une des premiéres activités biologiques a étre reconnue et probablement 1’une des propriétés
les plus importantes de la propolis est I'activité antimicrobienne, en particulier |activité
antibactérienne. La propolis a un effet significatif contre plusieurs bactéries telles que

Enterococcus spp, Escherichia coli et Staphylococcus aureus [41,42]. L’activité
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antibactérienne est due aux composés actifs de la propolis tels que les composes aromatiques

(acide caféique) et les flavonoides [43].

La propolis agit comme agent bactéricide, elle arréte la division des cellules bactériennes,
détruit la paroi cellulaire et le cytoplasme bactérien [43].

11.6.2. Activité antioxydante

De nombreuses maladies dégénératives liées au vieillissement, notamment le cancer, les
maladies cardiovasculaires et le diabete, résultent de dommages oxydatifs causés par les
radicaux libres [44].Ces substances sont des espéces chimigues contenant un ou plusieurs
électrons non appariés ; espéces hautement réactives et instables pouvant endommager des
composants cellulaires, tels que les protéines, les acides nucléiques et les lipides. Ils peuvent
étre piégés ou neutralisés dans le corps par des molécules et des substances anti-oxydantes ou
enzymes anti-oxydants naturellement présents dans la propolis [45,46] .La propolis joue un role
primordiale dans la neutralisation de ces radicaux grace a ces propriétés anti oxydantes et sa
richesse en polyphénols tels les acides phénoliques et flavonoides ce qui la rend le produit le

plus actif des produits de la ruche en ce qui concerne cette propriété [46].

11.6.3. Activité anti-tumorale

Les composants de la propolis possedent des propriétés anti-tumorales [47]. Ces composés sont
impliqués dans I'arrét du cycle cellulaire et I'inhibition de transfert de maladies d'une partie du
corps a une autre. D'autres composés tels que la galangine sont impliqués dans la prévention de
la division rapide des cellules tumorales [40] .La propolis est capable d’arréter la synthése de
I’ADN dans les cellules tumorales, et de provoquer le vieillissement de ces derniéres [48]
.L'effet anti tumoral de la propolis est d0 a la fonction combinée de ses constituants poly
phénoliques [49].

11.6.4. Activité antivirale

La propolis comprend une complexité de composés qui lui conferent des propriétés antivirales
[50]. Les flavonoides et les dérivés d'acides aromatiques sont responsables de l'activité
antivirale des extraits de propolis [15], en inhibant I’entrée du virus dans les cellules ou en

perturbant la réplication virale [40].

11.6.5. Activite anti-protozoaire :
Une autre propriété biologique importante déja attribuée a la propolis est I'activité anti

protozoaire [51]. Plusieurs publications ont rapporté I'effet et I’activité de la propolis sur les
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protozoaires qui provoquent des maladies chez I'homme et les animaux tels que la giardiase

[52], la maladie de Chagas, la leishmaniose [53] ainsi que d’autres maladies.

11.6.6. Activité antifongique

La propolis s’est montré active contre plusieurs espéces fongiques [54,55]. Elle est active sur
les champignons aflatoxigéniques et diminue la germination des conidies d”Aspargillus flavus
[40]. L’effet fongicide de la propolis est associé a la présence des flavonoides et d’autres

composés phénoliques [56].

11.7. Applications de la propolis

La propolis est actuellement utilisée dans de nombreuses applications et cela grace a ses
activités biologiques. Elle est utilisée notamment dans les préparations dermatologiques utiles
dans le traitement des plaies, des furoncles et des dermatites [57, 34] .De plus, la propolis fait
partie des compléments nutritionnels, des aliments sains ou des produits de médecine douce,
tels que des bonbons ou du sirop, des barres de chocolats et des lotions pour la peau [58, 59].
La propolis est également utilisée dans les remédes de maison [58 ,60] .on la trouve ainsi
dans le commerce sous formes de dentifrices , de pastilles , de bains de bouche , de créemes, de
gels , de sirops pour la toux , de savon , de gomme a méacher et de comprimés[61, 43].
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Plusieurs études ont été menées dans le but de prolonger la durée de vie des produits
alimentaires. C'est pourquoi de nouvelles tendances, telles que les films biodégradables et les
emballages actifs, ont été introduites. Elles impliquent les interactions entre les emballages et
les aliments emballés par I'incorporation de certains additifs dans un film d'emballage ou dans
des récipients d'emballage.

De nombreux auteurs ont ¢tudié 1’effet des films d’emballage a base de 1’acide poly lactique
(PLA) incorporé avec une substance naturelle active tels que la propolis, ces films bioactifs
innovants incorporant des agents antimicrobiens ont récemment été développés pour la
conservation des aliments.

La présentation de ces travaux sera faite en ayant le souci de regrouper les résultats, selon
I’influence que certains facteurs peuvent avoir sur les films d’acide poly lactique et extrait

éthalonique de propolis.

Valérie Guillard et al. (2010) : Ont étudiée la diffusivité de composés de propolis dans un

polymere d'acide poly lactique pour le développement de films d'emballage antimicrobiens.

Ce travail avait pour objectif d’étudier le systtme PLA / propolis et la migration de la propolis
dans un liquide simulant un aliment (FSL). Ce systeme de libération antimicrobien / antioxydant
pour les applications d’emballage alimentaire a été réalisé par incorporation de propolis dans
un film d’acide poly lactique (PLA). La composition des films a été modifiée en ajoutant du
polyéthyléne glycol (PEG) et de la bentonite de calcium (CB) a la solution de coulée de PLA
initiale.

La cinétique de diffusion de quatre polyphénols différents contenus dans la propolis a ensuite
été mesurée expérimentalement dans deux liquides de simulation d'aliments (FSL) différents :
I'eau et I'éthanol. L'eau et I'éthanol ont été choisis comme deux liquides présentant des
caractéristiques de polarité et de solubilité différentes.

Les résultats de cette étude suggerent que l'incorporation de propolis dans le PLA pourrait

fournir un systeme de livraison possible pour les applications d'emballage alimentaire.
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Hassan Hamedi et al. (2018) : ont étudié I’effet de 1’huile essentielle de Tanacetum balsamita,
d’extrait éthanolique de propolis et de nanocristaux de cellulose sur la prolongation de la durée
de conservation des saucisses cuites emballés sous vide dans films d’acide poly lactique.
L'addition de la CNC a considérablement augmenté les propriétés mécaniques du composite de
PLA et cet effet a été accentue en présence du PEE et le TBE. Les effets inhibiteurs in vitro des
films de PLA ont été significativement affectés par I'ajout de TBE ( p <0,05), alors que les films
de PLA contenant uniquement du PEE et / ou de la CNC ne pouvaient pas empécher la
croissance des bactéries. Il a été constaté que les bactéries a Gram positif étaient plus sensibles
aux films de PLA que les bactéries a Gram négatif et B. Cereus est la bactérie la plus sensible
aux films contenant du TBE et du PEE. Tous les films contenant du TBE ont montre des effets
antibactériens significatifs contre APC, LAB et psychrotrophe par rapport au PLA vierge.
Cette étude a démontré I'efficacité antimicrobienne des films préparés et leur capacité a

prolonger la durée de conservation des saucisses cuites pendant 50 jours de stockage réfrigéré.

Pablo Ulloa et al. (2018) : ont étudi¢ le développement des films d’acide poly lactique avec la
propolis comme une source de principes actifs. La biodégradabilité, propriétés physiques et

fonctionnelles ont été étudiées.

Des films actifs (AF) utilisant de I’acide poly lactique (PLA) en tant que matrice polymere
contenant diverses concentrations de propolis (5, 8,5 et 13%) en tant qu'agent actif (AA) ont
été développées a l'aide d'une méthode de moulage. Le but était de déterminer les effets de
I'incorporation d'AA sur les propriétés physiques des films et d'évaluer les activités
antioxydantes et antimicrobiennes. La résistance a la traction et le module d'élasticité des AF
ont diminué par rapport au témoin (PLA sans AA). L'introduction des substances actives de la
propolis dans le PLA a également eu une incidence sur ses propriétés thermiques (transition
vitreuse). L'ajout d'’AA au polymere a généré plus d'opacité avec une couleur vert-jaunatre par
rapport au témoin. De plus, les AF présentaient une perméabilité a la vapeur d'eau réduite

lorsque la concentration en AA augmentait.

L’incorporation de constituants naturels, tels que la propolis est une stratégie utile pour le
développement d’emballages actifs ayant des effets antioxydants et antimicrobiens. De plus,
cette technique devient une méthode tres prometteuse pour étendre la durée de conservation des
produits alimentaires conforme aux préférences des consommateurs pour des produits

alimentaires plus naturels avec peu ou pas de conservateurs et emballage durable.
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Alireza Ashorietal. (2017) : ont étudié 1’évaluation de l'activité antibactérienne de composites

de nanofibres de cellulose et d’acide poly lactique enrobés d'extrait éthanolique de propolis.

En premier lieu, la composition chimique de I'EEP a été etudiée afin de déterminer les
principaux composés. Les composites ont ensuite été préparés a l'aide de la méthode de coulée
au solvant. L'efficacité de I'EEP a éte évaluée pour ses propriétés antibactériennes et
antifongiques, en utilisant le protocole standard de la méthode de diffusion discale
(DDM). L'analyse chimique de I'EEP a montré que les échantillons de propolis présentaient des
concentrations élevées en acides aromatiques, composés phénoliques, esters et autres dérives,
responsables des propriétés antibactériennes et antifongiques de la propolis. Les résultats
expérimentaux ont indiqué que I'EEP avait une activité antibactérienne considérable contre la
plupart des souches pathogeénes testées. En général, la surface des films de FNC / PLA modifiés
amontré une activité antibactérienne contre les bactéries a Gram - positif, méme a de trés faibles
concentrations d'EEP. L’ajout d’EEP aux films testés a considérablement augmenté 1’effet
antibactérien contre les Gram positifs, tels que Bacillusanthracis, Staphylococcus aureus
et Salmonella entérique, alors qu’il n’y avait aucun effet sur les bactéries a Gram négatif. De

plus, les résultats ont mis en évidence I'action inhibitrice de I'EEP sur Candida albicans.

