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Introduction
génerale



Introduction générale

Actuellement, dans le domaine de I'emballage alimentaire, il existe un grand intérét
pour le développement de matériaux actifs biodégradables, qui contribuent a la fois a une
réduction de l'utilisation de déchets plastiques synthétiques et a une durée de conservation
plus longue des produits alimentaires grace a l'incorporation de substances actives, telles que
des antioxydants et des antimicrobiens. Parmi les polymeres biodégradables, les
polysaccharides comme I'amidon ou le chitosane ont une bonne capacité filmogene [1]. Les
films d'amidon (S) sont peu colteux, flexibles, transparents et hautement imperméables a
I'oxygéne, mais présentent un degre élevé de sensibilité a I'eau qui affecte négativement les
propriétés barrieres et mécaniques[2] . Les polysaccharides sont des matériaux biodégradables
que l'on trouve en abondance dans la nature. Il existe différents types de polysaccharides
provenant de différentes sources naturelles. Les polysaccharides typiques utilisés dans
I'alimentation et d'autres industries comprennent la cellulose, I'amidon, le chitosane et la
chitine, les gommes de caroube et de tara, le xanthane, l'agar, les pectines, les
algines/alginates, les gellanes [3-5]. Ces polysaccharides ont été développés en films et
revétements pour I'emballage de différents produits alimentaires .Une stratégie consiste a
ajouter des composés bioactifs tels que des polyphénols ou des extraits riches en polyphénols
pour formuler des films et des revétements multi-fonctionnels[6,7]. Récemment, les films
comestibles fabriquer par les gommes naturelles pourraient étre une alternative prometteuse,
car elles sont biocompatibles, peu colteuses, non toxiques et facilement disponibles [8,9].
Notre travail visant a développer un film actif a base des biopolymeéres (amidon/gomme de
pin d’alpe ) suivi d’une caractérisation.

Le présent manuscrit comprend deux parties :
> Partie bibliographique de ce mémoire est consacrée a une synthese bibliographique sur
les composés phénoliques, leur classification leur Biosynthese, leur activité biologique,
les Méthodes d’extraction des polyphénols, une généralité sur le Pin d’Alpe, la répartition
géographique, la gomme et sa composition chimique
» La partie expérimentale dans laquelle nous abordons les méthodes utilisée pour

I’extraction des composés phénoliques, les teste photochimique et le dosage des

polyphénols, suivie par la formulation d’un film actif a base d’amidon/ polyphénols

ensuite des essais de solubilité, humidité ont été réalisée. Cette partie a été complétée

Par une évaluation, de I"activité antioxydant et activité antibactérienne du film élaboré

vis-a-vis des souches sélectionnées, a la fin une conclusion générale.




Partie théorique



Chapitre I Géneralite
sur les polyphenols



Chapitre | Generalité sur les polyphénols

1.1 Généralités sur les polyphénols

Les polyphénols sont des composes naturels que I'on trouve en grande partie dans les
fruits, les légumes, les céréales et les boissons. Les fruits comme les raisins, les pommes, les
poires, les cerises et les baies contiennent jusqu'a 200 a 300 mg de polyphénols pour 100
grammes de poids frais. Les produits fabriqués a partir de ces fruits contiennent également des
polyphénols en quantités importantes. Les céréales, les légumineuses seches et le chocolat
contribuent également a I'apport polyphénolique[10,11]. Les polyphénols sont des métabolites
secondaires des plantes et sont généralement impliqués dans la défense contre les rayons
ultraviolets ou contre l'agression d'agents pathogénes.3 Dans les aliments, les polyphénols
peuvent contribuer a I'amertume, a l'astringence, a la couleur, a la saveur, a l'odeur et a la
stabilité oxydative. Vers la fin du 20°™ siécle, des études épidémiologiques et des méta-
analyses associées suggéraient fortement que la consommation a long terme d'alimentations
riches en polyphénols végétaux offrait une certaine protection contre le développement de
cancers, de maladies cardiovasculaires, de diabéte, d'ostéoporose et de maladies

neurodégénératives [12,13].

1.2 Définition
Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés par I’ensemble des végétaux. Ils
sont présents dans les vacuoles des tissus, participent aux réactions de défense face a
différents stress biotiques ou abiotiques (pathogeénes, rayonnements UV...) et contribuent a la
qualité organoleptique des aliments issus des végétaux (couleur, astringence, arbme,
amertume). Leur répartition tant qualitative que quantitative dans la plante varie selon les
especes, les organes, les tissus ou encore les différents stades de développement. lls se
caractérisent par la présence de groupements phénoliques (présence d’une ou plusieurs
fonctions hydroxyles sur un cycle benzénique) dans leur structure [14] .
1.3 Classification des polyphénols

Les composés phénoliques peuvent-étre répartis selon, la complexité de leur squelette
de base, le degré de modification de ce squelette et les liaisons possibles de ces composés
avec d’autres molécules, en une dizaine de classes différentes [15,16]. Ils ont pour structure
de base, plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. lls vont
de la simple structure avec un anneau aromatique a des substances polymériques hautement
complexes tels que les tanins et les lignines. Les phénols sont des constituants importants de

certaines plantes médicinales et sont utilisés dans I'industrie alimentaire.
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Figure 1.1 : Les différentes classes des composés phénoliques.

1.3.1 Acides phénoliques

Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs
fonctions phénols Ils sont incolores et plutdt rares dans la nature [17]. lls se divisent en deux
classes : les dérivés de l'acide benzoique (les acides hydroxycinnamiques) et les dérivés de

I'acide cinnamique (les acides hydroxybenzoiques) [18].

a) Acides hydrox benzoiques

Les acides hydroxybenzoiques sont dérivés de 1’acide benzoiques et ont une formule
de base de type Cs-Cs. lls sont particulierement représentés chez les Gymnospermes et les
Angiospermes d’ou ils sont souvent libérés aprés hydrolyse alcaline du matériel végétal. Les
acides hydroxybenzoiques existent fréquemment sous formes d’esters ou de glycosides, [19].
Les principaux acides hydroxybenzoiques retrouves dans les végétaux sont les acides
phydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique et syringique [20].
b)Acides hydroxcinnamiques

Les acides hydrox cinnamiques représentent une classe trés importante dont la
structure de base Cs-C3 dérive de celle de 1’acide cinnamique). Le degré d’hydroxylation du

cycle benzénique et son éventuelle modification par des réactions secondaires sont un des
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¢léments importants de la réactivité chimique de ces molécules. De plus, I’existence d’une
double liaison dans la chaine latérale conduit a deux séries isomeres (cis ou Z et trans ou E)
dont les propriétés biologiques peuvent étre différentes [21].
1.3.2 Les Flavonoides

Les flavonoides sont les composes les plus abondants parmi tous les composes
phénoliques. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux. Ils interviennent aussi
dans les processus de defense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques
microbiennes [22]. lls ont un squelette de base de quinze atomes de carbones qui sont
arrangeés a une configuration Cg-C3-Cg, constitués de 2 cycles aromatiques A et B reliés par
une chaine en Cs qui forme un hétérocycle oxygéné C [23]. Ce sont les composés les plus
abondants parmi tous les composés phénoliques. lls ont des roles variés dans les plantes en
tant que métabolites secondaires, étant impliqués dans les processus de défense contre les UV,
la pigmentation, la stimulation des nodules de fixation de ’azote et la résistance aux maladies

[24]

Figure 1.2 : Structure de base des flavonoides

Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les flavones, les flavonols,
les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones, les anthocyanidines, les chalcones et les
aurones.

e Les flavonols
Les flavonols se caractérisent par un hétérocycle oxygéné relativement oxydé. Ils existent
sous des formes glycosylsées (glucose, xylose, arabinose, galactose, rhamnose) [25].
Ce sont des flavonoides les plus abondants dans 1’alimentation. Les composés les plus

représentatifs de cette famille sont le Kaempférol et la quercétine [26].
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Figure 1.3 : Structures des squelettes de base des flavonoides
e Les flavones

De tous les flavonoides, cette sous-classe est la moins abondante dans les fruits et légumes. Ils
sont essentiellement constitués de lutéoline et apigénine glycosylés. Les seules denrées
comestibles connues & ce jour qui en possedent sont le persil et le céleri[26].

e Les flavanones
Dans I’alimentation, les flavanones se retrouvent dans les tomates, certaines plantes comme la
menthe, et sont présents des quantités importantes dans le citron. Les principaux aglycones
sont la naringénine dans le pamplemousse, 1’hespéridine dans 1’orange et 1’ériodictyol dans le
citron. La position 7 est le siége de la glycosylation [26].

e Lesisoflavones
Les produits dérivés du soja sont la principale source d’isoflavones dans 1’alimentation, qui
peuvent étre glycosylées ou non. On les rencontre aussi dans les légumineuses[26].

e Les flavanols
Les flavanols existent sous forme de monomeéres, dont I’unité la plus simple est la catéchine,

et sous forme polymérique appelés les proanthocyanidines. La catéchine est présente dans de
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nombreux fruits comme la pomme, mais le chocolat et le thé sont les principales sources de ce
composé [26].
e Les anthocyanes
Les anthoycanes sont des pigments naturels colorés que 1’on retrouve dans les plantes
vasculaires. Leur aptitude a se solubiliser facilement dans les milieux aqueux offre des
possibilités trés larges dans le domaine industriel. lls sont responsables de la coloration
(orange, rose, rouge, violet et bleue) de certaines fleurs (tulipe, rose, orchidée) et fruits
(pomme, baies, raisin). Une caractéristique importante de ces composés réside dans leur
aptitude antioxydante, et de nombreuses études sur leurs activités biologiques peuvent en
témoigner|[26].
1.3.3 Les coumarines
La famille des coumarines est formée des composés phénoliques dérivés de la
coumarine simple, la 2H-1-benzopyrane-2-one, molécule elle-méme dénuée de groupe
hydroxyle phénolique OH. Toutes les coumarines sont substituées en C-7 par un hydroxyle
phénolique [27] Elles se trouvent sous forme libre solubles dans les alcools et dans les
solvants organigues ou les solvants chlorés ou encore liées a des sucres (hétérosides) sont plus

ou moins solubles dans 1’eau[28].

