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Résumé

De nos jours, la recherche de nouvelles techniques basées sur I’utilisation des
composées naturelles pour la conservation des aliments, afin de protéger la santé du
consommateur suscite beaucoup d’intérét. Dans ce contexte plusieurs recherches se sont
focalisées sur 1’exploitation de la biomasse végétale.

En effet la richesse des plantes en molécules bioactives d’origine naturelle les rend un
potentiel réservoir de composés phénoliques, c’est le cas des sous-produits agricoles qui
constituent une source précieuse de bio-phénols naturels.

L’objectif du présent travail est d’évaluer I’activité antioxydante et antibactérienne des
extraits organiques d’une plante médicinale Carthamus caeruleus L et de margines brutes (M-
A) ou acidifiée (M-A-A), récoltées en kabylie, en vue d’une application sur une matrice
alimentaire.

Les meilleurs pouvoirs anti-radicalaires sont enregistrés pour les extraits de margines
(M-A-A: 91,99% ; M-A : 93,78%) comparativement a ceux de Carthamus caeruleus L (C-
ETH: 61.07% ; C-A-A: 32.28%). Les extraits ont également montré des activites
antibactériennes intéressantes, plus particuliecrement 1’extrait M-A-A, avec une zone
d’inhibition de 16 = 1,41 mm contre Bacillus licheniformis. Dans un autre volet,
I’incorporation des extraits dans la préparation d’un film alimentaire construit a base d’un
biopolymere a montré des résultats satisfaisants lors des essais de conservation d’échantillons
de viande vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Les résultats obtenus pour I’ensemble des essais menés a travers cette expérimentation

sont prometteurs et méritent d’étre approfondis.

Mots clés: Margines; Extrait; Antimicrobien; Antioxydante; Film; Viande;

Conservation.



Abstract

Nowadays, the search for new techniques based on the use of natural compounds for
the preservation of food, in order to protect the health of the consumer is of great interest. In
this context, several researches are focused on the exploitation of the plant biomass.

Indeed, the richness of plants in bioactive molecules of natural origin makes them a
potential reservoir of phenolic compounds; it is the case of agricultural by-products which
constitute a valuable source of natural bio-phenols.

The objective of the present work is to evaluate the antioxidant and antibacterial
activity of organic extracts of a medicinal plant Carthamus caeruleus L and of raw (M-A) or
acidified (M-A-A) OMW, harvested in kabylie, for application on a food matrix.

The best antiradical powers are recorded for the extracts of OMW (M-A-A: 91.99%;
M-A: 93.78%) compared to those of Carthamus caeruleus L (C-ETH: 61.07%; C-A-A:
32.28%). The extracts also showed interesting antibacterial activities, especially the M-A-A
extract, with an inhibition zone of 16 £ 1.41 mm against Bacillus licheniformis. In another
aspect, the incorporation of the extracts in the preparation of a food film based on a
biopolymer showed satisfactory results during the conservation tests of meat samples against
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

The results obtained for all the tests carried out through this experimentation are

promising and deserve to be deepened.

Key words: Olive Mill Wastewater; Extract; Antimicrobial; Antioxidant; Film; Meat;

Conservation.
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Introduction

Depuis I’antiquité a ce jour I’homme continue a utiliser de trés nombreuses plantes,
comme ingrédient ou comme remede en médecine traditionnelle. Ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux metabolites secondaires qui possedent
un tres large éventail d’activités biologiques.

Les plantes médicinales sont ainsi importantes pour la recherche pharmaceutique et
I'élaboration de médicaments, directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme
matiére premiere pour la synthese de médicaments ou comme modele pour les composés

pharmacologiquement actifs (Aissaoui, 2019). La recherche actuelle s’intéresse beaucoup a la

valorisation directe des composés bioactifs contenus dans les plantes médicinales ou sous-
produits agricole a ’exemple de la plante Carthamus caeruleus L ou de margines issues des
industries oléicoles.

Carthamus caeruleus L est une plante qui pousse dans le Nord d'Algérie et est
couramment utilisee en médecine traditionnelle par les guérisseurs et la population locale, en
raison de ses avantages thérapeutiques pour le traitement des problemes de la peau et des
brilures. La littérature existante indique sa richesse importante en composees phénoliques et
que ces composants chimiques présentent plusieurs activités pharmacologiques (Suman, 2010).

Les margines sont des eaux de végetation générées lors de l'extraction de l'huile
d'olive. Ce sont des effluents riches en matiéres organiques et plus particulierement en
composes phénoliques (CP), lipides et sucres. Les CP de I’olivier ont fait l'objet de
nombreuses études en raison de leurs propriétés biologiques (Lopez-Miranda, 2010 ;
Ghanbari et al., 2012). Ils sont doués de diverses activités antioxydantes, antivirales, anti-
inflammatoires, antiallergiques et antimicrobiennes (D'angelo et al., 2005 ; Visioli et al., 2005
;Breneset al., 2007). Ces propriétés ont orienté les chercheurs, vers 1’extraction et la
valorisation de ces polyphénols dans divers domaines (agriculture, pharmacologie, agro-
alimentaire) (Paredes et al., 2000 ; Bouaziz et al., 2008 ; Lee et al., 2009).

Ces derniéres années, en plus de la caractérisation des activités biologiques des
biomolécules, les travaux de recherche se sont également orientées vers de nouvelles méthodes
d’application a I’exemple de leur utilisation comme agents de conservation des aliments fragiles
dont la viande, le lait et dérivés. Parmi ces méthodes figure 1'utilisation de probiotiques et des
composés bioactifs des plantes. Dans ce contexte 1'objectif de cette étude était d’évaluer
I'activité antimicrobienne et antioxydante des extraits de Carthamus caeruleus L et des

margines et d’effectuer un essai de bioconservation de la viande vis-a-vis de S. aureus.

-



Introduction

Le manuscrit est scindé en trois parties. La premiere partie est consacrée a I’étude
bibliographique comportant 1’essentiel des connaissances actualisées sur les metabolites
secondaires, caracteristiques des extraits étudies, généralités sur les emballages alimentaires
comestibles et/ou bioactifs. Quant a la seconde partie, celle-ci retrace le matériel et les
méthodes utilisées dans 1’étude expérimentale. La troisieme partie porte sur la discussion des

résultats expérimentaux obtenus achevée avec une conclusion et des perspectives.
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Syntheése bibliographique Les métabolites secondaires

I. Métabolites secondaires
1.1. Geénéralités

Les végétaux ont la capacité a reproduire des substances naturelles tres diversifiées. En
effet, a c6té des métabolites primaires classiques, glucides, protides, lipides, ils accumulent
fréqguemment des métabolites secondaires. Ces derniers, représentent une source importante
de molécules utilisables par I'hnomme dans des domaines différents que la pharmacologie ou
I'agroalimentaire (Macheix et al., 2005).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Lutge et al., 2002). Ces
métabolites exercent un role majeur dans 1’adaptation des végétaux a leur environnement. Ils
assurent des fonctions clés dans la résistance aux agents biotiques (phytopathogenes,
herbivores) et abiotiques (UV, température) (Bourgaud, 2013).

Les métabolites secondaires peuvent étre scindés en plusieurs grands groupes parmi
lesquels on trouve les polyphénols, les terpénes et stéroides et les composés azotés dont les
alcaloides. Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés dotés

d’une tres large gamme d'activités en biologie humaine (Abdarezak et Joel, 2007).

1.2. Composeés phénoliques
1.2.1. Généralités, structures et classification

Les CP, ou polyphénols participent a la défense des plantes contre les agressions
environnementales (Gee et Johnson, 2001). Ces molécules jouent un réle majeur au niveau de
la croissance des végétaux et dans la lutte contre des agents pathogenes et des infections. La
couleur des fruits, des fleurs et des feuilles est une des caracteristiques d’une sous-classe des
flavonoides (EI Gharras, 2009). Les polyphénols, qui forment une grande famille de plus de
8000 composés naturels, ils sont divisés en plusieurs catégories :

e Flavonoides représentant plus de la moitié des polyphénols;

e Tanins résultant de la polymérisation des flavonoides;

Acides phénoliques ;

Coumarines ;
e Lignanes et d’autres classes existent en nombres considérables (Dacosta, 2003).
De nombreux résultats de recherche sont en faveur d’un impact positif de leur
consommation sur la santé. En effet, les polyphénols pourraient permettre de prévenir de
nombreuses pathologies comme le cancer (Brown et al., 1998), les maladies dégénératives et

cardio-vasculaires (Paganga et al.,1999). Un encouragement a la consommation d’aliments
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d’origine végétale riches en CP constitue désormais 1’une des principales recommandations en

santé publique. Parmi les antioxydants végétaux, les CP apparaissent parmi les plus efficaces

quant a leurs effets protecteurs dans 1’organisme (Gee et Johnson, 2001). L’¢lément structural

fondamental qui caractérise les CP est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est

directement lié au moins un groupement hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (ester,

méthyle ester, glycoside...) (Bruneton, 1999). Les CP sont commodément classés selon le

nombre d’atomes de carbone dans le squelette de base (Dacosta, 2003) (tableau ).

Tableau I. Principales classes des composés phénoliques (Bruneton, 1999 ; Hennebelle,

2004).
Squelette de
N’ombre base Classes Molécules EXCTELES 6
d’atome plantes
Structure
6 C6 Phénols simples Cathecolz Busserole
Hydroquinone
7 C6-C1 Amdesr phenols Ac. Gal_llque, Ag. _ Artichaut Saule
Benzoiques Salysalique, vaniline
. . 3-acetyl6- Saule
8 C6-C2 Acétophénones Méthoxybenzaldehe
9 C6-C3 Acides phénols Ac. Coumarique Romarin
Cinnamiques Ac. Caféique Marronnier d’inde
10 C6-C4 Naphtoquinones Shikonine Drosera spp.
Bellidifoline Racine de
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1.2.2. Principales classes des composés phénoliques

1.2.2.1. Formes les plus simples

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant du

simple phénol en C6 (non présent naturellement chez les végetaux) aux flavonoides en C15 et
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a des molécules proches. Sauf exceptions, ces substances sont présentes sous forme soluble

dans la vacuole (Macheix et al., 2006).

e Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont largement distribués dans les fruits (Garcia-Viguera et
al., 1994), les tiges et les feuilles des légumes (Morton et al., 2000) et le thé (Harbowy et
Balentine, 1997). Ils sont en principe solubles dans les solvants organiques polaires
(Bruneton, 1993). Les acides phénoliques sont divisés en trois classes : acides phénoliques
simples, acides phénoliques dérivés de 1’acide benzoique et acides phénoliques dérivés de

I’acide cinnamique (figure 1).

0 o o
HO H,CO
OH OH OH
HO Ho”
OH
. . . . Acide vanillique
Acide benzoique Acide gallique 1
0 0 0
H;C HO
G/U\OH OH OH
1o~
HO HO
Acide cinnamique Acide ferulique Acide caféique

Figure 1. Exemple de quelques acides phénols (Bruneton, 2009).

% Classification
- Acides phénoliques simples : ces acides sont rares a I’exeption de 1’hydroquinone qui

existe dans plusieurs vévétaux (Bruneton, 1993) ;

- Acides phénoliques dérivés de I’acide benzoique : ce sont des derivés hydroxylés de
I’acide benzoique comme 1’acide vanillique (Haslam et Lilley, 1988) ;

- Acides phénoliques dérivés de 1’acide cinnamique : ces molécules ont une distribution
trés large ;

- Acide caféique et Acide férulique sont des composés majeurs (Bruneton, 1993).
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e Flavonoides

Ce sont des pigments qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des
fruits et parfois des feuilles, ils constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels du
regne végétal (Ghedira, 2005) caractérisés par la présence d'une structure phénolique dans
leur molécule, et méme d'une structure flavone ce qui les distingue des autres polyphénols

comme le montre la figure 2.

5 4

Figure 2. Structure de base des flavonoides (EIl Gharras, 2009).

Selon El Gharras. (2009), les détails structuraux ou bien le degré d’oxydation des
flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les plus importantes sont :
les flavones, les flavanols, les flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, les

isoflavonesles chalconesles aurones et les anthocyanes.

1.2.2.2. Formes condensées
e Tannins
Les tanins sont des molécules qui ont un grand intérét pour la nutrition et la médecine
grace a leurs pouvoirs antioxydants et leurs effets protecteurs sur la santé humaine (Santos-
Buelga et Scalbert, 2000 ; Oszmianski et al., 2017). lls sont présents dans les feuilles, les
fleurs et les grains de plantes avec un poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Da.
(Watterson et butler, 1983).

