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Intoduction




INTRODUCTION

Les emballages plastiques conventionnels sont largement utilis€és en raison de leurs
excellentes propriétés mécaniques et de leur faible cotit de production. Cependant, leur non-
biodégradabilité constitue une menace majeure pour |’environnement, contribuant a
I’accumulation de déchets persistants. Face a cette problématique, le développement de films
biodégradables a base de polymeres naturels représente une alternative prometteuse et durable.
En plus de leur capacité a se dégrader naturellement, ces matériaux peuvent étre fonctionnalisés
par I’incorporation de composés bioactifs, ce qui permet d’améliorer la conservation des

aliments tout en réduisant le recours aux additifs synthétiques (Lee et al., 2016).

Parmi les biopolymeres d’intérét, la carboxyméthylcellulose (CMC), un dérivé
hydrosoluble de la cellulose, se distingue par sa capacité a former des films homogenes, souples
et dotés de bonnes propriétés mécaniques. L’ajout de glycérol, un plastifiant couramment
utilisé, permet d’accroitre la flexibilité des films tout en maintenant leur intégrité structurale

(Doveri et al., 2025).

Parallélement, plusieurs études ont mis en évidence 1’intérét d’incorporer des extraits
végétaux riches en composés bioactifs dans des matrices polymériques naturelles, afin de leur
conférer des propriétés antioxydantes, antimicrobiennes ou anti-inflammatoires (Nogueira et
al., 2020), comme c’est le cas des films a base de chitosane incorporant un extrait de curcumine
(Rachtanapun et al.,2021). Dans cette perspective, Pistacia lentiscus, plante médicinale
typique du bassin méditerranéen, suscite un intérét croissant en raison de sa richesse en
flavonoides, en tanins et autres composés phénoliques, lui conférant des propriétés biologiques
remarquables, notamment antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes (Belhacha

et al, 2017 ; Hemma et al., 2018).

Ce travail vise a développer des films bioactifs biodégradables a base de
carboxyméthylcellulose et de glycérol, enrichis en extrait éthanolique de fruits de Pistacia
lentiscus. L’objectif principal est d’évaluer I’impact de 1’incorporation de cet extrait sur les
propriétés physico-chimiques, mécaniques, antioxydantes et antimicrobiennes des films
obtenus, en vue de concevoir un matériau d’emballage alimentaire a la fois fonctionnel,

écologique et valorisant des ressources végétales locales.




Chapitre I

Synthése
bibliographique




SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus est un arbuste a feuilles persistantes appartenant a la famille des
Anacardiacées. Qui regroupe environ 70 genres et plus de 600 especes principalement

distribuées dans la région méditerranéenne (Bozorgi et al., 2013).

1.1.1. Taxonomie et nomenclature de Pistacia lentiscus

a. Taxonomie

Le genre Pistacia regroupe neuf espéces d’arbustes, en Algérie, il est représenté par
quatre especes, Pistacia lentiscus, Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica
(Ghalem et Benhassaini, 2007). D’apres Al-Saghir et porter. (2012) Pistacia lentiscus est

classé comme suit :

Tableau I: Classification de Pistacia lentiscus (Al-Saghir et porter, 2012).

Régne Plantea
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Angiospermae
Division Magnoliophyta
Classe Dicotylédones
Ordre Sapidales
Famille Anacardiacea
Genre Pistacia

Espéce Pistacia lentisque

b. Nomenclateur

Pistacia lentiscus est connue sous divers noms selon les pays et les régions. Elle est

appelée lentisque en frangais ; mastic tree en anglais ; Derou ou Tadist en arabe et Amadagh en

kabyle et le fruit connue sous le nom de 7idekt (Blama et al., 2024).
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I.1.2. Description botanique de Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus est un arbrisseau vivace, mesurant entre un et trois metres de hauteur,
aux branches denses et sinueuses. C’est une espece dioique et thermophile, il se distingue par

son odeur résineuse tres prononcée (Saidi et al., 2023), comme le montre la figure 1.

— e : x =

Fi:gure 1:Arbuste de P Zentiscs (phtograhie originale)

Les caractéristiques morphologiques détaillées de la plante sont présentées dans le tableau II.

Tableau II : Description botanique de Pistacia lentiscus (Saidi et al., 2023).

Description Photos

De couleur vert foncé constituer d’un
nombre pair de folioles persistantes, avec

Feuilles quatre a dix folioles oblongues se terminant
par une paire.

Des  petites  grappes  aromatique,

unisexuées leur largeur est d’environ trois
Fleurs millimétres. Les fleurs males sont rouge

foncé et les fleurs femelles verdatres.

Brun rougeatre virant vers gris avec le

temps.
Ecores et Résine Connue sous le nom mastic, il s’agit
résine d’une substance résineuse qui coule du

tronc et des branches principales.