Figure 1.4 : Structure de base des coumarines

1.3.4 Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées, le plus souvent, d'origine
végétale, pour la plupart de série cyclique, basique, donnant des réactions de précipitation
avec certains réactifs appelés "réactifs généraux des alcaloides" et données a faibles doses, des
propriétés physiologiques et pharmacodynamiques marquées [29,30]

1.3.5 Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, ayant en

commun la propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de rendre imputrescible. Ces substances

ont en effet la propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant.
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Tres répondu dans le régne végétal ils peuvent exister dans divers organes, mais on note une
accumulation plus particuliérement dans les tissus agés ou d’origine pathologique. Ils sont
localisés dans les vacuoles, quelques fois combinés aux protéines et aux alcaloides. On

distingue: les tanins hydrolysables et les tanins condensés [31].

HO —
_OH
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o _
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OH

Figure 1.5 : Structures de base des Tanins condensés

a)Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables ou acides tanniques sont des polymeéres de I’acide gallique ou
de son produit de condensation ; I’acide galliques. lls ont un poids moléculaire plus faible et
précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condensés. Ils peuvent diminuer la
dégradation des parois dans le rumen et étre hydrolysés dans I’intestin en libérant des produits
toxiques pour le foie et le rein [32]. lls sont divisés en ellagitannins et gallotannins, Les
gallotannins libérent par hydrolyse acide, hydrolyse basique, a I'eau chaude ou par action
enzymatique de I'acide gallique [33].
b)Tanins condensés

Appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidines. Les tanins condensés sont des
polyphénols de masse molaire élevée. lls résultent de la polymérisation auto-oxydative ou
enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les liaisons C4-C8
(parfois C4-Cg) des unités adjacentes, et se nomment ainsi proanthocyanidines de type B.
Lorsque la condensation se produit entre les unités adjacentes par la liaison C4-C8 et par une
liaison d’éther additionnelle entre C; et Cy, les proanthocyanidines sont dits de types A [34].
1.4 Biosynthése des composés phénoliques

Les deux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) sont a l'origine de la
formation de la plupart des composés phénoliques chez les végétaux [35]. Ces composés sont
issus de deux grandes voies métaboliques : la voie de l'acide shikimique et la voie de

1’acétate/malonate [36].
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1.4.1. La voie de I'acide shikimique

La voie de shikimate fournit un itinéraire alternatif aux composés aromatiques, en
particulier les acides aminés aromatiques qui sont : phénylalanine, tyrosine et tryptophane. Le
phosphoénolpyruvate avec [1’érythrose-4-phosphate, forment le shikimate [37]. Les
phenylpropanes, sont des métabolites du shikimate susceptibles de se cycliser et daboutir a la
formation des coumarines, de se dimériser comme dans le cas des lignanes, ou de se
polymériser formant alors des lignines. Les flavonoides et les stilbénes résultent d'un
allongement de la chaine latérale [38].
1.4.2 La voie d’acétate / malonate

La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de I’acétyl CoA donnant le
malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques,

obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de 1’acéty

CoA [36].

1.5 . Activité biologique des polyphénols

Les polyphénols naturels ont montré de nombreuses activités biologiques et des
bienfaits pour la santé pour la prévention et le traitement des maladies liées & I'age, des

cancers, des maladies cardiaques, etc. [39].

1.5.1 Activité antioxydant

Les flavonoides sont des composés avec une activité anti-oxydante prononcée [40],
qui sont considérés comme des agents antioxydants trés puissants en raison de leur structure,
se rapportant en particulier a la position des groupements hydroxyles sur les noyaux
aromatiques et la capacité des composés aromatiques a supporter une délocalisation

électronique importante [41-43].

1.5.2 Activité antimicrobienne

Les polyphénols sont doués d’activités antimicrobiennes importantes et diverses,
probablement du a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles
sur les groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers les
microorganismes, avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a
la toxicité [44]. L’activité antimicrobienne est donc anti-infectieuse des flavonoides a été

démontrée par de nombreuse études, cette activité est due principalement a la capacité des ces
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molécules a inhiber I’expression de I’ADN et la synthése de certaines enzymes et protéines
membranaires des microorganismes [45].
1.5.3 Activité anti-inflammatoire

Les flavonoides possédent entre autre une capacité anti-inflammatoire [46].ils sont
susceptibles de diminuer la libération d’histamine des basophiles et des mastocytes. La
quercitrine a un effet anti-inflammatoire en inhibant quelques enzymes de synthese tel que la
cyclooxygénase [47]. A doses élevées, les flavonoides inhibent les fonctions lymphocytaires
mais & concentrations plus faibles, ils pourraient agir comme immunostimulant chez les sujets
immunodéprimés, et la capacité des flavonoides pour inhiber la formation des eicosanoides et

de I’histamine et de leur pouvoir piégeur des radicaux libre d’autre part[48] .

1.6 Méthodes d’extraction des polyphénols
1.6.1 Méthodes classiques d’extraction

a)Macération

La macération consiste a tremper une poudre grossiére de matiéres naturelles dans un solvant
approprié a température ambiante ou sous chauffage doux. Cela permet aux ingrédients actifs
de se diffuser dans le solvant, atteignant ainsi I'objectif d'extraction. Cette méthode convient a
I'extraction de produits naturels qui sont sujets aux dommages causes par la chaleur et

contiennent de grandes quantités d’amidon, de mucilage, de gomme et de pectine [49-52].

b)Décoction

La décoction consiste a chauffer et a faire bouillir la poudre brute de matiéres naturelles dans
I'eau et a la conserver pendant une certaine durée, afin que les ingrédients naturels puissent
étre lessivés. L’eau doit étre utilisée comme solvant lors de 1’extraction de matiéres naturelles
par la méthode de décoction. Bien que la méthode d'extraction par décoction soit assez
efficace, elle n'est pas recommandée pour les matériaux riches en amidon, en composés
mucilagineux, en composants volatils ou en produits chimiques qui se dégradent rapidement

en présence de chaleur [53].

d) Extraction a reflux

L'extraction par reflux est une méthode qui utilise des solvants organiques volatils, tels que
I'éthanol, pour extraire les composants des matieres premieres. Le liquide extrait est chauffé et
distillé, le solvant volatil se condensant et retournant au récipient d'extraction pour un

trempage repété de la matiere premiere. Ce cycle est répété jusqu'a I'extraction compléte a
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reflux des composants actifs. L'extraction par reflux améliore le taux d'extraction et réduit
l'utilisation de solvants,. Les principaux facteurs affectant la méthode d’extraction par reflux
sont le rapport matériau/liquide, le temps d’extraction et la concentration des réactifs

organiques [54,55].

1.6.2 Méthodes moderne d’extraction

1.6.2.1 Extraction par ultrasons (EAU)

L’extraction des composés bioactifs par ultrasons est une technique simple, efficace et
peu couteuse [56] qui offre beaucoup de reproductibilité en peu de temps, trois fois plus
rapide qu’une extraction simple par solvant. Elle est facile a mettre en ceuvre et peu
consommatrice de solvant et d’énergie. En effet, la matiere premiére est immergée dans I’eau
ou dans le solvant, et en méme temps soumise a I’action des ultrasons. Elle a été reconnue
pour son application potentielle dans 1’extraction des huiles essentielles (carvone, gingerols,
huile d’amande), des protéines (soja), des polyphénols, des anthocyanines, des saponines, des

polysaccharides ainsi que dans la pasteurisation et la production de produits laitiers. [56]

1.6.2.2 Extraction assistée par micro-ondes (EAM)

L'utilisation du EAM dans I'extraction de produits naturels a commencé a la fin des
années 1980 et, grace aux développements technologiques, il est devenu I'une des méthodes
d'extraction les plus populaires et les plus rentables disponibles .Cette méthode permet
d'effectuer plusieurs extractions quantitatives d'échantillons en quelques minutes, avec une
reproductibilité améliorée et une consommation de solvant réduite. Une température élevée et

un contréle de la température peuvent également é&tre obtenus en utilisant ce processus. [57].