« Classification

Les tannins sont subdivisés en deux classes différentes, largement distribués chez les

végétaux supérieurs, qui sont les tannins hydrolysables et tannins condensés.
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Les tannins hydrolysables sont hétéropolyméres dont 1’hydrolyse chimique ou
enzymatique libére un sucre, généralement le glucose, et un acide phénolique
(Mehansho et al., 1989) ;

Les tannins condensées ou proanthocyanidines (PAs) sont des oligoméres ou
polyméres de flavonoides, constitués d’unités de flavan-3-ols liées entre elles par des
liaisons carbone-carbone, le plus souvent entre C4 et C8 ou C4 et C6 (Mehansho et
al., 1987 ; Haslam et Lilley, 1998).

Les lignanes

Ce sont des polymeres tridimensionnels de haut poids moléculaire, qui contribuent a la

formation, avec la cellulose et les dérivés hémicellulosiques, de la paroi des cellules végétales
(Haslam, 1996).

1.3. Réles biologiques des polyphénols

Le role des polyphénols est maintenant reconnu dans differents aspects de la vie de la

plante et dans I'utilisation que fait I’homme des végétaux. Ils peuvent en effet intervenir

dans :

Certains aspects de la physiologie de la plante (lignification, régulation de la
croissance, interactions moléculaires avec certains microorganismes symbiotiques ou
parasites...) ;

Les interactions de la plante avec leur environnement biologique et physique (relations
avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV), soit directement
dans la nature soit lors de la conservation apres récolte de certains végétaux ;

Les criteres de qualités (couleur, astringence, amertume, qualités nutritionnelles...)
qui orientent le choix de I’homme dans sa consommation des organes végétaux (fruits,
légumes,...) et des produits qui en dérivent par transformation ;

Les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des traitements
technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentés...) pendant
lesquels apparaissent fréqguemment des brunissements enzymatiques qui modifient la
qualité du produit fini ; dans la protection de I’homme vis-a-vis de certaines maladies
en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs

propriétés antioxydantes (Macheix et al., 2005).

1.4. Propriétés biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les CP en générale et les flavonoides en particulier sont tres

poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques comme le montre le tableau I1.
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Tableau I1. Quelques activités biologiques identifiées in vitro chez certaines plantes.

Activités

Plantes

Nature de I’extrait

Anti-
inflammatoire

Annona reticula L
(Cceur de beeuf)

Extraction aqueuse (alcaloides
triterpénoide)

Anti-pyrétique

Cocos nucifera L

Extraits organiques (des tannins,

(Cocotier) anthocyanidines, flavonoides,
triterpenes, stéroides et alcaloides)
Anti-parasitaire Hydnophytum Extraction organique (les

formicarum Jack

flavonoides)

Hépatoprotective

Psidium
cattleianum Afzel.

Extraction aqueuse hydroalcoolique
isoflavones glyciteine, glycitine,
sissotrine).

Antimicrobienne

Passiflora
quadrangularis L
(La barbadine,
ou grenadille
géante)

Extrait aqueux et hydroalcoolique
riche de flavonoides, alcaloides,
tannins et saonines

Antivirale

Adonis vernalis L

Extraction aqueuse (flavonoides)

Anticancéreuse

Piper crocatum
Ruiz Pav (poivrier)

Extraction organique (des
flavonoides, des tanins et des

alcaloides)

Les polyphénols ont des effets bénéfiques intéressants particulierement pour les
domaines de la phytothérapie et de I’hygiéne alimentaire. D’aprés les multiples études
confirmant I’impact positif de leur consommation sur la santé et la prévention des maladies,
les industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en polyphénols ou des
suppléments alimentaires. 1l a été bien établi que I’activité antioxydante des polyphénols
assure une meilleure conservation des denrées alimentaires (Hennebelle et al., 2004).

Dans I’industrie cosmétique, les CP trouvent leur application pratique dans la lutte
contre la production des radicaux libres néfastes pour la santé et la beauté de la peau. En
phytothérapie, méme si certaines indications sont communes a plusieurs classes, chacune de
ces derniéres semble étre utilisée pour des bénéfices spécifiques (Hennebelle et al., 2004).

En effet, la capacité antioxydante des CP est exploitée dans l'alimentation pour lutter
contre la peroxydation lipidique et ainsi permettre une meilleure stabilisation des denrées
alimentaires. lls sont également préconisés pour améliorer la stabilité de pigments de jus

colorés (comme le jus de betterave), d'ardmes alimentaires, et rentrent dans la composition de
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produits pharmaceutiques pour des utilisations par voie orale et des cosmétiques pour des
applications locales (Moure et al., 2001). Enfin, I’effet de certains flavonoides en médecine
humaine est de plus en plus étudié dans le traitement de certaines maladies, et
particuliérement pour le controle du virus de I’'immunodéficience, principal responsable du

syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) (Sartori-Thiel, 2003).

Action sur les cellules du .
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anfi-oxydant

T

Detoxifiant ~ €«——"~ POLYPHENOLS< —> Anti-inflammatoire

\ Anti-agrégant

Vasodilatateur An’ri-?hrumbn‘rique

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 3. Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002)
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I1. Caractéristiques et origines des extraits étudiés
I1.1. Plantes médicinales

Depuis longtemps, les plantes meédicinales avaient un grand intérét en médecine
traditionnelle, elles présentent une source naturelle efficace et moins colteuse pour la thérapie
soit sous forme de préparations traditionnelles (jus, créme, poudre...), ou bien sous forme de
principes actifs pures.

En pratique, la plante est en quelque sorte une usine chimique en miniature qui
synthétise et accumule dans ses tissus un ensemble de composés d’une grande diversité, ils
jouent le role d’attirer des pollinisateurs, de repousser des prédateurs, ou encore de s’opposer
a la croissance d’espéces concurrentes, ce qui pousse les chercheurs scientifiques a extraire
ces meétabolites et de les valoriser, tant pour la fabrication de nouveaux médicament que dans
les secteurs des cosmétiques ou de I’agro-alimentaire (sehaki, 2020). Parmi les plantes
utilisées dans la médecine traditionnelle en Algérie, le Carthamus caeruleus L. Qui contribue

a guérir efficacement les brlures (Belkhiri, 2009).

11.2. Présentation de la plante Carthamus caeruleus L

Le nom générique provient du mot arabe « Kurthum » (Beniston, 1984), signifiant
« teinture », cette plante appartient a la famille des Astéracées qui veut dire étoile ; « aster »
en Grece (Freire Fierro, 2004). C’est une plante a fleurs qui a des rapports avec les chardons
(Lamarck et Marie, 1785). Plusieurs appellations vernaculaires sont attribuées au Carthamus
caeruleus L (Tableau I11).

Tableau I11. Différentes appellations de Carthamus caeruleus L (Quezel et Santa, 1963).

Langues Nom vernaculaire
Arabe Khorchof azraq
Arabe Algérie Musgousse, Mortgousse, Emar gosgos
Berbere Arviv n taga, Immerzezig
Francaise Carduncelle bleue
Anglaise Blue thistle

11.2.1 Classification systématique

Selon la classification de 1’APGIII (2009) (7’Angiosperms Phylogeny Group) ou la
classification phylogénétique des angiospermes, la plante est classée comme décrit sur le
tableau IV.

@



Syntheése bibliographique

Caractéristiques et origines des extraits étudiés

Tableau 1V. Classification de Carthamus caeruleus L selon APGIII (2009).

Régne

Plante

Embranchement

Spermaphytes

Sous embranchement

Angiospermes

Classe Dicotylédones vraies
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Carthamus
Espése Carthamus caeruleus L

11.2.2. Description morphologique

La carduncelle bleue est une herbe annuelle ou bisannuelle, 20-60 cm de haut qui
possede :
- Un rhizome composé d’une racine principale qui évolue horizontalement, et des racines
secondaires évoluant verticalement (Freire, 2004) ;
- Une tige ascendante simple ou tres peu rameuse, glabre, dressée et velue (haute de 20 a 60
cm) (Mioulane, 2004) ;
- Des feuilles coriaces et luisantes, les supérieures sont fortement dentées et piquantes.
L’inflorescence se présente sous forme d’un capitule dont les fleurs sont bleues. Les bractées
de I’involucre sont aranéeuses et tres piquantes ;
- Sa période de floraison s’étale de mai a juillet (Mioulane, 2004);

- Ses fruits qui sont des akénes (Bowles et al., 2010).

3
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A) Plante entiere

D) Feuilles E) Fleur
Figure 4. Différentes parties de Carthamus caeruleus L.
A) Plante entiere ; B) Tige ; C) Racine ; D) Feuilles ; E) Fleur (Dahmani, 2018)

11.2.3. Habitat et répartition géographique

Cette espéce préfére les endroits secs et ensoleillés dans le bassin méditerranéen, elle
est d’origine du sud-ouest d’Asie (Mioulane, 2004) mais elle se trouve dans le I’Est et le Nord
de I’ Afrique, I’ Australie, I’Amérique, et de I’Europe (Boullard, 2001).

En Algérie, elle se trouve dans les régions cotieres mediterranéennes (Tipaza, Annaba,
Bejaia, Sidi bel- abbés et ainsi que dans les hauts plateaux Sétif) (Benhamou et Fazouane,
2013). Elle se retrouve également a Bouira, Tizi-Ouzou, Tlemcen, et Boumerdes (Chemouri
etal., 2015).

11.2.4. Utilisation traditionnelle

L’utilisation de Carthamus caeruleus L est fréquente en Algérie. Les études
ethnobotaniques sur Carthamus caeruleus L. Ont montré que la majorité de la population
locale (74,98%) utilise les racines de cette plante pour la guérison des brdlures de divers

E




Syntheése bibliographique Caractéristiques et origines des extraits étudiés

degrés. La partie utilisable est le rhizome, sous forme de poudre ou de créme préparée dans
I’eau, ou dans le lait. Cette derniére est préparée a partir des racines préalablement lavées et
épluchées, puis bouillies dans du lait ou de I’eau. Ces racines sont ensuite écrasées, réduites

en pommade et appliquée sur les brllures (Benhamou et Fazouane, 2013).

11.2.5. Parties exploitées de la plante
11.2.5.1. Le rhizome

C’est la partie la plus utilisé¢ en phytothérapie en raison de sa richesse en CP (Dahmani,
2018) sous forme d’une poudre ou une créme grace a sa richesse en matiére graisse et en
amidon (Suman et al., 2010),possédé des propriétés antifongique, antivirale, antitumorale,
antidiabétique, antioxydante, anti-inflammatoire et antimicrobienne (Bouhenni et Benkablia ,
2019).

11.2.5.2. Les feuilles
Elles sont riches en CP, huiles essentielles elles sont utilisées sous forme d’une poudre ou

une tisane (Allouache et Ghernoub, 2017).

11.2.6 Composition phytochimique des racines de Carthamus caeruleus L

Selon les resultats de Dahmani (2018), les racines et les feuilles de Carthamus
caeruleus L sont riches en tanins galliques, flavonoides, saponosides et en mucilages. Cette
étude a également montré I’existence d’une réelle biodiversité moléculaire, qui confere a la
plante des vertus médicinales importantes a valoriser.

La composition phytochimique des racines et des feuilles de Carthamus caeruleus L
selon Dahmani (2018) (tableau V).

Tableau V. Tests phytochimiques des racines et feuilles de Carthamus caeruleus L
(Dahmani, 2018).

Substances Racines Feuilles
Polyphénols totaux + 4+
Flavonoides + +++
Tanins condensés + ++
Huiles essentielle +++ ++

(+) : faible présence de substance ; (++) : moyenne présence de substance ; (+++) : forte

présence de substance

E
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11.2.7. Quelques travaux scientifiques réalisés sur Carthamus caeruleus L

Une étude réalisée par Baghiani et al. (2009) portant sur les racines, a montré que
les principaux composés isolés de cette espéce sont les polyphénols et les flavonoides. Il a été
trouvé que D’extrait de racines de Carthamus caeruleus L est un inhibiteur efficace de
xanthine oxydase, et possede des propriétés de piégeage de radicaux libres en raison de sa
teneur élevee en acides phénoliques et en flavonoides. Afin de confirmer les effets
pharmacologiques deux études ont été menées sur Carthamus caeruleus L. La premiére
menée par Baghiani et al. (2010) a démontré une forte activité antioxydante. La seconde s’est
focalisée sur I’activité antimicrobienne (Karima et al., 2013), les résultats ont montré des
effets antibactériens significatifs et variables obtenus avec les fractions organiques et

aqueuses, aussi bien sur des bactéries Gram+ que Gram -.

