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INTRODUCTION

Les préoccupations écologiques émergent en raison de 1’utilisation massive de
plastiques non biodégradables dérivés du pétrole, qui ont entrainé une grave pollution de
I’environnement de plus en plus urgente, ce qui a stimulé le développement de matériaux
alternatifs biodégradables et renouvelables (Anushikha et al., 2023). Parmi de nombreuses
approches dans ce domaine, il en est une proposant l’utilisation de matériaux a base de
polysaccharides. Ces polymeres sont biodégradables, non toxiques et obtenus a partir de
ressources renouvelables (Aleksanyan, 2023). Evidemment, les « concurrents » biodégradables
sont plus chers et leur production nécessite des procédés technologiques avancés, mais les
bénéfices pour la nature et le futur monde durable sont plus importants. Les composants
conférant la biodégradabilité¢ doivent d’abord provenir de ressources naturelles renouvelables,

accessibles et peu colteuses (Zhang et al., 2023 ; Wang et al., 2022).

La durée de conservation des aliments peut étre augmentée en utilisant des films
biodégradables avec des qualités antimicrobiennes, antioxydantes, barriére a 1’humidité et
réactives au pH comme matériaux d’emballage (Bangar et al., 2023). La production de systémes
« emballages biodégradables intelligents » avec des molécules dérivées naturellement des
aliments et des déchets alimentaires, avec des polysaccharides comme matrices, peut offrirdes
perspectives d’avenir pour le développement de matériaux d’emballage biodégradables
(Bhargava et al., 2020 ; Azman et al., 2022). La viande est considérée comme un milieu
exceptionnel qui offre d’excellentes conditions pour la croissance et 1’existence des micro-
organismes, ainsi I’emballage antimicrobien actif tend a prolonger la durée de conservation du
produit et a établir la sécurité et la slreté de la viande fraiche et des produits carnés. Dans un
emballage actif, les composants antimicrobiens peuvent étre enduits, incorporés, immobilisés

ou modifiés en surface sur un matériau d’emballage (Daniloski et al., 2020).

De nombreuses recherches développent de nouvelles formulations utilisant la
réticulation de polymeéres, se mélangeant avec des composés inorganiques (metaux, oxydes
métalliques, argiles) et organiques (colorants, huiles essentielles, extraits). L’enjeu principal de
ce travail est porté sur I’optimisation du développement d’un film d’emballage biodégradable
actif antimicrobien et antioxydant composé¢ de cellulose, avec I’extrait phénolique de pollen,
pour ameliorer la durée de conservation et les qualités de la viande. Outre son utilisation
pharmaceutique potentielle, le pollen pourrait étre un agent protecteur efficace a utiliser comme

additif antioxydant et antibactérien naturel dans les systémes alimentaires.
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CHAPITRE 1 : LE POLLEN APICOLE

Origine

Le pollen d’abeille est un mélange de pollen de fleurs avec des sécrétions et du nectar
d’abeilles, en ajoutant des substances salivaires (Mauriello et al., 2017). Le pollen est I’élément
fécondant des fleurs. 1l est contenu dans les etamines des fleurs et compose de tres petits
granules qui, selon la fleur d’origine, peuvent montrer différentes couleurs : jaune, vert, rose,
blanc, rouge et marron. Le pollen d’abeille est la source principale d’alimentation pour la

croissance des abeilles, il est transporté par plusieurs moyens, a savoir, le vent, I’eau et les

insectes (Thakur et al., 2020).

Les types de pollen

Selon Frédérique et al. (2018), il existe deux principaux types de pollen : les pollens
anémophiles (du grec anemos = vent) qui sont disperses par le vent, et les pollens entomophiles
(du grec entomon = insecte) qui sont transportés de fleur en fleur par des insectes comme les
abeilles. Bien souvent il faut une étude fine en microscopie pour aboutir a la détermination des
grains de pollen, mais une classification approximative peut étre utilisée. Elle est basée sur : la
taille : les plus petits sont ceux du myosotis (7 um) et les plus gros sont ceux de la courge (150

um) ; la forme ; la présence de pores ou de sillon en surface et I’ornementation de I’éxine.

Composition nutritionnelle

Le pollen d’abeille contient un large éventail d’¢léments nutritifs, notamment, des
glucides, des protéines, des lipides et des fibres alimentaires, ainsi que des micronutriments
bioactifs, notamment, des vitamines, des minéraux, des composés phénoliques et volatils. En
raison de cette composition de haute qualité, ce produit a gagné en importance en tant
qu’aliment fonctionnel. Des études ont ¢ét€ menées pour montrer et €tablir son potentiel

thérapeutique pour des applications médicales et alimentaires (El Ghouizi et al., 2023).

Tableau 1. La composition moyenne du pollen frais (Alexandra, 2022).

Elément Teneur (%)

Protéine | 25-30
Glucides | 30-50
Eau | 18
Cellulose | 18
Minéraux | 5
Lipides | 1-10

n UNIVERSITE A. MIRA DE BEJAIA | 2022-2023
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Teneur en eau

La teneur en eau du pollen est d’environ 18% (Alexandra et al., 2022). Cependant, cette
teneur est considérée comme un environnement favorable a la croissance bactérienne et
fongique (Mekki et al., 2019).

Les glucides

Les sucres et les alcools de sucre constituent la majeure partie des glucides du pollen
(Hernunndez et al., 2018). Le fructose, le glucose et le saccharose sont les principaux sucres
signalés dans les produits apicoles avec d’autres sucres mineurs, notamment, 1’arabinose,

I’isomaltose, le mélibiose, le mélézitose, le ribose, le tréhalose et le turanose (Thakur et al., 2020).

Les protéines

La teneur en protéines du pollen peut varier entre quelques pourcents et pres des deux
tiers du poids sec de la graine, suivant la provenance végétale. On les trouve dans le manteau

pollinique et le cytoplasme de la cellule végeétative (Human et al., 2020).

Les acides aminés

La teneur totale en acides aminés du pollen d’abeille a été quantifiée par de nombreux
chercheurs et se situe généralement entre 108,1 et 287,7 mg/g MS. Concernant le profil en
acides aminés, il est composé d’acides aminés essentiels et non essentiels, tandis que le

principal acide aminé du pollen d’abeille est I’acide glutamique (Alvarez et al., 2017).

Les lipides

Le pollen d’abeille est considéré comme un nutriment essentiel, étant riches en acides
gras, en particulier en acides gras insaturés tels que ’acide oléique (3,9-21,2%), ’acide
linoléique (6,3-49,7%) et I’acide linoléique (0,2-40,7%), avec une myriade d’avantages pour

la santé, bien qu’avec des différences basées sur les origines (Mostafa H et al., 2023).

Les vitamines
Les vitamines présentes dans le pollen sont les vitamines B (B1, B2, B3, B5, B6, B8,
B9), C, D et E (Denisow et al., 2016). La vitamine A est absente mais un de ses précurseurs est
présente dans la composition, a savoir la provitamine A ou -caroténe, qui permet un apport en
vitamine A au consommateur par transformation dans I’intestin. La rutine est présente dans la
composition du pollen, et possede une activité vitaminique sur les capillaires sanguins, méme

si elle n’est pas a proprement parler une vitamine (Brachemi et al., 2018).
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Les composés phénoliques

¢ Le pollen d’abeille est riche en polyphénols, notamment des acides phénoliques et les
flavonoides, qui lui conférent une activité biologique diversifiée (Mostafa et al., 2023).

¢ Les acides phénoliques les plus courants dans le pollen d’abeille sont les acides p-
coumarique, chlorogénique et férulique (Kocot et al., 2018).

¢ Lateneur de ces composés dépend de plusieurs facteurs environnementaux : 1’origine des
plantes, type de sol, le temps et la méthode de la collecte et les conditions climatiques.

¢ Les flavonoides sont connus par leur effet anti-inflammatoire et 1’inhibition de la

production des cytokines pro-inflammatoire (Younsi et al., 2016).

Mode de transformation
Collecte du pollen d’abeille

¢ Lacollecte du pollen par les abeilles : La collecte du pollen est effectuée principalement

a la fin de I’hiver et au printemps par les jeunes abeilles butineuses (Thibault, 2017).

¢ Lacollecte du pollen par I’apiculteur : La récolte se fait a ’aide de trappes a pollen. Ces
dernieres sont placées a I’entrée de la ruche. La trappe est menée de peigne percé de trous
a travers lequel les abeilles sont obligées de passer pour ramener le pollen dans la ruche,
les pelotes de pollen dans les corbeilles de leurs pattes restent donc prisonniéres et tombent

dans un panier ou un bac situé sous la trappe (Thibault al., 2017).