1.6.2.3 Extraction par fluides supercritiques (EFS)

L'extraction par fluide supercritique est une technique relativement récente qui
présente divers avantages par rapport aux méthodes conventionnelles. Elle se fait a de basses
températures favorables a I'extraction des composés thermosensibles. Elle permet aussi
d'augmenter le rendement d'extraction de ces composés [58] .Le point critique d'une substance
pure est le plus haut point de température et de pression auquel la substance est a I'état
d'équilibre liquide-vapeur. Au-dessus de ce point, un fluide se forme et cet état est appelé état
supercritique. Le fluide supercritique possede fois les caractéristiques du gaz et du liquide. Ce
fluide de faible viscosité, de faible tension de surface et de fort coefficient de diffusion peut
pénétrer les micropores des cellules végétales afin d'extraire au mieux les biomolécules [59].

Il peut ainsi permettre I'extraction d'une large variété de composés organiques.
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chapitre 1T Généralité sur le Pin d’Alep

I.1 Généralité

Le genre Pinus, appartenant a la famille des Pinacées (Abiétacées), est diviseé en trois sous-
genres qui sont Pinus, Ducampopinus et Cembrapinus. Ces sous-genres sont divisés en
sections. L’espéce Pinus halepensis Mill. fait partie de la section Halepensoides qui est
divisée en trois groupes parmi lesquels le groupe halepensis qui se caractérise par des feuilles

a deux aiguilles et a cones caducs[60 ,61 ]. Le pin d’Alep appartient & un groupe de pins dans
lequel plusieurs espéces ont été décrites, mais dont deux seulement sont actuellement
considérées comme de véritables especes par la majorité des systématiciens. Il s’agit de Pinus

halepensis Mill. et de Pinus brutia Ten. [62].

1.2 Description botanique

Le Pin d'Alep est un arbre de taille moyenne de hauteur totale allante de 25 & 27 m. Sa
longévité ne dépasse généralement pas 150 ans, il se rencontre dans les étages bioclimatiques
méditerranéens ; arides supérieurs, semi-arides, sub-arides et humide. C’est une espéce
héliophile et xérophile. Le Pin d'Alep a généralement un tronc tortueux, irrégulier et
branchu[60].

» L’écorce : Riche en tannin, est d’abord lisse de couleur argentée, puis devient
crevassée avec des écailles de couleur gris-brunatre [63].

> Les aiguilles Sont fasciculées par 2 dans le brachyblaste (rarement 3 a 5), filiformes,
molles, vert jaunatre, de moins de 1 mm d’épaisseur, 6 2 10 cm de long [64].

> Les bourgeons Non résineux, sont cylindriques, allongés, a écailles brunes libres
frangées de blanc [64] .

> Les fleurs sont monoiques : les fleurs males, en chatons rosatres, se localisent a la
base des rameaux et les fleurs femelles se trouvent au sommet en petits cones violacés
[65].

» Les Cones :sont gros d’une taille de 6 a 12 cm avec un pédoncule épais de 1 a 2 cm,
ils sont souvent isolés et réfléchis. 1ls sont pourpres puis brun lustré avec des écussons
aplatis, persistant plusieurs années sur 1’arbre [66].

» La résine : L’arbre de pin d’Alep peu produire également de la résine grace a une
opération appelée Gemmage. Cette opération consiste a « blesser » le tronc de I’arbre
de pin d’Alep pour que ce dernier envoie de la résine afin de cicatriser cette blessure
[66].
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cones écorce.

Figure 11.1 : Description morphologique du pin d’Alep

I. 3 Classification

Le genre Pinus, appartenant a la famille des Pinacees (Abiétacees), est divisé en trois
sous-genres qui sont Pinus, Ducampopinus et Cembrapinus. L’espéce Pinus halepensis Mill.
Fait partie de la section Halepensoides qui est divisée en trois groupes parmi lesquels le
groupe halepensis.
La systématique du pin d’Alep établie par Farjon [67] se résume comme sulit :

Tableau 1.1 : Position taxonomique de pin d’Alep

Régne Plantae

Sous régne Tracheobionta

Embranchement : Spermaphyte
Sous embranchement Gymnosperme

Classe Coniférophyte
Ordre Coniférale, Pinoidine, Pinale
Famille Pinaceae (Abietaceae)

Sous famille Pinoideae
Genre Pinus
Espece Pinus Halepensis

a) Noms vernaculaires

» Francais : Pin d'Alep, Pin blanc, Pin de Jérusalem [60].
» Arabe : Sanawbar halabi
> Berbére : Azoumbei, tayada
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1.4 Répartition géographique du pin d’Alep
1.4.1 Dans le monde

Le pin d’Alep est disponible dans le bassin occidental de la Méditerranée a I'exception
de 'Egypte, I’Europe, et 1’ Afrique du Nord. Cet arbre est abondant en Algérie, en Tunisie et
au Maroc [68]. Il occupe une superficie estimée de 2.5 millions d’hectares dans la Région
méditerranéenne [69](. En Tunisie par exemple, il couvre environ 370.000 ha de la surface
arboricole, alors qu'au Maroc il occupe une superficie de 65.000 ha répartit dans le Rif, le
moyen et le haut de I'Atlas [70]. En France, cet arbre couvre des surfaces qui dépassent
36.000 ha et qui peuvent atteindre jusqu'a 232.000 ha [71], alors qu'en Italie la surface totale
qu'il occupe est estimée de 20.000 ha [72,73].
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Figure 1.2 : Aire de répartition du Le pin d’Alep dans le monde [74]

1.4.2 En Algérie

En Algérie, la superficie du sol occupée par le pin d’Alep est estimée de 1 1585 333
ha, c'est a dire environ 35 % de la surface arboricole. Cet arbre est assez réepandu en Est et en
Ouest, tout en passant par le centre. Dans la région de I'Est, il s'est développé dans les foréts
des monts de Tébessa et des Aurés. Dans la région du centre, il se localise au niveau des
foréts d'Ouarsenis. En Quest, il est tres bien représenté dans les zones suivantes : Mascara,
Sidi Bel Abbes, les montagnes boisées de Saida, et I'Atlas saharien, dans les foréts des monts
Ouled Nail, pres de Djelfa et Djebel Amour, prés d'Aflou [75].
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1.5 Résine de pin d’Alep
1.5.1 Definition

La résine est le principal produit de cette espéce. Elle s'écoule dabord fluide,
puis se concréte en s'oxydant en masses solides cassantes jaunatres et translucides insolubles

dans l'eau mais solubles dans I'alcool, fusibles mais non volatiles [76].

1.5.2 Composition chimique

Elles correspondent a des mélanges liposolubles de composeés terpenoides volatils et/
ou non volatils et de composés phénoliques qui sont sécrétés dans les structures spécialisées
localisées a I’intérieur ou a la surface des organes de la plante [77].
a) Résines terpéniques
De la résine du pin d’Alep on tire les monoterpénes, ainsi que la térébenthine qui se
caractérise par un pourcentage élevé en a-pinéne. L’essence de térébenthine qui a pourvu de
89% de a-pinéne (figure 04), a montré une bonne activité antibactérienne et antifongique [78].
b) Résines phénoliques
Les résines phénoliques constituent une source importante de biomasse pour des fuels et
entrent souvent dans la composition de remedes employés en médecine traditionnelle. Leurs
constituants dérivent d’hydrates de carbone produits au cours de la photosynthese et les

diverses voies métaboliques[77].

1.5.3 Caractéristiques

La résine de pin d’Alep est une substance riche en cannabinoides et terpenes. Elle
s’écoule d’abord fluide, puis se solidifie en contact avec I’air sous forme d’une masse solide,
cassante, jaunatre et translucide. Elle est insoluble dans 1’éther de pétrole, mais soluble dans
I’alcool [76].
1.5.4 Récolte de la resine

La récolte est principalement au printemps se fait manuellement a I’aide d’un coteau et
ensuite mise dans des sachets en plastique ou bien dans des sachets en papier ou dans des
boites a matiére variable (metal, porcelaine, verre, plastique). La résine pure sans brin de bois
du tronc ou des branches se conserve seule pour usage interne, tandis que la résine prélevée
avec des morceaux de bois est destinée a 1’'usage externe. Elle se conserve facilement et pour

de longue durée [78] .
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1.5.4.1 Méthode traditionnelle

Le gemmage est une technique d’extraction de la résine a partir des arbres de pin
d’Alep agés de 30 ans [79]. Selon le « Systeme de Hugos", breveté en 1844, le gemmage
consiste a réaliser une blessure a 1’aide d’un outil (hapchot) au niveau de I’écorce de ’arbre.
La gemme s’écoule vers un pot placé en bas de la care, et coincé par un clou et une lamelle en
Zinc .A la fin de I’extraction, 1’acide sulfurique est appliqué sur la surface de la blessure, ce

qui empéche sa cicatrisation, et renforce sa biosynthese [81,81].