A.Akhondzadeh Basti et al. (2017) : ont étudié I’effet de I’incorporation de 1’extrait de
propolis éthanolique et de l'huile essentielle de Ziziphora clinopodioides sur 1’activité
antibactérienne d'un film a base d'acide polylactique. Les composés chimiques volatils de ZEO
ont été identifiés par chromatographie en phase gazeuse analytique. Différents groupes de films
de PLA ont été préparés en utilisant ZEO (1% et 2%) et EPE (1% et 2%), séparément et en
combinaison. La méthode de diffusion sur disque a été utilisée afin d'évaluer l'activité
antibactérienne de groupes expérimentaux. L'analyse a été réalisée a lI'aide de SPSS 16.0. Les
films de PLA enrichis en ZEO possédent une meilleure activité antibactérienne par rapport aux
films incorporés en EPE (p <0,05). Les effets antibactériens par ordre descendant étaient les
suivants : Staphylococcus aureus> Listera monocytogenes> Bacillus subtilis> B. cereus>
Salmonella entritidissérovar Typhimurium > Escherichia coli. En conclusion les films de PLA
incorpores avec du ZEO et de I'EPE avaient une activité antibactérienne considérable, ce qui
indique le potentiel de ces films pour une application en tant que conditionnement actif dans

I'industrie alimentaire.
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Ali  Misaghi et al.,, (2017) : ont étudié 1’évaluation antimicrobienne de nouveaux
nanocomposites a base d’acide poly-lactique en présence de composes bioactifs dans des

saucisses cuites et conditionnées sous vide.

Dans cette étude, différentes concentrations de I’huile essentielle Zataria multiflora Bioss
(ZME), d’extrait éthanolique de propolis (PEE) et de la nanofibre de cellulose (CNF) ont été
incorporés au polymere par un procédé de coulée en solution. Les films obtenus ont été ensuite
caractérisés. L’examen mécanique a révélé que 1’incorporation de CNF améliorait presque tous
les parametres mécaniques testés. En effet, la présence de I’huile essentielle ZME et 1’extrait
¢thanoloque PEE rendait les films plus flexibles. De plus, selon 1’analyse physique, des effets
antibactériens maximaux ont été enregistrés pour les films contenant a la fois du ZME et du
PEE. La durée de vie de conservation de tous les composites PLA /1 % ZME / PEE est prolongé
a plus de 40 jours.

Malgorzata Gniewosz et al. (2019) : ont étudiés 1’application de la propolis a la protection
antimicrobienne et antioxydente de la qualité des aliments.

Dans cette étude, la propolis est utilisé en tant que conservateur naturel et agent de protection
antimicrobien et antioxydant dans les aliments et cela grace a sa richesse en bioactifs d’une part
et d’autre part son ajout aux aliments procure de nouveaux avantages pour la santé du
consommateur et assure une grande stabilité microbienne et une qualité des aliments pendant

le stockage.

Les extraits de propolis (EEP) sont ajoutés directement aux aliments ou appliqués
superficiellement. Les résultats de cette ¢tude ont montré que 1’ajout de faible concentration
d’extraits de propolis (EEP) aux produits a base de viande inhibe a la fois la croissance de la
microflore protéolytique ainsi que les moisissures et les levures dans les saucisses orientales
fraiches et les saucisses de bceuf égyptiennes fraiches. Ainsi de meilleurs résultats ont été
obtenus apres 1’addition de 2 % d’EEP aux galettes de beeuf et aux saucisses de toscane. Il a
été ainsi démontré d’une part que 1’ajout de 3 a 7% de EEP a la viande hachée de Cyprinus
carpio étaient efficaces contre la détérioration des microorganismes y compris les bactéries

psychrotrophes et lactiques.
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Chapitre 1V. Matériels et Méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de génie de I"environnement et le laboratoire
de Maitrise des Energies Renouvelables (Equipe Biomasse et Environnement). Les

expériences ont été menées durant une période de 3 mois (Mars-Juin 2019).

Ce chapitre est consacré a la présentation des matériaux et des techniques expérimentales

utilisés au cours de ce travail. 1l est divisé en trois grandes parties :

v La premiére partie présente les principales caractéristiques et propriétés des différents
materiaux utilises ;

v Laseconde partie comporte les procédés employés pour la réalisation des films ;

v' La derniére partie est consacrée aux techniques de caractérisations utilisées au cours de

cette étude.

IV.1. Présentation des produits utilisés

IV.1.1. Acide poly lactique (PLA)

La matrice poly (Acide lactique) utilisée est sous forme de granulés (figure IV.1). La référence
PLE 005 est une résine thermoplastique de PLA (polylactide) issue de ressources végeétales
annuellement renouvelables certifiées d’origine non génétiquement modifiées. Le PLE 005 est
recyclable, compostable industriellement selon la norme NF EN 13432:2000. Il est

spécifiquement élaboré pour les applications d’extrusion (film, thermoformage).

Figure IV.1. PLA sous forme de granulés

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

suivant :
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Tableau IV.1. Les principales propriétés physiques du PLA.

Propriétés générales Valeur
Densité / 1.26
MFI (190 °C, 2.16 Kg) g/ 10 min 5-9
Dureté (15s) Shore D 80
Propriétés optiques / Transparent
Température de fusion °C 170 - 180
Contrainte de traction au seuil élastique MPa 20
Contrainte de traction a rupture MPa 62.3
Module de Young MPa 3820
1V.1.2. Propolis

C’est le principe actif ajouté au biopolymére (PLA) pour lui conférer des activités biologiques.
La propolis récoltée dans la région de Merdj Ouamene a partir d’une ruche en provenance du
sud.
Les principales propriétés de la propolis sont :
Propriétés physiques :

v Consistance variable selon la T° : dure et cassante a froid, mais devient molle,

caoutchouteuse et tres collante a chaud ;

v' Densité:1,2;

v Solubilité : insoluble dans 1’eau, soluble dans ’alcool, acétone, benzéne ...
Caracteres organoleptiques :

v Couleur : brune ;

v Odeur : aromatique ;

v’ Saveur : acre, piquante, parfois amére.

IV.1.3. Chloroforme
C’est un produit chimique fourni par BIOCHEM Chemopharma.
Il est utilisé comme solvant pour la préparation des solutions du PLA et de propolis dont les
caractéristiques physico-chimiques sont les suivantes :
v" Formule chimique : CHCI3 ;
v Masse moléculaire : M =119.38 g /mol ;
v Température de 1’ébullition : 62 °C ;
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v Température de fusion :-64 °C ;
v Densité : 1,478 g/ cm3;
v' Pureté : 99 %.

IV.1.4. Alcool éthanolique
C’est le solvant utilisé pour extraire les composes bioactifs de la propolis dont les propriétés
physico-chimiques sont les suivantes :

v Formule chimique : C2HeO ;

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

v' Pureté : 96 %.

IV.1.5. Glycérol
C’est un produit chimique fourni par BIOCHEM Chemopharma dont les caractéristiques
physico-chimiques sont les suivantes :

v" Formule chimique : C3HgOs3;;

v Masse molaire : 92.09 g/mol.

IV.2. Matériel biologique

Pour étudier 1’activité antimicrobienne de la propolis et des films préparés, quatres souches
bactérienne (dont trois a Gram positif et quatre a Gram négatif) : Staphylococcus aureus
ATCC25923 ; Bacillus Cereus ATCC14579 ; Enterococcus faecalis wdcm 00009 ; Klebsiella
Pneumoniae 2042 ; Pseudomonas areoginosa ; Salmonella enterica ; Escherichia coli, et
quatre souches fongique : Botrytis cinerea ; Aspergillus niger ; Fusarium sp. et Pénicillium SP
sont utilisées. Les souches sont fournies par le laboratoire de Maitrise des Energies

Renouvelables de I"Université de Bejaia.

1VV.2.1. Souches bactériennes

- Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des bactéries de forme sphériques (coques) aéro-anaérobies facultatifs
a Gram positif, résistantes dans le milieu extérieur et peu exigeantes en culture [1].
Staphylococcus aureus communément appelé staphylocoque doré est 1’espéce la plus
pathogéne du genre staphylococcus. Elle est responsable d’intoxications alimentaires,
d’infections localisés et dans certains cas extrémes, d’infections potentiellement mortelles.
L’homme est le principal réservoir, mais ces bactéries sont également retrouvées dans

I’environnement (eau, air, surfaces et aliments) et chez ’animal notamment 1’élevage [2].
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- Bacillus Cereus

Les Bacillus sont des bacilles & Gram +, a spore terminale, subterminale ou centrale .Ils sont
aéro-anaérobies facultatifs et parfois aérobies stricts. Bacillus cereus est un germe ubiquiste,
anaérobie facultatif, vivant dans les sols et dans les eaux, et peut survivre dans I’environnement
sous forme de spores. Il peut contaminer surtout les aliments d’origine végétale telle que : le riz
et les épices ainsi que de nombreux plats cuisinés. Bacillus cereus se comporte comme un

pathogene opportuniste, il est également responsable de toxi-infections alimentaires [3].

- Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis fait partie de la famille des entérocoques, ¢’ est une bactérie commensale
a Gram positif, non sporulée qui se présente sous forme de coques isolés ou arrangées en paires
ou en chainettes. Les entérocoques sont des bactéries ubiquistes, on les retrouve dans les eaux
usées, I’eau douce, I’cau de mer et le sol [4]. La présence d’entérocoques peut étre détectée
dans de nombreux produits alimentaires comme les fromages ou les produits fermentés. Ils sont
retrouvés a la fois dans les produits crus mais aussi dans les produits finis issus de I’industrie

agro-alimentaire [5].

- Klebsiella Pneumoniae

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

abondantes dans le sol et les eaux [6].

- Pseudomonas areoginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif, aérobie stricte, dépourvue de
capsule. Comme la plupart des especes appartenant au genre Pseudomonas, P. aeruginosa
n’exige aucun facteur de croissance. La température optimale de croissance de ce genre de
bactérie est comprise entre 30 et 37°C. L’espéce P. aeruginosa est ubiquitaire dans
I’environnement et peut étre commensale du tube digestif. Dans 1’environnement, elle est
trouvée dans le sol, dans les eaux douces et marines, a la surface des plantes et des animaux [7].
Pseudomonas aeruginosa peut contaminer certains produits alimentaires tels que le lait cru et

le fromage [8].
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— Salmonella enterica
Les Salmonella sont des entérobactéries mésophiles mobiles et Gram négatif, des parasites de
I'nomme, des mammiferes (rongeurs), des oiseaux (volailles) et des animaux a sang froid
(reptiles). Elles sont responsables, apres pénétration par voie orale, de nombreuses infections
(salmonelloses), notamment des fievres typhoide et paratyphoides, des gastro-entérites et des
toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) [9]. Le principal mode de contamination chez
I'nomme est I'ingestion a partir de I'eau, des aliments (ex. produits laitiers, ceufs, viande) ou

d'animaux familiers porteurs (tortues).