Nettoyage et tri

La premicre étape consiste en un tri grossier a 1’aide d’un tamis, puis d’une trieuse a
pollen. La derniere étape est un tri manuel a la pince a épiler dans un bac a fond clair pour

éliminer ce qui est passeé a travers les mailles du tamis (Thibault et al., 2017).

Mode de conditionnement

Le pollen prélevé dans les trappes ne peut pas se conserver en 1’état trés longtemps. 11
existe deux méthodes pour assurer sa conservation : la congélation et la déshydratation partielle
(séchage) (Kaci et al., 2020).

¢ Le séchage : Le pollen a une composition qui permet a un grand nombre de micro-
organismes de se développer. Pour que le pollen garde ses propriétés, il est préférable

d’utiliser un air sec, une température inférieure a 45°C pour atteindre une humidité en

dessous de 6% (Mosbah et al., 2020).
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CHAPITRE 1. LE POLLEN APICOLE BIOTECHNOLOGIE MICROBIENNE

¢ La congélation et stockage : Pour que le pollen puisse garder ses valeurs nutritives

jusqu’a un an, il doit étre réfrigéré a 5°C au moins un an ou congelé a -15°C pendant
plusieurs années. Ensuite stocker a ’abri de la lumiére dans des récipients hermétiques

ou en verre sombre (FAO, 2018).

L’étiquetage et la commercialisation
Propriétés biologiques

Activité antioxydante

Le stress oxydatif est impliqué dans le développement de plusieurs pathologies telles
que le diabete, la maladie d’ Alzheimer, le cancer, I’athérosclérose et d’autres troubles (Denisow
et al., 2016). L utilisation de produits naturels tels que les produits de la ruche, notamment le
miel, le pollen, la gelée royale et la propolis, comme source de molécules antioxydantes, a été
soutenue et suggérée pour protéger les cellules humaines des effets du stress oxydatif par de
nombreuses études scientifiques (EI-Guendouz et al., 2020). L’activité antioxydante du pollen
est la résultante de la synergie entre les acides phénoliques, les flavonoides dont la rutine, le
sélénium et les vitamines E et C (Coudert et al., 2022).

Activités antimicrobiennes

I1 a été prouvé que les extraits frais de pollen d’abeille sont efficaces sur les bactéries
Gram positives et Gram négatives telles que Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli ainsi que sur les champignons microscopiques et les levures comme Candida
albicans, C. glabrata, C. krusei et Trichosporon spp. (Cornara et al. 2017).

Autres Activités

Le pollen d’abeille a un large spectre d’effets pharmacologiques et constitue un domaine
prometteur pour les chercheurs intéresses par les effets thérapeutiques des produits naturels, en
particulier les produits de la ruche. La riche composition en probiotiques, proteéines, macro et
micronutriments du pollen d’abeille a été lice a son effet positif sur le développement
morphologique (épaisseur de 1’épithélium) et le fonctionnement (absorption) de I’intestin gréle,
conduisant au bon fonctionnement du tractus gastro-intestinal. Le pollen d’abeille exerce
d’autres activités biologiques a savoir, [’activit¢ antivirale, anti-inflammatoire,

immunostimulante, antiallergique, hypoglycémiante (Ousaaid et al., 2023).
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CHAPITRE 2 : LES EMBALLAGES ALIMENTAIRES

Terminologie, niveaux et fonctions

Terminologie

Le terme emballage vient du mot emballer. 1l est souvent formé de multiples composantes
de formes, de fonctions et de matériaux différents afin de répondre a des besoins
complémentaires pour un produit déterminé. Plus particulierement, I’emballage alimentaire,
destiné aux produits sensibles et périssables, ne doit pas présenter un risque pour la santé
humaine et doit étre compatible avec la nature du produit, sa forme physique, sa protection et

sa dégradation causée par différentes causes biologiques ou chimiques (Anonyme 1).

Niveaux

¢ Emballage primaire (une boite métallique, une bouteille en verre, un sachet ou une
pochette en plastique) : c’est le plus important car il est en contact direct avec le produit. Il
constitue la principale barriere de protection.

¢+ Emballage secondaire : regroupe divers emballages primaires selon son type et sa taille.
Par exemple, une pochette en plastique peut contenir des bonbons ou des biscuits emballés
en dose unique.

¢ Emballage tertiaire : également appelé emballage de transport, est composé d’un certain
nombre d’emballages secondaires qui facilitent le commerce national et international
(palette, sangles, ... etc.).

¢ Emballage quaternaire : facilite la manutention des emballages tertiaires (Frédéric et al. 2022).

Fonctions
Le tableau suivant récapitule le role de I’emballage alimentaire

Tableau 2. Les roles de I’emballage alimentaire (Anonyme 1).

Role technique Role marketing Intervenants
Contenir ~ Vendre | Fabricants
Préserver Communiquer Transformateurs

Transporter Motiver Détaillants/Grossistes
Utiliser Informer Consommateurs
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Packaging, I'inévitable défis des industries agro-alimentaires

Devant un pareil défi environnemental, ce n’est pas seulement 1’agriculture qui doit
s’adapter mais aussi toutes les autres industries. Parmi les plus importantes, vu la masse
populaire qu'elle touche, est I’industrie agroalimentaire. En plus de donner un produit au gott
du consommateur, elle doit réduire ses déchets et choisir I’emballage le plus écologique
possible. Ce n’est pas une mince affaire surtout lorsque ’on sait que le marché mondial de
I’emballage est en croissance annuelle de 3,5% par an jusqu’en 2020, avec des ventes qui
atteindront les 997 milliards de dollars en 2020. Elle doit faire preuve d’une extréme ingéniosité

et d’une treés grande créativité pour allier tous les bénéfices (Cherif et al., 2016).

Les déchets d’emballage : un probléme environnemental mondial

Les emballages utilisés sont les principaux déchets dans le monde créant des problémes
sanitaires et environnementaux. La gestion des déchets représente un énorme défi au niveau
mondial que nationale. Elle fait face a de multiples obstacles tels que : I’insuffisance de moyens

financiers et économiques, la défaillance des services de contréle, ... etc (Imane et al, 2020).

Tendances actuelles en matiére de bio-emballages alimentaire

L’industrie agroalimentaire a développé de nouvelles technologies pour la détection et
I’identification des agents pathogénes dangereux et des réglementations concernant la culture,
le transport et ’emballage des aliments. Des emballages biodégradables actifs sont en cours de
développement a partir de biopolymeres biodégradables qui peuvent résoudre les problémes
environnementaux causés par les matériaux a base de pétrole (plastiques), ainsi qu’améliorer la
durée de conservation, la qualité, le profil nutritionnel et la sécurité des aliments emballés.

(Science de l'alimentation, 2022).

Emballage conventionnel

Les emballages traditionnels continuent d’étre largement utilisés dans de nombreux
produits et industries, en particulier dans 1’industrie alimentaire. L’emballage a un impact
significatif sur les consommateurs, en particulier lors de 1’achat de denrées alimentaires. Lors
de la conception de I’emballage, la couleur, la forme, le matériau et la taille sont prioritaires par
rapport aux autres caractéristiques du produit, influencant la fagon dont les consommateurs

percoivent un produit (Luk et al., 2022).
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Emballage biodégradable

Un emballage biodégradable est tout type d’emballage qui peut étre décomposé par des
processus naturels. L utilisation d’emballages biodégradables présente de nombreux avantages.
D’abord, c’est une barriére contre les gaz, I’humidité, la poussiére ou la lumicre, mais
I’emballage conventionnel n’est pas totalement efficace pour empécher la détérioration des
produits alimentaires par des réactions chimiques ou biologiques. Ensuite, il est écologique car
il n’utilise pas de ressources non renouvelables, contrairement aux plastiques conventionnels a
base de pétrole. Enfin, les emballages biodégradables sont également bénéfiques pour
I’environnement car ils réduisent la quantité de déchets dans les décharges, les océans, les

riviéres et d’autres (Mangaraj et al., 2019).

Emballages comestibles

Des films comestibles pourraient convenir comme alternatives d’emballage en raison de
leurs capacités a empécher le transfert d’humidité, d’oxygene et d’ardmes (Mostafavi and
Zaeim, 2020). De nos jours, les films comestibles sont devenus de plus en plus populaires et

sont considérés a la pointe de 1’industrie alimentaire (Bizymis et al., 2021).

Emballage intelligent

Le terme « emballage intelligent » décrit un type d’emballage qui utilise la technologie
pour réagir de maniere prédéterminée aux changements du systeme, tels que la qualité, la

sécurité ou la maturité des aliments a I’intérieur (Alizadeh et al., 2019).