Figure 11.3 : Méthode de gemmage traditionnelle [82]

1.5.4.2 Méthode moderne

Il s’agit d’une récolte dans un récipient en plastique clos fixé a I’entaille afin d’éviter
I’oxydation de la résine avec 1’air [83]. Un pique sera réalisé a 1’aide d’une perceuse équipée
avec une scie a cloche. A la fin un acide organique naturel est appliqué au lieu de 1’acide

sulfurique, afin de protéger 1’arbre [84].

Figure 11.4 : Méthode de gemmage en vase clos [82].

1.5.5 Utilisation de la résine
e La poudre de la résine, est utilisée pour le traitement de maladies respiratoires comme

I’asthme, la bronchite, et la toux [85].
e En médecine traditionnelle algérienne, la résine de pin d’Alep est considérée comme

antiseptique puissant. Elle a des formes d’usages externes et internes.
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e Pour les usages externes, elle est utilisée afin de prévenir et de traiter les maladies
infectieuses respiratoires, pulmonaires, grippe, rhumatisme, maladies infectieuses
fongiques, et la sinusite, en la mélangeant soit avec le miel ou I’huile d’olive, puis
I’appliquer sur le dos, la poitrine ou sur les parties infectées.
e Pour les usages internes, elle est incorporée a 1’état liquide dans 1’huile d’olive, ou
bien a 1’état solide dans le miel. L’administration de ces mélanges se fait une fois par
jour [86].
1.6 Emballage bioactif

L’emballage bioactif peut étre défini comme une stratégie d’emballage innovante
[87] , pour role unique d’améliorer I’impact des aliments sur la santé des consommateurs, la
formation de ce systéme implique ¢galement 1’ajout de composés bioactifs ou fonctionnels
dans le matériau d’emballage qui peuvent ensuite interagir avec le produit alimentaire en le
libérant de maniére contr6lée ou en capturant les substances génerées par les aliments ou
présentes dans ces derniers [88]. Toutefois, un tel emballage doit étre concu en tenant compte
de la stabilité des agents bioactifs pendant le traitement et le stockage des aliments emballés
[89]. L’emballage actif est appelé emballage bioactif lorsque son réle unique est d’améliorer
I’impact des aliments sur la santé du consommateur [89].
1.6.1 Agents bioactifs

Les substances bioactives qui conviennent a I’incorporation dans [’emballage
comprennent les composés organo-sulfurés, les stérols végétaux,les mono-terpenes,les fibres
alimentaires solubles, les extraits de plantes, les huiles essentielles, les prébiotiques et
probiotiques, les vitamines encapsulées, les composés phénoliques et les huiles marines...etc.
[90].Les matériaux d’emballage bioactifs doivent conserver ces composés dans des conditions
favorables jusqu’a ce qu’ils soient libérés de manieres controlables dans le produit alimentaire
[91].
1.6.2 Roéle d’emballage bioactif

Les emballages bioactifs peuvent contribuer a controler 1’oxydation des produits
alimentaires et empécher la formation de mauvais gouts et de textures indésirables [91].Mis a
part leur intérét pour des raisons environnementales, les enrobages et films bioactifs peuvent

¢galement étre utilisés en tant que support d’agents antimicrobiens [92] (Figure 11.4).
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Incorporation dans la masse

Enductions ou matériaux bioactifs

Biocide intégré
dans/sur une matrice

Figure 11.4: Libération progressive de biocide par I’emballage bioactif [92]

1.6.3 Utilisation des films bioactifs dans l’industrie alimentaire

L’utilisation de films bioactifs (biodégradables) dans I’industrie alimentaire présente

plusieurs avantages par exemple :

v les films bioactifs peuvent emballer de petites portions de produits dans des dosettes
individuelles (café, thé, cacao, soupe déshydratée....etc.) ou méme des additifs

alimentaires ;

v lls peuvent réduire les emballages secondaires multicouches complexes a une seule

couche parfaitement recyclable ;

v" lIs peuvent prolonger la durée de conservation des aliments en garantissant leur

sécurité, qualité nutritionnelle et sensorielle [93].
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1.1 Introduction

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation d’une ressource végétale de
point de vue activité biologiques et composition chimique de leur principe actif. Dans ce
contexte notre étude est basée sur l’extraction, l'identification et la quantification des
composés phénoliques, suivi par I’évaluation des activités biologiques a savoir la capacité
antioxydant et I’activité antibactérienne de ces extraits.

1.2 Préparation de matériel végetal

La gomme du pin d’Alep a été acheté chez un herboriste au niveau de la ville de
Tiaret L’identification botanique de l’espéce a été réalisée au niveau du département de
biologie vegétale de la faculté sciences de la nature et vie université Tiaret.

L.2.1. Séchage de la résine
Une masse de la gomme (70g) est d’abord lavée avec I’eau distillée, puis sécher a

45°C dans I’étuve pendant 24h, pour assurer 1’élimination compléte d’eau dans 1’échantillon.

L.2.2. Broyage

Les petites pierres de la gomme ont été broyées manuellement a I’aide d’un mortier
pour obtenir une poudre fine.
L.2.3. Tamisage

Le broyat de la gomme a été tamisé a travers un tamis de 0, 230 mm de diamétre afin
de récupérer une poudre tres fine, puis conservée soigneusement dans des flacons fermé, a
température ambiante et a 1’abri de la lumiére jusqu’au jour de leur utilisation.

1.3 Extraction des polyphénols par reflux

1.3.1 Mode opératoire

Des extraits chloroformiques sont préparés par chauffage sous reflux de 5 g de la
poudre dans 100 ml de chloroforme pendant 1 heure. Les extraits sont récupérés dans un
premier temps aprés filtration du mélange filtrées sous vide a 1’aide de papier filtre et
concentré par une évaporation dans 1’étuve. Ensuit, les extraits obtenus ont été pesés. Chaque
expérience a eté réalisée en triple. Les extraits secs obtenus ont été ensuite conservés dans des

flacons jusqu’a leurs utilisations.
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1.3.2 Conservation de I’extrait

Les extraits obtenus sont conserveés dans des flacons a une température de 4°C et a
I’abri de la lumiere en utilisant un papier d’aluminium qui empéche le contact de 1’extrait
avec la lumiére.
1.3.3 Rendements des extractions
Le rendement est la quantité d’extrait obtenue a partir d’'une matiére végétale. Il est exprimé
en pourcentage par rapport a la matiére seche (poudre végétale) et a été calculé selon la

formule :

M,
R%=(ML’“)><100

ext

R : est le rendement en %.
Mex: : la masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant (g).

Mgch - la masse séche de 1’échantillon végétal (g)

1.4 Analyse qualitatif

1.4.1 Analyse des extraits par infrarouge IR

L’infrarouge est une méthode tres utilisée pour la caractérisation et 1’identification des
composés ou de leurs groupements fonctionnels (liaisons chimiques) dans un mélange
d’extraits. L’identification des liaisons se fait a 1’aide du nombre d’onde correspondant et la
détermination de groupe caractéristique par un spectre d’un composé inconnu qui sera
identifié par comparaison a la bibliothéque des composés connus [94]. .La composition
chimique des quatre extraits de la gomme ont été scannés dans la gamme entre 400 et 4000 cm?,
avec un spectrométre de type ALPHA-P BRUKER. Les analyses ont été réalisées dans le

laboratoire de chimie des matériaux de I’Université d’Oranl.

1.5 Analyse chimique
1.5.1 Criblage phytochimique

Les extraits obtenus ont été évalués phytochimiquement pour déterminer la présence
d'alcaloides, de flavonoides, de phénols, de saponines, de terpenoides, de stéroides, de tanins,
selon les méthodes standards. Tout changement de couleurs ou la formation de précipité a été

utilisée comme indicateur d’une réponse positive a ces tests [95-101].
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a)Test Flavonoides
Test(a)-A 1 ml d’extrait aqueux, 1 ml d’hydroxyde de sodium a 10% était ajouté. La présence
de flavonoides est indiquée par la formation de couleur jaune a orange .
Test (b) -A 1 ml d’extrait alcoolique, 1 ml de concentré de ’acide sulfurique a été ajouté. La
présence de flavonoides est confirmée par la formation de 1’orange au rouge cramoisi .
b) Test Tannins
Deux ml de chacun des extraits ont été dilués avec eau distillée dans des tubes a essai separés
et 2-3 gouttes de chlorure ferrique a 5%(FeCl3) a été ajouté. Un vert-noir ou une coloration
bleue indiquerait la présence de tanin.
c) Test Phénols
Test du chlorure fer : 1ml de chaque extrait liquide avec quelques gouttes d’une solution
de Chlorure de fer FeCls a 10% sont rajoutées. La réaction donne une coloration bleu-noir
en présence des phénols.
d) Test Quinones
A 1 ml d’extrait alcoolique, 1 ml. De I’acide sulfurique concentré a été ajouté. La présence
de quinones est indiquée par la formation de la couleur rouge .
e) Test Stéroides
I ml d’extrait, 2 ml d’extrait de chloroforme ,2 ml 1’acide sulfurique concentré a été ajouté
lentement sur la paroi du tube. La présence de stéroides est indiquée par la formation de deux
couches, une couche rouge et une couche inférieure vert jaunatre.
f) Test Alcaloides
Test de Mayer : 1ml de chaque extrait liquide avec quelques gouttes d’un réactif de Mayer
(1.35g Chlorure de mercure HgCl, + 3.95g lodure de Potassium KI dans 100ml) avec 2ml de
Chlorure d’hydrogéne HCI concentrée. L’apparition d’une précipitation blanche ou d’une
coloration verte indique la présence des alcaloides.
g) Test Saponines
A 1 ml d’extrait aqueux, 5 ml de I’eau a été ajoutée, le tube a été agité pendant 2 minutes. La
présence des saponines sont indiquées par la formation de mousse .La formation de mousse
stable aprés 15 min confirme le test
h) Test Terpenoides
A 2 ml d’extrait, 1 ml d’acétique I’anhydride a été ajouté, suivi par I’addition lente de 1 ml
d’acide sulfurique concentré. La présence de triterpénoides est indiquée par formation de

couleur blanc rougeétre.
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1) Test Coumarines
A 1 ml d’extrait alcoolique, 1 ml de 10% de I’hydroxyde de sodium a été ajouté. La présence
de coumarines est indiquée par la formation de couleur jaune dont la fluorescence sous

ultraviolets léger .