- Escherichia coli

Escherichia coli appartient & la famille des Enterobacteriaceae . Ce sont des bacilles & Gram
négative, non sporulés, anaérobies facultatifs. L ’espéce E. coli est considérée comme un hote
commun de la microflore digestive de ’homme et de la plupart des animaux a sang chaud. E.
coli reste la bactérie anaérobie facultative la plus abondante dans le c6lon humain, dans celui

d’autres mammiféres et des oiseaux [10, 11].

IVV.2.2. Souches fongiques

- Botrytis Cinerea

Botrytis Cinerea est un champignon pathogéne ubiquiste et polyphage, capable d’infecter plus
de 200 espéces de plantes, causant des pertes économiques importantes sur les cultures avant et
apres la récolte [12]. Botrytis Cinerea, plus souvent appelé agent de la pourriture grise, attaque
a travers le monde un nombre étendu de cultures fruitiéres, Iégumieres et ornementales [13]
aussi bien en plein champ et sous serre qu’apres récolte, durant le stockage et le transport des

produits [14].

- Fusarium sp.

Les champignons du genre Fusarium sont ubiquistes, ils s’adaptent facilement aux conditions
environnementaux et sont tres répandus sous tous les climats. 1ls sont abondants dans les sols,
sur les débris végétaux et sur les partis souterrains mais aussi aériens des plantes. Ces especes
sont a 1’origine d’infections opportunistes chez I’homme et I’animal. De nombreuses espéces
produisent des mycotoxines telles que I’acide fusarique qui contaminent les aliments [15, 16].
Les espéces du genre Fusarium peuvent ainsi attaquer les céréales (mais, blé, orge, avoine), les

légumes, les plantes ornementales et beaucoup d’arbres fruitiers.
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- 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 [17].

- 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 [18].

IV.3. Méthodes expérimentales

IVV.3.1. Nettoyage de la propolis
A T’aide d’un mortier la propolis brut est transformée en poudre fine puis filtrée pour éliminer
toutes les impuretés (morceaux d’abeille, cire, bois). Apres, un lavage est effectué jusqu'a
1"obtention d’une propolis propre. Ensuite, la poudre lavée est étalée sur un papier absorbant
pour un séchage optimal.

IVV.3.2. Extraction de la propolis

30 g d’échantillon de poudre de propolis sont broyés et dissous dans 100 ml d’éthanol a 96%
sous agitation continue a 50 ° C pendant 30 min. La suspension est filtrée avec un papier
Wattman N°1 et centrifugé a 600 g/20 min. Le surnageant obtenu est évaporé dans un rotéat-
vapeur & 40°C pendant 30 min (fig. 1V.2). Enfin, I’extrait est versé dans une boite a pétri et

laissé pendant une journée pour bien sécher [19].
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Figure 1V.2. Evaporateur rotatif (rotavapor).

1VV.3.3. Techniques de caractérisation

» Spectroscopie infrarouge a transformation de Fourier (IRTF) ;
Ultra-violet UV ;
Evaluation de I’activité antioxydante ;

Test d’activité antibactérienne ;

YV V V V

Test d’activité antifongique.

1VV.3.3.1. Spectroscopie infrarouge a transformation de Fourier (IRTF)

La spectroscopie infrarouge est une technique d’analyse utilisée pour I’identification des

groupements fonctionnels qui apparaissent sous forme de bande d’absorption.

Le spectre infrarouge IR est étudié dans une gamme de fréquence allant de 4000 a 400 cm™ les

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

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

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

éthylique et aromatique.
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Dans cette présente étude les spectres IR de la poudre de propolis, d’extrait éthanolique de
propolis et les films PLA /EEP ont été enregistré sur un spectrophotomeétre de type
SHIMADZU FTIR -8400 S, piloté par un ordinateur muni d’un logiciel de traitement avec une
résolution de 4cm dans la région 400 cm™ & 4000cm™. L’analyse de la poudre de propolis est
réalisée sur des mélanges de cette derniére et de KBr sous forme de pastilles de proportion 0,02

et 0,08 mg respectivement, préparées sous une pression de I’ordre de 90 KN.

IV.3.3.2. Spectroscopie ultra-violet-visible
L’analyse par spectroscopie ultraviolet visible s’avére nécessaire et utile pour la caractérisation

des produits initiaux et finaux.

La spectroscopie ultraviolet-visible ou spectrométrie ultraviolet-visible est une technique de
spectroscopie mettant en jeu les photons dont les longueurs d'onde sont :

» Dans le domaine de l'ultraviolet (200 nm — 400 nm) ;

» Duvisible (400 nm — 750 nm) ;

» Du proche infrarouge (750 nm — 1400 nm).
Soumis a un rayonnement dans cette gamme de longueurs d'onde, les molécules, les ions ou
les complexes sont susceptibles de subir une ou plusieurs transitions électroniques. Les
substrats analysés sont le plus souvent en solution, mais peuvent également étre en phase
gazeuse et plus rarement a I'état solide.
Le spectre électronique est la fonction qui relie I'intensité lumineuse absorbée par I’échantillon
analysé en fonction de la longueur d'onde. Le spectre est le plus souvent présenté comme une
fonction de I'absorbance en fonction de la longueur d'onde.

e Mode opératoire
Le spectre ultraviolet visible de I’échantillon d’extrait de propolis a été enregistré en diluant
une proportion de 1 ml d’extrait de propolis dans 200 ml d’éthanol. Le mélange obtenu a subit

ensuite un balayage de 200 nm jusqu’a 500nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible [20].

1V.3.3.3. Evaluation de I’activité antioxydante de I’extrait de propolis

1VV.3.3.3.1. Dosage des composés phénoliques

a) Dosage des polyphénols
e Principe

Les polyphénols sont dosés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-Ciocalteu [21].

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

en composé phénoliques oxydés.

e Mode opératoire
Un volume de100 pl d’extrait est introduit dans des tubes a essai contenant 750 pl du réactif de
Folin-Ciocalteau (10%) et 750 pl de carbonate de sodium (6%). Les tubes sont agités et incubés

a I'obscurité durant 30 min a température ambiante. L'absorbance est ensuite mesurée a 765 nm.

Les résultats sont exprimés en mg Equivalent en acide gallique par gramme de matiere seche
de propolis (mg EAG/g MS). La courbe d’étalonnage est obtenue, dans les mémes conditions

opératoires, en utilisant comme étalon 1’acide gallique (Annexe | ).

b) Dosage des flavonoides

e Principe

Le principe repose sur la formation dun complexe jaunatre, lors de 1’ajout du chlorure
d’aluminium. Cette coloration est due a la formation d'un complexe entre le chlorure
d’Aluminium et les flavonoides, qui est le résultat de la fixation des ions (Als*) sur les atomes
d’oxygene présents sur les atomes de carbone 4 et 5 des flavonoides agissant comme donneurs
d’électrons (fig. IV.3 ) [22]. La formule du complexe entre le chlorure d’Aluminium et un

composé phénolique O-hydroxy carbonylé se présentant comme suit :

O ‘
+ Al3+ S —
-H o +
CH o) \m+/o

Figure IV.3. Réaction de chlorure d’aluminium et des flavonoides [22].
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e Mode opératoire

Un volume de 1 ml de la solution d’extrait éthanolique de propolis (0.01 mg/ml dans le
méthanol) est ajouté a 1 ml d’AlCls a 2% préparé dans le méthanol. Le mélange est
rigoureusement agité, puis incubé a 1’abri de la lumiére a température ambiante pendant 30 min.
L’absorbance est mesurée a 430 nm. La teneur en flavonoides de I’extrait est obtenue en se
référant a une courbe d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent
de Quercétine par gramme de matiere séche de propolis (mg EQ/gMS) [23].

La courbe d’étalonnage est obtenue, dans les mémes conditions opératoires, en utilisant comme

étalon la Quercétine (Annexe I1).

1VV.3.3.3.2. Mesure de I’activité anti-oxydante

L’activité anti-oxydante de 1’extrait de propolis est évaluée en utilisant deux tests différents : le
test de piégeage du radical diphényle picrylhydrazyle (DPPH") et le test de mesure de pouvoir

réducteur.

a) Test de piégeage du radical DPPH:

e Principe

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

couleur violette se réduit en 2,2-Diphényle picrylhydrazune de couleur jaune (fig. 1V.4) [24].

L L ; g
|
Ne o S —— NH N -
O,N no,| + Al OxN NO, boA
NO, NO»
DPPH" DPPH-H

Figure 1V.4. Réduction du radical DPPH par un antioxydant [25].

e Mode opératoire

L’activité est mesurée selon le protocole décrit par Lopes-Lutz et al ., (2008). Dans des tubes

a essai, un volume de 1 ml de la solution méthanolique du DPPH (0.3 mM) est ajouté a chaque
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2.5 ml d’extrait (2.5 mg / ml dans MeOH). Apres agitation, les tubes sont placés a 1’obscurité a
température ambiante pendant 30 min. La lecture est effectuée par la mesure de 1’absorbance a
517 nm.

Le contrdle négatif est composé de 1 ml de la solution méthanolique de DPPH et de 2.5 ml de

méthanol.

e Expression des résultats

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

radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :

Abs Témoin—Abs teste )

oy

6) = x 100
I ( & ) Abs Témoin

Ou:

- 1% : Inhibition des radicaux libres en pourcentage ;
- Abs Témoin : Absorbance du témoin (absorbance du radical DPPH + méthanol) ;

- Abs teste : Absorbance de ’échantillon.

a) Pouvoir réducteur

e Principe

Le pouvoir réducteur des extraits éthanoliques de propolis est mesuré par la réduction directe
des électrons de [Fe(CN) 6] en [Fe(CN) 6] .