Emballage actif

Les emballages actifs sont définis comme étant destinés a prolonger la durée de
conservation ou a maintenir ou améliorer 1’état de denrées alimentaires emballées. Ils sont
congus de facon a comprendre délibérément des constituants qui libérent ou absorbent des
substances dans les denrées alimentaires emballées ou dans I’environnement des denrées
alimentaires (Nathalie et al., 2017). Dans la gamme des emballages actifs, nous pouvons
distinguer deux catégories : les absorbeurs : ont pour objectif de retirer les éléments indésirables
qui viendraient nuire a la qualité du produit contenu et les relargueurs d’additifs : permet
d’ajouter, d’introduire des éléments bénéfiques a I’ensemble clos (Anonyme 1). Les emballages
actifs peuvent contenir diverses molécules actives telles que des antimicrobiens, des
antioxydants et méme des colorants et des agents nutritionnels, qui peuvent étre émises par

I’emballage dans les aliments pendant le temps de stockage (Brahim et al., 2021).
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Matériaux d’emballage

Les emballages des produits alimentaires sont fabriqués a partir de quatre matériaux
principaux, a savoir le plastique (37%), le carton (34%), le verre (11%) et les métaux
(@luminium et acier) (6%), ainsi que 10% d’autres matériaux (bois, cires, liéges ...),
respectivement, selon leur répartition en volume de production. Ces matériaux ont pour but
d’assurer la protection et la conservation du produit, le stockage, la vente et le transport des
denrées alimentaires, ainsi que la communication et le marketing liés a la marque et a la

réglementation concernant 1’étiquetage et la tragabilité (Pocas et al., 2018).

6,1%

6,7% « Plastigues
= Papier-Carton
= Métal

Verre

= Bois

Figure 1. Utilisation mondiale des matériaux d’emballage.

Techniques de production

Le procédé de fabrication varie selon le type d’emballage :

¢  L’injection : adaptée a la fabrication en grande série.
¢ Lethermoformage : adapté a la production de moyenne séries.

¢ L’extrusion : utilisée pour des tres grandes séries comme pour des petites séries sur mesure.
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CHAPITRE 3. MATERIEL ET METHODES

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de nutrition, du département des sciences
alimentaires de faculté des sciences de la nature et de la vie et le laboratoire de recherche

Biomathématiques, Biochimie, Biophysique et Scientométrie de 1I’Université de Bejaia.

MATERIEL BIOLOGIQUE

Le pollen d’abeille, de source polyflorale, avait déja été¢ séchés, traités et emballés
commercialement, et aucun autre traitement n’a été entrepris avant leur analyse. Pour obtenir
un échantillon homogene, les grains de pollen bruts ont été broyés a I’aide d’un broyeur

commercial et tamisés a travers un tamis de 250 pum, puis reconditionnés a 4 °C.

Figure 2. Pollen d’abeille polyflorale.

PROPRIETES TECHNO-FONCTIONNELLES DU POLLEN D’ABEILLE

Les propriétés techno-fonctionnelles du pollen d’abeille ont été déterminées selon la

méthode décrite par Mateos-Aparicio et al. (2010).

Capacité de gonflement

Un echantillon de 250 mg a été pesé dans une eéprouvette graduée de 10 mL (graduations
de 0,1 mL) avec 5 mL d’eau distillée. Ensuite, il a été agité doucement pour éliminer les bulles
d’air piégées et laissé sur une surface plane a température ambiante pendant une nuit pour
permettre a 1’échantillon de se déposer. Enfin, le volume (mL) occupé par 1’échantillon a été
mesuré et la capacité de gonflement a été exprimé en mL par g d’échantillon sec (my). Le
volume final aprés hydratation a 4 °C pendant 24 h a été enregistré comme V et elle a été calculé
comme sulit :

Capacité de gonflement (mL/g) = V/m; @)
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Capacité de rétention d’eau (CRE)

Quinze millilitres d’eau distillée ont été ajoutés a 250 mg d’échantillon dans un tube a
centrifuger de 50 mL. L’échantillon a été agité et laissé a température ambiante pendant 1 h.
Apreés centrifugation a 8000 tr/min pendant 10 min, le surnageant a été jeté, le résidu a été pesé
et la CRE a été calculé en gramme d’eau par gramme d’échantillon sec. La masse de
I’échantillon aprés 18 h d’hydratation a été enregistrée comme My, et la masse du résidu apres

séchage (80 °C) a été enregistrée comme M2. La CRH a été calculé comme suit :
CRE (9/9) = (M1- M2) / My (2)

Capacité de rétention d’huile (CRH)

Le méme protocole que ci-dessus a été suivi, mais en utilisant de ’huile d’olive vierge au
lieu de I’eau. La CRH a été exprimé en gramme d’huile retenue par gramme d’échantillon sec.
La masse de 1’échantillon a été enregistrée en m1, et la masse du résidu de surnageant d’huile
rejeté apres centrifugation (8000 tr/min pendant 10 min) a été enregistrée en m,. La CRH a été

calculé comme suit :

CRH (g/g) = (m1- m2) / m1 3)

PROPRIETES PHYTOCHIMIQUES DU POLLEN D’ABEILLE
Teneur en composés phénoliques

Extraction des composés phénoliques

Deux grammes d’échantillon de pollen d’abeille ont été mélangés avec 40 mL d’éthanol
a80% dans un ballon a fond rond, et I’extraction a été effectuée a une puissance de micro-ondes
de 200 W pendant 10 min. Aprés extraction, les extraits ont été filtrés, évaporés a 40°C et

conservés jusqu’au analyses ultérieures.

Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques a été déterminé comme décrit par Georgé et al.
(2005). 500 pL de I’extrait ont été ajoutés a 2,5 mL de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois). Aprés 5
min, 2 mL de carbonate de sodium (75 g/L) ont été ajoutés. Le mélange a été incubé a 50 °C
pendant 15 minutes et I’absorbance a €t¢ mesurée a 760 nm. La concentration en composés
phénoliques a été déterminée par référence a la courbe d’étalonnage faite avec 1’acide gallique

et exprimée en mg d’acide gallique équivalent pour g de matiere seéche (mg EAG/g MS).
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Teneur en flavonoides

Selon le protocole décrit par Al et al. (2009), 1 mL d’extrait a été mélangé avec 0,3 mL
de nitrite de sodium a 5% (p/v). Aprés 5 minutes, 0,3 mL de chlorure d’aluminium a 10% (p/v)
a été ajouté. Six minutes plus tard, 2 mL d’hydroxyde de sodium a 4% (p/v) ont été ajoutés.

L’absorbance a été mesurée a 510 nm et les résultats ont été exprimés en mg EQ/g MS.

Teneur en flavonols

La teneur en flavonols a été quantifiée selon la méthode décrite par Miguel et al. (2010).
Bri¢vement, a 50 pL d’échantillon, 200 uL d’AlCls (2%) ont été ajouté. Aprés 1 heure.

L’absorbance a été mesurée a 420 nm, et les résultats ont été exprimés en mg EQ/g MS.

Teneur en proanthocyanidines

Le dosage des proanthocyanidines a été déterminé par la méthode du HCL/Butanol
comme décrit par Maksimovic et al. (2005). Une quantité de 500 pl d’extrait de pollen été
mélangée avec 2 mL du réactif (HCL/butanol). Aprés 1 heure d’incubation au bain-marie a 95
°C, I’absorbance été lue a 530 nm. Les concentrations en proanthocyanidines ont été exprimées

en mg équivalents de querticine par g du pollen (mg EC/g MS).

Teneur en caroténoides

L’extraction des caroténoides a été réalisée comme précédemment rapporté par Boussaid
et al. (2018). 1 g d’échantillon a été agité vigoureusement avec 10 mL d’un mélange hexane-
acétone (6:4) pendant 10 min a température ambiante et a ensuite été filtré. L’absorbance du
filtrat a été mesurée a 450 nm par rapport a un blanc. Le béta-caroténe a été utilisé pour la
courbe d’étalonnage. Ainsi, la teneur totale en caroténoides a été exprimée en mg d’équivalents

R-caroténe (mg R-caroténe/g de MS).