11.3. Généralités sur I’oléiculture en Algérie

L’oléiculture algérienne remonte a la plus haute antiquité, elle représente 1’activité
arboricole la plus dominante du pays du point de vue superficie. L’olivier existe
principalement dans les terrains montagneux et se répartit dans trois zones : le centre nord
(Tizi Ouzou, Bouira, Bejaia) avec 54,3 % de la surface totale, 1’est (Jijel, Guelma, Skikda et
Mila) avec 28,3 % et 1’ouest qui occupe 17 % de la superficie totale (Tlemcen, Oran,
Mascara) (Aggoun, 2016).

Classé 8™ pays producteur d’huile d’olive dans le monde, 1’Algérie a marqué une
legere amelioration qui reste trés faible en vue du potentiel agricole Algérien. Selon les
estimations de la commission européenne pour la compagne 2019/2020, la production a
régressé de 15% pendant la compagne avec une quantité de 82 000 tonnes par apport a la
compagne précédentes 97000 t. La répartition de la production nationale en I’huile d’olive
présente autant d’irrégularités. En effets, celle-ci est majoritairement détenue par la région
centre avec prés de 50% de la production nationale (Enpard, 2018). Cette concentration est
expliquée par la répartition de la surface oléicole et la maitrise du savoir-faire pour
I’extraction dans cette région. Durant la compagne 2019/2020, un taux record de 19.6 millions
de litres a été enregistré dans la wilaya de Tizi Ouzou, selon la DSA de Tizi-Ouzou, ce qui I’a
placé en deuxieme place des wilayas productrices, aprés Bejaia avec 25 millions de litres et
devant Bouira qui a enregistré une production de 8 millions de litres (Djebari et Meddour.,
2020).

E
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11.3.1. Technologie d’extraction de I’huile d’olive
Le processus d’extraction d’huile d’olives se base sur quatre opérations principales :
- Les opérations préliminaires qui consistent en 1’effeuillage des olives ;
- Le lavage ;
- Le broyage- malaxage ;
- La séparation des phases.
La séparation du mout huileux et du grignon, réalisée par divers systémes, font appel a
des principes mécaniques de conception différente (Chimi, 1997 ; Zbakh et EL Abbassi,
2012).

11.3.2. Systeme d’extraction de I’huile d’olive

Avec le développement du secteur oleicole, les systemes traditionnels discontinus
(lavage des olives, broyage mécanique, malaxage) sont actuellement remplacés par des
¢quipements modernes. Ce perfectionnement, moins onéreux, permet d’extraire 1’huile en
continue a travers des phases successives et la séparation par centrifugation de I’huile des
eaux de végetation (Francesco, 1993). Selon (Morillo et al., 2009) trois systémes d’extraction
sont a présent utilisés (figure 5).

1. Procédé discontinu ou systeme a presse ;

2. Procédé continu a trois phases ;

3. Procédé continu a deux phases (procédé écologique).

11.3.3. Sous-produits de I’oléiculture

L’industrie oléicole, en plus de sa production principale qui est ’huile (I’huile d’olive
vierge et I’huile de grignon), engendre la production de deux résidus (Nefzaoui, 1991) :
- Les margines ou eaux de végeétation, parfois nommées alpechine (Ramos et al., 1995).C’est
le résidu liquide aqueux brun qui s'est séparé de I'huile par centrifugation ou sédimentation
apres le pressage (Fedeli et Camurati, 1981) ;
- Les grignons ou tourteaux d’olive qui ont des residus solides issus de la premiére pression ou
centrifugation, ils sont formés des pulpes et des noyaux d’olives. Ce produit peut étre transformé
en un produit destin¢ a 1I’alimentation animale ou en huile dite : grignons d’olive aprés extraction

chimique (Martin-Garcia et al., 2003 ; Chiofalo et al., 2004).

E
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Figure 5. Procédé d’extraction de I’huile d’olive (Morillon et al., 2009).
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11.4. Généralités sur les margines

Les margines appelées aussi eaux de végetation sont des sous-produits du procedé de
I’extraction de 1’huile d’olives, ces résidus liquides bruns sont séparés de l'huile d’olive a
partir de I’eau contenue dans le fruit, et celle ajoutée au cours des étapes de trituration par
sédimentation aprés le pressage ou par centrifugation. Elles contiennent un pourcentage
d’huile résiduelle et de matieres solides provenant de la péate, qui varie en fonction de la
technologie d’extraction (Ramos-Cormenzana et al., 1995 ; Taka¢ et Karakaya, 2009). Ces
effluents constituent un important facteur de pollution dans I’aire méditerranéenne a cause de
leur charge élevée et toxique en matieres organiques, ainsi que leur acidité moyennement
élevée (Jeguirima et al., 2012).

La qualité et la quantité des margines ainsi que sa composition caractéristique varient
en fonction du stade de maturation des olives, du procédé d'extraction, des conditions
climatiques et de la variété de l'olivier (Aissam, 2003).On estime généralement qu’un
kilogramme d’olives fournit de 1 a 1,5 litre de margines en fonction du systeme d’extraction

utilisé (Achak et al., 2009).

11.4.1.Composition des margines

Les principaux composés des margines sont 1’eau (83,2 %), les substances organiques
(15%) et les substances minérales (1,8%) (Sousoucy, 1984) (Tableau VI). La composition des
margines differe selon la variété de I’olive mais aussi de leur mode d’extraction des

conditions climatiques et de la variété des olives (Aissam, 2003)

Tableau VI. Composition chimique des margines (Sousoucy, 1984, FAO).

Composées Teneur
Eau 83-88%
Matiere organique 10.5-15%
Matiere minérale 1.5-2.4%
Matiere azoté totale 1.25-2.4%
Matiere grasse 0.03-1%
Polyphénols 1-1.5%

&
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11.4.1.1. Fraction minérale

Comme le montre le tableau ci-dessous, les margines contiennent des quantités
significatives de sels minéraux, leur teneur varie de 4 a 42 g/L et de 0,4 a 12,5 g/L,
respectivement pour celles issues de I’extraction par pression et celles issues par
centrifugation (Coi, 2008). Elles contiennent aussi quelques ions métalliques importants
comme le calcium (Ca), le magnésium (Mg), ainsi que certains métaux notamment les métaux
lourds, tels que le plomb (Pb) et le cadmium (Cd), qui sont bien connus en tant qu'éléments

potentiellement toxiques (Zbakh et El abbassi, 2012).

Tableau VII. Substances minérales des margines (Lutwin et al., 1996).

Eléments Teneur en (%)
Calcium 0,2-5
Phosphore 0,5
Potassium 5-15
Magnésium 3

11.4.1.2. Fraction organique

Les margines comportent deux fractions organiques :
- Une fraction insoluble constituée essentiecllement de pulpes d’olives qui représente la
matiere en suspension et colloidale (Fki et al., 2005) ;
- Une fraction soluble dans la phase aqueuse qui contient des sucres, lipides, acides
organiques, pectines, CP (Hamdi, 1991) vitamines et souvent des traces de pesticides
(Kapellakis et al., 2008).

11.4.2. Caractéristiques microbiologiques

Les études microbiologiques effectuées sur plusieurs échantillons de margines ont
confirmé 1’absence totale de micro-organismes pathogenes. Donc ces effluents ne posent
aucun probleme hygiéniquo-sanitaire, (Aissam, 2003), sauf quelques microorganismes
arrivent a se développer. Ce sont essentiellement des levures et des moisissures (El-Abbassi,
2012).

L’activité antimicrobienne des margines est liée essentiellement a 'action exercée par

les phénols monomeériques et les pigments bruns catéchol-mélaninique (Hamdi et al., 1993).

@
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Ces effluents agissent sur les bactéries en dénaturant les protéines cellulaires et en altérant les
membranes (Ranalli, 1991). IIs peuvent également inhiber D’activité des bactéries
symbiotiques fixatrices d’azote en inhibant 1’activité des enzymes (et/ou) en précipitant les

protéines nutritionnelles (Hattenschwiler et Vitousek, 2000).

11.4.3. Activités antimicrobiennes des margines

Les CP se trouvent en grande quantités dans les margines avec des propriétés
phytotoxiques et antimicrobiennes (Ramos-Cormenzana, 1996 ; Niaounakis et Halvadakis,
2004). Elles agissent sur les bactéries en dénaturant leurs protéines cellulaires et en altérant
leurs membranes cytoplasmiques (Ranalli, 1991). De nombreuses études ont également révélé
I’action des polyphénols des effluents oléicoles sur la croissance des champignons (Ozdemir,
2009 ; Vagelas et al., 2009 ; Senani-Oularbi et al., 2011) et des algues (Della Greca et al.,
2001). L’effet inhibiteur des CP des margines a été montré contre la sporulation des bactéries
telluriques ainsi que la croissance des bactéries Gram positives et Gram négatives (Pérez et
al., 1992 ; Capasso et al., 1995 ; Larif et al., 2015 ; Leouifoudi et al., 2015 ; Roila et al.,
2016).

11.4.4. Impacts des margines sur ’environnement
Le rejet des effluents des industries productrices d’huiles d’olive est un probléme
majeur surtout dans les pays du bassin méditerranéen. Ces eaux fortement polluées causent de

sérieux dégats environnementaux (Benyahia et Zien, 2003) (figure 6).

E
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Phytotoxicité

sols

Margines

Air

Aspect coloreé et asphyxie

de toute vie aquatique Mauvaises odeurs ]

Figure 6. Conséquences environnementales des rejets de margines dans le milieu naturel

11.4.5. Valorisation des margines

Compte tenu de leur richesse en éléments nutritifs minéraux et organiques, les
margines peuvent constituer un produit de valeur ajoutée intéressant, ce qui a amené les
chercheurs a mettre au point de nombreux procédés pour leur valorisation aussi bien a
I’échelle de laboratoire qu’a 1’échelle industrielle (Abu Khayer et al., 2013). Il s'agit en
particulier de la récupération des composés aromatiques et phénoliques, et des
polysaccharides (Nadour et al., 2012, 2015) pour leur utilisation comme source de fibres
alimentaires, ainsi que [’¢tude des propriétés biologiques de CP tels que [Dactivité
antibactérienne (Obied et al., 2007) et D’activité anti-oxydante de 1’oleuropéine et de
I’hydroxytyrosol (Lafka et al., 2011). Cette valorisation d’une part, a pour objectif de
récupérer et d’exploiter les activités biologiques des CP et d’autre part, d’utiliser les margines
dans les domaines de la biotechnologie, de la chimie, de ’agriculture et voire méme du génie
civil (De La Casa et al., 2009 ; El-abbassi et al., 2017). Les différentes filieres de valorisation

des margines sont illustrés dans la figure 7.
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Margine

Culture

Pré- traitement

Récupération
de composés
précieux

Champignons
comestible

Fermentation
anaérobie

Cosmetique

Décontamination
fongique

Polyphénols et
polysaccharides

Alimentation
animale : ruminants

Irrigation,
bioénergie

Fermentation par
les bactéries et les
champignons

Entreposage par
épandage et
compostage

| 1

Fertilisant des sols
et des cultures

Production
de P.O.U

Production
d’enzyme

Figure 7. Différentes filieres de valorisation des margines (Chouchene, 2010; Dermeche et al., 2013;
Prodriguess et al.,2015 ; El-abbassi et al.,2017)
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I11. Généralités sur les emballages comestibles et/ou bioactifs
111.1. Emballages comestibles
I11.1.1. Définition
Un emballage comestible est un film, un enrobage ou une couche mince protectrice
qui entre en interaction avec 1’aliment ou s’adapte a son environnement pour le protéger, le
conserver afin de maintenir ses qualités hygiéniques, nutritionnelles et organoleptiques le plus
longtemps possible en agissant sur les divers mécanismes d’altération pour ralentir ou
supprimer les effets (Multon, 1998). Il posséde des propriétés : sélectives (vis-a-vis des
transferts) il est utilisé pour une limitation du flux d’oxygéne arrivant au contact de 1’aliment
(lipides, vitamines, etc.) permet de limiter 1’oxydation, active lorsqu’il fait une partie
intégrante du procédé de préparation et de conservation de I’aliment ou lorsqu’il est congu
pour étre lui méme 1’agent essentiel de la conservation du produit. Ce sont les emballages «
actifs » et/ou les emballages comestibles qui réagissent aux modifications du milieu extérieur
et interagissent avec 1’aliment (Gontard, 2000).
Selon (Guilbert et Gontard, 1992). Les emballages comestibles se présentent
principalement sous deux aspects (Al Mahdi (2006) :
1. Structures indépendantes de I'aliment: sachets, films, enveloppes, barquettes (destinées
a contenir des fruits ou de la viande) ;
2. Produits directement appliqués a l'aliment: lors de I’enrobage tel que le chocolat
autour du biscuit dans la « barre chocolatée » ou la cire de paraffine autour de certains

fruits, le sucre autour de I'amande dans les dragées.