Une baie globuleuse de deux a trois
Fruits millimétres monosperme, d’abords rouges
puis noire & maturité.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
I.1.3. Répartition géographique de Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus est une espéce thermophile largement répandue dans le bassin
méditerranéen, ou elle pousse a basse altitude dans des régions chaudes et a moyenne altitude

dans des zones ensoleillées et abritées, jusqu'a 1100 m (Landau et al., 2014).

Son aire de répartition s'étend sur plusieurs pays méditerranéens, notamment, Chypre,
Espagne, Algérie et Tunisie, ou des études ont mis en évidence une forte variabilité
morphologique. En Gréce, sur I’ile de Chios, elle est cultivée pour la production de mastic.
Adaptée aux conditions arides, elle résiste aux sécheresses prolongées et aux gelées sévéres, ce

qui en fait une espece clé des écosysteémes méditerranéens (Landau et al., 2014).

Elle est principalement présente dans le bassin de la Soummam, ou elle pousse en association
avec le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liege, contribuant ainsi a la diversité écologique de

cette région (Belhadj, 2001).

I.1.4. Composition chimique de Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus contient une grande diversité de composés chimiques, avec un total de

157 composés identifiés appartenant a différentes classes chimiques (Floris et al., 2024).

L’analyse phytochimique de Pistacia lentiscus a permis d’identifier une grande diversité de
composés bioactifs répartis dans différentes parties de la plante, notamment les feuilles, les

fruits, la résine et les parties aériennes.

Ces composés appartiennent a plusieurs grandes classes chimiques, telles que les terpénoides,
les composés phénoliques (flavonoides et tanins), les acides gras et les stéroides. Leur
concentration varie en fonction de divers facteurs, notamment 1’origine géographique, les

conditions de culture et les techniques d’extraction utilisées (Floris et al., 2024).
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Les composés chimiques identifiés dans Pistacia lentiscus sont regroupés dans le tableau I11

selon leur classe, leur principaux constituants et leur localisation dans la plante.

Tableau III : Composition chimique de Pistacia lentiscus selon les classes de composés et les parties

Classe de composés
Terpénoides (47%)

Composés
phénoliques (38%)

Flavonoides (17%)

Tanins (6%)

Acides gras (3%)

Stéroides

de la plante (Floris et al., 2024).

Principaux constituants
a-Pinéne, limonéne, camphene, acide
masticadiénique, acide isomasticadiénique,
acide oléanonique, acide moronique

Acide gallique, acide vanillique, acide trans-
cinnamique, acide p-coumarique, acide
caféique, acide férulique, acide tannique

Myricétine-3-O-rhamnoside, myricétine-3-O-
glucoside, quercétine-3-O-rhamnoside,
catéchine, lutéoline, apigénine, delphinidine-3-
O-glucoside, cyanidine-3-O-arabinoside

Acide 3,5-O-digalloyl quinique, acide 3, 4,5-tri-
O-galloyl quinique, acide 3-galloyl quinique,
acide 5-galloyl quinique, acide 1,5-digalloyl
quinique

Acide oléique, acide palmitique, acide
linoléique, acide  palmitoléique, acide
gadoléique, acide linolénique, acide stéarique,
acide arachidique

Stérols, tocophérol, caroténoides, chlorophylle

I.1.5. Usage traditionnelle de Pistacia lentiscus

Partie de la plante
Fruits, gomme mastic

Feuilles, tiges, fruits,
racines

Feuilles, fruits

Fruits, feuilles

Fruits

Fruits

Les nombreux usages de Pistacia lentiscus témoignent de sa grande valeur dans les

pratiques médicinales traditionnelles de diverses cultures (Milia et al., 2021).

Différentes parties de Pistacia lentiscus, notamment les feuilles et les fruits, sont utilisées en

médecine traditionnelle pour le traitement de diverses maladies (Yemmen et al., 2017 ; Aissat

et al., 2022 ; Sehaki et al., 2023).

C’est une plante largement utilisée a travers différentes régions du monde pour ses multiples

propriétés thérapeutiques. En Algérie, elle est utilisée pour stimuler 'appétit et comme un

astringent, tandis qu’en Grece, sa résine traite les troubles digestifs (Bozorgi et al., 2013). En

Iran et en Irak, elle exerce une action stimulante sur le cerveau et le foie, en Italie, elle est

utilisée comme antiseptique et cicatrisant (Milia et al., 2021).
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I.1.6. Activité biologique de Pistacia lentiscus