ACTIVITE ANTIOXYDANTE DU POLLEN D’ABEILLE

Cinq méthodes ont été utilisées pour dévoiler I’activité antiradicalaire et antioxydante de
I’échantillon de pollen d’abeille : ’activité antiradicalaire contre le radical 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle (DPPHe), I’activité antiradicalaire contre le radical cationique 2,2'-azino-bis(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTSe"), le pouvoir réducteur, le test phosphomolybdate
et D’effet scavenger du radical hydroxyle (OH). Tous les dosages ont été déterminés par

spectrophotométrie UV/Vis.
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Activité antiradicalaire DPPH

La capacité de I’extrait a piéger le radical libre DPPH a été déterminé par la méthode de
Milardovic et al. (2006). 100 pL d’échantillon ont ét¢ mélangés avec 2,9 mL de DPPH dans le
méthanol (6.10°M). Aprés 30 min d’incubation dans I’obscurité a température ambiante,
I’absorbance a ¢ét¢ mesurée a 515 nm. La valeur de IC50 a été déterminée, et le pourcentage

d’activité de piégeage a été calculé selon 1’équation suivante :
DPPH (%) = [(Acont - Aext) / Acont] x 100 (4)
Ou : Acont = absorbance du contréle aprés 30 min et Aext = absorbance de 1’extrait.

Activité antiradicalaire ABTS

Le piégeage radicalaire ABTS de I’extrait phénolique du pollen a été mesuré en utilisant la
méthode donnée par Re et al. (1999). Les cations radicalaires ABTS (ABTS+) ont été formés en
faisant réagir une solution aqueuse d’ABTS (7 mM) avec une solution aqueuse de persulfate de
potassium (2,45 mM). Le mélange a été laissé dans 1’obscurité a température ambiante pendant
12-16 h avant utilisation et ensuite dilué avec de ’eau distillée pour obtenir une absorbance de
0,700+£0,005 a 734 nm. 30 pL de I’échantillon ajouté a 3 mL de la solution radicalaire ABTS ont
été laissé a température ambiante pendant 6 minutes et 1’absorbance a été enregistrée
immédiatement a 734 nm. La valeur de IC50 a été déterminée, et le pourcentage d’activité de

piégeage a été calculé selon I’équation suivante :
ABTS (%) = [(Acont - Aext) /Acont] X 100 (5)
Ou : Acont = absorbance du contréle apres 6 min et Aext= absorbance de I’extrait.

Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur a été déterminé selon la méthode d’Oyaizu, (1986). L’extrait (1 mL)
a été mélangé avec 2,5 ml de 200 mmol/L de tampon phosphate de sodium (pH 6,6) et 2,5 mL de
ferricyanure de potassium a 1%. Le mélange a été incubé a 50 °C pendant 20 minutes. Apreés avoir
ajouté 2,5 mL d’acide trichloroacétique a 10% (p/v), le mélange a été centrifugé a 650 tr/min
pendant 10 minutes. La couche supérieure (5 mL) a été mélangée avec 5 mL d’eau distillée et 1
mL de chlorure ferrique a 0,1%, et I’absorbance a été mesurée & 700 nm. Les essais ont été réalisés
en triple et les résultats ont été exprimés en milligrammes d’équivalent acide ascorbique par

gramme de pollen (mg EAA/g MS).

UNIVERSITE A. MIRA DE BEJAIA | 2022-2023



CHAPITRE 3. MATERIEL ET METHODES BIOTECHNOLOGIE MICROBIENNE

Test de phosphomolybdate

L’activité antioxydante totale de 1’échantillon de pollen d’abeille a été évaluée par la
méthode au phosphomolybdate comme décrit par Prieto et al. (1999). 1 mL de solution de
réactifs (acide sulfurique 6 M, phosphate de sodium 28 mM et molybdate d’ammonium 4 mM)
a été ajouté a 25 pL d’extrait éthanolique de pollen d’abeille et le mélange a été incubé pendant
90 min dans un bain-marie a 95 °C. Ensuite, 1’absorbance a été lue a 695 nm et ’acide
ascorbique a été utilisé comme standard pour la courbe. Les résultats ont été exprimés en

milligramme d’équivalent acide ascorbique par gramme d’échantillon (mg EAA/g MS).

Pouvoir scavenger du radical hydroxyle

L’activité scavenger des radicaux OH par I’extrait phénolique de pollen a été evaluée par
la méthode de Rajamanikandan et al. (2011). Un volume de 0,5 mL de FeSO4 (1,5 mM) et 0,35
mL de H202 (6 mM) plus 0,15 mL de salicylate de sodium (20 mM) ont été ajoutés a 0,5 mL
d’extrait. Aprés vortex, les échantillons ont été incubés 1 heure a 37 °C dans un bain-marie,
puis centrifugés pendant 3 min a 3 000 tours/min. L’absorbance a été ensuite mesurée a 562
nm. Le pourcentage de I’inhibition de 1’oxydation du radical OH, correspondant a 1’effet

scavenger des extraits a été calculé selon 1’équation suivante :
Inhibition (%) = (Ao- At) / Ao x 100 (6)

Ou : Agest I’absorbance du contrdle sans I’extrait et At est 1’absorbance du test avec 1’extrait.

OPTIMISATION DE LA PREPARATION DE L’EMBALLAGE ACTIF BIODEGRADABLE

L’étude du modele de régression par la méthodologie de la surface de réponse (RSM) a
été réalisée avec le logiciel IMP (Version 22, SAS, Cary, NC, USA). Un plan de Box-Behnken
a trois niveaux pour chaque variable indépendante a trois répétitions de points centraux a été
utilisé pour 1’étude. Quinze formulations d’emballage ont été réalisés pour étudier les effets
individuels et interactifs de trois variables indépendantes, a savoir, Xi-concentration de 1’extrait
phenolique (%), Xo-température de conservation (°C) et Xs-temps de conservation (jour), sur
les propriétés de la viande, Yi-pH et Yo-teneur en eau (%) pour obtenir la meilleure
combinaison optimale. Dans le processus d’optimisation de la formulation du revétement, les
variables de réponse ont été liées a des variables indépendantes par une équation polynomiale
du second ordre (Eq. 7).

k k—1 k k
Y= /f,,;/;,-x,- IZ 3 BiXiX; + ;/;i,. 2 ©)

=1 i=
i<j
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Ou : X, variables indépendantes ; bo, interception ; b, bii, bij, coefficients de régression, linéaire,

quadratique et termes d’interaction ; k, nombre de variables. Le logiciel JMP a également été
utilisé pour développer les équations du modele, pour représenter graphiquement les courbes
3D des réponses, ainsi que pour prédire les conditions optimales des variables indépendantes.

Ainsi, la fonction contenant ces trois variables indépendantes s’exprime comme suit :

Y =f, + fix1 + Prxa + faxs + froxixg + fxx
+ Payxax; + l‘fn»‘% T ﬁzr"g T .“J'z:si’% (@)

La teneur en eau de la viande a été déterminée par séchage a 105 °C dans une étuve
jusqu’a la stabilisation du poids. Cinq grammes de chaque échantillon ont ét¢ homogénéisés
avec 50 ml d’eau distillée (1:10, p/v) puis filtrés et le pH a été mesuré a ’aide d'un pH-métre
(Dghais et al., 2023).

EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE
Souches microbiennes et conditions de croissance

L’extrait de pollen d’abeille a été évalué pour ses activités antimicrobiennes in vitro. Au
total, 12 bactéries pathogénes ont été testés, dont 6 souches bactériennes a Gram positif et 6

souches bactériennes & Gram négatif (tableau 3).

Tableau 3. Les souches cibles.

‘ Souches ‘ Gram ‘
S1 Bacillus cereus Gram*
So Enterococcus faecalis Gram*
Ss3 Staphylococcus sp Gram*
Sa Bacillus subtilus Gram*
Ss Staphylococcus aureus résistante a Gram*
la méticilline
Sé Staphylococcus aureus Gram?*
S7 Escherichia coli Gram-
Ss Acénitobacter Gram’
So Pseudomonas aeroginosa Gram’
S10 Pseudomonas sp Gram”
S11 Enterobacter sp Gram’
S12 Klebsiella pneumonie Gram’
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Les bactéries a testées ont été cultivées sur des boites de Pétri contenant le milieu gélose

nutritive et incubées a 37 °C pendant 18 a 24 h.

Standardisation des souches et préparation de 'inoculum bactérien

A partir des boites cultivées, I’inoculum bactérien a été préparé dans 3 ml de I’eau
physiologique) sous agitation (200 tr/min) pendant 24 h a 37 °C. La densité optique lue a 625
nm variait de 0,080 a 0,100 ; une densité équivalente a 10° UFC/m.