La formation du complexe [(Fe**) 4 [Fe?*(CN)-s]s coloré en bleu, est obtenu par I’addition des
ions Fe3* libres aprés la réaction de réduction. Ce complexe est quantifié par la mesure de
I’absorbance a 700nm [27].

e Mode opératoire
Le dosage du pouvoir réducteur est effectue selon la méthode décrite par Gilgin et al. (2002).
500 pul d’extrait de propolis (2.5 mg / ml) sont additionnés de 1.25 ml du tampon phosphate a
(pH 6.6 ; 0.2 M) et 1.25ml de ferricyanure de potassium [KsFe(CN) 6] a (1 %). Le mélange est
ensuite mis dans un bain marie a 50 °C pendant 20 min, puis 1.25 ml d’acide trichloracétique a
10 % sont additionnés au mélange et le tout est centrifugé a 3000 g / 10 min. Un volume de

1.25 ml du surnageant sont prélevés puis additionnés a 1.25 ml d’eau distillée et 0.25 ml de
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chlorure ferrique (Fe Cl3) a (0.1 %). La détermination de I’absorbance est effectuée a 700 nm.
Les résultats sont exprimés en mg Equivalent en acide ascorbique par gramme de matiére seche
(mg Eq AA / g MS). La courbe d’étalonnage (Annexe IlI) est obtenue, en utilisant comme

¢talon I’acide ascorbique.

1V.3.3.4. Test d’activité antimicrobienne

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’extrait éthanolique de propolis (EEP) est réalisée
par la méthode de diffusion sur milieu solide. Cette méthode consiste a déposer a la surface
d’un milieu gélosé ensemencé par les microorganismes a tester, des disques chargés de 1’extrait,
puis les boites sont portées a 1’incubation [29]. Les souches microbiennes utilisées dans ce test

sont présentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau IV.2. Les souches microbiennes testées

Microorganismes Souches testées

Bactéries -Staphylococcusaureus.
-Bacilluscereus.
-Enterococcus faecalis.
-Klebsiella pneumoniae.

Champignons Botrytis cinerea
Aspergillus niger
Fusarium sp.

Penicillium sp.

IV.3.3.4.1. Activité antibactérienne

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

b) Ensemencement
L’ensemencement est effectué¢ par écouvillonnage. Le milieu de Mueller-Hinton auquel est
additionnée 5 % de tween 80 est coulé dans des boites de pétri. Les boites sont refroidies et
séchées a température ambiante puis sont ensemencées par des suspensions bactériennes a

I’aide d’écouvillons stériles. L’écouvillon est imbibé de la suspension bactérienne puis essoré
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contre la paroi interne du tube a essai. L’ensemencement se fait par des stries serrées, de haut
en bas et ’opération est répétée trois fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois pour obtenir
une distribution égale de I’inoculum. L’écouvillon est par la suite passé sur toute la périphérie
de la gélose. Les disques préparés de papier wattman N°3 de 6 mm de diamétre stérilisés a
180°C pendant 30 minutes ont été déposés sur le milieu ensemencé a 1’aide d’une pince stérile
(3 disques dans chaque boite). 20ul d’extrait éthanolique de propolis (0.85g/ml dans le DMSO)
ont été injectés sur les disques déposés et les disques témoins ont re¢u 20ul de DMSO (fig.
IV.5). 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 [30].

Ensemencement ) 20pl EXT
Disque X f
1 goc  25°C =
s B Ll .~ 2 -
Culture jeune Milieu de culture . ]
MH Apparition d 'une zone
d’inhibition autour des
disques

Figure IV.5. Mise en évidence de I’effet antibactérienne de I’extrait de propolis

IV.3.3.5. Activité antifongique

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

b) Ensemencement
Le protocole d’ensemencement est similaire a celui cité dans la section (IV.111.3.4.1.b), le
milieu de culture utilisé est le milieu PDA additionné de 5 % de tween 80. Dans ce tests,
I"inoculum est prélevé par un écouvillon a partir d"une boites contenant |"espece fongique a
tester, puis le frotter a trois reprises sur toute la surface gélosée de facon a former des stries
serrées, en tournant la boite a environ 60 ° apres chaque application pour obtenir une
distribution égale de I’inoculum. Une fois les boites sont ensemencées et les extraits sont
déposés, les boites sont incubées a 25 °C pendant 48 h jusqu’a 72 h (fig. IV.6). Apres

incubation, les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés.
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Disque en papier 20ul

d’extrait/disque
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// ". P ; '\/ hii; : '/ 1Y
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Culture fongique sur bt
d’inhibition
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Figure IV.6. Mise en évidence de I’effet antifongique de 1’extrait de propolis

1VV.3.4. Elaboration des films PLA / Propolis
Afin d'avoir une démarche scientifique et organisée, un plan d'expérience fut réalisé a l'aide
d'un logiciel d'optimisation le MODDE 6.

I1V.3.4.1. Choix des facteurs et réponses

L'étape la plus essentielle dans ce cas est le choix des facteurs et des réponses du plan
d'expérience ainsi que le choix des domaines d'études.

Les facteurs choisis sont :

-Facteur 1 : quantité de 1’extrait de propolis.

-Facteur 2 : quantité du glycérol.

Suite aux études et aux recherches réalisées dans les chapitres précédents deux réponses ont été
retenues :

-Réponse 1 : Module d’Young (module d’¢lasticité).

-Réponse 2 : Test d’absorption d’eau.

1V.3.4.2. Choix du plan d'expérience

Comme le but de cette étude est d’optimiser, le choix s'est porté sur un plan factoriel a 3
niveaux, le plan retenu nous permettra en premier lieu d'évaluer I'influence des facteurs sur les
réponses choisies et au final aboutir a la détermination des valeurs optimales de ces facteurs.
IVV.3.4.3. Plan d’expérience retenu

Apres avoir introduit les facteurs et les réponses cités précédemment et choisi le modeéle, le

logiciel MODDE 06 a proposé la matrice suivante (tableau 1V.3) :
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Tableau 1V.3. La matrice des essais proposés par MODDE 6.

Essai Extrait de Glycérol (g) Module de Test d’absorption
propolis Young (%)
(9) (N/ mm?)

02 0.07 0

03 0.14 0

04 0 0.15
05 0.07 0.15
06 0.14 0.15
07 0 0.3
08 0.07 0.3
09 0.14 0.3
10 0.07 0.15
11 0.07 0.15
12 0.07 0.15

Cette matrice d'expérience propose 12 essais, dont deux sont des points du centre du domaine
d'étude et 03 essais de répétition.

IV.3.4.4. Réalisation des essais de la matrice d'expérience
A partir de la matrice d’expérience, 12 essais de formulation ont été réalisés selon le protocole
décrit ci-dessous.

» Préparation des essais (films de PLA / Propolis)
Les films de PLA ont été produits par la méthode casting.
1 g de granulés de PLA a été ajouté a 50 ml de chloroforme. Sous agitation constante pendant
environ 8 h jusqu'a la dissolution complete des granulés de PLA. Les différentes masses d’EEP
(0,079 et 0.149) et de glycérol (0.15g et 0.3g), seules et en combinaison, ont été ajoutées au
mélange et homogénéisé a 8000 tr / min pendant 2 min. Les solutions résultantes ont été versées
dans des boites de Pétri en verre (diamétre: 100 mm, profondeur: 15 mm) [19].

@
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Figure IV.7. Ultra-Turax.

1V.3.4.5. Evaluation du Module d’ Young

La mesure du Module d” Young des films est effectuée au niveau de laboratoire de matériaux
minérales et composites de ’université de Boumerdes a I’aide d’une machine de traction de
marque Zwick / Z010 de capacité 10 KN piloté par un ordinateur. Le test consiste a mettre un
film découpé selon la norme 1SO 527-1, d’une largeur de 2 cm et d’une longueur de 7.5 cm et

d’une épaisseur de 0.05 mm entre deux pinces et de I’étirer ensuite jusqu’a la rupture.

Les tests ont été effectués sur 3 répétitions pour chaque type de film avec la séparation initiale

des poignées et la vitesse de déformation été fixée a 40 mm et 5 mm / min, respectivement.

Figure 1V.8. Machine d’attraction.
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1V.3.4.6. Test d’absorption d’eau

L’absorption d’eau a été¢ déterminée par ASTM D 570. Pour chaque test, trois échantillons
d’essai sous forme de pastilles de 6 mm de diamétre ont été réalisés. Les échantillons ont ensuite
été séchés dans un etuve a 80 °C pendant 24 h, refroidis dans un dessiccateur et immédiatement
pesés (poids conditionné wl) a 0.0001 g prés. Les échantillons ont été ensuite plongés dans un
récipient d’eau distillé a température ambiante. Apres la sortie de 1’eau, les pastilles ont été
soigneusement séchées avec du papier absorbant puis pesés (poids humide w2) a 0.0001 g [31].

Le taux d’absorption a été déterminée par :

Figure 1V.9. Taux d’absorption d’eau des films

1V.3.4.7. Test d’activité antibactérienne

> Meéthode d’ensemencement en surface et en masse

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

puis séchées a température ambiante.

Deux méthodes ont été envisagés afin d’optimiser les tests antibactériens : la gelose est
ensemencée soit en surface soit en masse.
La premiére méthode est celle utilisée classiqguement par dépdt de la pastille sur la gélose

ensemencée, méthode appelée en surface (Méthode utilisé précédemment pour extrait




Chapitre IV Matériels et Méthodes

éthanolique de propolis).Pour la méthode de la gélose ensemencee en masse les geloses servant
au test de diffusion (dans notre cas la gélose Muller-Hinton) sont ensemencées en masse en
ajoutant une suspension bactérienne de 10* UFC/ ml & la gélose MH liquide et tiéde. Les films
sont déposés sur le fond de la boite de pétri vide, 18 ml de la solution du milieu MH liquide

ensemencée sont verseés sur les pastilles de films [32].
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Chapitre V. Resultats et Discussion

V.1. Extrait éthanolique de la propolis

V.1.1. Analyse spectrophotométrie UV-visible de I’extrait de propolis
Le spectre UV-visible de I’extrait de propolis obtenu est illustré dans la figure ci-dessous :

3,0 1

2,5

2,0+

1,5

Absorbance

1,0

0,5 1

0,0

T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500

Nombre d'onde (cm-1)

Figure V.1. Spectre UV-visible de I’extrait de propolis.