111.1.2. Qualités requises et fonctions des films et enrobages comestibles

Plusieurs qualités sont requises pour l'utilisation des emballages comestibles. De part
leur qualification, ces emballages sont comestibles et peuvent étre ingérés. De ce fait, ils
nécessitent de présenter une stabilité biochimique, microbiologique et physico-chimique
supérieures a celle du produit destiné a étre protegé et ils ne doivent présenter aucune toxicité.
De plus, ils doivent avoir des propriétés sensorielles favorables ou neutres vis-a-vis de l'aliment
concerné. En revanche la résistance mécanique et une efficacité barriére élevée sont également
recherchées. Enfin, étant constitué de polymeres naturels (protéines, polysaccharides, lipides),
d'ingrédients et d’additifs alimentaires, ils ne sont donc pas ou trés peu polluants et sont

facilement dégradés. Par ailleurs, des technologies d'application ou de fabrication simples a
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mettre en ceuvre ainsi que des matieres primaires de faible colit sont souhaitables (Debeaufort,
1994).

Les fonctions des emballages comestibles sont variees. Ils peuvent étre utiliseés pour leurs
propriétés barriéres, c'est a dire leur sélectivité ou capacité a ralentir les transferts et
migrations de diverses substances (eau, gaz, lipides, ardmes, pigments, etc.), entre I'aliment et
son environnement ou entre divers constituants d'un aliment hétérogene dans le but de
prolonger la durée de conservation des produits alimentaires (Guilbert et Cuq, 1998).

Ces emballages peuvent également présenter un réle actif dans le sens ou ils peuvent
améliorer les qualités organoleptiques, biochimiques, hygiéniques, microbiologiques et/ou
physico-chimiques des aliments ainsi emballés. Ce role consiste a servir de support pour des
substances actives (médicaments, vitamines, antioxydants, antimicrobiens, etc.), des agents de
surface (colorants, agents brillants, etc.), des arébmes, ou encore a renforcer la structure de
produits fragiles (Debeaufort, 1994).

111.1.3. Application des films et enrobages comestibles

111.1.3.1. Films et enrobages comestibles sans additif bioactif

Les films et enrobages comestibles peuvent étre considérés comme un des facteurs de
conservation. Les couches superficielles actives contribuent directement a la préservation des
aliments, par exemple en contrélant les échanges gazeux (vapeur d'eau, oxygene, dioxyde de
carbone, éthylene, etc.) ou en modifiant et contrélant les conditions a la surface des aliments
(pH, rétention d'agents fonctionnels, libération contrdlée d'additifs, etc.), ils peuvent étre
considéres également comme un paramétre complémentaire et parfois irremplagable dans la
maitrise de la qualité et de la stabilité de nombreux aliments frais, transformés ou congelés.
Bien que de nombreuses fonctions des films et enrobages comestibles soient identiques a
celles des emballages synthétiques conventionnels, leur utilisation implique genéralement la
présence d'un suremballage non comestible, notamment pour des raisons d'hygiéne. La
présence de films et d'enrobages comestibles peut étre mise a profit pour mettre en ceuvre un
suremballage avec des matériaux conventionnels moins performants et moins codteux
(Guilbert et Cuq, 1996).
111.1.3.2. Films et enrobages bioactifs

L'emballage alimentaire joue un réle essentiel dans la protection de la qualité et de la
sécurité des aliments dans la chaine d'approvisionnement alimentaire. Il contribue a protéger

les aliments contre les contaminants physiques, chimiques, biologiques et environnementaux.
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Le choix des matériaux d'emballage et la conception jouent également un réle essentiel dans
la durée de conservation du produit (Hervé, 2002)

Ces derniéres années, les biopolyméres ont éte utilisés comme matériaux d'emballage
des aliments comestibles afin de résoudre les problemes suivants matériaux d'emballage a
base de pétrole et leur nature récalcitrante. Plusieurs biopolymeres, a savoir le chitosan,
l'alginate, le carraghénane, la pectine, la cellulose, le gellan, etc. ils sont utilisés pour des
applications d'emballage alimentaire. Parmi ceux-ci, les alginates sont les plus privilégiés, qui
sont des biopolymeres polysaccharides hydrophiles naturels extraits d'algues brunes marines
(Phéophycées) constitués de chaines lineaires en a-1,6 d’acides polyuroniques. Actuellement
de nombreux films utilisés sont obtenus par réticulation ou gélification des alginates en
présence ou non d’agents de pontage (Ca’*) en solution (Nisperos-Carriedo, 1994), par
séchage et par précipitation d’alcool (Wong et al., 1996). lls ont une bonne propriété
filmogéne et aident a retenir I'humidité, réduire le retrait et ‘améliorer les caractéristiques
sensorielles des produits alimentaires. Les enrobages d'alginate peuvent réduire la numération
microbienne et retarder les mauvaises saveurs oxydatives ; ils peuvent améliorer l'acceptation
sensorielle et minimiser les pertes a la cuisson ; ils permettent de lutter contre 1’oxydation et
la déshydratation superficielle des produits carnés ou des poissons frais (Theagarajan et al.,
2019).

Les alginates permettent la fabrication d’emballages transparents et inodores qui
présentent cependant de médiocres propriétés mécaniques. Ils permettent d’améliorer 1’aspect
et de limiter le collant des différents produits alimentaires. Ainsi ils peuvent les protéger
contre le rancissement ou la dessiccation par des propriétés barrieres a 1’oxygene et a
I’humidité (Al Mahdi., 2006).

%+ Structure des films et enrobages bioactifs

Selon Al Mahdi (2006), La composition des films et enrobages comestibles est trés
variée, plusieurs substances sont utilisées soit comme additifs dans la formulation de films et
enrobages barriere pour optimiser leurs propriétés fonctionnelles, soit comme agents
technologiques afin de faciliter la préparation des solutions, suspensions et émulsions
filmogénes ou encore pour faciliter I'adhésion ou limiter I'écoulement de l'enrobage sur le
produit support. On peut ainsi citer :

« Les emulsifiants et agents texturants pour stabiliser les émulsions et les suspensions ;

« Les acides ou les bases utilisés pour faciliter la solubilisation des protéines ;
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« Des agents pontants pour augmenter la réticulation des systemes protéiques (sulfites,
aldéhydes) ;

« Des antioxydants (acide ascorbique) ou encore des antimicrobiens ;

« Des enzymes prouvent favoriser la création de liaisons intra-ou intercaténaires, telles que les

transglutaminases, ou la solubilisation de biopolyméres par une action d’hydrolyse.

s Effet de I’ajout des substances bioactifs

Aujourd'hui, I’emballage bioactif constitue 1’'un des concepts innovants d’emballage
alimentaire qui ont été introduits en réponse aux changements continus des demandes
actuelles des consommateurs et du marché. Les nouvelles techniques d’emballages sont basés
spécialement sur I’incorporation des antimicrobiens, des antioxydants, des enzymes ou des
ingrédients fonctionnels. Les films comestibles fabriqués a partir de biopolymeéres constituent
une alternative aux emballages alimentaires synthétiques, en raison de leur comestibilité, de
leur biodégradabilité et de leur compostabilité, ainsi que de leur utilisation comme emballages
actifs (Benbettaieb et al., 2017).

Les composés actifs incorporés dans les films comestibles pourraient protéger les
aliments contre la détérioration pendant le stockage et donc prolonger leur durée de
conservation. Ces films actifs ont été principalement étudiés pour leur bioactivité, en tant
gu'antimicrobiens ou antioxydants. Cependant, ils pourraient également améliorer la structure
et les propriétés physico-chimiques des films par le biais de liaisons chimiques avec des
groupes réactifs des chaines polymeres, par exemple. De plus, la modification de la structure
du film par une réaction de réticulation peut augmenter la cohésion entre les chaines de
polymeres et les composés actifs, et donc leur rétention dans le réseau de polymeres afin de

mieux controler leur libération (Benbettaieb et al., 2017).
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IV. Bioconservation de la viande
IV.1. Qualité de la viande

La qualité se définit comme I’ensemble des propriétés et caractéristiques d’un service
ou d’un produit qui lui conférent l'aptitude a satisfaire des besoins exprimés et implicites en
vue de son utilisation a la consommation et/ou a la transformation. En ce qui concerne la

viande cette qualité regroupe plusieurs critéres qui sont indiqués dans le tableau VIII.

Tableau VIII. Caractéristiques qualitatives importantes de la viande.

Qualités Caractéristiques Références
Organoleptique Propriétés sensorielle (Oual et al., 2006)
-Tendreté (Coibion et al., 2008)
- Couleur : ni trop pale ni trop (Micol et al., 2010).

foncée et de couleur homogene
-Flaveur / Ie gott et 1’odorat.

- Jutosité

Technologiques Correspond a D’aptitude de la viande a la (Monin et al., 1991)

transformation et a la conservation

Hygiénique et Contr6le microbiologique pour la santé du (Coibion et al., 2008)

sanitaire consommateur.

Nutritionnelle Excellente source nutritive : richesse en (Salifou et al., 2013)
protéine de haute valeur biologique,

alimentation équilibrée

IV.2. Facteurs d’altérations de la viande

Selon Bruckner et al. (2012), I’altération de la viande est influencée par un grand

nombre de facteurs :

e Les facteurs intrinséques qui sont une expression des propriétés physique et
chimique des produits alimentaires eux-mémes (activité de 1’eau, structure du
tissu musculaire, la teneur en nutriments, la valeur du pH, la charge microbienne
présente sur la surface de la viande ;

e Les facteurs extrinseques : a savoir des conditions de stockage (température, la

composition de 1’atmosphére et la disponibilité de 1’oxygene) ;

%]
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e Les facteurs de transformation et de conservation: (méthodes physiques ou
chimiques) ;
e Les facteurs implicites: lesquels sont le reflet des effets synergiques ou
antagonistes entre les bactéries.
IV.3. Contamination de la viande
La viande, par sa composition et ses caractéristiques physico-chimiques (activités
d’eau, pH) associées a certains facteurs environnementaux constitue un bon milieu de
développement pour les microorganismes. Cette microflore de contamination comprend
essentiellement les germes saprophytes et eventuellement une flore pathogéne responsable de

maladies.

IV.4. Conséquences sanitaire

La consommation d’une viande contaminée par des bactéries pathogénes précéde de
nombreuses maladies d’origine alimentaire (Nouich et Hamdi, 2009) avec des conséquences
sur la santé humaine allant de la maladie a la mort (Iroha et al., 2011). Les manifestations

cliniques des germes pathogenes altérant la viande sont représentées dans le tableau 1X.

Tableau IX. Germes pathogénes de la viande et signes cliniques (Chougui, 2015).

Bactéries Intoxication / symptémes

Clostridium botulinum Dédoublement de la vision, gorge seche, puis paralysie des

types : A,B,E. muscles (respiratoires) et mort en absence de traitement

Staphylococcus aureus | Vomissements suivi quelques heures aprés des diarrhées,
Guérison rapide ; mais risque d'hypotension parfois

mortelle,

Salmonella, Shiguella Gastro-entérite aigues, forte fievre, vomissements 2j apres

convalescence longue et mort parfois

Clostridium perfringens | Douleurs abdominales, diarrhées, parfois vomissements 14j

Bacillus cereus apres et guérison rapide

E. coli vérotoxinogene | Coliques hémorragiques, défaillance rénale aigue

Listéria monocytogene | Si immuno-déprimé : méningite (maux de téte), avortement

IV.5. Méthodes de conservation de la viande
La conservation de la viande est devenue essentielle pour son transport pour de

longues distances sans altérer la texture, la couleur et la valeur nutritive apres le
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développement et la croissance rapide des supermarchés (Nychas et al., 2008). Les viandes
sont des denrées trés périssables ; leur production industrielle n’est envisageable que si elle
est associée a des methodes de conservation fiables et de durée convenable. La conservation
est le procédé de traiter et manipuler les nourritures d'une manicre telle qu’elle peut arréter ou
ralentir la croissance des bactéries, champignons et autres microorganismes ainsi que de
retarder I'oxydation des graisses qui provoque le rancissement.