Evaluation de ’activité antimicrobienne du pollen d’abeille

L’activité antibactérienne de 1’extrait de pollen a été détectée par le test de diffusion en
milieu gélosé, par la méthode des disques, comme décrit par Ben Hsouna et al. (2011). Cette
méthode consiste a inoculée sur la surface des plaques de gélose Muller Hinton déja solidifie,
100 pL d’une suspension bactérienne fraichement préparée et ajustée a 10’ UFC/mL, a I’aide
d’un écouvillon stérile. Cependant, les levures ont été ensemencées a la surface de la gélose
Muller Hinton. Des disques en papier wattman de 6 mm de diameétre, ont été alors placés en
surface de la gélose, puis recevront 20 pL chacun des différentes concentrations de 1’extrait de
pollen a tester. Un contrdle négatif a été réalisé simultanément avec le diméthylsulfoxyde
(DMSO) (20 pL). Aprés cela, les boites ont été mises dans le réfrigerateur a 4 °C pendant 2
heures pour faciliter la diffusion des extraits dans la gélose, puis incubée a 37 °C pendant 24
h. La lecture des résultats a été faite par la mesure du diametre des zones d’inhibitions autour

des disques.
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CHAPITRE 4. RESULTATS ET DISCUSSION

PROPRIETES TECHNO-FONCTIONNELLES

Les proprietés techno-fonctionnelles affectent directement ou indirectement la qualité
des aliments et favorise leur acceptation et leur utilisation dans les formulations alimentaires
(Singh et al. 2022). En raison de son effet sur la qualité des produits, la capacité de rétention
d’ecau (CRE) est économiquement une étape importante a valider par les industries alimentaires,
cosmétiques et nutraceutiques (Laaroussi et al. 2023). L’échantillon de pollen d’abeille analysé
a montré une valeur de 0,30+0,08 g/g (tableau 4). Cette valeur est inférieure de celles
enregistrées pour vingt-six échantillons préleves dans différentes zones (0,92-2,25 g/g) (Kostic
et al., 2015) et proche de celles rapportée par Thakur et Nanda (2020) pour trente-cing
¢chantillons de pollen d’abeilles ou la CRE oscillait de 0,47 a 0,72 g/g, Ces différences
pourraient étre dues a un certain nombre de facteurs qui influencent 1’absorption d’eau tels que
les sucres chargés et non chargés, la composition et la conformation des protéines, en particulier
les protéines insolubles contenant des parties hydrophiles, des lipides polaires et des minéraux
qui jouent un role crucial dans le processus d’absorption d’cau (Kostic, et al., 2020).

Tableau 4. Propriétés techno-fonctionnelles du pollen d’abeille.

Propriétés techno-fonctionnelles

Test Valeur
Capacité de rétention d’eau (g/g) 0,30 £ 0,08
Capacité de rétention d’huile (g/g) 0,88 + 0,03
Indice d’adsorption eau/huile 0,41+£0,01
Capacité de gonflement (mL/qg) 2,40 £ 0,00

La capacité¢ de rétention d’huile (CRH) de plusieurs produits alimentaires dépend
principalement de leur capacité a piéger physiquement 1’huile par un processus complexe
d’attraction capillaire. Cette caractéristique est fortement dépendante de la présence de portions
hydrophobes de composés insolubles (Laaroussi et al. 2023). Le pollen d’abeille analysé a
montré une capacité de rétention d’huile de 0,88+0,03 g/g (tableau 1). Cette valeur se rapproche
de la limite inférieure de la fourchette des résultats rapportées par Kosti¢ et al. (2015) (1-3,53
g/g), cependant qu’elle est inférieure aux valeurs rapportées par Thakur et Nanda (2019) (1,31—
2,13 g/g). Une excellente capacité d’absorption d’huile du pollen d’abeille a déja été observée
et attribuée au polymere complexe sporopollénine, composant majeur de I’exine de pollen, a la
présence de parties hydrophobes de protéines ou d’autres composants insolubles (Kosti¢ et al.,

2020 ; Thakur et Nanda, 2019).
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L’indice d’adsorption eau/huile de 1’échantillon de pollen est de 0,41+0,01. Cette valeur
est conforme aux données de la littérature pour les échantillons de pollen d’origine différentes
(Kosti¢ et al., 2020 ; Laaroussi et al. 2023 ; Thakur et Nanda, 2019), démontrant lesmeilleures

caractéristiques lipophiles qu’hydrophiles du pollen collecte.

La capacité de gonflement du pollen d’abeille analysé égale a 2,40+0,00 mL/g. 1l existe
une forte correélation entre la capacité de gonflement et I’indice d’absorption d’cau des produits
alimentaires (Singh et al. 2022). La capacite de gonflement dépend de la teneur en
amylopectine, donc plus la teneur en amylopectine est faible, plus la capacité de gonflement
sera faible. La teneur en amidon est responsable de 1’augmentation de 1’absorption d’eau et de

I’amélioration du pouvoir gonflant (Mokhtar et al., 2022).

ANALYSE DES COMPOSES PHYTOCHIMIQUES

Dans les plantes, les molécules bioactives sont produites en tant que métabolites
secondaires impliqués dans la défense contre les agents pathogenes, les parasites et la lumiere
ultra-violet (UV). De plus, ces composés bioactifs peuvent protéger contre les especes réactives
de I'oxygene et de 1’azote, montrant de bonnes activités antioxydantes et de piégeage des
radicaux, avec plusieurs propriétés thérapeutiques (Bhaswant et al., 2023 ; Chiellini et al., 2022
Nieri et al., 2023). La composition phytochimique des échantillons de pollen, en particulier le
type et la quantité de ses composés bioactifs, dépend de 1’origine géographique et botanique,
des caractéristiques du sol, des conditions climatiques et des activités de I’apiculteur (Gabriele
etal., 2021 ; Kafantaris et al., 2021). L’échantillon ici analysé a été évalué pour la teneur totale
en polyphénols, flavonoides, flavanols, proanthocyanidines et caroténoides. Les résultats

obtenus sont répertoriés dans le tableau 5.

Les composés phénoliques sont I’une des classes moléculaires les plus représentatives
dans le pollen apicole (Aylanc et al., 2023 ; Rodriguez-Flores et al., 2023). L’extrait phénolique
du pollen d’abeille contenait 6,53+0,29 mg EAG/g MS. Le présent résultat concordait avec les
données de la littérature faisant état de valeurs comprises entre environ 5 et 213,2 mg GAE/g
(Martinello et al., 2021 ; Alimoglu et al., 2021 ; Araujo et al., 2017 ; Ares et al., 2018 ; Araujo et
al., 2017 ; Barbieri et al., 2020). Cette gamme suggeére une grande variabilité, probablement liée
aux differentes origines botaniques et géographiques de tous les échantillons analysés. En
particulier, la teneur totale en polyphénols de notre échantillon est similaire a celle des autres
pollens d’abeilles, principalement ceux préalablement analysés par (Barbieri et al., 2020 ; Mutlu

etal., 2023).
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Tableau 5. Profil phytochimique et activité antioxydante de 1’extrait phénolique du pollen d’abeille.

Profil phytochimique

Test Valeur

Composés phénoliques (mg EAG/g MS) 6,53 £ 0,29
Flavonoides (mg EQ/g MS) 1,89 + 0,00
Flavonols (mg EQ/g MS) 0,23 £ 0,00
Proanthocyanidines (mg EAG/g MS) 0,46 + 0,04
Caroténoides (mg EC/g MS) 0,49+0,01
- Tet | vaeur
ABTS (IC50) (mg/mL d’extrait) 1,28 + 0,02
DPPH (IC50) (mg/mL d’extrait) 9,55 +0,05
Pouvoir réducteur (mg EAG/g MS) 0,04 £0,01
Test phosphomolybdate (mg EAG/g MS) 0,65 +0,01
Effet scavenger du radical hydroxyle (IC50) 8,51 £ 0,09
(ng/mL d’extrait)

Lateneur en flavonoides de I’échantillon analysé, 1,89+0,00 mg EQ/g MS, est en accord
avec certaines données de la littérature avec des valeurs comprises entre 0,30 et 79,21 mg QE/g
(Alimoglu et al., 2021 ; Araujo et al., 2017 ; Gercek et al., 2021 ; De-Melo et al., 2018 ; Ketkar
etal., 2014). Les échantillons de pollen d’abeilles analysés par Gercek et al. (2021), avaient une
teneur moyenne en flavonoides de 79,21 mg EQ/g, supérieure a la nétre (tableau 5). Ce dernier,
en revanche, contenait une teneur plus élevée en flavonoides que quelques types de pollen
d’abeille analysés par Mutlu et al. (2023). Les flavonols sont présent dans le pollen d’abeille
analysé a raison de 0,23£0,00 mg EQ/g MS, ce résultat est inférieur a ceux détectés dans les
pollens d’abeille analysés par Gabriele et al. (2015) avec des valeurs allant de 2,52+0,14 a
4,93+0,05 mg QE/g. Les proanthocyanidines font partie des pigments responsables de la
coloration violette, rouge et bleue des fruits, des légumes et des fleurs. La teneur en
proanthocyanidines détectée dans notre échantillon 0,46+0,04 mg EQ/g MS est comparable a
celle rapportée par Sahin et al. (2019) (0.86+0.00 mg CE/qg).