Les plantes représentent une source importante de composés bénéfiques pour la santé.
Plusieurs recherches ont démontré que leurs vertus thérapeutiques sont dues a la présence
d’agents bioactifs dans leurs extraits, tels que les alcaloides, les flavonoides, les vitamines et
d’autres composés phénoliques (Belhachat et al., 2017 ; Hemma et al., 2018 ; Rguez et al
2023).Outre ses effets thérapeutiques, Pistacia lentiscus est également utilisée dans 1’industrie
agroalimentaire en tant qu’additif naturel, en raison de ses propriétés aromatiques,
antioxydantes et antimicrobiennes, contribuant ainsi a la protection et a la conservation des
denrées alimentaires notamment dans les produits carnés, les saucisses chypriotes et les
chewing-gums (Botsaris et al., 2015 ; Yemmen et al, 2017). Par ailleurs, en raison de sa
richesse en anthocyanines, elle peut étre employée comme colorant naturel (Bozrgi et al,

2013).

a. Activités antioxydants
Récemment, des études ont mis en évidence que Pistacia lentiscus constitue une
source abondante d'acides phénoliques et de flavonoides, parmi lesquels l'acide
hydroxybenzoique et les flavonols jouent un réle clé dans son activité antioxydante. Ces
composés possedent des propriétés redox leur permettant d'agir comme agents réducteurs

(ElezGarofuli¢ et al., 2020).

L'action antioxydante pour la lutte contre les radicaux libres peut se produire de plusieurs

mécanismes selon (Hemma et al., 2018 ; Lee et al., 2020 ; Bareca, 2021).

Mécanisme de ’activité antioxydants

Neutralise les especes Chélation des métaux Inhibition de certaines
réactives de 1'oxygene (ERO) tels que le fer et le enzymes responsables de la
grace a leur capacité de cuivre, qui jouent un production des ERO comme
réduction ou a leur capacité a role clé dans la cyclooxygénase et la
fournir des atomes I’initiation des lipooxygénase
d'hydrogéne réactions radicalaires

Figure 2 : Mécanisme d’action de 1’activité antioxydant de P. lentiscus (Hemma et al., 2018 ; Lee et
al., 2020 ; Bareca, 2021).
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b. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne de Pistacia lentiscus est largement attribuée a la richesse de ses
extraits en composés phytochimiques bioactifs tels que les monoterpenes, les flavonoides, les
polyphénols et les acides gras insaturés. Ces composés agissent de fagon complémentaire pour
perturber les fonctions vitales des micro-organismes. Les monoterpenes oxygénés altérent les
membranes cellulaires bactériennes et fongiques, augmentant leur perméabilité, ce qui entraine
des fuites intracellulaires et la mort cellulaire (Amara et al., 2019 ; Alabrahim et Azzazy,

2024).

Les flavonoides comme la quercétine et la rutine interférent avec des processus intracellulaires
essentiels, inhibant la production d’énergie et la synthése de structures cellulaires (Selim et al.,
2022 ; Sehaki et al., 2023). Ces mécanismes expliquent le fort potentiel de Pistacia lentiscus

comme agent antimicrobien naturel (Bammou et al., 2015 ; Al-Zaben et al., 2023).

c. Autre activité

Pistacia lentiscus présente plusieurs activités biologiques remarquables. Ses extraits,
notamment ceux des feuilles et des fruits, possédent une activité anti-inflammatoire en inhibant
la production de médiateurs comme les prostaglandines et les cytokines, sans effets secondaires
gastriques (Bouriche et al., 2016 ; Sehaki et al., 2023). Elle montre également un potentiel
anticancéreux grace a sa richesse en flavonoides, tanins et composés phénoliques, agissant
contre diverses lignées cellulaires cancéreuses, dont celles du poumon, du sein, de la peau et du
foie, avec un effet notable de la myricétine. Enfin, Pistacia lentiscus exerce une activité
antidiabétique prometteuse, comparable au glibenclamide, en inhibant les enzymes a-amylase
et a-glucosidase impliquées dans la digestion des glucides (Mehenni et al., 2016 ; Sehaki et
al., 2023).

I.2. Emballage alimentaire

L’emballage alimentaire joue un role essentiel dans la conservation et la protection des
aliments contre divers contaminants extérieurs tels que la lumiére, la poussiére, les gaz, les
micro-organismes, ainsi que contre les effets nuisibles liés a 1’absorption d’oxygene et a
I’émission de vapeur d’eau (Marsh et Bugusu, 2007 ; Dutta et Sit, 2023). C’est pourquoi il
est considéré comme un élément indispensable dans I’industrie agroalimentaire (Xu et al.,

2024).
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Il existe divers types de matériaux utilisés pour I’emballage, a savoir le carton, le papier, le
verre, les métaux et le plastique. Chacun a ses propres avantages et inconvénients (Marsh et
Bugusu 2007 ; Abdullah et al., 2022). Le choix de matériaux dépend de type de 1’aliment a
2emballé (Li et al., 2022).