Les méthodes traditionnelles de conservation de la viande telles que le séchage, le
fumage, le saumurage, la fermentation, la réfrigération et la mise en conserve ont été
remplacées par de nouvelles techniques de conservation telles que I’ajout de produits
chimiques et les techniques non thermiques (Zhou et al., 2010).

Les méthodes actuelles de conservation de la viande sont largement classées en trois
méthodes visant au contrble de la température, le contrble de l'activité de I'eau et l'utilisation
de produits chimiques ou de bio-conservateurs (Zhou et al., 2010). Une combinaison de ces
techniques de conservation peut étre utilisée pour diminuer le processus de détérioration
(Bagamboula et al., 2004).

IV.5.1.Utilisation de bioconservateurs antioxydants

L'utilisation d'antioxydants est une action primordiale de I'industrie de la viande pour
augmenter la durée de conservation de leurs produits (Lorenzo et al., 2018). Ces composés
exercent un role spécifique, par exemple, rompre la chaine oxydative réaction, chélater les
métaux de transition et piégeant les radicaux libres et des espéces réactives, empécher
I’activité antimicrobienne (Augustyniak et al., 2010). Cependant, I'impact incertain de sources
synthétiques d'antioxydants dans la santé a été considéré comme inconvénient pour les

consommateurs en raison du risque potentiel pour la santé.

Dans ce scénario conflictuel d'utilisation a grande échelle dans les produits carnés et
les produits de santé, les antioxydants synthétiques sont suggérés pour étre remplacés par des

composés naturels dans l'industrie de la viande (Fernandes et al., 2016).

IV.5.2. Conservation sous vide

Le systeme d’emballage sous vide vise a protéger les viandes de tout contact avec
I’oxygeéne de I’air, en inhibant la croissance des microorganismes aérobies qui peuvent
changer I’odeur, la couleur et I’apparence et qui provoque le rancissement par oxydation des
graisses, la destruction des vitamines et les ardmes (Sarantopoulos et al., 2001). Cependant,

d’autres bactéries peuvent se développer méme dans ces conditions, pour cela I’emballage

]
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doit contenir un niveau d’oxygéne trop faible, la température de la viande au cours de
stockage doit étre proche de 0°C, le pH doit étre pres de 5.6, la contamination initiale de la
viande doit étre minimale. Ce systeme utilise des films barriéres de sécurité flexible avec une
trés faible perméabilité a la vapeur d’eau, des arOmes et des gaz, en particulier I’oxygene. Le
vide a I’intérieur du paquet est obtenu par 1’élimination compléte de 1’air de 1’espace associé a
un scellage approprié en utilisant des machines de thermosoudage (Sarantopoulos et al.,
2001).
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Partie expérimentale

Matériel et méthodes

Obijectifs de la présente étude

Notre travail a été effectué en deux parties :

e La premiére partic est consacrée a 1’évaluation de quelques activités biologiques

d’extraits de margines et de Carthamus caeruleus L.

e La deuxiéme partie est scindée a I’étude de I’effet de ’extrait phénolique sur une

matrice alimentaire (viande).

Lieu d’étude.

La présente étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de recherche de

biochimie analytique et biotechnologie, faculté des Sciences Biologiques et des Sciences

Agronomiques de I’Université de Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou (UMMTO).

1.1. Matériel

1.1.1. Appareillage et verrerie de laboratoire

Les appareils, la verrerie et autres petits matériel utilisés sont présentés dans le tableau X.

Les milieux de culture, les solvants et les réactifs chimiques figurent dans le tableau XI.

Tableau X. Appareils et matériel utilisés.

Appareillage Verreries Petits matériel et consommables
-Autoclave -Tubes a -Bec bunsen
-Rotavapor hémolyse -Pinces, anses a boucle, spatule,
-Congélateur -Béchers micropipettes,
-Reéfrigérateur -Entonnoirs, barreaux magnétiques,
-Bain marie capsule pipettes pasteur
-Balance de précision a 0,01mg | -Eprouvettes -Boites de Pétrie en verre

Balance

-Vortex

-Etuve bactériologique 37°C
-Spectrophotomeétre

-Agitateur magnétique

-Fioles jaugées
-Erlensmeyers
-Tubes a essai

stériles

-Flacons

-Boites de Pétrie en plastique
-Disques de papier wattman N°1.
-Eppendorfs, cryotubes
cuves,embouts jaunes et bleus
-Portoirs pour tubes

-Ecouvillons

=
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Tableau XI. Milieux de cultures, solvants et réactifs utilisés.

Milieux de culture

Solvants

Réactifs et autres produits

-Gélose nutritive (GN)
-Gélose Mueller Hinton
(MH)

-Gélose Chapman

-Ethanol a 96%
-Acétate d'éthyle
-DMSO
(Diméthylsulfoxyde)

-Folin —Ciocalteu

-DPPH (2.2.Diphényl-1-Picryl-Hydrazyle)
-HCI (4N)

-Carbonate de sodium(Na,CO3) a 7%
-Acide gallique

-Alginate

1.1.2. Matériel biologiques

« Laviande

L’étude est portée sur la viande de veau prévenant d’une boucherie de Tizi-Ouzou.

X/
°

La poudre de la racine Carthamus caeruleus L

Préalablement préparée au laboratoire. Cette plante a été récoltée en printemps (mois

d’avril 2020) dans la région de Tizi-Gheniff.

% Les margines

Provenant d’une huilerie (Tizi Rached), conservée dans des bouteilles de 1L en

plastiques au congélateur a — 40 °C.

Une quantité
de rhizome

Tamisage

<«—— Trier

<«——VLaver

<—Eplucher et coupe

en petits morceaux

Séchage a I’aire libre et a
I’abri de la lumiere

A ’aide
Broyage <+— d’un
mortier

Conservation dans un

flacon opaque

Figure 8. Diagramme récapitulant les étapes de récupération de la poudre de

Carthamus caeruleus L.
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I.2. Méthodes expérimentales

1.2.1. Préparation des extraits

1.2.1.1. Extraction de composeés bioactifs a partir de la plante Carthamus caeruleus L

La méthode d’extraction suivie dans cette étude est 1’extraction par macération
effectuée selon le protocole de Turkmen et al. (2006) avec quelques modifications. Une
quantité de 5g de poudre de la racine de Carthamus caeuleus L est mélangée dans un volume
de 50 ml d’éthanol a 96% et une autre quantité avec de 1’acétate d’éthyle, ces mélanges sont
ensuite versés dans un bécher de 250 ml porté sous une agitation magnétique pendant 2h a
température ambiante. Apres centrifugation a 4000 rpm/10 minutes, le surnageant récupére
fut évaporé a I’aide d’un rotavapor a une température de 55 °C. L’extrait sec résultant est
reconstitué dans un volume minimum d’éthanol a 96% ou du DMSO a 10%.Les extraits
organiques sont alors conservés a 4°C, a I’abri de la lumiére dans le but de préserver la
stabilité des principes actifs présents jusqu’a leur utilisation ultérieure. Ce procédé est décrit

par le schéma représenté dans la figure 9.

5gde poudre +50 ml de I’éthanol a Agitation/2h/T° ambiante
96 % ou d’acétate d’éthyle 96%

Reconstitution dans un solvant

approprié a ’activité ciblée Evaporation/ rotavapor a

55a60 °C

Activité Activité
antioxydante antimicrobienne

Figure 9. Diagramme récapitulant les différentes étapes de 1’extraction des composés

phénoliques de la poudre Carthamus caeruleus L Turkmen et al. (2006)

a2
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1.2.1.2 Extraction de composés bioactifs des margines

Un volume de margines est additionné d’acétate d’éthyle. Un autre volume est acidifié
on incorporant un volume de I’HCI avant I’ajout du méme solvant (I’acétate d’éthyle, v/v). Le
mélange est ensuite mis dans un flacon de 500 ml sous une agitation magnétique pendant 2h a
température ambiante. L’ensemble est centrifugé a 4°C, a une vitesse de 4000 tours/15min.
Apres centrifugation le mélange est completement séparé en deux phases : le solvant riche en
polyphénols (surnageant) et les margines (résidus) (figure 11). Le surnageant récupéré est
évaporé a I’aide d’un rotavapor a une température de 55 °C. Aprés évaporation totale du
solvant, 1’extrait sec résultant est reconstitué¢ dans un volume minimum du DMSO a 10%. Les
extraits obtenus sont notés comme suit : M-A pour I’extrait résultant directement avec 1’acétate
d’éthyle et M-A-A pour celui acidifié en premier avant de procéder a 1’extraction avec ’acétate
d’éthyle.

Les extraits organiques sont ensuite conservés dans des flacons a 4°C, a I’abri de la
lumiére dans le but de préserver la stabilité des principes actifs présents jusqu’a leur

utilisation ultérieure. Ce procéedeé est décrit par le schéma représente dans (figure 10).
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Margines + solvant

—

Margines + HCI +

Margines + acétate
acétate d’éthyle

d’éthyle

Agitation pendant 15 minutes

l

Centrifugation des échantillons

|

Récupération des surnageants

|

Evaporation des échantillons

|

Récupération des extraits (séparation
de la phase I’huileuse de I’extrait)

Figure 10. Diagramme récapitulant les différentes étapes de 1’extraction des composes

phénoliques des margines.

.
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Surnageants
richesen CP

Figure 11. Photographie montrant la séparation de phases aprés centrifugation.

1.2.2. Dosage des polyphénols totaux

«» Principe
Le principe de cette méthode repose sur I’interaction des CP avec le réactif de Folin-
Ciocalteu, ce dernier est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMO1,040). Ce réactif est réduit, lors de I’oxydation des
phénols en un complexe de coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de
composés phénoliques se trouvant dans le milieu, et donnant un maximum d’absorption a une

longueur d’onde de 750 nm (Ribéreau-Gayon et al., 1968).

% Protocole expérimental
Le contenue en phénols totaux des extrait a été déterminé en utilisant le protocole de
Yap et al. (2009). Avec quelgue modification. La quantification des CP a été faite en fonction
d’une courbe d’étalonnage linéaire, de la forme y= ax, réalisée en utilisant I’acide gallique
comme standard (figure 13). La concentration des CP est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0-200ug/ml), les résultats

sont ainsi exprimés en équivalents de ce dernier (figure 12).
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1 ml d’échantillon

40 pl du réactif de Folin

Apres 5min

200 pl de solution de Na,CO3 (20%0)

Aprés 20 min dans un bain marie a 40°C

Lecture de la densité optique a 750nm

Figure 12. Protocole de dosage des phénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu (Yap et
al., 2009).

y =0,0733x
R2? =0,9987

o o o
o N

o
ul

o
w

Densité optique (750 nm)
(=} o
N N

o
H

o

0 2 4 6 8 10 12
Concentration (ug/ml)

Figure 13. Courbe étalon établie pour le dosage des polyphénols des extraits

phénoliques
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1.2.3. Evaluation de I’activité antioxydante via le test avec le radical DPPH

% Principe
Le radical 2,2-Diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH) est genéralement le substrat le plus
utilisé pour 1’évaluation rapide et directe de ’activité antioxydante en raison de sa stabilité en
forme radicale libre et la simplicité de 1’analyse (Bozin et al., 2008). A température ambiante,
le radical DPPH présente, en solution alcoolique, une intense coloration violette qui disparait
au contact d’une substance donneuse de protons. Cette décoloration met en évidence le
pouvoir antiradicalaire d’un échantillon par sa capacité a piéger le radical libre et se traduit

par une diminution de I’absorbance a 517 nm (Masuda et al., 1999).

T

Jaune
N

Violet

DPPH°+AH DPPH-H+ A°
Figure 14. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre le radical
DPPH et un antioxydant (Paixao et al., 2007).

0,

% Meéthode

Le protocole expérimental utilisé est celui décrite par (Molyneux, 2004) avec quelques
modifications (figure 15). Une solution éthanolique de DPPH a été préparée (0,1 mM). Des
séries de dilutions ont été préparées dans des tubes secs déja identifiés. Ensuite, 20ul d’extrait
a une concentration donnée sont ajoutés 1 ml de la solution DPPH. L’acide ascorbique est
testé, comme référence, a différentes concentrations. Les absorbances ont été mesurées a 517
nm apres 30 minutes d’incubation a 1’obscurité. Trois essais ont été effectués pour chaque
concentration de produit testé. Les résultats de 1’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des
radicaux libres sont exprimes en pourcentage d’inhibition (I1%) estimée selon 1’équation ci-

dessous :

a7
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1% d’inhibition = [(Abs contrdole— Abs test)/ Abs contrdle] x 100

1 %: Pourcentage de ’activité anti-radicalaire.
Abs Contrdle : Absorbance de la solution du DPPH.