Comme le montre la figure, le spectre UV-visible de la propolis présente 2 pics d’absorption
qui correspondent aux bandes I (entre 200 nm-240 nm) et 11 (entre 250 nm-350 nm).Cette bande
d’absorption correspond aux composés phénoliques qui présentent généralement un pic
d’absorption dans la plage de la lumiére ultraviolette de 250 nm a 350 nm pour 1’analyse
spectrophotométrique. L’analyse du spectre a montré ainsi que la longueur d’onde maximale
d’absorption de D’extrait de propolis se trouve plus exactement a 295nm qui est due

principalement aux flavonoides [1].

Les résultats obtenus sont en accord avec les résultats des travaux réalisés par Segueni (2011)

sur la propolis d’EL — malha et ceux de Lima et al. (2016) pour la propolis du Sud de Brésil.
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V.1.2. Analyse spectrométrique a transformation de Fourier IR

La figure (V.2.) représente les spectres IR-FT de la propolis brute et d’extrait éthanolique de
la propolis a température ambiante.

Nous pouvons voir clairement que la propolis brute et I’extrait ont une méme structure. Par
ailleurs nous pouvons remarquer 1’augmentation de D’intensité des différentes bandes
d’absorptions d’extrait par rapport a celle de la propolis brute. Cependant dans la région

spectrales 2960-2840cm™ on remarque une diminution de I’intensité :

-Une large bande d’absorption située aux alentours de 3400cm™ et qui est attribuée aux
vibrations d’élongations des groupements OH d’alcool (phénol).

-Deux pics situés a 2920cm™ et a 2840cm™ attribués respectivement aux vibrations
d’élongations de la liaison C-H.

-Une bande située aux alentours de 1700cm-1 qui est attribuée aux vibrations d’¢élongations des
groupements C=0 des acides carboxyliques et des acétones aromatiques.

-Un pic situé a 1645cm™ qui correspond aux vibrations d’élongations de la liaison C=C des
alcénes.

-Deux pics situés 21600 cm™ et & 1460 cm™ qui corresponds aux vibrations d’élongations de la
liaison C=C des aromatiques.

-Deux pics situés aux alentours de 1500 cm™ attribués aux groupements nitro-aromatiques C-
NO..

-Une bande d’absorption située aux alentours de 1240 cmlattribuée aux vibrations
d’¢longations des groupements amines C-N.

-Deux bandes d’absorptions situées aux alentours de1160 et de 1260 cm™attribuée aux
vibrations d’élongations des groupements C-O des acides et des esters présent dans la propolis.
-Un pic situé & 1040cm™ qui correspond aux vibrations d’élongations de la liaison C-O (éther).
-Un pic intense a 720 cm-1 correspondants aux vibrations de déformations des groupements C-
H. [4].
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Figure V.2 : Spectres IR-TF de la propolis brute et de 1’extrait EEP.

V.1.3. La teneur en composés phénoliques

V.1.3.1. La teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux d’EEP a été effectuée par la méthode spectrophotométrique
au reactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus sont exprimés en g équivalent d’acide
gallique par gramme de propolis (g EAG/g de propolis), en utilisant 1’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (y = 0.963 X, R? = 0.997) (Annexe I). Les
constituants phénoliques totaux de l'extrait ont été trouvés avec une valeur de ’ordre de 15¢
EAG/g de propolis (figure.V.3).

V.1.3.2. La teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides totaux a été effectuée par la méthode colorimétrique au chlorure
d’aluminium (AICI3). Les résultats obtenus sont exprimés en g équivalent de quércitine par
gramme de propolis (g EQ/g de propolis) en utilisant I’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage de la quercitine (y = 12.731 x, R?>= 0.992) (Annexe I1). La teneur a été
estimée a 6,833g EQ/g de propolis (figure.V.3).
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Figure V.3. Histogramme de teneurs en polyphénols, en flavonoides de I’extrait éthanolique
de propolis
Les résultats de cette étude ont démontré que I'extrait éthanolique de propolis est tres riche en

polyphénols et en flavonoides.

Les investigations faites sur la détermination de la teneur en polyphénols totaux et en
flavonoides de la propolis d’abeille sont nombreuses, et les résultats sont différents d une étude
a l’autre. L’extrait éthanolique de la propolis algérienne de Babor présente une teneur en
polyphénols totaux de 600 mg EAG/g de propolis et une teneur en flavonoides de 132 mg EQ
/g de propolis, de méme pour la propolis de Sétif, elle présente une valeur de 510 mg EAG/g

de propolis en polyphénols et une valeur de 111 mg EQ/g de propolis en flavonoides [2].

L’étude menée par Moreira et al. (2008) sur la propolis du Portugal, a montré qu”elle présente
une teneur en polyphénols totaux de 151.00 mg EAG/g de propolis pour la région de Fundao et
une teneur de 329,00 mg EAG/g de propolis pour la région de Borne. La teneur en polyphénols
totaux de la propolis Kouriénne varie de 49 a 239 mg EAG/g de propolis et celle des flavonoides
varie de 21 a 50 mgEQ/g de propolis [6]. Touzani et al.(2018) ont rapporté que, la propolis
récolté dans la République Tcheque, présente une teneur en polyphénols de 129.83mgEAG/g,
les mémes auteurs ont rapporté également qu”une propolis récoltée en Irlande a présenté 2.86
mg EQ/g de propolis en flavonoides.

Righi et al. (2013) ont rapporté que la propolis brésilienne présente des teneurs en polyphénols
de I’ordre de 25.867%, 12.892% et 5.620% respectivement pour CaboVerde, Ponta Grossa et
Picos et des teneurs en flavonoides de 3.148% ,0.859% et 1.243%. Les échantillons de propolis
provenant de Mexico, indique des teneurs en flavonoides de 1’ordre de 218 mg EQ/g de propolis

243 mg EQ/qg de propolis respectivement pour la région de Cerro Blanco et La Regadera. [9].
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Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides dans les travaux précédents sont
inférieures a celle trouvés dans la présente étude (15gEAG/g de propolis (polyphénols) et
6,833gEQ/g de propolis (flavonoides)).La teneur en polyphénols et en flavonoides se
différencie d’un échantillon a un autre selon 1’origine botanique de la propolis c'est-a-dire la
région de sa provenance [5].

Pour comprendre les facteurs influencant la composition chimique, il est nécessaire de garder a
I’esprit 1’origine végétale de la propolis. Pour la production de propolis, les abeilles utilisent
des materiaux résultant de divers processus botaniques dans les différentes parties des plantes.
L'origine vegétale de la propolis détermine sa diversité chimique et la composition chimique
dépend de la spécificité de la flore locale sur le site de collecte et donc des caractéristiques
géographiques et climatiques de ce site. Cela se traduit par la diversité saisissante de la
composition chimique de la propolis [10] .En plus de I’origine de la propolis, I’extraction des
composés polyphénoliques est une étape cruciale pour la valorisation de ces principes actifs,
elle dépend de la méthode et du solvant approprié qui préservent leurs propriétés biologiques
[11].

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

utilisés pour 1’extraction [12] .

V.1.4. Activité antioxydante
Plusieurs méthodes peuvent ¢étre utilisées pour estimer [’activité antioxydante.
Dans la présente étude, I’activité antioxydante de 1’extrait éthanolique de propolis (EEP)

étudiée a été déterminée en utilisant deux méthodes :

e Evaluation du pouvoir antiradicalaire en mesurant le pourcentage de neutralisation du
radical DPPH par les antioxydants présents dans l’extrait éthanolique de propolis
étudiée.

e Estimation du pouvoir réducteur, qui mesure la capacité de 1’extrait a réduire les ions

métalliques (fer ferrique en fer ferreux).

V.1.4.1. Effet de piégeage du radical DPPH
Le test au DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyle) choisi dans cette étude est basé sur le
piégeage du radical libre stable DPPH par une molécule antiradicalaire, ce qui entraine la

décoloration de ce dernier.Ce test consiste a mettre le radical DPPH en présence d’une
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molécule dite <antioxydant > afin de mesurer leur capacité a réduire ce radical. Le résultat du

test au DPPH de I’extrait de propolis est présenté dans le graphe suivant :

100 -
80+

60+

DPPH (%)

404

204

Figure V.4. Histogramme de DPPH de I’extrait éthanolique de propolis

Les résultats du test au DPPH de ’extrait de propolis ont révélé que 1’extrait éthanolique
présente une activité anti radicalaire assez importante avec une capacité remarquable a piéger
les radicaux libres. Le pourcentage de réduction est de 83.81 % (c’est-a-dire que 1’échantillon
analysé a éliminé presque la totalité des radicaux libres).

L’étude réalisée par Ferhoum (2010) a révélé que les extraits éthanoliques de propolis
Algérienne de la région de montagne ( Dellys et bouzgen ) ainsi que de la région plaine
(Mtija et Chaabet ) présentaient une bonne activité antiradicalaire qui atteint les 96% par
contre I’extrait de propolis Saharienne Abeille Noir a présenté une faible activité antiradicalaire
avec un pourcentage de 40 %.

En comparant nos résultats a ceux de Ferhoum 2010, on constate que notre propolis a montré
moins d’activité antiradicalaire par rapport a celles de Dellys, bouzgen, Mtija ainsi que Chaabet
par contre elle a présenté la meilleure activité antiradicalaire par rapport a la propolis
Saharienne Abeille Noir.

La différence entre les pourcentages d’activités antiradicalaires de ces extraits est due a de
nombreux facteurs tels que : I’origine géographique et botanique, le moment et la méthode de
la récolte, et le solvant utilisé pour I'extraction [14].

V.1.4.2. Pouvoir réducteur

Le test du pouvoir réducteur mis en eévidence la capacité d’une molécule a réduire un oxydant
en lui cédant un électron, permettant ainsi de bien apprécier I’activité antioxydante de
I’échantillon testé. Cette activité antioxydante est basée sur la réduction du Fer (I11) présent
dans le complexe KsFe (CN) s en Fe (1) [15].

E
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Les résultats de pouvoir réducteur obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide ascorbique
par gramme de propolis (mg Eq AA /g de propolis), en utilisant 1’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique (y = 7.276 x +0.067, R?= 0,9885)
(Annexe I1I).