I.2.1. Film a base des biopolyméres naturels

Le film alimentaire est une catégorie spécifique d'emballage, congus pour protéger les
aliments et prolonger leur conservation. Dans une optique de durabilité, leur fabrication évolue
vers 1’usage de biopolyméres biodégradables enrichis en composés antimicrobiens et
antioxydants d’origine naturelle, notamment issus des déchets agroalimentaires (Gonzalez-

Lopez et al., 2023).
a. Définition

Un film est considéré comme une fine couche de matériau autoportante, composée d'une
matrice polymérique assurant la stabilité structurale. Généralement, les films sont €élaborés a
partir de polyméres destinés a la formation de la matrice auxquels s’ajoutent divers additifs

(Rhim et al., 2007).

b. Composants des films biopolyméres naturels

La préparation des films comestibles nécessite 1’utilisation d’au moins un polymere de haut
poids moléculaire, capable de former une matrice structurale cohérente grace a sa force de
cohésion et sa capacité a la coalescence (Perera et al., 2023). Cette matrice polymérique joue
un role essentiel dans les propriétés du film, influencant sa densité, sa porosité¢ et sa
perméabilité ; divers biopolymeres naturels peuvent tre utilisés pour cette fonction, offrant un
large choix dans la fabrication de films biodégradables (Rodrigues et al., 2023), ils sont

illustrés dans le tableau I'V.
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Tableau I'V : Composants des films a base des biopolymeéres naturels (Rhim et al., 2007).

Composants
Matériaux filmogénes Additifs

» Polysaccharides : amidon, dérivés de e Plastifiants : glycérol, propyléne glycol,
cellulose, pectine, chitosane, et gommes polyéthyléne glycol,sorbitol et eau

naturelles 1 ) o .
* Ingrédients fonctionnels : antimicrobiens,

* Protéines : caséine, collagene, gélatine et antioxydants, aromes,colorants, vitamines et
z¢€ine de mais autres nutraceutiques

* Lipides : lipides neutres, acides gras et
cire

1.3. Biopolyméres

Les biopolymeéres sont des macromolécules produites par des organismes vivants ou
issues de ressources renouvelables, et se caractérisent par leur biodégradabilit¢ (Rondeau-
Mouro et al., 2008). Leur utilisation suscite un intérét croissant en tant qu’alternatives durables
aux polymeres d’origine pétrochimique, offrant ainsi des perspectives prometteuses dans le

cadre de la transition vers des matériaux plus respectueux de I’environnement (Jarroux, 2008).

I.3.1. Classification des biopolyméres

Les biopolymeres, dérivés de sources naturelles, présentent une grande diversité et jouent un
role fondamental tant dans les systémes biologiques que dans les applications industrielles. En
fonction de leur origine, ils peuvent étre classés en plusieurs catégories, notamment les

biopolymeres d’origine animale et végétale.

e Lipides : Ce sont des molécules hydrophobes constituées d'acides gras, d’origine végétale ou

animale. Exemples : huile, cire, beurre.

e Protéines : Macromolécules formées d’acides aminés, avec un caractére amphiphile,

d’origine végétale ou animale. Exemples : caséine, collagene, albumine.

e Polysaccharides : Longues chaines de sucres complexes, issues de sources végétales ou
animales. Exemples : chitine, cellulose, amidon, gommes naturelles (Rutot et Dubios, 2004 ;

Vissac et al., 2017).




SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
1.3.2. Propriétés des biopolymeéres

Grace a leur structure chimique, les biopolymeéres possédent des propriétés spécifiques et
avantageuses Parra port aux polymeres synthétique, adaptées a diverses applications dans

l'industrie plastique. Parmi celles-ci, la biodégradabilité est la plus importante.

e Biodégradabilité
Les biopolyméres sont synthétisé€s par voie enzymatique dans les organismes vivants, ce qui les
rend facilement dégradables dans un environnement biologique. La biodégradabilité est
attribuée a la présence de liaisons chimiques faible telles que les esters et les amides, qui sont
décomposées par les enzymes microbiennes, produisant des molécules plus simples qui

s'intégrent au cycle naturel (Rutot et Dubios, 2004).

e Perméabilité a la vapeur d’eau des biopolymeres
Divers biopolymeéres tels que 1'amidon, la cellulose et les protéines possédent des propriétés
hydrophiles du fait de la présence de fonctions hydroxyle et amine polaires, qui établissent des

interactions avec 1'eau a travers la création de liaisons hydrogene (Rabetafika et al., 2006).

e Biocompatibilité et biorésorbable
Les biopolymeres, en raison de leur origine naturelle, sont biocompatibles. Cela signifie qu'ils
peuvent remplir une fonction sans provoquer d'effets négatifs sur I'environnement biologique
dans lequel ils sont utilisés (Rabetafika et al., 2006).

e Propriétés chimiques
Les biopolymeres ont des fonctions chimiques réactives telles que les groupes hydroxyle,

carboxyle, amine ou aldéhyde, qui leur donnent la capacité d'interagir avec d'autres molécules

(Rabetafika et al., 2006).