1.6 Analyses quantitatives des extraits
1.6.1 Dosage des phénols totaux

a)Principe de la méthode

La réaction est basée sur la réduction de 1’acide phosphomolybdéne-phosphotungsténe du
réactif de Folin Cieucalteu par les phénols donnant un complexe de couleur bleue dont la
concentration peut étre suivie par mesure de I’absorbance [102].
.b) Préparation de la gamme détalonnage

La gamme étalon est obtenue en utilisant I’acide gallique comme standard. On prend
5mg de I’acide gallique et on le dissolve dans 25 ml de Méthanol pour obtenir la solution
meére Sm (200pg/ml). On prépare des dilutions dans des tubes a essai allant de 80 a 200pg/ml
selon le tableau suivant :

Tableau 1.1: Préparation des dilutions d’acide gallique

N° tube 1 2 3 4 5 6
C (ng/ml) 80 100 120 140 160 180
V' acide gallique (1) 400 500 600 700 800 900
V' méthanot (1) 600 500 400 300 200 100

On introduit dans des tubes a essai un volume de 50ul de dilutions d’acide gallique avec
250ul de réactif de Folin Ciocalteu et 3ml de I'eau distillé aprés 750 pl de carbonate de
sodium NaCOg3 (7%) sont additionnés. Le mélange a été bien agité puis incubé pendant 8 min
a température ambiante. Ensuite, une dose de 950 uL d'eau distillée a été ajoutés. Le mélange
a été laissé laisser reposer 2 h a température ambiante. L'absorbance a été mesurée a 765 nm

contre de l'eau distillée comme blanc.

d) Expression des résultats
Les concentrations des polyphénols totaux sont calculées a partir de 1’équation de
régression linéaire de la courbe d’étalonnage établic avec 1’acide gallique (80-200ug/ml). La

teneur en composés phénoliques est exprimée en milligramme (mg) d’équivalent d’acide
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gallique par gramme d’extrait (mg d’EAG/g d’extrait) .cette teneur en polyphénols totaux
(CPTs) sont calculés selon la formule suivante [103]

Dont: T=[(C xV x D) / P)] x100

T: Teneur en polyphénols totaux (mg GAE /g d’extrait);

C: Concentration des polyphénols en équivalent d’acide gallique déduite de la courbe;

D: Facteur de dilution;

P: Poids de I’échantillon (g);

V: volume de la solution analyséee (ml).

1.6.2 Dosage des flavonoides totaux

a)Principe de la méthode

La quantification des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le
trichlorure d’aluminium AICI; .Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle libre en
positon 5 susceptible de donner en présence de trichlorure d’aluminium, un complexe jaunatre
par chélation de 1’ion Al*>. La coloration jaune produite est proportionnelle & la quantité du

flavonoide présent dans I’extrait [104,105].

b) Préparation de la gamme d’étalonnage

La gamme étalon est obtenue en utilisant la quercétine comme standard de calibration.
On prend 5 mg de la quercétine et on le dissolve dans 25ml de méthanol pour obtenir la
solution mére (Sm) de concentration 200pg/ml, on prépare des dilutions dans des tubes a essai
allant de 80 a 200ug/ml selon le tableau suivant :
Tableau 1.2: Préparation des dilutions de la quercétine

N° tube 1 2 3 4 5 6 8
C (ng/ml) 20 30 40 60 70 80 100
Vaeren(ul) | 100 150 200 300 350 400 500
VAR 900 850 800 700 650 600 500

Dans des tubes a essai on met 250ul de chaque dilution de la Quercétine, avec 1 ml d’eau
distillée et 75ul de solution de nitrite de sodium NaNO, a 0.5% . Apres 6 minutes, on ajoute
150ul d’AlCI; & 10% et laissés pendant 5 minutes. Ensuite 500ul de d’hydroxyde de sodium

NaOH a 4% sont ajoutés avec 2.5 ml d’eau distillé. Le mélange est bien agiter jusqu'a
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I'apparition dune couleur jaunatre. L’absorbance est mesurée aprés 15 minutes ‘incubation a
510 nm contre un blanc (eau distillé).
c) Expression des résultats

La quantification des flavonoides a ¢été établie a partir de 1’équation de régression
linéaire de la courbe d’étalonnage établie avec la Quercétine. Les résultats sont exprimés en
mg d'équivalents de Quercétine par gramme de I’extrait (mg EQ/g d’extrait). La teneur en

flavonoides totaux (TFC) est calculée selon la formule suivante [106]:

ou;
C : Concentration obtenue & partir de la courbe standard (pug/ml);
V : Volume de solution mere (ml);
m : Poids d'extrait sec (Q).
1.6.3 Dosage de tanins condensés
a)Principe

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode de la vanilline en milieu acide.
Le principe de ce dosage est basé sur la réaction de la vanilline avec le groupement
flavonoide terminal des catéchine et la formation de complexes rouges, cela s’explique par la
propriété des tanins a se transformer en anthocyanidols de couleur rouge qui absorbe la
lumiére a 500 nm [107].
b) Préparation de la gamme d’étalonnage

La gamme étalon est obtenue en utilisant la catéchine comme standard de calibration.
On prend 25mg de la catéchine et on le dissolve dans 25ml de méthanol pour obtenir la
solution meére (Sm) de concentration 1000ug/ml, on prépare des dilutions dans des tubes a
essai allant de 400 a  900ug/mi selon le tableau  suivant

Tableau 1.3: Préparation des dilutions de la catéchine

N° tube 1 2 3 4 5 6 8
C (ng/ml) 400 500 600 700 750 800 900
Vaeren(ul) | 400 500 600 700 750 800 900

V méthanot(11) 600 500 600 700 750 800 900
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Un volume de 50 pl de chaque dilution de la catéchine a été mélange avec 3 ml de solution
de vanilline-méthanol a 4% et 1.5 ml d’acide chlorhydrique concentré, et le mélange a été

laissé reposer pendant 15 minutes. L’absorbance a été lue a 510 nm contre le blanc (eau).

c) Expression des résultats

Les concentrations des tannins condensé sont calculées a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage de la catéchine .Les résultats sont exprimés en
milligrammes d'équivalents catéchine par milligramme d'extrait (mg ECT/g d’extrait).La

teneur en tannins (TC) sont calculés selon la formule[108] :

[ CxXV J
Tc =
m

Tc: Teneur en tanins (mg ECT/g d’extrait sec de la plante) ;

Avce

C : Concentration en tannins en mg/ml déterminé a partir de la courbe d’étalonnage (pg/ml.

V : Volume de I’extrait (ml)

m : Poids de I’extrait sec (Q)

|.7 Détermination de I’activité antioxydant

L’¢évaluation de la capacité antioxydant a été réalisée par la mesure du pouvoir de
piégeage du radical DPPH .
1.7.1 Principe

Le test DPPH a été largement utilisé pour évaluer I'efficacité de piégeage des radicaux
libres de diverses substances antioxydantes [109]. Cette méthode est basée sur la capacité des
antioxydants a réduire le radical libre 2,2-diphényl-1-pycril-hydrazyl, soit par un mécanisme
de libération d’un atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle, soit par libération d’un
électron. Le radical a un maximum d’absorption mesurable par spectrophotométrie a 515 nm
et sa neutralisation par un antioxydant peut-étre facilement suivie par spectrophotométrie
UV/vis[110].
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Figure 1.1 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH [111].

1.7.2 Préparation de la solution mere de DPPH

Le DPPH est solubilisé dans Méthanol a raison de 1,299mg / 50ml, dans un bain
d’ultrasons pendant une demi-heure et a I’abri de la lumiére.
1.7.4 Mode opératoire

L'activité de piegeage des radicaux DPPH des extraits a été realisée. Un volume de
1,5 ml d'une solution de méthanol DPPH (2,598mg/l) a été ajouté a 60ul de solution d'extrait
de différentes concentrations, et laissé réagir a température ambiante a I’abri de la lumiére.
Aprés 30 minutes, la lecture des absorbance a été effectuée a 1’aide d’un spectrophotométre
UV visible a 515nm. Les tests ont été réalisés en triple. L'inhibition radicalaire DPPH 1% a

été calculée par la formule suivante :

A,— A
r(%)=%xwﬂ

n

I %: Taux du DPPH piégé ou taux d’inhibitions.
A o : Absorbance du contréle (solution de DPPH —blanc) .
A1 : Absorbance des extraits d'échantillon.

Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures.

1.8 Evaluation de Iactivité antibactérienne des extraits

1.8.1 Matériel Biologique
a) Origine et choix des souches bactériennes

Un ensemble de  souches bactériennes pathogenes sont utilisées pour évaluer

I’activité antibactérienne des extraits. Ces souches sont fournies par le laboratoire d’Hygiéne
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et pathologie animale, université de Tiaret. Les microorganismes testés sont rapportés dans
le tableau suivant :
Tableau 1.4 : Les souches bactériennes utilisées

Nom de la souche Gram Famille
Escherchia Coli - Enterobacteriaceae
Bacillus Cereus + Bacillaceae

Staphylococcus aureus Sl Micrococcaceae

Bacillus subtilis + Bacillaceae

b) Milieux de cultures
Les milieux d’identifications tels que les géloses nutritives, ont été utilisées pour

confirmer la nature des souches bactériennes. La gélose Mieller Hinton (MH) et le bouillon
Mieller Hinton préparés a partir de milieux déshydratés, ont été utilisées respectivement pour

les tests de sensibilités et la vivification les souches

c)Stérilisation du matériel

Les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes ont été
stérilisés en premier & sec dans un four pasteur, les disques en papier Wattman (6 mm de
diamétre) les flacons, les milieux de culture (GN,MH), I’eau distillé¢ , I’eau physiologique, les

embouts pour micro pipette, ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

1.8.2 Repiquage des souches bactériennes

Dans des conditions stériles, Les souches bactériennes teste ont été ensemencées par la
méthode des stries serrés sur des boites de pétri contenant le milieu gélose nutritive GN puis
incubés a 37°C pendant 24 heures, afin d’obtenir des colonies jeunes. Ces derniers ont servi a

préparer I’inoculum.
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Escherichia Coli

\Staphylococcus aureus

Figure 1.2 : Repiquage des souches bactériennes

1.8.3 Préparation de suspension bactérienne

Les différentes bactéries ont été cultivées dans gélose nutritive pendant 24 h a 37 °C.
Outre la culture fraiche, la suspension bactérienne a été préparée a l'aide d'une anse stérile en
platine ou une ou deux colonies ont été collectées et placées dans un tube contenant de I'eau
physiologique stérile puis la suspension bactérienne a été homogénéisée a l'aide d'un vortex.
La densité optique a été calibrée a 0,5 Mc Farland a 625 nm. La densité spectroscopique de

I'inoculum a été mise & jour & une concentration de 10® UFC/ml.

Prélevement des colonnes

Mise en suspension analyse

Figure 1.3 : Préparation de I’inoculum
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1.8.4 Ensemencement

Le milieu Mueller-Hinton en surfusion est coulé dans des boites de Pétri en raison de
15ml dans chaque boite. Apres solidification du milieu de culture, un écouvillon stérile
imbibé par la suspension bactérienne est étalé sur la totalité de la surface gélosée de haut en
bas en stries serrées a trois reprises, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de
pivoter I’écouvillon sur lui-méme, et finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la
périphérie de la gélose.
1.8.5 Méthode de diffusion des puits
L’activité antibactérienne des différents extraits étudiés a été réalisée suivant la méthode des
puits sur gélose, cette technique permet de déterminer la sensibilité des germes vis-a-vis des
extraits végétaux étudiés.
1.8.5.1 Premier protocole
a)Mode opératoire

L'activité antibactérienne des extraits a été évalué par la méthode de diffusion des
puits .100ul d’inoculum bactérien ajusté a la norme 0,5McFarland a été inoculée dans des
plaques de Mueller Hinton. Quatre puits ont été réaliseés dans chagque boite avec des pipettes
Pasteur stériles. Un volume de 100 pl de différentes concentrations d’extrait est introduit
dans chaque puits. Les boites de Pétrie ont incubées & 37°C pendant 24 h.Chaque teste a eté
répétée deux fois.

1.8.5.1 Deuxiéme protocole

b) Mode opératoire : L'activité antibactérienne des extraits a été évaluée en utilisant la
méthode de diffusion sur puits. Un coton-tige stérile a été plongé dans la suspension
bactérienne standardisée (0,5 McFarland ) puis L'écouvillon a ensuite été étalé uniformément
dans trois directions sur toute la surface des plagues Muller Hinton pour obtenir des inocula
uniformes. Quatre puits ont été percés dans chaque boite de pétries, apreés 100 ul d’ extrait a
été distribué dans chaque puits. Les plaques de gelose Mueller-Hinton inoculées ont éte
conservées au réfrigérateur pendant 30 minutes pour permettre aux extraits de diffuser dans la
gélose, puis ont été incubées a 37°C pendant 24 h. Les zones d'inhibition de souches
bactériennes testées ont été enregistrées.

Les boites pétries ont été laissé diffuser pondant 40min a température 4°C, puis incubées a

37°C pendant 24 h. Les diametres des zones d'inhibition ont été mesurés et enregistre.
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1.8.5.1 Troisieme protocole

b) Mode opératoire : La méthode de diffusion dans les puits d'agar a été utilisée pour évaluer
I'activité antibactérienne de diverses matiéres végétales. Un volume de la culture bactérien
fraiche a été étalé avec un écouvillon stérile sur une plaque de milieu Mueller. Quatre puits
de 8,0 mm de diamétre ont été réalisés a I'aide d'une pipette pasteur. Egalement un volume de
100ul des concentrations croissantes d’extrait a été placé dans chaque puits, puis incubées a
37°C pendant 24 h. Les diamétres des zones d'inhibition ont été mesurés et enregistré.
1.8.6 Méthode de diffusion sur disque

Le test de I’activité antibactérienne des quatre extraits est réalisé par la méthode de
diffusion en milieu gélosé (aromatogramme), encore appelée méthode des disques. Son
principe est inspiré de l’antibiogramme, il consiste a tester la sensibilit¢ des souches
bactériennes par diffusion de I’extrait sur le milieu solide et avec la création d’un gradient de
concentrations entre le composé et le micro-organisme cible.
b) Mode opératoire

Les tests de diffusion sur disque ont été effectués sur les extraits. Un  volume
d’inoculum de turbidité 0,5 Mc Farland, ont été étalées de maniere uniforme sur la surface
de gélose Mueller Hinton. Les disques de papier filtre (6 mm de diametre ont été chargé
avec un volume de 5ul des concentrations croissantes (d’extrait et disposés a la surface. Les

boites de Pétri sont ensuite incubées & 37°C pendant 24.

11.1 Préparation de film

Le film aété réalisé par la méthode de coulée. Une masse d’amidon de 59 et 3ml de
glycérol sont dispersée dans 100 ml de l'eau distillée, le mélange est mise sous agitation a
température de 85 a 95°C dans un bain marie, ensuite on ajoute un volume de I’extrait de
chloroforme, Ce mélange est ensuite refroidit, coulé dans une boite pétrie puis sécher dans
une étuve a 40°C pendant 24h. Le film a été démoulés aprés leur refroidissement a
température ambiante.

1.2 Caractérisation de film
11.2.1 Humidité

Des morceaux de film a d’abord été conditionnés dans un dessiccateur pendant 48h et
(my). Le film a ensuite été séché a 105°C dans une étuve pendant 6h et son poids a été a

nouveau mesuré (m,). La teneur en humidité a été calculée comme suit.
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m; —mj

1

MC : la teneur d'humidité(%)
my : poids de I'échantillon avant séchage (g)
m, : poids de I'échantillon aprés séchage (g)
11.2.2 La solubilité dans I’eau
La solubilité dans I'eau est une propriété importante de film a base I’amidon. Les
applications potentielles peuvent nécessiter une insolubilité dans I'eau pour améliorer
I'intégrité du produit et sa résistance a l'eau.
11.2.2.1 Mode opératoire
En premier lieu le film a été découpé en morceau carrée, séchés pendant 24h a une
température 90°C, puis pesé pour obtenir la matiére seche initiale (W;). Le film séché a été
immergé dans 50 ml d’eau distillée, sous agitation constante pendant 6 h a 25°C, ensuite,
Apreés cela, le film a été filtré et séchés a 90°C jusqu’a poids constant (Wr).