Les caroténoides sont des pigments végetaux responsables, avec les flavonoides, de la
couleur jaune/orange caractéristique du pollen d’abeille (Gardana et al., 2018). Les caroténoides
peuvent réduire les radicaux libres et protéger contre la peroxydation des lipides (Rzepecka-
Stojko et al., 2015). En effet, dans dix variétés de pollens d’abeilles du Brésil, les caroténoides

étaient présents a 1’état de trace jusqu’a 451,5 pg/g. En particulier, la teneur en caroténoides de
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Bananeira (15,85 pg/g) et les pollens d’abeilles de Pyririca Branca (12,38 ug/g), qui étaient

inférieures a celle obtenus pour notre échantillon 0,49+0,01 mg B-carotene/g MS. Selon la
littérature, la teneur moyenne en caroténoides déterminée dans différents pollens d’abeilles se
situe dans une fourchette comprise entre 1,38 et 425,32 pg/g (Almeida-Muradian et al., 2005)
(Mirgaoan et al., 2014). Par rapport a d’autres pays, la teneur en caroténoides du pollen
d’abeille colombien (503,6-2149,0 mg de B-caroténe/kg BP) dépassait celle du pollen d’abeille
d’Espagne (12,41 mg/kg) (Dominguez-Valhondo et al., 2011), d’Allemagne (8,78 mg/kg)
(Schulte et al., 2009), Slovaquie occidentale (223,10-261,33 mg/kg) (Fatrcova-Sramkova et al.,
2016 ), Chili (2,8-50,2 mg/kg) (Velasquez et al., 2017) et Chine (271,6 mg/kg) (Xu et al., 2011).

ACTIVITES ANTIOXYDANTE IN VITRO

Le pollen d’abeille peut étre considéré comme un aliment fonctionnel en raison de son
riche profil phytochimique et de ses excellentes propriétés nutraceutiques, capables d’exercer
des effets bénéfiques sur la santé humaine. En effet, le pollen d’abeille est utilisé depuis des
années comme complément alimentaire en raison de ses molécules antioxydantes (Alshallash
et al., 2023). A ce jour, plusieurs méthodes ont été développées pour évaluer les propriétés
antioxydantes in vitro. En effet, un extrait est un mélange de plusieurs composés ayant des
capacités différentes a terminer des processus radicalaires en chaine pour lesquels plus d’un test

est nécessaire pour déterminer sa capacité antioxydante (Goncalves et al., 2021).

Dans ce travail, nous avons étudié¢ la capacité antioxydante et I’activité de piégeagedes
radicaux libres in vitro de I’extrait phénolique du pollen d’abeille, a 1’aide de cinq dosages
chimiques, notamment, le I’ABTS (IC50), le DPPH (IC50), le pouvoir réducteur, le test de
phosphomolybdate et I’effet scarvengeur du radical hydroxyle (tableau 5), qui couvrent
plusieurs mécanismes d’action. A une valeur IC50 de 1,28 * 0,02 mg/mL d’extrait fournissant
50% d'inhibition des radicaux ABTSe. Comme indiqué dans la littérature, les échantillons de
pollen d’abeille montrent généralement des valeurs IC50 plus ¢€levées, allant de 0,91 a 5,73
mg/mL d’extrait, confirmant une bonne capacité de piégeage des radicaux de notre échantillon
(Aradjo et al., 2017 ; Asmae et al., 2021 ; Lopes et al., 2020). D’autre part, la capacité denotre
¢chantillon de pollen d’abeille a inhiber 50% des radicaux organiques DPPHe en solution a été
rapportée dans le tableau 5 comme IC50, correspondant a 9,55 + 0,05 mg/mL d’extrait.
Généralement, pour le pollen d’abeille, la plage des valeurs IC50 rapportées dans la littérature
est de 0,01 a 7,99 mg/mL, et la valeur IC50 obtenue pour notre échantillon est comparable aux

autres pollens décrits, indiquant une puissante capacité a inhiber les radicaux DPPHe+ (Araujo
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etal., 2017 ; Asmae et al., 2021 ; Lopes et al., 2020 ; Atsalakis et al., 2017 ; Saral et al., 2019 ;
Asmae et al., 2021 ; Lopes et al., 2020 ; Atsalakis et al., 2017 ; Saral et al., 2019).

Le résultat du test phosphomolybdate, 0,65 + 0,01 mg EAG/g MS, de I’extrait
phénolique du pollen d’abeille est supérieur a celui du pollen d’abeille Algérien décrit par
Rebiai et al. (2012) avec une valeur de 0,10 mg EAG/g MS. Cependant que la valeur obtenue
pour le test du pouvoir réducteur, pour mesurer le potentiel de réduction (Fe3*—Fe?") des
composés bioactifs dans 1’échantillons de pollen d’abeille, correspondant a 0,04 + 0,01 mg
EAG/g MS, se situe dans la fourchette des valeurs obtenues par obtenues par (Laaroussi et al.,
2023). Enfin, I’effet scavengeur du radical hydroxyle de I’échantillon de pollen apicole a
¢galement été évaluée (IC50 = 8,51+0,09 pg/mL d’extrait). Cette valeur démontre la bonne
capacité de notre échantillon a inhiber le radical hydroxyle, exercant un effet antioxydant
important. Toutes ces méthodes donnent lieu a des résultats cohérents et, pour chacune, notre
¢échantillon de pollen d’abeille a montré une bonne activité antioxydante, une activité de

piégeage des radicaux libres et une capacité de chélation des métaux.

4 .4. PLAN DE SURFACE DE REPONSE

Le développement de I’emballage actif biodégradable a été réalisé sur la base du plan
d’experience de Box Behnken (BBD), adopté pour évaluer I’influence de 1’extrait phénolique
du pollen d’abeille en tant qu’ingrédient actif. La matrice de conception avec un total de 15
essais expérimentaux a été réalisés pour étudier les effets individuels et interactifs de trois
variables indépendantes, a savoir, Xi-concentration de I’extrait phénolique (%), X2-température
de conservation (°C) et Xs-temps de conservation (jour), sur les propriétés de la viande, Y1-pH
et Yo-teneur en eau (%), comme indiqué dans le tableau 6. Les criteres de sélection des
conditions de traitement, qui ont un impact significatif sur le développement des films, ont été

définis en tenant compte des valeurs rapportées dans la littérature et fixés par la reglementation.
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Tableau 6. Plan d’experiences de Box-Behnken avec des valeurs expérimentales et prédites

pour le pH et la teneur en eau de la viande.

Variables indépendantes

Variables dépendantes .
Niveau +1

Niveau -1 Niveau 0

Xi-Concentration de extrait (%) 8 (-1) 11,5 (0) 15 (+1)
Xa-Température (°C) 1(-1) 4 (0) 7(+1)
Xa-Temps (jour) 1(-1) 4 (0) 7(+1)

Valeurs

X1- Y- Valeurs
pH

(jour) Y1-pH Teneur en eau

Y2-Teneur

Point _ :
Concentration Température Temps

de P’extrait (%) (°C)

LR CD)) prévues : prévues : Ya-

1| 0+ 115 1 7 5,47 23,74 5,45 24,43
2 | —t0 8 7 4 5,25 34,81 5,24 35,27
3 | +0- 15 4 1 5,66 40,17 5,65 39,91
4 | —0 8 1 4 5,57 39,82 5,58 38,87
5 | —0- 8 4 1 5,46 38,65 5,45 38,87
6 | 000 115 4 4 5,63 39,24 5,61 39,57
7 | ++0 15 7 4 5,50 34,55 5,49 35,50
8 | 0+ 11,5 7 1 5,34 38,66 5,36 37,98
9 | -0+ 8 4 7 5,32 21,74 5,33 22,00
10 | +-0 15 1 4 5,65 40,09 5,66 39,63
11 | 0— 11,5 1 1 5,69 39,85 5,69 40,57
12 | 000 11,5 4 4 5,60 39,65 5,61 39,57
13 | O++ 115 7 7 5,29 20,01 5,29 19,29
14 | 000 11,5 4 4 5,59 39,81 5,61 39,57
15 | +0+ 15 4 7 5,46 22,17 5,47 21,95

Aprés qu’un modele polynomial quadratique a été ajusté a chaque réponse, son
optimisation simultanée a été effectuée en utilisant la technique de régression linéaire. Le
logiciel JIMP a été utilisé pour analyser les données et tracer les graphiques des propriétés de la
viande. La capacité d’augmenter la durée de conservation des produits carnés, tout en
maintenant leurs propriétés, est I’une des caractéristiques les plus importantes des films utilisés
dans les emballages. Elle est essentielle a la garantie de la durée de conservation du produit
emballé.