L’analyse des résultats présentés dans la figure ci-dessous dévoile que I’extrait de propolis

présente une reduction de I"ordre de 46 mg EAA /g de la propolis.

50
404
30
20

Pouvoir reduc tenr (mg/g de M)

Figure V.5. Histogramme du pouvoir réducteur de 1’extrait éthanolique de propolis

Une étude similaire a cette présente étude réalisée par Tifinine et al. (2016) sur la propolis
d’Oued Ghir a révélé que cette derniére présentait une activité réductrice de 1’ordre de 17 mg
EAA / g de propolis. En comparent nos résultats, on constate que ’activité réductrice de la

propolis étudiée est supérieur a celle obtenue par Tifinine et al. (2016).

V.1.5. Evaluation de ’activité antibactérienne

La méthode de diffusion des disques nous a permis de vérifier le pouvoir antibactérien d’EEP
vis-a-vis les souches bactériennes choisies. Aprés incubation a 37°C pendant 24h.

Les résultats de 1’activité antibactérienne de I’extrait éthanolique de la propolis sont représentés

dans les figures et le tableau suivants :

E
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Figure V.6. Images de 1'inhibition de la croissance bactérienne par I’EEP.

A:Effet de propolis: Al : Staphylococcus aureus ; A2 : Klebsiella Pneumoniae ; A3 :

Enterococcus faecalis ; A4: Bacillus Cereus. B : Témoins : B1 : Staphylococcus aureus ; B2 :

KlebsiellaPneumoniae ; B3 : Enterococcus faecalis ; B4: Bacillus Cereus

TableauV.1 : Diamétres d’inhibitions de la croissance bactérienne par |'EEP.

Souches bactériennes Boite 1 Boite 2

(diameétre en mm) (diametre en mm)
10 11 11 10,5 11,5 11

Bacillus Cereus
Staphylococcus aureus 12 115 15 11 11 12
K.Prenomiae 7.5 7.5 8 10 8.5 9
E.Feocelis 11 9,5 10,5 11 11 10
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Figure V.7. Histogramme des diamétres d’inhibition de la croissance bactérienne par 1’'EEP

Les résultats de I’activité antibactérienne d’EEP (Tableau V.1 ; fig. V.6 et fig. V.7) testée vis-
a-vis les gquatre souches bactériennes (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae), montrent que 1’extrait éthanolique de la propolis présente une
activitt  antimicrobienne sur toutes les souches a Gram négatif a savoir
Klebsiellapneumoniaeet les souches a Gram positif a savoir : Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus et Entérococcus faecalis.

L extrait de propolis s"est montré plus actif sur les bactéries a Gram positif (Staphylococus
aureus, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis) avec des zones d’inhibitions qui varient de
11mm a 15mm, de 10mm a 11.5mm et de 9.5mm a 11mm, respectivement. Sur la bactérie a
Gram négatif, notamment Klebsiella pneumoniae les valeurs sont moins importantes (7.5 a 10
mm). Ces résultats se concordent avec ceux obtenus par plusieurs auteurs qui ont montré que
les bactéries a Gram positif sont plus sensibles que les bactéries Gram négatif aux extraits de
propolis. Marcucci et al. (2001) ont rapporté que Staphylococcus aureus et Streptococcus
fecalis (souches a Gram positif) étaient sensibles aux extraits de propolis contrairement aux
batonnets a Gram négatif, comme E. coli.

Le test d’activité antibactérienne réalisé par Velazquez et al. (2007) sur la propolis contre les
bactéries Staphylococcus aureus et Entérococcus faecalis, a rapporté que les constituants de la
propolis inhibent la croissance de ces deux souches a Gram positif (ce qui est en accord avec

nos résultats) et ne présente aucun effet sur la souche E.coli (bactérie a Gram négatif) par contre

E
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dans notre étude la propolis a inhibé la croissance de la souche a Gram négatif Klebsiella
pneumoniae.

Nos résultats, sont également en accord avec ceux de Seguin (2011) qui ont montré que la
propolis algérienne posséde un effet inhibiteur important sur Staphylococcus aureus (souche a
Gram+), alors que sur la souche Klebsiella pneumoniae (souche a Gram-) I"effet est moins
important .D"autre part, Drago et al. (2000) ; Keskin et al. (2001) ; Koo et al. (2000), ont
rapporté que I"extrait de leur propolis n"as aucun effet sur la souche Klebsiella pneumoniae
[19]. Kim et Chung (2011) ont évalué I"effet antimicrobien de la propolis Koréenne sur des
agents pathogenes d'origine alimentaire, y compris les bactéries a Gram positif (Bacillus cereus
et Staphylococcus aureus) et les bactéries a Gram négatif (Salmonella typhimurium,
Escherichia coli et Pseudomonas fluorescence), par méthode de diffusion sur agar, les résultats
ont montré que les bactéries a Gram positif étaient plus sensibles que les bactéries a Gram
négatif. Avec la propolis brésilienne, I"activité est plus importante sur les bactéries a Gram

positif, telles que Bacillus cereus et Enterococcus faecalis [23].

La propolis possede une activité antibactérienne en particulier contre les bactéries a Gram
positif, cette activité est due aux flavonoides et acides aromatiques et aux esters présents dans
la résine [24]. La faible sensibilité des bactéries Gram négatif a 1’égard de I'extrait éthanolique
de la propolis serait due a leur membrane externe qui empéche le passage de la propolis [25]
.Ces différences dans l'activité antimicrobienne de la propolis peuvent étre liées a son origine

botanique, au solvant d'extraction ou aux microorganismes testés [26].

V.1.6. Evaluation de I’activité antifongique de ’extrait éthanolique de propolis
Les résultats de test d"activité antifongique sont présentés dans les figures et le tableau ci-

dessous :

E
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Figure V.9. Images du test d’inhibition de la croissance antifongique par EEP.

A : Effet de propolis: Al : Penicillium sp. ; A2 :Fusarium sp. ; A3 : Aspergillus niger;
A4 : Botrytis cinerea. B : Témoins : B1 : Penicillium sp. ;B2 :Fusarium sp. ;B3 : Aspergillus
niger; B4 : Botrytis cinerea

Tableau V.2 : Diamétres d’inhibitions de la croissance fongique par 1"extrait éthanolique de

propolis (EEP)

Souches fongiques Boite 1 Boite 2
(diamétre en mm) (diametre en mm)
Botrytis Cinerea 10,5 11 11 115 11 9,5
Fusarium SP 10 9 14 10,5 10 10
Aspergillus Niger 9,5 10 8,5 12,5 10,5 10
Penicillium Sp 11,5 12,5 9,5 13,5 12,5 10
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Figure V.10. Histogramme de diamétre d’inhibition de la croissance fongique par 1’"EEP.

Afin d’étudier et d"évaluer I’activité antifongique de I’extrait éthanolique de propolis, quatre
souches fongiques dont Botrytis Cinerea, Fusarium sp., Aspergillus niger et penicillium sp.

sont utilisés.

Les résultats du test d’activité antifongique illustrés dans le tableau et les figures ci-dessus ont
révélé que I’extrait éthanolique de propolis présente une activité antifongique vis —a-vis des
quatre souches fongiques testées. Les résultats ont montré également que I’EEP était plus actif
sur la souche penicilliumsp.et Fusarium sp. avec des diametres d"inhibition allant de 9.5 mm
jusqu’a 13.5 mm et de 9 mm jusqu’a 14 mm respectivement. Ces extraits se sont montrés
moyennement actif sur Botrytis Cinerea et Aspergillus niger avec des zones d’inhibitions allant

de 9.5 mm jusqu’a 11 mm, et 9.5 mm jusqu’a 12.5 mm respectivement.

Nos résultats sont en accord avec ceux de plusieurs auteurs qui ont montré que 1’extrait

éthanolique de propolis possede une activité antifongique vis-a-vis les champignons testés.

Cela a été confirmé dans une étude similaire a cette présente étude, réalisée par Paviani et al.
(2010) ainsi que Bankova (2005), ces auteurs ont montré que 1’extrait éthanolique de propolis
est efficace contre les champignons filamenteux comme les espéces d’Aspergillus. Une autre
étude menée par Lima et al. (1998) a montré 1’activité antifongique de propolis Vis-a-vis
Botrytis cinerea, ces auteurs ont utilisé la propolis pour inhiber la croissance mycélienne de ce
champignon aprés la récolte des fruits et des légumes. Castro (2001) a également rapporté

I"effet de la propolis européennes sur Fusarium. Cependant, nos résultats sont en désaccord

E
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avec ceux obtenus dans une étude menée par Ceron et al. (2014) pour évaluer ’activité
antifongique de la propolis colombienne sur la croissance des champignons phytopathogenes
(Aspergillus niger, Penicillium sp. et Botrytis Cinerea), ces auteurs ont raporté qu’Aspergillus

niger était le champignon le plus sensible suivi de Penicillium sp. et de Botrytis cinerea.

Les différences d’activité antifongique d’extrait de propolis peuvent étre attribuées aux
différences de composition chimique et a la concentration de I’extrait utilisé [31] d’une part,
et d’autre part a la région botanique et aux conditions climatiques de la région de la propolis
utilisée, mais aussi a la méthode de la récolte et a la race de ’abeille. L’effet fongique de
I’extrait éthanolique de propolis a été associé a la présence des flavonoides et d’autres composés

phéenoliques [32].

V.2. Films PLA / EEP

V.2.1. Analyse spectrométrique a transformation de Fourier IR

La figure (V.12) représente les spectres IR-FT des films a base de PLA et d’extrait de propolis
en présence et en absence de glycérol. Les spectres des films a base de PLA ont révélé la

présence de plusieurs pics ainsi que des bandes d’absorption, on cite notamment :

> Deux pics centrés situés a 3000 cm-1 et 2960 cm-1 attribués aux vibrations
d’élongations de la liaison —CH ;

» Deux pics situés a 1700 cm-1 et 1760 cm-1 attribués aux vibrations d’élongations des
groupements carbonyles -C=0 ;

> Un pic centré est situé a 1450 cm-1 correspondant aux vibrations d’élongations des
liaisons —-C-H ;

» Une bande d’absorption centrée a 1280 cm-1 attribués aux vibrations d’élongation des
liaisons-C-O ;

» Un pic situé a 1040 cm-1 attribué aux vibrations d’élongations des liaisons -C-O ;

A\

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

» Apparition de deux bandes d’absorptions centrées a 3650 cm-1 et 3500 cm-1 qui sont
attribués aux vibrations d’élongations des groupements alcools et phénols de 1’extrait
éthanolique de propolis.