La solubilité dans I'eau (%) du film a été calculée selon I'équation suivante :

Ws (%) : Solubilité dans 1’eau
Wi : poids sec initial
Wy : poids sec final.
1.3 Acticité antioxydant du film

La capacité antioxydant de film a été mesure par méthodes de piégeage des radicaux
DPPH.une échantillon de film a été solubilisé dans 3ml de méthanol, puis une aliquote de le
film solubilisé (0 ,5ml) a été ajouté a 2 ,5ml de solution de radical DPPH , Ié mélange a été
maintenue dans 1’obscurité jusqu’a ce que la 1’absorbance de la solution s’est stabilisée
ensuite , le I’absorbance a été mesurée a 517nm . La capacité antioxydant était calculée a

I’aide de I’équation suivant :

1% = AA+A %100

0

I %: Taux du DPPH piégé ou taux d’inhibitions.
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A : Absorbance du contrdle (solution de DPPH —blanc).
A 1 : Absorbance des extraits d'échantillon.

Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois.

11.4 Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne du film a été évaluée par la méthode de diffusion sur disque.
Les cultures bactériennes ont été standardisees a 0,5 McFarland puis diluées. Les
suspensions bactérienne ont été étalées de maniére uniforme sur les surface de la plaque de
gélose a I’aide d’un 'écouvillon stérile. Le film stérilisé a été coupés en disques circulaires et
ont été placés au centre sur les plaques de gélose solide. Les boites de pétri ont été incubée a

37 ° C pendant 24 h avant I'examen des zones claires autour de film.
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.1 Rendement des extraits

L’extraction des composés bioactifs de la gomme par la méthode a reflux permis
d’obtenue des poudre, dont I’aspect physique, la couleur et le rendement des extraits sont

déterminés et représentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 11.1 : Les caractéristiques des extraits chloroformiques

Les extraits Aspect Couleur masse (g) Rendement(%)

Extrait Chloroforme EC  poudre  Maron claire 1,6300 81,50

D’aprés I’analyse de ce tableau, il ressort que 1’extrait chloroforme présente un meilleur rendement
d’extraction. Ces résultats sont importants pour les analyses de dosage afin de quantifier les

polyphénols totaux et d’évaluer les différentes analyses biologiques.

Beaucoup d'auteurs ont établi que le rendement d'extraction des composés phénoliques varie
considérablement selon la polarité du solvant utilisé [112,113]. Ces variations peuvent
¢également étre attribuées a la différence d’affinité des composés phénoliques vis-a-vis du
solvant d’extraction, a leur degrés de polymérisation ou a leur engagement dans d’autres

structures moléculaires formants ainsi des complexes insolubles [114].

1.2. Caractérisation des extraits par spectroscopie infrarouge

Le spectre IR d’extrait obtenu confirme la présence des bandes caractéristiques dont
chacun correspond a un groupement fonctionnel donnée.
Les spectres  présentent une large bande vers (3406-3433 cm™?) est due aux vibrations
d’¢élongation OH caractéristique des acides organiques, et une bande moyenne d’ intensité
2941cm™, caractéristique de la vibration d’élongation symétriques C-H des groupes
aliphatiques CH, et CHs, on observe aussi une bande au voisinage de 1695 & 1710cm™ de
groupe carbonyle (C=0) caractéristiques d'acides phénoliques. La bande au voisinage 1495
cm™ est attribuée & la vibration de déformation CH. Les pics au voisinage 1265 a 1160 cm™,
sont attribués a I'étirement des liaisons éther C — O — C dans les cycles. Les pics vers 1018 a

1034 cm™ sont attribués au groupe C-OH des phénols.
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1.3 Résultats de criblage phytochimiques

Les tests phytochimiques réalisés sur les extraits chloroformiques de pin d’Alpe ont
permis de détecter les différentes classes de composés existant dans les extraits
chloroformiques par des réactions de colorations ou de précipitations. Les resultats obtenus

sont regroupeés dans le tableau suivant :

Tableau 11.2 : Résultats du criblage phytochimique des extraits de pin d'Alep

Extrait Chloroforme

Tanins +++
Flavonoides +++
Saponines +++
Alcaloides -
Stéroides +++
Terpénoides ++
Phénols +++
Quinones ++
Coumarines ++

+++ : Réaction tres positive.

++ . Réaction moyennement positive.

+ : Réaction faiblement positive.

— : Réaction négative.

Cet analyse a permis de révéler la présence de composés de métabolites secondaires tels que
les flavonoides, les polyphénols les Tannins et les coumarines, dans les extraits
chloroformiques, ce qui indique la richesse de la gomme du pin d'Alep en polyphenols. Ces
composés phénoliques, semblent avoir des roles importants dans les différentes activités

biologiques.
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1.4 Analyse quantitative
L'étude quantitative des extraits phénoliques au moyen des dosages spectrophotométries,
avait pour objectif de déterminer la teneur totale des polyphénols, des flavonoides et des
tannins.
1.4.1 Dosage des polyphénols totaux
L’analyse quantitative des phénols totaux est déterminée a partir de 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage exprimé en mg d'équivalent d'acide gallique par
milligramme d'extrait.
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
%0,5 -
o]
<4 -
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0,2 -
0,1 -
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C(ug/ml)

Figure 11.1 : Courbe d’étalonnage de [’acide gallique

v’ Les analyses quantitatives des extraits préparés confirment la richesse de notre gomme
par les composées bioactif (polyphénols)

v Les résultats en terme de teneurs en polyphénols totaux montrent que I’extrait
chloroformique , était plus riche en polyphénols avec une teneur moyenne de 690,17
mg EAG/g.

1.4.2 Dosage des flavonoides
La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée a partir de la courbe d‘étalonnage

de la Quercétine et exprimé en mg équivalent de Quercétine par gramme d’extrait sec. (Mg
EQ/9)
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Figure 11.2: Courbe d’étalonnage de quercitine
v" On constate que Dextrait chloroformique  présente une teneur importante en

flavonoides avec une teneur de 108,46 (mg EQ/q)

1.4.3 Teneur en tannins condensés
Les teneurs des tannins sont calculées a partir de la courbe d‘étalonnage de catéchine

et exprimés en mg équivalent de Catéchine par gramme g d’extrait sec.
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Figure 11.3 : Courbe d’étalonnage de catéchine

v' La figure ci-dessous regroupe les résultats de la teneur en composés phénoliques des

extraits.
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Figure 11.4 : Teneur en des composés phénoliques des extraits chloroformiques

v Les résultats montrent que les extraits chloroformiques présentent une teneur trés

élevée en tannins avec une valeur moyenne de 240,14 mg ECT/g.

1.5 Evaluation de Uactivité antioxydante des extraits

La méthode de piégeage du radical libre (DPPH) a été retenue pour évaluer ’activité

antioxydant de notre extrait, car elle est reconnue comme étant simple, rapide et efficace

en raison de la grande stabilité du radical [115]. Les résultats de pouvoir anti radicalaire

des extraits chloroformiques de la gomme exprimés en pourcentage d’inhibition du

radical DPPH sont illustrés dans la figure ci-dessous .

Extrait Chloroforme
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Figure 11.5 : Activité de piégeage du radical libre DPPH des extraits
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v/ Onremarque que I’augmentation de la concentration des extraits chloroformiques
s’accompagne avec I’augmentation du pourcentage d‘inhibition du radical libre.

v D’aprés ces résultats, on peut constater que 1’activité anti-radicalaire des extraits
de la gomme pourrait étre attribuée a leurs teneurs trés fortes en composés
Phénoliques. Aussi, il a été rapporté dans les études de Jayaprakasha et al que
I’activité anti-radicalaire dépend de la structure chimique des composes
phénoliques et de la disponibilité en groupements hydroxyles (OH) qui leur

attribue la capacité de transférer des electrons ou de donner des hydrogenes [116]

1.6 Pouvoir antibactérien des extraits

1.6.1 Test de diffusion sur disque
Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien des extraits de la gomme par la méthode
de diffusion des disques. Les résultats des différentes concentrations appliqués contre les
souches pathogénes sélectionnées sont présentés sur la figure suivante.

» On note que les souches testées révelent une résistance pour les différentes

concentrations appliquée apres 24h d’incubations.

EC
Figure 11.6 : Activité antibactérienne des extraits vis-a-vis Bacillus Cereus

Ce phénomeéne peut s'expliquer par I'influence de nombreux facteurs tell que :
La faible teneur en substance actif dans cet intervalle de concentration.
v" La charge supplémentaire des bactéries dans I’inoculum appliqué.
L’activit¢é antimicrobienne ne dépend pas seulement de la présence des composés

phenoliques, mais également de la présence de divers métabolites secondaires [117].
1.6.2 Méthode de diffusion des puits

1.6.2.1 Premiere protocole
Les résultats de I’activité antibactérienne des extraitS sont représentés dans les figures ci-
dessous .

» On remarque une absence totale de I’effet inhibitrice des extraits sur la croissance des

souches sélectionné dans cette gamme de concentration.
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EC
Figure 11.7 : Activité antibactérienne des extraits vis-a-vis Bacillus Cereus

L’absence des zones d’inhibition des souches testées peut étre expliqué par la variation de la
composition chimique de chaque extrait ainsi la nature des bactéries et leur sensibilité vis-a-
vis ’extraits.