Le pH est un parametre de qualité de la viande, des valeurs faibles indiquent une
éventuelle altération du produit. Les résultats du pH des échantillons de viande variaient de 5,25
a 5,69 du premier jusqu’au septieéme jour de stockage (tableau 6). La concentration de I’extrait
phénolique du pollen d’abeille avait une influence positive sur cette propriété. Les valeurs les

plus élevés ont été observées lorsque de fortes concentrations étaient utilisées (11,5 et 15%).
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L’utilisation de d’extrait phénolique du pollen d’abeille comme ingrédient actif dans
I’¢laboration de 1I’emballage pourrait permettre un maintien et une stabilisation du pH des
échantillons, ce qui prolonge la durée de conservation de la viande. Les molécules bioactives
du pollen d’abeilles, qui devrait exercés un effet antioxydant et antimicrobien, sont responsables
de ce résultat, comme également rapporté par d’autres auteurs. Cependant que pour la teneur
en eau des échantillons de viande, qui variaient de 22,17 & 40,17%, ’effet inverse était observée
dans lequel une température et une durée de stockage plus élevés entrainaient des échantillons

de viande avec des teneurs en eau plus faibles (Figure 3).

Des surfaces de réponses tridimensionnelles (3D) ont été développée pour comprendre
I’effet d’interaction entre tous les facteurs en évaluant deux variables a la fois sur chaque
réponse. Les figures 3A et 3D montrent 1’effet interactif de la concentration de I’extrait
phénolique et la température de conservation sur le pH et la teneur en eau de la viande,
respectivement. Les surfaces de réponses des figures 3B et 3E montrent qu’une augmentation
de la concentration de I’extrait phénolique a stabilis¢ le pH de la viande, tandis qu’une
augmentation de la durée de stockage provogue une diminution de la teneur en eau des
¢chantillons. Les figures 3C et 3F montrent 1’effet interactif de la température et du temps de
conservation sur le pH la teneur en eau, respectivement. Une augmentation de ces deux

parameétres engendre une diminution de la teneur en eau de la viande.
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Figure 3. Surfaces de réponses tridimensionnelles (3D).
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L’analyse de la variance (ANOVA) du modéle quadratique de surface de réponse pour

I’emballage actif biodégradable est présentée dans le tableau 7.

Tableau 7. Analyse de la variance (ANOVA) pour le modele polynomial quadratique.

Source | Estimatio Degrés de liberté Somme des carrés Rapport F  Prob. >F

Modele 5,61 9 0,2908 83,21 <,0001*
Xi-Concentration de I’extrait (%) 0,08 1 0,0561 144,50 <,0001*
Xo-Température (°C) -0,13 1 0,1250 321,89 <,0001*
Xs-Temps (jour) -0,08 1 0,0456 119,78 0,0001*
X1*Xz2 0,04 1 0,0072 18,61 0,0076*
X1*X3 -0,02 1 0,0009 2,32 0,1884
X2*X3 0,04 1 0,0072 18,61 0,0076*
X1*X1 -0,04 1 0,0069 17,85 0,0083*
X2*X2 -0,07 1 0,0185 47,71 0,0010*
X3*Xs -0,09 1 0,0288 74,19 0,0003*
Défaut d’ajustement - 3 0,0011 0,83 0,59
Erreur pure - 2 0,0009 - -
Erreur totale - 5 0,0019 - -

RZ | 0,9934
R? ajusté | 0,9814
RMSE | 0,0197 - - - -

Y,-Tenneur en eau (%) ‘

Source | Estimatio Degrés de liberté Somme des carrés Rapport F Prob. > F

Modele 39,57 9 866,7367 104,4911 <,0001*
Xi-Concentration de I’extrait (%) 0,25 1 0,4802 0,5210 0,5027
Xo-Température (°C) -1,93 1 29,9151 32,4583 0,0023*
Xs-Temps (jour) -8,71 1 606,7386 658,3190 <,0001*
X1*Xa2 -0,13 1 0,0702 0,0762 0,7936
X1*Xs -0,27 1 0,2970 0,3223 0,5948
X2*X3 -0,64 1 1,6129 1,7500 0,2431
X1*X1 -1,07 1 4,1945 4,5510 0,0860
X2*Xa2 -1,18 1 5,1703 5,6098 0,0641
X3*X3 -7,82 1 225,6972 244,8843 <,0001*
Défaut d’ajustement - 3 4,4354 17,11 0,06
Erreur pure - 2 0,1729 - -
Erreur totale - 5 4,6082 - -
R? | 10,9947 - - - -
R? ajusté | 0,9851 - - - -
RMSE | 0,9600 - - - -
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Les résultats ont montré que le modéle était significatif & un niveau de confiance de 95%

(p <0,05). Cela indiquait que le modele quadratique pouvait expliquer un pourcentage élevé de
variabilité dans les données observées. Le tableau 7 montre également que la valeur F (94,9) et
le « Prob. > La valeur F du modele était inférieure a 0,05, ce qui indiquait que le modele était
significatif. La « valeur F du manque d'ajustement » de 0,006 indiquée dans le tableau 7
implique que le manque d'ajustement n’était pas significatif. Sur la base des résultats obtenus,
la valeur du coefficient de détermination (R?) était de 0,9925, ce qui était raisonnablement
proche de 1, donc acceptable. Cette valeur R? impliquait qu’environ 99,25 % des résultats
experimentaux pouvaient étre expliqués par le modele ajusté sur la gamme de facteurs testés.
Le R? prédit était en accord raisonnable avec le R? ajusté. La valeur R? ajustée est

particulierement utile lors de la comparaison de modeles avec un nombre différent de termes.

Les résultats de ’ANOVA ont démontré que le terme du modéle linéaire de la
concentration de I’extrait (X1) avait un effet significatif (p < 0,05) sur le pH (Y1) et la teneur en
eau de la viande (Y2). En outre, les termes quadratiques (X1 X2 et X2X3) pour la réponse Y1 ont
également montré un effet significatif (p<0,05) sur le modéle. L’équation du modéle obtenu a
été dérivée en utilisant le coefficient de régression sur les termes linéaires et d’interaction pour
s’adapter a un mod¢le de surface de réponse complete. Le meilleur modele explicatif selon

I’analyse de régression du mod¢le a été donné comme suit :

YpH=5,61+0,08X1-0,13X2-0,08X3+ 0,04X1X2-0,02X1X3+ 0,04X2X3 -
0,04X12- 0,07X22%- 0,09 X3°

YT1E= 39,57 +0,25X1-1,93X2-8,71X3- 0,13X1X2-0,27X1X3- 0,64X2X3
-1,07X1% - 1,18X5%- 7,82 X3?
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4.5. ACTIVITE ANTIBACTERIENNE IN VITRO

L’activité antibactérienne de D’extrait de pollen d’abeille, testée in vitro contre
différentes bactéries pathogeénes, sont présentées dans le tableau 8. Nous avons observé que les
diametres des zones d’inhibition pour les bactéries Gram positives variaient entre 11 et 18 mm
a la fin de la période d’incubation de 24 heures. De plus, pour les bactéries Gram négatives, il
a ¢té observé que les diametres des zones d’inhibition variaient entre 13 et 15 mm. Selon
I’analyse, parmi les bactéries testées, Bacillus cereus a été la plus sensible, et la sensibilité des
bactéries a diminué comme suit : Staphylococcus sp et Pseudomonas sp (15 mm) >
Pseudomonas aeroginosa (14 mm) > Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli et Enterobacter sp (13 mm) > Acénitobacter (12 mm) > Staphylococcus aureus
(11 mm), respectivement. Cepandant, aucun effet antibactérien n’a été observé sur quelques
bactéries testées, a savoir, Bacillus subtilus et Staphylococcus aureus résistante a la méticilline
du Gram positif et Klebsiella pneumonie du Gram négatif.

Tableau 8. Activité antibactérienne de 1’extrait de pollen d’abeille.