1.3.3. Domaine d’application des biopolymeres

Les biopolymeéres, en tant qu’alternatives biodégradables aux polymeres d’origine
pétrochimique, connaissent un essor important dans plusieurs secteurs, notamment

I’agriculture, I’emballage et le domaine médical.

En agriculture, ils sont utilisés pour la fabrication de films de paillage biodégradables,

réduisant I’impact environnemental des plastiques traditionnels (Ponnusamy et Mani, 2022).
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Dans le secteur médical, ils servent a concevoir des matériaux ostéosynthétiques et des

emballages biocompatibles (Martin et Williams, 2003 ; Kunduru et al., 2016).

Enfin, dans I’emballage, les biopolyméres permettent la production de sacs et de films
alimentaires, contribuant a la préservation des aliments tout en limitant la pollution plastique

Xu et al., 2024).

I.4. Carboxyméthylcellulose

La CMC est un polysaccharide hydrosoluble dérivé de la cellulose, largement utilisé a
I’échelle industrielle. Elle est obtenue par une réaction d’éthérification, impliquant la
transformation de la cellulose en cellulosate de sodium, puis sa réaction avec du chloroacétate

de sodium (costa et al., 2022).

Sur le plan structural, la CMC se compose d’unités B-D-glucose reliées par des liaisons -
1,4-glycosidiques. La principale différence avec la cellulose réside dans 1’introduction de
groupes carboxyméthyle anioniques (—CH.COOH) remplagant certains hydroxyles (costa et
al., 2022).

*
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Figure 3 : structure de sodium Carboxyméthylcellulose (CMC) (Rahman et al., 2021).

Grace a ses nombreuses propriétés fonctionnelles, telles que sa capacité a former des films, sa
viscosité élevée, son hydrophilie, sa bonne résistance mécanique ainsi que son faible colt de
synthese, la CMC est largement exploitée dans divers secteurs industriels. Elle est notamment
utilisée dans 1’agroalimentaire comme agent épaississant ou stabilisant, dans les industries du
papier, textile et plastique pour améliorer la texture et la résistance des matériaux, ainsi que
dans le secteur pharmaceutique pour la formulation de médicaments. En ingénierie
biomédicale, elle entre dans la conception de matériaux biocompatibles, tandis qu’en traitement
des eaux usées, elle contribue a la clarification et a la purification (Rahman et al., 2021 ; Costa

et al., 2022).
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Dans cette ¢tude, nous avons développé des films bioactifs a base de CMC enrichis avec

un extrait éthanolique de Pistacia lentiscus. Cette partie décrit les différentes étapes de
préparation de 1’extrait végétal, la formulation des films, ainsi que les méthodes utilisées pour

caractériser leurs propriétés physico-chimiques, mécaniques et bioactives.

L’ensemble des analyses a ét¢ mené afin d’évaluer I’impact de I’incorporation de 1’extrait de
Pistacia lentiscus sur les propriétés physico chimiques des films, en vue de leur utilisation

potentielle comme emballage alimentaire actif.

Les analyses physico-chimiques(épaisseur), mécaniques (résistance a la traction) et
microbiologique (test de contamination) ont ¢été réalisées au sein du laboratoire intrants
packaging (IP) de I’entreprise Cevital, qui a mis ses équipements a disposition pour leur

exécution.

IL.1. Matériel végétale
L’échantillon est constitué de fruits de Pistacia lentiscus, récoltés au mois de novembre
2024, dans la forét d’ Azrou N’Béchar, située dans la province d’ Amizour, wilaya de Béjaia, en

Algérie (Figure 4).

Figure 4 : Les fruits de Pistacia lentiscus (photographie originale).

I1.2. Méthodes

I1.2.1.Préparation de I’échantillon

Les fruits noirs de Pistacia lentiscus sont soigneusement sélectionnés, puis lavés et séchés
a l'air libre. Ensuite, ils sont stockés au congélateur. Avant leur utilisation, ils sont placés dans
une étuve a 37°C afin d'assurer un séchage. Les fruits sont broyés a 1'aide d'un mixeur jusqu'a
I'obtention d'une pate. Celle-ci est ensuite soumise a une délipidation par soxhlet avec de
’hexane. A la fin du processus, le déchet est récupéré et conservé au frais a 4°c jusqu'a son

utilisation.
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I1.2.2.Extraction assistée par ultrason

e Principe
L’extraction assistée par ultrasons (EAU) repose sur les phénomenes de cavitation, ainsi
que sur les effets thermiques et mécaniques générés par les ondes ultrasonores. Ces effets
contribuent a perturber la structure des parois cellulaires, facilitant ainsi la diffusion
intermoléculaire et la libération compléte des substances actives intracellulaires. Cette
technique présente plusieurs avantages, notamment un temps d’extraction réduit, une

consommation moindre de solvant et un rendement d’extraction ¢élevé (Yang et al., 2021).