» Apparition d’une bande d’absorption centrée a 3280 cm-1 attribué aux vibrations

d’¢élongations des liaisons O-H alcool du glycérol ainsi de I’extrait éthanolique de

propolis ;
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» Apparition d’une large bande d’absorption situé¢ aux alentours 1660 -1580 cm-1

attribuée aux vibrations d’élongations des groupements C=C aromatiques de 1’extrait

éthanolique de propolis ;
» Apparition d’un pic centré a 1370 cm-1 attribué aux vibrations d’élongations des

groupements nitro C-NO2 aromatiques a 1’extrait éthanolique de propolis [33] .
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FigureV.12. Spectres IR-TF de quatre types de films.

V.2.2. Evaluation de ’activité antibactérienne

La méthode de diffusion sur agar (en surface et en masse) nous a permis de Vérifier le pouvoir
antibactérien des films PLA/EEP/GLY vis-a-vis les souches bactériennes choisies (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Sallmonella enterica et Staphylococcus

aureus).

Les résultats de 1’activité antibactérienne des films PLA/EEP/GLY a des différentes quantités

d’EEP et de GLY sont représentés dans les figures ci- dessous :

E
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Figure V.13. Résultats d’inhibition de la croissance bactérienne par les films PLA/EEP

Dans cette étude, les films PLA/EEP/GLY aux différentes quantités d’EEP et de GLY, n’ont
montré aucun effet inhibiteur sur la croissance des souches bactériennes. Nos resultats sont en
accord avec ceux de Rezaeigolestani et al., (2017 ),malgré que I’EEP est actif contre les
souches testées mais les films PLA/EEP n’ont présenté aucun effet antibactérien. Selon les
précédents ouvrages publiés, des combinaisons de PLA avec des substances antibactériennes
hydrophiles étaient moins efficaces contre les bactéries testées. Khodayari et al. (2018) ont
également rapporté |"absence de I activité antibactérienne des films par la méthode de
diffusion. Les films de PLA contenant uniquement I’EEP ne présentent aucun effet inhibiteur
sur la croissance des souches bactériennes, malgré les divers rapports sur l'activité
antibactérienne de la propolis. Cela est peut étre associé a une mauvaise adhésion interfaciale
entre la propolis qui contient des molécules hydrophiles et le PLA hydrophobe, conduisant a
des propriétés antimicrobiennes faibles. De méme, Jin et al (2009) ont rapporté que
I'association de PLA avec la nisine n'avait pas d'effet antibactérien significatif, en raison de la

nature hydrophobe du PLA et d'une liaison limitée a la nisine hydrophile.

L absence de I"activité peut étre expliqué également par la nature de I’extrait, la variété des
plantes, les protocoles d’extraction ou la région de la récolte qui influence de manicre
significative sur les activités biologiques des extraits. En plus la nature chimique du PLA peut
étre a ’origine de I’inactivation de notre extrait qui s’est avéré trés actif vis-a-vis toutes les

souches bactériennes testées.

V.2.3. Réalisation des essais de la matrice d’expériences
A partir de la matrice d’expérience obtenue, 12 essais (films) ont été réalisés selon le protocole
décrit en amont. Par suite, deux tests ont été effectués sur ces derniers ; Module de Young et

test d’absorption d’eau. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau V.3.
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Tableau V.3. La matrice d’étude compléte.

Extrait de Glycérol (9) Module de Test d’absorption
propolis Young (%)
(9) (N/ mm?)
01 0 0 3303.82
02 0.07 0 2588.13
03 0.14 0 1606.88 3.7
04 0 0.15 2208.46 12.5
05 0.07 0.15 1642.09 6.89
06 0.14 0.15 1839.69 3.57
07 0 0.3 1631.08 13.63
08 0.07 0.3 1447.74 13.63
09 0.14 0.3 1669.45 3.22
10 0.07 0.15 1642.08 6.89
11 0.07 0.15 1642.08 6.89
12 0.07 0.15 1642.08 6.89

Figure V.14. Photographie des films obtenus PLA / EEP obtenue par casting .

A :PLAVvierge;B:PLA+0.07gEEP;C:PLA+0.14gEEP;D:PLA+0.159gGly;
E: PLA +0.07 EEP + 0.15 Gly;F: PLA + 0.159g Gly + 0.14 g EEP;G: PLA+0.3g Gly; H:
PLA +0.07 g EEP+0.3g Gly; I : PLA +0.3 g Gly +0.14 EEP.
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V.2.4. Analyses globales des résultats
V.2.4.1. Analyses statistiques

La figure V.15 représente en résumeé les facteurs statistiques obtenus

Investigation: elabaration des films (MLR)

e r
Summary of Fit [ [

1

=

0.80

0.60

040

0.20

020
module de young test dabsorption

N=12 Cond. no.=2,1260

DF=6 Y-mias=0 MODDE 8.0 - 15/08/2013 18:47:68

Figure V.15.facteurs statistiques obtenus.

Afin de mieux exploiter ces résultats, les valeurs numériques des caractéristiques statistiques
sont résumeées dans le tableau (V.4).

TableauV.4. Valeurs numériques des caractéristiques statistiques.

Réponses R? Q? Reproductibilité
Module de Young 0.893 0.484 0.942

Test d’absorption 0.763 -0.259 0.871

d’eau

V.2.4.2. Exploitation des résultats

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

D’aprés le tableau (V.4) on déduit :

Pour le module d’Young les deux paramétres R?=0.893 et Q?= 0.484 sont acceptables, cela
Veut dire que le modéle obtenu explique et prédit les pourcentages des facteurs (quantité
d’extrait de propolis et quantité de glycérol).

Pour le test d’absorption d’eau les deux paramétres ont des valeurs R? = 0.763 et Q? = -0. 259,
cela veut dire que le model obtenu explique mais ne prédit pas avec certitude les valeurs

optimises.
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Reproductibilité : pour les réponses nous avons des valeurs élevées, cela indique une maitrise
lors de la préparation des films, étant donné que les parameétres figés, autres que ceux qui font
I'objet du plan d'expérience, n'ont aucune influence sur les résultats obtenus.

» Modele mathématique proposé
Aprés modélisation le logiciel MODDE 6, nous a proposé deux équations qui prédisent

I’influence des facteurs utilisés sur les deux réponses choisies ;

Pour le module de Young :

Y =bo + bixX1 + bz Xo+ biaXaXo+  biaXaXz + boox2?.
Y=1699.94 -337.89 X1 -458.426 X» +433.827x1x2 + 208.432x1% + 202.292x52 .

1- Pour le test d’absorption d’eau :
Y =bo + biXs + baxz + b1z Xaxz + b11xi? + baox2?.

Y =7.36042 — 2.60667 X1 + 4.46333x2 - 3.5275X1X2 - 0.26625x12 - 1.48625 x22.
Avec : x1= quantité de 1’extrait de propolis ; X2 = quantité de glycérol.

V.2.4.3.Analyses des effets propres des facteurs sur les réponses
» Etude des effets propres
Les figures (V.16) et (V.17) représentent respectivement les effets propres des facteurs sur les

deux réponses ; Module de Young et Test d’absorption d’eau.

Investigation: elaboration des fims (MLR)
Sealed & Centerad Coeficients for madule de young

EEP
aly
EEPR*EER
alv*gly
EEP-gly

N1z Be=0,942  RZ Adj.=0,893

DF=6 (2=0,484  RSD=177,2456 Conf. lev.=0,95 UR——

Figure V.16.Histogramme représentant ’influence des facteurs sur le module de Young
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Investigation: elaboration des films (MLR)
Scaled & Centered Coefficients for test dabsorption

# 0

EEP
aly
EEP*EER
aly'aly
EEF-gly

N=12 R2=0,871 R Adj.=0,762

DE=6 Qi=-0,259  RSD=2,3188 Conf. lev.=0,95 R ——

Figure V.17. Histogramme représentant 1’influence des facteurs sur le Test d’absorption d’cau.

V.2.4.4. Interprétation des histogrammes

La figure (V.16) montre que :

L’EEP influence positivement sur la réponse, car il présente une décroissance significative de
module d’ Young des films. Autrement dit une diminution significative de module d’¢élasticité
a été observée chez les films contenant d’EEP. Cela peut étre expliqué par I’incorporation
d’EEP qui joue le role d’un plastifiant cela a été confirmé par de nombreux travaux [33].
L’incorporation des huiles essentielle a base de plante ou leurs constituants majeurs aux
matériaux d’emballage a été étudiée par Javidi et al. (2016) ; Tawakkal et al. ( 2014), ces
¢tudes ont indiquées que I’addition des composants de plantes tel que les huiles essentielles ont
entrainé une réduction de module d’élasticité ,la présence de ces constituants dans la matrice
de film facilite le mouvement des chaines polymeres adjacentes et améliore la flexibilité du
composite [49] .Ce phénomene, qui est connu sous le nom d'effet plastifiant, rend les polymeres

rigides (comme le PLA) plus flexible [34].

Le glycérol influence positivement sur la réponse, car il présente une décroissance significative
de module d’Young des films. Cette diminution de module d’¢lasticité est due au phénomene

de plastification (le glycérol est un plastifiant).

L’effet d’interaction « EEP - GLY » est négatif sur la réponse, car il présente une croissance de
module d’Young. Cela peut étre expliqué par la saturation au niveau des films (molécules de

PLA, GLY et EEP qui se lient entre eux).

L’effet d’interaction « EEP - EEP » est négatif sur le module d’Young, de méme [’effet de

I’interaction« GLY - GLY » est négatif, car ils présentent une croissance de module d’¢lasticité,
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ce qui est en contradiction avec les 1°" résultats mais comme on le constate sur la figure (V.16)
les erreurs de ces deux interactions sont trés importantes donc ces résultats peuvent étre
considérés comme non significatifs.