DIAMETRES DE LA ZONE D’INHIBITION (MM) TRANSCRIPTION SENSIBILITE DU GERME

=0 Résistant
0<8 - Non sensible
9<@<14 + Sensible
15<@ <19 ++ Trés sensible
@ > 20 +++ Extrémement sensible
ECHANTILLON ‘ SOUCHE SGRAM ZONE D’INHIBITION (MM)
S1 Bacillus cereus Gram* 18 (T)
S2 Enterococcus faecalis Gram* 13 (S)
S3 Staphylococcus sp Gram* 15 (T)
S4 Bacillus subtilus Gram* -
S5 Staphylococcus aureus Gram® R
G ré§i§t§1nte ala
meéticillne
Staphylococcus aureus Gram* 11(S)
S7 Escherichia coli Gram’ 13 (S)
S8 Acénitobacter Gram’ 12 (S)
S9 Pseudomonas aeroginosa Gram’ 14 (S)
S10 Pseudomonas sp Gram’ 15 (T)
S11 Enterobacter sp Gramr 13 (S)
S12 Klebsiella pneumonie Gram’ -
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Gercek et al. (2022) ont déclaré que les bactéries Gram positives étaient plus sensibles
a I’extrait de pollen apicole que les bactéries Gram négatives. Cependant, il convient de noter
que notre étude a obtenu des zones d’inhibition comparable a cette étude. Mohdaly et al. (2015)
ont étudié les propriétés antibactériennes des extraits de pollen. De méme, les extraits de pollen
se sont avérés efficaces contre les bactéries Gram positives et Gram négatives. Lorsque tous
ces résultats sont considerés ensemble, il devient clair que les résultats de cette étude sont
également cohérents avec les résultats obtenus dans notre étude. De plus, Cabrera et al. (2013)
ont déterminé 1’activité antimicrobienne de I’extrait de pollen. Ces chercheurs ont trouvé des
zones d’inhibition plus élevées pour les extraits de pollen par rapport a notre étude. En
conclusion, lorsque I’activité antibactérienne est considérée, les résultats de cette étude
indiquent que I’échantillon de pollen analysé a un effet inhibiteur contre les pathogénes
d’origine alimentaire a diverses concentrations. Comme on peut le voir, ces résultats sont tout

a fait cohérents avec ceux publiés precédemment dans la littérature et corroborent ceux-ci.

De nombreux chercheurs ont observé que I’activité antibactérienne des extraits de pollen
pouvait étre attribuée a la teneur élevée en composés phénoliques. Des exemples de ces
composés phénoliques comprennent les acides p-coumarique, caféique et ellagique, la
galangine, la pinocembrine et la tectochrysine et les flavonoides. Ceux-ci se trouvent dans le
pollen tel que glucosides, quercétine et kaempférol. Toutes sont variables selon leur source
florale (Erkmen et Ozcan, 2008). Le mode d’action des flavonoides et d’autres composés
phénoliques a été pris en compte, notamment les dommages a la membrane cytoplasmique,
I’inhibition de la topoisomérase, I’inhibition de la NADH-cytochrome c réductase et
I’inhibition de I’ATP synthase (Cushnie et Lamb, 2011). Les flavonoides ont des mécanismes

d’action impliquant les membranes cellulaires (Tsuchiya, 2015 ; Verstraeten et al., 2015).
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CONCLUSION

Le développement de ce travail a permis une optimisation de I’élaboration d’un film
biodégradable actif, applicable pour le conditionnement des viandes de beeuf, en utilisant la
méthodologie de surface réponse via un plan d’expériences de Box-Behnken, constituant ainsi

une alternative prometteuse pour la valorisation des produits de 1’apiculture.

L’¢chantillon de pollen d’abeille analysé a montré une capacité de rétention d’eau de
0,30+0,08 g/g, un parameétre qui influence la stabilité du produit au cours de la conservation, une
capacité de rétention d’huile de 0,88+0,03 g/g, et une capaciteé de gonflement de 2,40+0,00 mL/g.
Apres analyse phytochimique, la richesse du pollen d’abeille en composés phénoliques
(6,531£0,29 mg EAG/g MS), en flavonoides (1,89+0,00 mg EQ/g MS), en caroténoides
(0,49+0,01 mg pB-caroténe/g MS), en flavonols (0,23+0,00 mg EQ/g MS) et en
proanthocyanidines (0,46+0,04 mg EAG/g MS) a été constaté. Avec une activité antiradicalaire
représenté par des valeurs IC50 des radicaux : ABTS, DPPH et hydroxyle de 1,28+0,02 mg/mL,
9,55+0,05 mg/mL et 8,51+0,09 pg/mL d’extrait, respectivement, et une activité antioxydante
représenté par le pouvoir réducteur (0,04+£0,01 mg EAG/g MS) et le test phosphomolybdate
(0,65+0,01 mg EAG/g MS). Cette richesse permet d’assurer un effet préventif de nombreuses
pathologies, en luttant contre le stress oxydatif. L activité antibactérienne de I’extrait de pollen
d’abeille, testée in vitro contre différentes souches bactériennes, a révéle des diametres des
zones d’inhibition qui variaient entre 11 et 18 mm pour les bactéries Gram positif et des valeurs
qui variaient entre 13 et 15 mm pour les bactéries Gram négatif. La bactérie la plus sensible été

Bacillus cereus.

L’innovation d’un emballage actif antimicrobien a base de pollen d’abeille pour les
produits carnés représente une avancée significative dans 1’industrie alimentaire. Cette
approche offre des avantages tant du point de vue de la sécurité alimentaire que de la durée de
conservation, tout en répondant aux attentes des consommateurs en matiére de produits plus
naturels. Avec des efforts continus de recherche et de développement, cette innovation a le
potentiel de devenir une solution largement adoptée par 1’industrie alimentaire, contribuant

ainsi a améliorer la qualité des produits carnés.

L’objectif futur pour I’emballage de la viande est de développer un emballage actif enrichi
d’antioxydants naturels nano-encapsulés ou de composants antimicrobiens qui prolongeront la
durée de conservation du produit et élimineront completement la possibilité de croissance

microbienne et d’oxydation dans les aliments frais ou viande et/ou produits laitiers transformés.
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L’utilisation de matériaux d’emballage biosourcés et biodégradables et/ou leur combinaison

ainsi que de matériaux comestibles la ou il est possible de les appliquer.
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RESUME

L’innovation dans la conception d’un emballage antimicrobien, pour la conservation de la
viande bovine, est le principal objectif de cette étude. Une optimisation de la formulation d’un
film actif, a différentes concentrations de I’extrait de pollen d’abeille, a été réalis¢ en utilisant
le plan d’experiences de Box-Behnken. D’aprés les résultats obtenus on constate que le
nouveau bio-emballage actif a prolongé la durée de conservation de la viande. Les propriétés
techno-fonctionnelles (test de gonflement, capacité de rétention d’eau et capacité de rétention
d’huile) du pollen d’abeille ont été évaluées. Ainsi que sa teneur en COMpPOSEs phyto-
chimiques (composés phénoliques, flavonoides, flavonols, proanthocyanidines et
caroténoides), ses activités antioxydante (ABTS, DPPH, pouvoir réducteur, test de
phosphomolybdate et le test de I’effet scavenger du radical hydroxyle) et son activité
antimicrobienne. Cette nouvelle recherche offre a I’industrie de 1’emballage une source
alternative pour produire des films d’emballage alimentaire biodégradables qui sont plus
rentables tout en réduisant les problémes environnementaux.

Mots clés : pollen, emballage biodégradable actif, viande, oxydation, analyse antimicrobienne.
ABSTRACT

Innovation in the design of antimicrobial packaging for the preservation of beef is the main
objective of this study. An optimization of the formulation of an active film, at different
concentrations of bee pollen extract, was carried out using the Box-Behnken design of
experiments. According to the results obtained, it can be seen that the new active bio-
packaging extended the shelf life of the meat. The techno-functional properties (swelling test,
water retention capacity and oil retention capacity) of bee pollen were evaluated. As well as
its content of phyto-chemical compounds (phenolic compounds, flavonoids, flavonols,
proanthocyanidins and carotenoids), its antioxidant activities (ABTS, DPPH, reducing power,
phosphomolybdate test and the test for the scavenger effect of the hydroxyl radical) and its
antimicrobial activity. This new research offers the packaging industry an alternative source
to produce biodegradable food packaging films that are more cost effective while reducing
environmental issues.

Keywords : pollen, active biodegradable packaging, meat, oxidation, antimicrobial analysis.
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