1.6.2.2 Deuxiéme protocole

Apreés 24 heures d’incubation a 37°C, les zones d’inhibition observées autour des puits ont été
mesurées. Les résultats du test de sensibilité bactérienne sont présentés sur les figures
suivantes

v/ Onremarque que les souches S. aureus et Bacillus cereus ont présenté une sensibilité

remarquable vis-a-vis les antibiotiques testes,

EC

Figure 11.9 : Activité antibactérienne des extraits vis-a-vis vis Staphylococcus aureus




Chapitre 11 Résultats et discussion

EC
Figure 11.10 : Activité antibactérienne des extraits vis-a-vis Bacillus . Cereus aureus

v L’observation des ces figure confirme le pouvoir antibactérien des extraits traduite
par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du puits.

v/ On note une action bacteriostatique, des extraits vis-a-vis des souches sélectionnées

aussi selon les recherches de Marjorie il rapporte que ’activité inhibitrice des extraits est

due aux différents agents chimiques présents dans ces extraits, une perte de ces agents

influe sur I’activité qui peut étre due aux conditions de séchage ou d’extraction [118]

v' . Les résultats obtenus montrent que 1’extrait chloroforme présente une bonne

activité contre Bacillus cereus.
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Figure 11.11 : Histogramme des diamétres des zones d’inhibition des extraits

v" On note une zones d’inhibition trés forte pour les extraits tandis que des zone plus
faible pour antibiotiques Tobramycine (TOB) et nitrofurantoine (F 300)
1.6.2.3 Troisieme protocole
Les observations des effets des différentes concentrations des extraits sur la croissance

des souches bactériennes sélectionnées sont representées dans les figures ci-dessous :
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Figure 11.12 : Activité antibactérienne des extraits vis-a-vis Staphylococcus aureus

v On constate que toutes les souches étudiées sont sensibles a ces extraits

EC
Figure 11.13 : Activité antibactérienne des extraits vis-a-vis Escherichia coli

v/ On constate que toutes les souches étudiées sont sensibles a ces extraits.

EC

Figure 11.14 : Activité antibactérienne des extraits vis-a-vis Bacillus . Cereus

Les extraits chloroformiques se révélent actifs, cela est lié a la présence de substances
actives (polyphénols).

On constate que I’augmentation de la concentration des extraits s’accompagne d’une
augmentation du diamétre des zones d’inhibition.

Les tests d’activité antibactérienne ont permis de mettre en évidence la présence d’une

activité modérée sur les différentes souches testées.
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I1.1 Caractérisation de film

11.1.1 Caractérisation par spectroscopie d’absorption infrarouge
Les principales bandes de film est regroupée dans le tableau ci-dessous.

Tableau I1.3 : Principales bandes d’absorption infrarouge des films

Nombre d’onde Structure associée
(cm ™)
3287 Vibration de la liaison OH présente dans 1’amidon, glycérol et I’extrait.
2926 Vibration élongation vcp présent dans I'amidon et 1’extrait
1685 Vibration élongation C=0 présent dans 1’extrait
1364 Vibration de déformation de la liaison C—H de I’amidon

1414 a4 1334 Vibrations de déformation dans le plan des groupements -CH2 et -
CHs, contenus dans 1’extrait

1150-1076 Vibration élongation des liaisons C—O—H présente dans 1’amidon et
I’extrait

856 a 922 Vibration de déformation vc.y aromatique présente dans I’extrait.

11.1.2 Humidité

La capacité de rétention d’humidité du film peut étre représentée par termes de teneur en

humidité.

e D'apres les données expérimentales, on constate que la capacité de rétention

d'’humidité du film atteint une valeur significative.

11.1.3 La solubilité

La solubilité des films comestibles dans I'eau est I'un des parameétres les plus importants
affectant leur application finale. En effet, certaines applications nécessitent des propriétés
hydrosolubles élevées pour étre facilement dissous avant consommation, tandis que d'autres
applications nécessitent une faible solubilité dans I'eau pour garantir la résistance a I'eau pendant
le traitement et le stockage.

Dans cette étude, le film a base d'amidon / polyphénols a présenté un effet positif

dans la teneur en solubilité dans I'eau.
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v Dans les études de Mathew et al ont confirment que les valeurs élevées de degré de
solubilite des films peuvent étre attribuées au groupes hydrophiles de polyphénols qui
peuvent facilement interagir avec les molécules d'eau [119].

v Selon I’étude de Menezes Filho et al ont rapporté que plus le pourcentage de
solubilité est faible, plus la qualité et la durabilit¢ de I’emballage sera mieux ce qui
permet leur utilisation et conservation dans un environnement avec un certain niveau
d’humidité relative [120].

11.2 Activité antioxydant

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

molécule dite <antioxydant > afin de mesurer leur capacité a réduire ce radical.

e Les résultats du test ont révélé que le film élaboré présente un niveau plus élevé

d'activité de piégeage des radicaux.

11.3 Activité antibactérienne de film

v D’aprés les tests de diffusion sur gélose, I’inhibition des trois souches a été clairement
montrée par ’absence des colonies dans la région circulaire directement au-dessus de
film.

v' Les tests d’activité antibactérienne ont permis de mettre en évidence la présence d’une
importante activité sur les différentes souches testées.

v' Le film actif présente une bonne valeur des zones d’inhibition, ce qui confirme
I’existence d’une activité antibactérienne contre les souches testés.

v" On constate que les variations du diamétre de la zone d'inhibition observées pour les

souches sont dues a la composition de la paroi cellulaire bactérienne.
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Conclusion genérale et perspective

Les extraits de plantes riches en polyphénols sont formulés dans des produits alimentaires

pour des propriétés nutritionnelles et fonctionnelles améliorées. L’incorporation d’extraits de

plantes enrichis en composés phénoliques dans des matériaux d’emballage alimentaire

constitue une approche verte prometteuse pour développer un film actif dotés d’activités

antioxydants et antimicrobiennes. Dans ce contexte, l'objectif de ce travail vise le

développement d’un film actif a base d’amidon/ extraits de la gomme de pin d’Alep et de

examiner certain comportement.

A la lumiére des résultats expérimentaux obtenus, nous pouvons tirer les conclusions

suivantes :

v

La méthode de 1’extraction par reflux est efficace qui permet d’avoir un rendement
important en composé phénolique.

Les tests phytochimiques ont confirmé la présence des méetabolites secondaires a
s’avoir les flavonoides, les quinones, les coumarines les Stéroides et les Saponines.

Le dosage quantitatif & révéler la richesse des extraits en polyphénols totaux,
flavonoide et les Tannins.

Les résultats de teste diffusion des puits a confirmé l'existence d’un pouvoir
antibactérien puisant des extraits vis-a-vis les souches testées

Les testes de piégeage du radical libre par la méthode DPPH affirme que les extraits
obtenus sont doté d’une forte activité antiradicalaire

L’analyse le spectre IR a montré que le film est similaire a celui de 1’extrait, ce la
confirme que les composés bioactif sont incorporés avec succes dans la matrice du
film.

Les résultats du teneur d’humidité et de solubilité de film a présente une valeur
acceptables.

L’essai de I’activité antioxydant de film & présente une bonne pouvoir antioxydant.
Les testes de I'activité antibactérienne de film, révelent une forte inhibition vis-a-vis

les souches testées.
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Perspectives

Les résultats expérimentaux obtenus sont encourageants pour la poursuite de ce présent

travail. Comme perspectives a réaliser dans le futur, on peut citer

v

Enrichir la matrice de film bioactif par d'autre biopolyméres a savoir pectine,
cellulose, gélatine et du chitosane.

Réaliser des caractérisations approfondies du film tell que DRX, MEB et RMN.

Faire des études élargies sur les propriétés physico-chimiques et la microstructure des
films.

Effectuer des tests microbiens sur d’autres souches bactériennes.

Améliorer cette formulation pour application dans 1’emballage pharmaceutique.
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Résumé : L'objectif de ce travail vise le développement un film actif a base de mélange
amidon/ gomme de pin d’Alep. La présente étude se concentre, dans un premier temps, a
I’extraction des principes actifs de la gomme, suivi par des tests phytochimiques et dosage
des polyphénols. Les résultats obtenus ont montré un rendement représentatif et 1’analyse
photochimique a révélé la richesse des extraits de la gomme en métabolites secondaires. La
deuxiéme partie a été consacrée a 1’élaboration d’un film amidon/ polyphénols suivis par des
essais de humidité, solubilité et 1’évaluation de leur activité biologique. Les résultats ont
révélé que le film présente une activité antioxydant satisfaisante et un effet antimicrobien
important contre les bactéries sélectionnées.

Mots-clés: amidon, bacteries ,extrait, gomme , pin d’Alep

Summary:. The objective of this work is to develop an active film based on a mixture of
starch and Aleppo pine gum. This study focuses, firstly, on the extraction of active
ingredients from the gum, followed by phytochemical tests and polyphenol dosage. The
results obtained showed a representative yield and the photochemical analysis revealed the
richness of the gum extracts in secondary metabolites. The second part was devoted to the
development of a starch/polyphenol film followed by humidity and solubility tests and the
evaluation of their biological activity. The results revealed that the film has a satisfactory
antioxidant activity and a significant antimicrobial effect against selected bacteria..

Key words: starch, bacteria, extract, gum, Aleppo pine
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