e Protocole

La poudre des fruits délipidées de Pistacia lentiscus a été mise en contact avec un mélange
de solvants composé d’éthanol/eau (80% d’éthanol). Elle a ensuite ét¢ soumise a une
macération pendant quelques minutes, suivie d’une extraction par ultrasons réaliser a une
température de 35 °C pendant 45 minutes jusqu’a 1’épuisement. La solution obtenue a subi une
filtration sous vide deux fois, puis sécher dans une étuve a 37°C jusqu’a évaporation complete

du solvant et obtention d’un extrait sec.
Détermination du rendement
Le rendement d’extraction est calculé par la formule suivante :
Rendement (%) = [(P1-P0) /E] x100
P1 : Poids d’extrait apres évaporation (g)

PO : Poids de cristallisoir (g)
E : Poids de la poudre avant extraction (g)

I1.3. Dosage des composés phénoliques

I1.3.1. Dosage des phénols totaux

e Principe
La méthode de dosage des composé€s phénoliques repose sur 1’utilisation du réactif de
folin-ciocalteu, ce dernier est un acide jaune d’un mélange d’acide phosphotungstique et
d’acide phosphomolybdique. En présence des composés phénolique, le réactif est réduit en

mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene.

13
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La coloration obtenue est proportionnelle a la concentration en composés phénoliques

présents dans 1’extrait mesurée a environ 760 nm a 1’aide d’un spectrophotometre (Boizot et

Charpentier, 2006).

e Protocole

La teneur en composé phénolique a été déterminée selon la méthode de Kim et al. (2003),

avec de légere modification.
20 pl de Pextrait I:E] 100pl de Folin-ciocalteau a 10% [:::] 80ul de (Na: COs) a 7%

Incubation

pendant 30 min a

Mesure de I’absorbance a 750 nm

Afin de déterminer la teneur de 1’extrait en phénols totaux, une courbe d’étalonnage a été
réalisée en utilisant I’acide gallique comme référence et la concentration en phénols totaux sont
exprimées en milligrammes équivalent d'acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g

ES).
I1.3.2. Dosage des Flavonoides

e Principe
La méthode colorimétrique au chlorure d’aluminium (AICls) repose sur la formation d’un
complexe stable entre les ions aluminium (AI**) et le groupe céto en position C-4, ainsi que les
groupes hydroxyles en C-3 ou C-5 du noyau flavonoide. De plus, le réactif AICl; forme
également des complexes labiles, en milieu acide, avec les groupes hydroxyles vicinaux situés

sur le cycle B des flavonoides (Sultana et al., 2024).
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e Protocole
La teneur en flavonoide de 1’extrait de Pistacia lentiscus a été déterminée selon la méthode

décrit par Maksimovié et al. (2008), avec de 1égeres modifications.

100 pl de Pextrait diluée (Img/ml) 100pl de solution de chlorure
L d’aluminium (AICL) 2 10 %

Incubation pendant

5 min a ’obscurité
Lecteur d’absorbance a 510 nm

Une courbe d’étalonnage a ¢été réalisée avec la quercétine, la teneur en flavonoides a été

exprimées en mg équivalent de quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g ES).
I1.3.3. Dosage des tanins

a. Tanins condensés

e Principe
La méthode vanilline-HCI repose sur la réaction de la vanilline avec le groupement flavonoide
terminal des tanins condensés (TCs), conduisant a la formation de complexes rouges en milieu

acide. Ce phénomene s'explique par la capacité des tanins a se transformer en anthocyanidols

(Ali-Rachedi et al., 2018).

e Protocole
La teneur en tanins condensés a ét¢ quantifiée selon le protocole décrit par Palacios et al.
(2021). Un volume de 50 pl d’extrait a ét¢ mélangé a 1500 pl de la solution de vanilline a 4 %,
puis complété par 750 ul d’acide chlorhydrique concentré. Apres une incubation de 20 minutes,

I’absorbance a été mesurée a 550 nm.

La concentration en tanins condensés a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage de la
catéchine. Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalents catéchine par gramme

d’extrait sec (mg EC/g ES).
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b. Tanins hydrolysables

e Principe
Cette méthode est basée sur une réaction de complexation entre les tanins présents dans 1’extrait

et le trichlorure de fer (FeCls), conduisant a la formation d’un complexe coloré rouge violacé

(Dif et al, 2015).

e Protocole
La teneur en tanins hydrolysables a été déterminée selon la méthode décrite par Palacios et al.
(2021). Un volume de 1 ml d’extrait, préalablement dilué dans I’eau (dilution 1 :9), mélangé
avec 3,5 ml d’une solution de chlorure ferrique (FeCls) a 0,01 M, préparée dans de 1’acide
chlorhydrique (HCl) a 1 mM. Le mélange a été incubé pendant 5 minutes a I’abri de la lumicere.