Abs test : Absorbance de l'extrait.

. : . Préparer une série de dilutions
Préparation de la solution

Extrait de Carthamus caeruleus L

Incubation pendant 30
ou de margines +1ml DPPH

minutes a I’obscurité

Lecture a 517 nm

Figure 15. Diagramme récapitulant le protocole de 1’étude de I’activité antioxydante des
extraits (Molyneux, 2004).

1.2.4. Evaluation de ’activité antimicrobienne

Afin de mettre en évidence 1’activité antibactérienne, la méthode utilisée repose sur la
diffusion des extraits a partir de disques sur un milieu solide. Les résultats sont exprimés par
I’apparition d’une zone d’inhibition autour des disques, plus la zone est importante plus la

sensibilité des souches est élevée vis-a-vis de la concentration testée.

3
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1.2.4.1. Souches microbiennes utilisées

Les souches utilisées dans les tests de I'activité antimicrobienne font parties de deux
catégories de souches microbiennes : souches de références et souches isolées a partir
d’échantillon de lait (tableau XII). L’activité antibactérienne est réalisée par la méthode de

diffusion a partir de disques sur milieu solide.

Tableau XI1. Souches bactériennes testées.

Origine Souches

Escherichia coli ATCC 225922

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Souches de
Stapylococcus aureus MU 50

Enterococus fecalis WDCM 00009
Bacillus cereus ATCC 14579
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

référence

Bacillus cereus (4)

Souches isolées & [gacilius licheniformis (3.3)
partir du lait

Pseudomonas putida souche (13B)

1.2.4.2. Revivification des souches bactériennes
Dans une zone stérile, la revivification des souches microbiennes est realisée a partir
des tubes de conservation sur bouillon BHIB incubé pendant 24h /37°C. Les inoculums

bactériens obtenus sont repiquées sur la gélose nutritive et incubées a 1’étuve a 37°C pendant

24h.

1.2.4.3. Culture des souches bactériennes

Les bactéries étudiées sont repiquées dans un milieu nutritif par la méthode des stries,
et dans des conditions stériles puis incubées a I’étuve a 37°C pendant 18 heures. Cette étape
permet 1’obtention d’une culture jeune et des colonies bien isolées qui vont servir a préparer

I’inoculum.

=
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1.2.4.4. Préparation de I’inoculum

L’inoculum est préparé a partir des cultures bactériennes jeunes dans de |’eau
physiologique 0.9% stérile. Les colonies isolées sont prélevées a I’aide d’une anse de platine
et homogénéisées dans de 1’eau physiologique par un vortex. Cette suspension est diluée
jusqu'a D’obtention d’une opacité, selon Mac Farland, proche de 10%-10" UFC/ml

correspondant a une DO de 0,08 a 0,1 mesurée a 625 nm.

1.2.4.5. Evaluation de ’activité antimicrobienne des extraits

e Mode opératoire
Dans des conditions stériles, le milieu MH est uniformément ensemencé a 1’aide d’un
écouvillon stérile par la suspension de la souche a tester. Des disques en papier absorbant de
Whatman de 6 mm de diamétre, stérilisés a 1’autoclave, sont imprégnés de 20ul d’extrait puis
déposés sur la boite a I’aide d’une pince stérile. Les boites sont ensuite incubées a 1’étuve a

37°C pendant 24 heures. Les manipulations sont repétees 2 fois pour chaque test.

1.2.4.6. Lecture des résultats

Les disques apparaissent, apres incubation a 1’étuve, entourée d’une zone d’inhibition, dont le
diamétre permet de déterminer la sensibilité des germes vis-a-vis de ’extrait phénolique. La
lecture des résultats se fait en se basant sur la mesure des zones d’inhibition obtenues. La
sensibilit¢ aux différents extraits est classée selon le diamétre des zones d’inhibition.

L’estimation de la sensibilité des souches est exprimée dans le tableau XII1.

Tableau XII11. Estimation de la sensibilité des souches.

Diamétre (mm) Activité antimicrobienne Souche
D<8 Nulle Resistante
9<D«<14 Faible Sensible
15< D <19 Moyenne Trés sensible
>20 Forte Extrémement sensible

1.2.5. Evaluation de P’activité antioxydante et antimicrobienne des films préparés
1.2.5.1. Préparation des films avec ou sans extraits de margines
Un film alimentaire est une couche mince de matériaux filmogenes comestibles formée

directement sur les aliments (enrobages) ou pré-formée (films) et placée sur la surface d’un
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aliment ou entre les différents compartiments d’un aliment hétérogéne. Un emballage doit mieux
préserver I’aliment des agressions microbiennes, physiques et chimiques intervenant de
I’environnement.

% Meéthode

Le protocole expérimental utilisé est celui décrite par (You et al., 2019) avec quelques
modifications. Il comporte deux étapes :

o FEtapel.

Une solution d’alginate préparée dans de I’eau distillé, est additionnée d’une quantité de
margines ou de I’extrait étudiée (margines brutes, M-A-A, M-A), le mélange est ensuite agité
a l'aide d’un agitateur magnétique chauffant pendant 1h.

o FEtape2.

La solution filmogene est coulée sur des boites en verre puis placés dans 1’étuve
jusqu’a leur séchage. Les films secs sont alors démouleés et conservés. Ainsi, quatre films sont
obtenus (figure 16) :

a) Film sans extrait (témoin) ;

b) Film + Margines brutes ;

c) Film+ M-A-A (Margines +AC +HCI );

d) Film + M-A (Margines + AC).

Film sans Eilm + M-A
extrait (T)

Film +M-A-A
Film +M

Figure 16. Photographie de différents films préparés.

(T : témoin ; M : margines brutes ; M-A-A: margines + AC +HCI ; M-A : margine + AC)

E
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1.2.5.2.Evaluation de I’activité antioxydante des films en utilisant le test DPPH

% Méthode
Le protocole expérimental utilisé est celui décrite par (You et al., 2019) avec quelques

modifications.

Une quantité de chaque Iml de la solution
film (T, M-A-A, M-A et DPPH
M)
Incubation a

Lecteur a 517 nm "
I’obscurité pendant

Figure 17. Protocole de I’évaluation de I’activité antioxydante des films.

1.2.5.3.Evaluation de ’activité antimicrobienne des films

Les souches microbiennes utilisées sont le Staphylococcus aureus ATCC 25923 et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. L’activité antibactérienne est réalisée par le dépot
des disques de films avec un diamétre de 6 mm qui ont été préparées a I’avance en milieu

solide dans des conditions stériles.

% Protocole
Cette méthode consiste a déposer des disques de films avec un diametre de 6 mm sur
la surface d’une gélose MH préalablement coulée dans une boite de Pétri et ensemencée avec
la souche a tester. La lecture des résultats se fait, apres incubation & 37 °C pendant 24 h, par la
mesure du diametre en mm de la zone claire (zone d’inhibition). Le méme protocole que celui

appliqué aux extraits est reproduit pour le film.

1.2.6. Application des films sur une matrice alimentaire

1.2.6.1. Préparation des echantillons
Des échantillons de viande ont été tout d’abord préparés et coupés en morceaux qui

furent stérilisés sous UV (afin d’éliminé la flore initial) et déposé dans des boites de Pétri

a2
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stériles. Dans une zone stérile, quatre morceaux de viande ont été contaminés en surface d’une
maniére homogéne par un écouvillon imbibé de I’inoculum bactérien préparé avec
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

1.2.6.2. Emballage des échantillons et conservation

Les échantillons sont ensuite emballés avec les films préparés (film sans extrait, film avec
I’extrait M-A-A, film avec ’extrait M-A et film avec I’extrait M) (Annexe 5). Quatre autres
échantillons de viandes ont été emballés avec les mémes films mais sans contamination par contre
les échantillons témoin sont emballés avec des films alimentaires industriels (un contaminé et
I’autre sans aucune contamination). Les échantillons sont enfin conservés dans le réfrigérateur a 4
°C pendant 72h.

1.2.6.3. Analyse microbiologique des échantillons apres conservation

Apres 72 h de conservation, on procéde a I’analyse microbiologique des échantillons.
A partir de ces derniers, sont préparées les solutions meéres et une série de dilutions décimale
est effectuée dans de 1’eau physiologique. Un volume de 100 pl de la solution mére et de
chaque dilution préparée est ensemenceé en surface des boites contenant le milieu Chapman.
Ces derniéres sont ensuite incubées a 1’é¢tuve pendant 24 a 72 h.

Apres incubation, on observe s’il y a apparition de colonies avec décoloration de
milieu, dans le cas ou il y a contamination un dénombrement de colonies en unité formant

colonie/ml (UFC/ml) est réalisé a 1’aide d’un compteur de colonies.




o

6\

Résultats et
discussion




Partie expérimentale Résultats et discussion

I1. Résultats et discussion
11.1. Dosage des polyphénols extraits a partir des margines et de C. caeruleus L

Selon Tasioula Margari et Okogeri (2001), la détermination quantitative des CP est
réalisée selon la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteau. Cependant, cette méthode ne donne
pas d’indication sur la nature des CP présents dans l'extrait ce qui la rend pas trés spécifique. En
outre, certaines substances, telles que la vitamine C, les caroténoides, les sucres réducteurs et les
acides aminés aromatiques, peuvent en reduisant le complexe phosphotungstique-
phosphomolybdénique interférer et conduire a une surestimation de la teneur en CP. En effet,
cette méthode donne un apergu sur la qualité réductrice d’un ensemble de composés en plus des
CP (Obied et al., 2005).

Cette méthode satisfait aux criteres de reproductibilité, de la disponibilité du réactif de
Folin et la méthode qui est bien standardisée, c’est un test largement pratiqué dans les
laboratoires de recherche a travers le monde (Huang et al., 2013). Dans cette étape d’étude, les
polyphénols extraits des margines et du Carthamus caeruleus L sont doseés, leur concentration a
été déterminée puis représentée en histogrammes (figure 18).

40 ~
35 -

w
o

N
(6]
1

=
o v
1 1

Concentration (mg/ml)
N
o

- .
M-A M-A-A C-ETH C-A-A
Extraits testés

o o,

Figure 18. Concentrations des extraits (M-A : I’extrait de margines avec AC ;
M-A-A : I’extrait de margines avec AC apres acidification avec I’ HCI ; C-ETH : I’extrait de
Carthamus caeruleus L avec I’éthanol ; C-A-A : I’extrait de Carthamus caeruleus L avec
AC)

Les teneurs des margines en CP difféerent significativement entre les échantillons
étudiés. Les margines testées contiennent des quantités notables en CP.D’apres Obeid et al.

(2005a), I’acidification, lors de I’extraction des polyphénols a partir des margines, précipite
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les protéines, hydrolyse des liaisons entre les biophénols et les composants des parois
cellulaires et augmente la solubilité des polyphénols dans les solvants organiques. En plus,
’acidification cause I’hydrolyse des CP complexes, ce qui va favoriser la libération des
phénols monomeéres (De Marco et al., 2007). Ce qui explique le résultat du dosage obtenu
pour I’extrait obtenu aprés acidification qui est de I’ordre de 34,87 + 1,92 mg /ml et est
nettement supérieur a celui obtenu sans acidification avec une valeur de 5,25 + 0,09 mg/ml
(figure 18).

Quant a I’acétate d’éthyle, Allouche et al. (2004) ont montré que ce dernier exerce un
haut pouvoir d’extraction par rapport aux autres solvants. C’est un solvant tres sélectif pour
les molécules de bas (180 Da) et moyen (13KDa) poids moléculaire (Lesage-Meessen et al.,
2001 ; Obeid et al., 2005).

En ce qui concerne les CP de Carthamus caeruleus L, leur concentration est estime a
0,68 £ 00 mg/ml pour I’extrait éthanolique et 0,25 + 0,01 mg/ml pour I’extrait obtenu par
I’acétate d’éthyle. Comme il est constaté, 1’éthanol est le solvant le plus sélectif vis-a-vis des
CP des racines comparativement & 1’acétate d’éthyle. En effet, Falleh et al. (2008) ont signalé
que la solubilité des CP est en fonction de leur degré de polymérisation, de leur interaction
avec les autres constituants et le type de solvant utilisé. De plus, le type de solvant
d’extraction doit non seulement avoir une haute capacité d’extraction de biomolécules issus
de la plante, mais aussi de bénéficier d’un certain taux de sécurité. L’éthanol est 1'un des
meilleurs solvants pour une extraction polyphénolique de moindre toxicité (Cimanga et al.,
2018).