La figure (V.17) montre que :

L’EEP influence positivement sur la réponse car il présente une décroissance significative de

taux d’absorption d’eau des films.

L’absorption d’eau est I’un des paramétres les plus importants dans la sélection des emballages
alimentaires, de nombreuses réactions de détérioration chimiques, physiques et biologiques
pendant le stockage des aliments sont directement liées a I'eau. Donc plus le taux d’absorption
est décroissant mieux c’est. Plusieurs auteurs [35,34] ont montré que la propolis est une barriére
al’eau [40] et ont signalé que le revétement de PLA avec différentes couches de la cire d'abeille
(partie principale de la propolis) a amélioré les propriétés de barriére a 1’eau.

Le glycérol influence négativement sur la réponse car il présente une croissance significative
de taux d’absorption d’eau des films. Cela peut étre expliqué par la nature hydrophile du
glycérol (les groupements hydroxydes OH).

L’effet d’interaction « EEP - GLY » influence positivement sur la réponse car il présente une
décroissance significative de taux d’absorption d’eau. Cela peut étre expliqué par les
interactions entre la matrice PLA et le GLY et les composés phénoliques de la propolis qui
peuvent réduire les espaces libre dans le polymere ce qui a pour effet de restreindre le passage

de I’eau et d’inhiber la sorption d’eau [33].

L’effet d’interaction « EEP - EEP » est positif sur le taux d’absorption, de méme 1’effet de
I’interaction« GLY - GLY » est positif, car ils présentent une décroissance de taux d’absorption
d’eau.

Comme on le constate sur la figure (V.17) les erreurs de ces deux interactions sont tres
importantes donc ces résultats peuvent étre considérés comme non significatifs.

D’apres les résultats obtenus, le modéle devient alors :

3
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Investigation: elaboration des films {MLR)

| — |
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Figure V.18. Facteurs statistiques obtenus.

Tableau V.5.Valeurs numériques des caractéristiques statistiques.

Réponses R? Q? Reproductibilité
Module de Young 0.776 0.485 0.837

Taux d’absorption 0.781 0.249 0.840

d’eau

D’apres le tableau V.5 on déduit :

Pour le module d’Young les deux paramétres R?= 0.779 et Q%= 0.485 sont acceptables, cela
veut dire que le modéle obtenu explique et prédit les pourcentages des facteurs (quantité
d’extrait de propolis et quantité de glycérol).

Pour le test d’absorption d’eau les deux parameétres ont des valeurs R? =0.781et Q2 = 0.249,

cela veut dire que le model obtenu explique mais ne prédit pas les valeurs optimisés.

V.2.4.5. Modele mathématique proposé
Les deux équations qui prédisent I’influence des facteurs utilisés sur les deux réponses

choisies ;
Pour le module de Young :
Y =bo + bix1 + bz Xo+ b1aX1X2

Y=1699.94 -337.89 x1 -458.426 X7 +433.827X1X>.
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Pour le test d’absorption d’eau :

Y =bo + bix1 + bax2 + bz XiXe

Y =7.36042 — 2.60667 X1 + 4.46333X2 - 3.5275X1X2.

Avec : X1 = quantité de I’extrait de propolis ; X2 = quantité de glycérol.

L’influence d’extrait de propolis et de glycérol sur le module d’Young et du taux d’absorption

d’eau est représentée sur les figures ci-dessous :

Investigation: elaboration des films (MLR)
Scaled & Centered Coefiicients for module de young

Nrmmz2

EEP
alv
EEP*gly

I Re=0,B37 B2 Adj.=0,776
DF=g Qe=0,485  RSD=I56,239%1 Conf. lev.=0,95 — I

Figure V.19. Histogramme représentant 1’influence des facteurs sur le module de Young

Investigation: elabaration des films (MLR)
Scaled & Centered Coefficients for test dabsorption

EEP
aly
EEP*gly

N=12 R2=0,840 Rz Adj.=0,781
D=8 Q2=0,24%  RSD=Z,2331 Conf. lev.=0,98 —— 8 72051

Figure V.20. Histogramme représentant 1’influence des facteurs sur le Test d’absorption d’eau
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V.2 .4.6. Détermination et validation de I’optimum
En utilisant les équations de modélisation, le logiciel nous propose un optimum et un domaine

d’optimalité (tableau V.6).

V.2.4.6.1. Détermination de I’optimum

Tableau V.6. Valeurs cibles de module d”Young et de test d’absorption d’cau.

Response | Criteia | Weight | Min Target Max
module de young Minimizet 1 1261,?1|1'H{J,1E|
Minimize 1 0,300917 | 1,89908 |

1
E test d'absorption

TableauV.7. Détermination de I’optimum.

extrait de propolis| gl}roérol_J module de young test d'absorption iter log{D)
0,0525 | 0 2556, &5 1,790& 94| 1,4275

0,08 | 0,3 1433,19 11,8225 97| 1,4224

0,14 ] 1592, 01 2,9417 128 00,4883

0,14| 0,1395 1569, 14 3,8118 98| 0,5907

0,14 | 0 1592 2,942 161 | 0, 4883

0,0525 | 0 2556, 65 1,7906 94| 1,4275

0,08 | 0,3 1433, 19 11,8225 97| 1,4224

0,07 | 0,3 144§, 87 10,9475 125 | 1,3566

-Les résultats montrent que pour avoir I’optimum, il est préférable d’utiliser 1’extrait de propolis
sans glycérol avec une quantité¢ de 0.14 g d’extrait de propolis, qui représente une meilleure

¢lasticité et un taux d’absorption d’eau minimisé pour les films.
V.2.4.6.2. Validation et caractérisation du film optimal

Nous avons préparé un film optimal suivant le protocole cité précédemment en utilisant les

conditions suivantes :

Matieres Chloroforme

Quantité 50 ml 1g 0.14g

Par la suite nous avons déterminé 1’allongement et la contrainte a 1a rupture, le module d’Young

ainsi que le taux d’absorption d’eau.

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau .V.8. Caracteéristiques du film optimal.
Paramétres I’allongement 2 Contrainteala Module

la rupture rupture d’Young

(%) (%) (N/ mm?)

Taux
d’absorption

d’eau (%)

Valeurs 39.27 29.45 1594.16

3
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Conclusion Générale

Ce travail de recherche s'est concentré sur la production de matériaux a base d’extrait
éthanolique de propolis en vue d'une potentielle utilisation comme matériaux d'emballage
alimentaire a caractére antibactérien. Pour ce faire, I'évaluation des propriétés antibactériennes
de I’extrait éthanolique a d'abord été effectuée.

D’aprés les résultats obtenus, on a montré que 1’extrait éthanolique de propolis possede un effet
antibactérien et antifongique vis-a-vis les souches bactériennes et fongiques testés.

Dans un second lieu, I’optimisation des conditions de préparation d’un emballage alimentaire
ayant les propriétés désirée a savoir : les propriétés mécaniques et 1’absorption d’eau a été
étudiée. Ce plan a permis d’optimiser ces paramétres et de réduire le nombre d’expériences a
réaliser.

Les résultats de 1’optimisation affirment que le modé¢le est significatif avec des valeurs réelles
qui sont trés proches de celles prédites, avec un coefficient de corrélation R 2 égale a 0.776

pour le module d’Young et 0.781 pour le taux d’absorption d’eau.

L’étude montre que la production des films d’emballage a base de PLA et extrait de propolis
est trés influencée par les facteurs étudiés a savoir quantité de glycérol ainsi que quantité de
I’extrait de propolis. L’optimum de ces facteurs établis par le plan est de 0.14 g EEP. Cependant

I’activité antibactérienne reste a améliorer dans les prochaines études.
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Annexe | : Courbes d'étalonnage

» courbe d’étalonnage des composés phénoliques
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Annexe Il: Courbe d’étalonnage

» Courbe d'étalonnage des flavonoides
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Annexe Ill: courbe d’étalonnage

»  Courbe d'étalonnage du pouvoir réducteur
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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 de la propolis. Tout d’abord , ’extrait éthanolique de propolis utilisé
comme principe actif dans les films est soumis a différentes analyses : specctroscopie UV-
visible , caractérisation structurale par IRTF , évaluation de I’activit¢ antioxydante ;
antibactérienne et antifongique .Ensuite , Les films de PLA / EEP ont été préparés par voie
casting en utilisant un plan d’expérience factoriel complet a trois niveaux qui nous a permis
d’étudier les paramétres influant sur le module d’Young et le taux d’absorption d’eau. Les
films sont soumis a plusieurs analyses : caractérisation structurale par IR-TF, Module d’ Young
et la variation du taux d’absorption d’eau. Ces films ont été également testés pour leur effet
antibactérien en utilisant deux méthodes : méthode d’ensemencement en surface et en masse
a 1’égard de staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Eshrichia coli, Pseudomonas aeuroginosa
et Salmonella retrica. Les résultats obtenus ont montrés que les films élaborés n’ont aucun
effet inhibiteur contre les souches testés .Au final, nous avons obtenu un film optimal qui peut
constituer un emballage alimentaire aux conditions suivantes : Quantité de I’extrait de propolis :
0.14 g, Module de Young : 1594.16 N/mm2. Taux d’absorption d’eau : 3 %, Contrainte a la
rupture : 29.45 % et Allongement a la rupture : 39.27 %.

Abstract

The objective of this work is to develop a food packaging material based on PLA and ethanol
propolis extract .First, the ethanolic extract of propolis used as active principale in the films is
subjected to various analyzes : UV-visible spectroscopy , structural characterization by FTIR ,
evaluation of the antioxidant activity. PLA /EEP films were prepared by casting using a three
level full factorial desigh that allowed us to study the parameters influencing Young’s modulus
and water absorption. The films are subjected to several analyzes : structural characterization
by FTIR , Young’s modulus and the variation of the rate of absorption of water .These films
were also tested for their antibacterial effect by using two methods : Seeding method in surface
and mass with respect to Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Eschrichia Coli,
Pseudomonas aeroginosa and Salmonella retrica . The results obtained have shown that the films
produced have no inhibitory effect against the strains tested. In the end, we have obtained an
optimal film which can constitute a food packaging with the folowing conditions : Amount of
propolis extract : 0.14g, Young’s modulus : 1594.16 N/mm?, Water absorption rate : 3%,
Breaking stress : 29.45%, Elongation at break : 39.27%.