L’absorbance a ensuite été mesurée a 660 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

Une courbe d’étalonnage a été établie a I’aide de I’acide tannique comme standard. Les résultats
sont exprimés en milligrammes d’équivalents acide tannique par gramme d’extrait sec (mg

EAT/g ES).
11.4. Etude des propriétés de films a base de CMC enrichis en extrait
de Pistacia lentiscus

I1.4.1. Epaisseur

L’ ¢paisseur des films ont ét¢é mesuré par un micrometre électronique, cinque

emplacement aléatoires autour de chacun des quatre échantillons des films.

11.4.2. Teneur en humidité

La teneur en eau des films a été déterminée selon la méthode décrite par Rhim et Wang.
(2013). Les échantillons de film ont été¢ découpés en petits carrés de 3 cm x 3 cm, puis pesés
(W1). IIs ont ensuite été placés dans une étuve a 105 °C pendant 24 heures. Apres séchage, les
films ont ét¢ de nouveau pesés (W2). La teneur en eau (WC) a été calculée comme le

pourcentage de la masse initiale perdue au cours du séchage, selon la formule suivante :

WC (%) =100(W1-W2) /W1

16




MATERIEL ET METHODES

11.4.3. Résistance a la traction

La résistance a la traction a été déterminée selon la méthode de 1'American Society for
Testing and Materials (ASTM), avec quelques modifications. Un appareil de test de type MTS
Criterion™ mod¢le 43 a été utilisé. Trois échantillons de dimensions 2 % 10 cm ont été préparés
pour chaque film. La vitesse de déplacement de la traverse a été réglée a 80 mm/min, avec une

cellule de charge de 100 N (Taweechat et al., 2021).

IL.5. Evaluation de I’activité antioxydante

I1.5.1. Activité de piégeage du radical DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle)

e Principe
La méthode repose sur la capacité des antioxydants a neutraliser le radical azoté stable
DPPHe, qui présente initialement une couleur violette. Lorsqu’il est réd8uit par un antioxydant,
il se transforme en diphénylpicrylhydrazine, un composé de couleur jaune. Cette réaction

s’accompagne d’une diminution de 1I’absorbance mesurée a 517 nm.

L’intensité de la couleur violette est inversement proportionnelle a la capacité des

antioxydants présents a libérer des protons (Pisoschi et al., 2016).

e Protocole

L'activité antioxydant des échantillons a été évaluée selon le protocole décrit par Ambarwati

et al. (2021).
20 pl d’extrait/film (1mg/ml) a 180 pl de solution DPPH
différentes concentrations (6,25 ; [:::]

12,5;25; 50 et 100 ug/ml)

Incubation 30 min, a
I’abri de la lumiére

Lecture de ’absorbance a 517 nm
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I1.5.2. Activité scavenging du radical ABTS

e Principe
La méthode ABTS (2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique acid)) repose sur
la réduction du radical cation ABTS+*, de couleur bleu-vert, par les antioxydants présents dans
I’échantillon. Cette réaction entraine une décoloration mesurable par sp8ectrophotométrie a 734

nm, proportionnelle a I’activité antioxydante (Cano et al., 2023).

e Protocole

Le test ABTS a été réalisé selon la méthode décrite par Re et al. (1999).

20 pl d’extrait / film a différentes 180 pl de solution ABTS [(K,S,0g
concentrations (6,25 ; 12,5 ; 25 ; 50 I:::::I (2,45 mM) +ABTS (7 mM),
et 100 pg/ml) incubation12-16h)]

Incubation 5 min, a
I’abri de la lumiére

Lecture de ’absorbance a 734 nm

Expression des résultats
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH® et du radical

ABTS®", calculés selon la formule suivante :
% d’inhibition = [(Ac-At) /Ac] x100
Ac : Absorbance du controle. At : Absorbance du test

I1.5.3. Pouvoir réducteur

e Principe
Le test repose sur la capacité¢ des antioxydants a réduire le ferricyanure de potassium en
ferrocyanure de potassium. Ce dernier réagit ensuite avec le trichlorure ferrique, conduisant a

la formation d’un complexe bleu de ferrocyanure ferrique, dont 1’absorbance maximale est

détectée a 700 nm (Pisoschi et al., 2016).
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e Protocole
Le pouvoir réducteur a été déterminé selon la méthode décrite par Menakh et al. (2020) avec
quelque modification. Un volume de 100 pl d’extrait ou du film a différente concentration (25 ;
50; 100 ; 150 ; 200 pg/ml), a été¢ mélangé avec 400 pl de tampon phosphate (0,2M ; pH=6,6)
et 500 pl de ferricyanate de potassium a 1% (K3 Fe (CN)) préparé dans I’eau distillée. 2