Par ailleurs, Boumerfeg (2010) a également noté la présence de CP avec une teneur en
polyphénols totaux des racines de Carthamus caeruleus L de 12,53+0,67 mg EAG /g, en
utilisant un mélange hydroalcoolique comme solvant. La méthode d'extraction doit permettre
d’avoir une fraction compléte en composés d'intérét et doit éviter leur modification chimique
(Dai et Mumper, 2010). La teneur phénolique d'une plante dépend également d'un certain
nombre de facteurs intrinseques et extrinseques, en particulier les conditions climatiques, la

maturité a la récolte et les conditions de stockage (Podsedek, 2007).

11.2. Activité antioxydante des extraits

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour estimer 1’activité antioxydante in vitro.
Certaines d’entre elles reposent sur la capacité réductrice d’un composé comme étant un
indicateur significatif de son potentiel antioxydant, d’autres reposent sur la mesure d’une

molécule a piéger les composeés radicalaires (Javanmardi et al., 2003).
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La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits, de margines et de Carthamus
caeruleus L, a été réalisée par la technique de piégeage du radical libre DPPH et exprimée en

pourcentage d’inhibition (1%).

120

100

80 -

60 -

% d'inhibition

40 -

M-A M-A-A C-ETH C-A-A
Les extraits

Figure 19. Concentrations du % d’inhibition de I’activité antioxtdante des extraits (M-A :
I’extrait de margines avec AC ; M-A-A : I’extrait de margines avec AC apreés acidification
avec I” HCI1 ; C-ETH : I’extrait de Carthamus caeruleus L avec 1’éthanol ; C-A-A : ’extrait de
Carthamus caeruleus L avec AC)

En générale, I’activité antioxydante augmente avec 1’augmentation de la concentration
de I’extrait, mais la concentration conduisant a une activité antioxydante maximale dépend
étroitement des extraits et, pour le méme extrait, elle est aussi dépendante du test de 1’activité
antioxydante employé (Lafka et al., 2007).

L’activité antioxydante des extraits phénoliques des margines M-A-A et M-A augmente
au fur et @ mesure que la concentration de I’antioxydant augmente. Elle a atteint 91,99 % pour
I’extrait M-A-A et 93,78 % pour I’extrait M-A.

Les résultats de I’activité du piégeage radicaux libres par les extraits phénoliques des
margines viennent de renforcer ceux trouvés par Fki et al. (2005a) ; Bouaziz et al. (2008) ;
Mansouri et al. (2005) ; przybylski et al. (1998) ; Conde et al. (2008) ; Sousa et al. (2008).
Tous ces auteurs ont montré I’effet antioxydante puissant des extraits phénoliques.

Les extraits phénoliques des margines présentent un bon pouvoir antioxydante, ce qui
confirmé par plusieurs chercheurs que les polyphénols naturels sont des capteurs puissants des
radicaux libres (Fki et al., 2005a ; De Marco et al., 2007).
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L’activité antioxydants des extraits phénoliques de Carthamus caeruleus L (C-A-A et
C-ETH) augmente au fur et a mesure que la concentration de I’antioxydante augmente. Elle
atteint 61.07 % pour C-ETH et 32.28 % pour C-A-A.

Les résultats pour ’activité antioxydante des extraits de Carthamus caeruleus L sont
en accord avec ceux obtenus par Baghiani et al. (2010), apres avoir testé différents extraits de
Carthamus caeruleus L, soit un pouvoir antiradicalaire allant de 20 a 65%. (Toubane et al.,
2017), ont signalé un effet inhibiteur plus puissant de I’extrait éthanolique de Carthamus

caeruleus L par rapport aux extraits obtenus par 1’acétate d’éthyle.

11.3. Activité antimicrobienne des extraits

L’évaluation du potentiel antimicrobien des extraits phénoliques est réalisée sur
plusieurs microorganismes. La sensibilité des germes vis-a-vis des extraits est exprimée par
I’apparition des zones d’inhibition. Les valeurs en mm des zones ou diamétres d’inhibitions

relatives aux différentes souches testées sont présentées dans le tableau XI1V. Selon Moreira et

al. (2005).

Tableau XIV. Résultats des tests de 1’activité antimicrobienne des extraits vis-a-vis de

différentes souches testées (Valeurs des zones d’inhibition en mm =+ écart type).

M-A M-A-A C-ETH C-A-A

Souches
Staphylococcus aureus 115+070 | 14+1.44 60 8.75+ 2.47
ATCC25923
Staphylococcus aureus MU50 12+0 13.5+£0.70 60 11+0
Enterococcus fecalis WDCM

11.5+0.70 13.5+0.70 6+0 11.5+1.06
00009
Bacillus cereus ATCC 14579 13+0.70 14+1.41 620 13+4.24
Bacillus licheniformis 3.3 11.5+2.12 16+1.41 60 11.5+7.77
Bacillus cereus 8 12+0 13+2.82 8+2.82 8.5+3.53
Bacillus cereus 4 12.5+3.53 11.5+2.12 620 20.5+1.41
Escherichia coli 11+1.41 12.75+1.060 60 10.5+6.36
Pseudomonas aeruginosa 10.5+0.70 12+1.41 6+0 1140
ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae

14 5+3.53 14.5+4 .94 125+ 0.70 8+8.82
ATCC 700603
Klebsiella oxytoca 12.5+0.70 130 8+8.82 13.75+ 1.06
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11.3.1. Activité antimicrobienne des extraits de margines

Compte tenu de la grande résistance des feuilles d’olivier et de 1’huile d’olive aux
attaques microbiennes et d’insectes dans la nature, plusieurs recherches se sont alors intéressees
a exploiter les composés contenus dans les sous -produits de 1’olivier (grignons et margines
(Bisignano et al., 1999). Les études menées sur l'activité antimicrobienne des extraits
phénoliques des margines ont porté sur des applications agronomiques ou environnementales.
Par contre, cette activité a été rarement testée contre les agents pathogeénes de I’Homme
(Leouifoudi et al., 2015).

Les margines brutes testées, in-vitro, ont montré un effet antibactérien a large spectre.
L'activité antibactérienne la plus élevée correspond a celle de 1’extrait M-A-A qui présentent
également le contenu phénolique le plus élevé (Annexe 4), ce qui est en concordance avec les
résultats de Yakoub et al. (2010).

Les zones d’inhibition notées pour les bactéries Gram positifs et négatifs sont comprises
respectivement entre 10,5+0,70mm et 16x1,41mm, et ce pour la méme concentration. La zone
d’inhibition maximale est enregistrée chez3.3 Bacillus licheniformis avec un diametre de
16+1.41mm et la zone d’inhibition minimale est chez Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
avec un diameétre de 10,5+0,70 mm. L'activité antibactérienne mise en évidence pour les extraits
de margines concordent avec ceux de plusieurs travaux qui confirment cette activité (Obeid et
al.,2007b). Par contre, la fraction huileuse qui a été séparée des margines apres centrifugation
ne présente aucune activité vis-a-vis des souches testées a I’exception de Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603 qui présente une légére sensibilité.

Les différentes activités contre les bactéries a Gram négatif et a Gram positif peuvent étre
reliées aux différences de composition de la paroi cellulaire. Les bactéries a Gram négatif ont un
composant lipopolysaccharide dans leur membrane externe qui les rend plus résistantes aux
composés antibactériens (Obeid et al., 2007b). L'action antimicrobienne des CP est liée a leur
capacité a perturber 1’intégrit¢ de la paroi bactérienne en se liant au peptidoglycane (Yoda et al.,
2004). Plusieurs autres mécanismes d’inhibition des bactéries ont été décrits tels que : ’inhibition
de la synthése d'acides nucléiques (Hilliard, 1995) ; I’inhibition des fonctions de la membrane
cytoplasmique (Tsuchiya et linuma, 2000) ; I’inhibition du métabolisme énergétique microbien
(Haraguchi et al., 1998) et 1 *inhibition des enzymes hydrolytiques (Cowan, 1999).

En effet, les CP des margines agissent sur les bactéries en dénaturant leurs protéines
cellulaires et en altérant leurs membranes cytoplasmiques (Ranalli, 1991). L’absence des

bactéries pathogenes dans ces effluents oléicoles peut étre expliquée par leur capacité a
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inhiber la croissance des bactéries (Esmail et al., 2015). Tel qu’il a été rapporté dans plusieurs
travaux, les CP de I’olivier, ses produits et ses sous-produits ont la capacité d'arréter ou de
retarder la prolifération de diverses bactéries (Bisignano et al., 1999 ;Rupasinhe et al., 2006).
I1 faut rappeler que les échantillons de I’huile d’olive ont exercé un effet trés limité par
rapport aux extraits phénolique. Cela pourrait étre justifié par la teneur plus élevée des CP
dans les margines comparativement a 1’huile d’olive. En effet, il est bien documenté que la
majorité des CP passe dans la phase aqueuse lors du procédé d’extraction de I’huile d’olive.
La récupération de ces CP offre la double opportunité d'obtenir de biomolécules a haute
valeur d’une part, et de réduire la toxicité de ces effluents d’autre part (El Abbassiet al., 2012).
Les extrait phénoliques de margines pourraient étre tres utiles pour des applications dans
différents domaines (alimentaires, cosmétique, thérapeutique et environnement). Par ailleurs, les
¢tudes doivent prendre en considération les effets des margines sur ’homme, les animaux et
les végétaux et tenir compte également du colt du projet. Evidemment, ces résultats
préliminaires, réalisés in vitro, doivent étre confirmés in vivo, par d’autres expérimentations
plus détaillées. Il s’agit notamment de réaliser des tests de toxicite, des analyses pour identifier
les aspects quantitative et qualitative des structures chimiques constituant les extraits, ainsi que

leurs proportions.
11.3.2. Activité antimicrobienne des extraits des racines de Carthamus caeruleus L

Les résultats obtenus pour le test antibactérien des extraits des racines de Carthamus
caeruleus L, sont représentés dans le tableau XIV. Les résultats montrent des effets
antibactériens avec de variables diamétres d’inhibition avec la fraction éthanolique et celle
récupérée avec ’acétate d'éthyle vis-a-vis des bactéries testés. Les extraits racinaires, ont
montré des activités similaires sur des bactéries Gram positives et Gram négatives avec des
diameétres d’inhibition compris dans la gamme, respectivement, de 11 4 20,5 mm et 11 a 13,75
mm. L’isolat Bacillus cereus (4) s’est montré extrémement sensible a pour 1’extrait C-A-A
des racines de Carthamus caeruleus L, avec un diamétre d’inhibition de 20,5+1,41 mm.

Nos résultats sont en concordance avec ceux de Saffidine et al. (2013), le
Staphylococcus aureus ATCC 25923 a montré une forte résistance vis-a-vis de la fraction
acétate d'éthyle (8,75 = 2,47 mm) et une activité faible a 1’extrait éthanolique (6 £ 0 mm).
Ceci pourrait étre d0 a la qualité et/ou la quantité des molécules contenues dans chaque
extrait, ces derniers étant obtenus avec deux solvants de propriété ou sélectivité différentes

vis-a-vis des biomolécules. En effet, il existe des différences de solubilisation des CP dans les
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solvants polaires ou apolaires. Les phytomolécules sont reparties au cours de 1’extraction
liquide-liquide entres les solvants en fonction de leur polarité et leur solubilité (Cowan, 1999).

On pourrait en deduire, a partir des résultats obtenus que I'extrait C-A-A présente une
meilleure activité antimicrobienne par apport a 1’extrait C-ETH. Les substances antibactériennes
contenues dans les racines de Carthamus caeruleus L sont plus solubles dans acétate d’éthyle que
dans I’éthanol. L’acétate d’éthyle concentrerait alors mieux le principe actif. Comparativement
aux résultats de Cowan. (1999) les racines de Carthamus caeruleus L, sont plus solubles dans
I’é¢thanol que dans DI’acétate d’éthyle. Le pouvoir antimicrobien des plantes médicinales est

corrélé a leur richesse en composants antimicrobiens (Stevic et al., 2017).

I1.4. Activité antioxydante des films alimentaires

Les extraits de margines ont étés choisis pour la présente partie d’expérimentation et ce,
sur la base des résultats obtenus notamment, leurs concentrations et leurs bonnes activités
comparativement a ceux de Carthamus caeruleus L. Il convient de signaler qu’une simple
observation de la solution de DPPH, apres avoir ajouté les films préparés, permet de constater
des changements de couleurs rapide avec les films contenant les margines, 1’extrait M-A-A et
M-A avec une disparition totale de la couleur violette de DPPH passant du violet au jaune,
tandis que I’addition du film sans extrait ne provoque aucun changement de couleur (Annexe 8).

D’apreés les histogrammes présentés dans la figure 20, le film contenant I’extrait M-A-
A a montré une activité antioxydante importante qui est de 1’ordre de 92,70%. Pareil pour le
film contenant I’extrait M-A, son activité antioxydante est de 91.88%, donc en saturation. En
revanche, le film contenant les margines brutes ainsi que celui préparé sans extrait ont donné
de faibles pourcentages lesquels sont de ’ordre de 39.44% et 17.06%, respectivement. Afin
de compléter cette étude réalisée avec (30 mg de film) il convient de poursuivre cette étude

pour déterminer les valeurs I1C 50.
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Figure 20. Activité antioxydante des films alimentaires exprimée en pourcentage d’inhibition
du radical DPPH.
(M-A : margines + AC ; M-A-A : margines + AC + HCI ; M : margines brutes).

I1.5. Activités antimicrobiennes des films alimentaires

L’activité antibactérienne a été également exprimée en termes de diamétre de la zone
d'inhibition autour des disques formés par le film alimentaire contenant la margines ou 1’un
des extraits vis-a-vis des bactéries testées. Il apparait que 1’extrait organique de margines a
inhibé efficacement la croissance de la souche de référence Staphylococcus aureus ATCC
25923 avec un pouvoir antimicrobien non négligeable (tableau XV).

Les résultats ont révélé que le germe Pseudomonas aeruginosa ATCC 278553 est tres
sensible avec un diamétre d’inhibition de 15 + 2,82 mm exercé par le film qui contient
I’extrait M-A-A.
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Tableau XV. Résultats des tests antibactériens obtenus avec des films alimentaires.

Souches testées Film utilisé | Diamétre d’inhibition (mm)
Staphylococcus aureus Film+M-A-A Zones d’inhibition tres
- importante (impossible de
ATCC 25923 Film +M-A calculer le diameétre)
Film+ M
Film témoin
Film+M-A-A 15+2.82 mm
Pseudomonas aeruginosa -
ATCC278553 Film +M-A 14+3.53 mm
Film+ M 23+0 mm
Film témoin Absence de zone

Concernant les tests de conservation de la viande (tableau XVI), les résultats du

dénombrement révelent une extréme sensibilité de Staphylococcus aureus ATCC 25923 vis-a-Vis

des films bioactifs préparés. Rappelons que le but de cette manipulation est d'étudier la possibilité

d'utilisation des extraits de margines dans la conservation d’un produit alimentaire, la viande et ce,

par I’évaluation de l'effet de la présence des extraits dans un film alimentaire sur la qualité

sanitaire de la viande. Ces résultats méritent d’étre approfondies et exploités par d’autres tests a

grande échelle.

Tableau XVI. Effets de I’incorporation des extraits de margines dans le film alimentaire sur

la croissance de Staphylococcus aureus ATCC 25923aux cours de la conservation de la

viande.

Echantillons

Test de conservation

Dénombrement (UFC /ml)

Echantillons de
viandes

contaminées

Film + M-A 0
Film +M-A-A 0
Film +M 0

Sans extrait

Indénombrable (107, 10,107%)

Film alimentaire

Indénombrable (107, 102,107%)

Echantillons de
viandes non

contaminées

Film + M-A 0
Film +M-A-A 0
Film +M 0
Sans extrait 1,06 x10°
Film alimentaire 3,8x10?
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L’ajout de margines brutes et de leurs extraits phenoliques aux films alimentaires
comme additif naturel s’est traduit par une absence notable de contamination, par
Staphylococcus aureus ATCC 25923, des viandes conservées par rapport au témoin et le film
commercial. D’aprés ces résultats on peut noter les remarques suivantes :

- Absence totale de germe Staphylococcus aureus ATCC 25923 dans les échantillons
(M-A-A, M-A, M) non contaminées et contaminées ;

- Une forte présence du germe étudiée Staphylococcus aureus ATCC 25923au niveau
du film témoin et du film sans extrait de I’échantillon contaminé qui montre une
charge élevée (charge indénombrable) ;

- Présence du germe étudié Staphylococcus aureus ATCC 25923 au niveau du film sans
extrait et du film alimentaire avec une charge de I’ordre de 1,06 x10° UFC/ml et de
3,8x10% UFC/ml, respectivement.

Les extraits de margines ajoutées aux films alimentaires se sont avérés efficaces pour la
lutte vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC 25923, laquelle est parmi les principales
bactéries responsables d’intoxication alimentaire. En effet, le Staphylococcus aureus ATCC
25923 est I’un des microorganismes que 1’on trouve normalement sur la peau et les muqueuses.
Certains Staphylocoques produisent des toxines qui peuvent étre responsables de divers
syndromes : intoxication alimentaire, infections communautaires et nosocomiales (Gerad et
al.,2015).

Ces résultats sont certainement dus aux CP des extraits et dont [’efficacité
antimicrobienne vis-a-vis des souches étudiées est en fonction de la concentration en CP
contenus dans de la solution inhibitrice testée. Au fait, les CP sont des métabolites
secondaires des végétaux. Ces composés participent activement aux interactions de la plante
avec son environnement en jouant soit le réle dans les signaux de reconnaissance entre les
plantes ou bien en lui permettant de résister aux diverses agressions vis-a-vis des organismes
pathogénes. D'un point de vue chimique, ces molécules constituent la base des principes actifs
que I'on trouve chez les plantes medicinales (Brahimi et al., 2018).

Par ailleurs, il est bien établi que les olives et leurs sous-produits sont riches en CP,
réputés pour leurs forts pouvoirs antimicrobiens a 1’égard d’une multitude de germes pathogéne
responsables de plusieurs contaminations et maladies infectieuses dont Staphylococcus.

Plusieurs travaux de recherche ont signalé le rdle incontestable des CP dans
I’inhibition de bactéries pathogénes (Radford et al., 1991; Bisignano et al., 1999 ; Keceli et
Robinson, 2002; Furneri et al., 2004; Medina et al., 2006; Brenes et al., 2007; Romero et al.,

2007). La qualité microbiologique des margines a été étudiée par plusieurs auteurs. L'absence
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de bactéries pathogenes dans ces effluents oléicoles témoigne sur leur capacité a inhiber la
croissance des bactéries (Esmail et al., 2015). De méme, ’effet antibactérien d’extraits
phénoliques de margines marocaines sur Staphylococcus aureus, en utilisant la technique de

diffusion en gélose, est également signalé par Larif et al. (2015) et Leouifoudi et al. (2015).
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Conclusion

Cette thématique s’est intéressée a I’extraction et a la caractérisation des contenus en
composés phénoliques des racines de Carthamus caeruleus L et des margines, en vue

d’étudier leur potentiel antioxydant et antibactérien.

Les extraits organiques de margines ont été sélectionnés pour la suite de 1’étude sur la
base des résultats obtenus, concentration et activités meilleures, comparativement a ceux des
racines de Carthamus caeruleus L. En effet, les extraits organiques de margines ont manifesté
un pouvoir antimicrobien contre la plupart des souches testées et ont inhibé efficacement
Staphylococcus aureus ATCC 25923 lors des essais de conservation de la viande. Ainsi,
I’incorporation des extraits de margines comme additifs dans I’emballage alimentaire, préparé
a base d’alginate, a pu préserver la viande d’une éventuelle contamination au Staphylococcus

aureus ATCC 25923 par rapport au témoin contréle sans additif.

A travers les résultats obtenus, il peut étre conclu que les extraits de la racine de
Carthamus caeruleus L et de margines utilisés présentent des activités antimicrobiennes et
antioxydantes tres intéressantes a explorer. Cependant, I’ensemble des résultats ne constitue
qu’une premicre ébauche dans la recherche de substances naturelles biologiquement actives
issues de la biomasse végétale. D’autres recherches sont donc nécessaires pour compléter les
informations déja acquises. Les études doivent étre orientées surtout a 1’étude des principaux
composés actifs, ’effet des extraits sur la croissance d’autres microorganismes pouvant
contaminer la viande en particulier et d’autres aliments fragiles comme le lait a I’origine de
toxi-infection alimentaire. L’analyse sensorielle est aussi recommandée dans ce domaine
d’application malgré que les produits de I’olivier sont tres utilisés et bien appréciés pour leur

flaveur dans le domaine alimentaire.
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Annexe 1

1.) Préparation de la solution de carbonate de sodium a 20 %

Carbonate de sodium Na;COgz anhydre .............ccooviiiiiiiiiiiiieenn, 209
Eau distillé ... 100ml
Faire dissoudre 20g de Na,CO3 dans 100ml d’eau distillé bien agité jusqu'a le mélange soit

homogene.

2.) Préparation d’eau physiologique

Eau distillé. ... o 1000ml

Mettre 9g de Nacl dans un flacon et le compléter avec 1000ml d’eau distillé puis bien agité

jusqu'a le mélange soit homogene.

3.) Préparation de la solution DMSO a 10 %
DIMSO PULE ettt et e e et et et 10ml

Bau distille ..o, 80ml

Mettre 10ml de DMSO pure dans une fiole et le complété jusqu'a 100ml avec I’eau distillé

ensuite bien agite
Annexe 2
La Composition des milieux de cultures utilisés :

1. Milieu MH (Muller Hinton)
Poudre Muller Hinton ... 389
Bau distillé. ... ..o 1000ml
Dans un flacon faire dissoudre 38g de poudre MH dans 1000ml d’eau distillé ensuite
bien agité puis le mettre dans un bain marie jusqu’a le mélange soit homogene puis le
verser dans des flacons de 250ml
2. Milieu GN (gelose nutritif)
Poudre gélose nutritif ...........cooiiiiiiii i 239
Eau distillé. ... ..o 1000ml
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Dans un flacon faire dissoudre 23g de poudre de GN dans 1000ml d’eau distillé
ensuite bien agité puis le mettre dans un bain marie jusqu’a le mélange soit

homogeéne puis le verser dans des flacons de 250ml

NB : tous les milieux sont stérilisés par autoclave durant 20 min a 120 °C.
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Annexe 3. Courbe de I’activité antioxydante de I’acide ascorbique
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Bacillu licheniformis 3.3

Les zones
d’inhibition

Escherichia coli
ATCC225922

Pseudomonas putida
souche (13B)

Pseudomnas
ATCC27853

MU50

Staphylococcus aureus
ATCC25923

Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603

Bacillus cereus ATCC
14579

Bacillus cereus souche(4)

Enterococcus fecalis
WDCM 00009

Annexe 4. Photographie des résultats de I’évaluation antimicrobienne des extraits vis-
a-vis de différentes souches. (Mal : M-A-A ; C1: C-ETH ; SMa : surnageant + AC ;
Ma : M-A; C2: C-A-A; SM : suranageant +AC+ HCI)
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A : Stérilisation de la viande B: Préparation de la viande

C : Contamination de la viande D : Emballage des viandes avec les films

Annexe 5. Les étapes de 1’évaluation de I’activité antimicrobienne de la viande et I’effet des

films avec les extraits sur la conservation de la matrice.
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Annexe 6. Photographie de la gamme des dilutions de 1’acide gallique

Extraits

C-A-A Extraits

C-ETHA

Annexe 7. Photographie des extraits de Carthamus caeruleus L.
(C-A-A : C caerleus L+AC ; C-ETH : C caeruleus L+ éethanol)
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Film sans Film +M-A
extrait (T)

Film+margines

brutes Film +M-A-A

Annexe 8. Photographie du virage de couleur de DPPH montrant I’activité antioxydante des
films (M-A : Margines + AC ; M-A-A : Margines +AC +HCI ; T : Témoin).



	01la page de garde.pdf
	02Remerciements et dédicaces - Copie.pdf
	03Résumé et abstract - Copie.pdf
	04la tabe des matières.pdf
	05Liste des figures et des tableaux et la lite des abréviations.pdf
	07inter intro.pdf
	08introduction.pdf
	09inter synthèse.pdf
	10les métabolites secondaires.pdf
	11II._Caractéristiques_et_origines_des_extraits_étudiés[2) - Copie.pdf
	12III. Généralités sur les emballages comestibles et-1.pdf
	13IV. Bioconservation de la viande.pdf
	14inter experimentale.pdf
	15inter matéril.pdf
	16matériel et méthodes.pdf
	17inter résultats.pdf
	18résultats et discussion-1.pdf
	19inter conclusion.pdf
	20Conclusion générale - Copie.pdf
	21inter références.pdf
	22Références bibliographiques.pdf
	23inter annexes.pdf
	24Annexes 2.pdf