Apres incubation a 50 °C pendant 20 minutes, 500 ul de TCA a 10 %, puis 400 pl d’eau distillée
et 100 ul de FeCls a 0,1 % ont été ajoutés. L’absorbance a ensuite ét¢ mesurée a 700 nm. Les

résultats sont exprimés en Ao.s qui est la Concentration qui donne une absorbance de 0,5.
I1.5.4. Capacité antioxydante totale

e Principe
Le test au phosphomolybdéne permet I’évaluation de la capacité antioxydante totale. Il repose
sur la capacité des antioxydants a réduire le molybdene (VI) en molybdéne (V). Cette réduction
assurée par les antioxydants présents dans 1’échantillon, conduit a la formation d’un complexe
vert phosphate/Mo(V), dont I’intensité est directement proportionnelle a I’activité antioxydante

totale (Aamer et al., 2024).

e Protocole
L'activité antioxydante totale a ét€ mesurée par le test du phosphomolybdeéne selon le protocole
de Prieto et al. (1999). Un volume de 3 ml de réactif (acide sulfurique 0,6 M, phosphate de
sodium 28 mM, molybdate d’ammonium 4 mM) a été ajouté a 0,3 ml d’extrait ou des films a
une concentration de 100 pg/ml. Le mélange a ensuite ét¢ incubé a 95°C pendant 90 minutes,
puis I’absorbance a été lue a 695 nm. Le potentiel antioxydant total des extraits a été¢ exprimé

en mg d’équivalent acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g d’ES).

I1.6. Analyse microbiologique des films

L’analyse microbiologique a pour but d’évaluer 1’innocuité des films bioactifs en détectant la
présence éventuelle de micro-organismes contaminants. Cette étape est essentielle pour
s’assurer de la conformité des matériaux d’emballage aux normes d’hygiéne, notamment dans

le domaine alimentaire.
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e Protocole

Conformément a la norme ISO 18593 :2018, des fragments stériles de 1 g de chaque type de
film ont ét¢ découpés et placés dans des tubes stériles contenant 9 ml d’eau peptonée
tamponnée. Aprés homogénéisation, 1 ml de chaque suspension a été transféré dans des boites

de pétri stériles.

Des milieux de culture spécifiques ont été ajoutés selon le type de micro-organisme recherché.
Le mélange a été ensemencé par la méthode de I’ensemencement en masse. Les boites ont
ensuite ¢ét¢ incubées dans des conditions appropriées (Tableau V), puis observées a I’ceil nu
pour détecter la croissance microbienne.Les résultats ont été¢ exprimés sous forme qualitative :

présence (+) ou absence (—) de contamination.

Tableau V : Milieux de culture et conditions d’incubation utilisés pour I’analyse microbiologique des

films témoins et les films incorporant I’extrait des fruits de Pistacia lentiscus.

Micro-organisme Levurs et Germe Staphylococcus  Bactéries Coliformes
moisissures aérobie aureus lactiques totaux
Milieu de culture GCA PCA BPA MRS VRBL
Température d’incubation (°C) 25 30 37 30 30
Temps d’incubation (jours) 5 3 2 2 1

GCA : Glucose Chloramphenicol Agar ; PCA : Plate Count Agar ; BPA : Baird-Parker Base Agar ; MRS :
Lactobacillus MRS Agar ; VRBL : Violet Red Bile Lactose Agar.

IL.7. Analyse statistique
Une analyse statistique a été effectué a 'aide du logiciel R. la comparaison des moyennes a été
réalisée par le test de Student. La significativité statistique a été évaluée a I’aide de la valeur de
p (p-value), avec un seuil de signification fixé a p < 0,05. Trois analyses ont été effectuées pour

chaque échantillon et la moyenne des trois répétitions a été utilisée comme résultat final.
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III.1. Rendement de I’extraction
L’extraction par sonication a I’aide d’un mélange de solvants éthanol/eau, appliquée sur
les fruits de Pistacia lentiscus préalablement délipidées par soxhlet, nous a permis d’obtenir un

rendement de 11,65 %.

Ce rendement est supérieur a celui obtenu pour I’extrait éthanolique des fruits de Pistacia
lentiscus récolté dans la région d’ Amizour, Bejaia, qui étaient de 3,07 % selon les travaux de
Remila et al. (2015). Par ailleurs, Trabelsi et al. (2016) ont démontré que les parametres
d’extraction, tels que la technique utilisée, la durée ou la température, avaient une influence sur

le rendement d’extraction.

II1.2. Analyse quantitative : Dosage des composées phénoliques

Dans ce travail, nous avons évalué la teneur en composés phénoliques de I’extrait
éthanolique des fruits de Pistacia lentiscus. L analyse a porté sur le dosage des phénols totaux,
des flavonoides, ainsi que des tanins hydrolysables et condensés, des composés reconnus pour

leurs propriétés antioxydantes (Lang et al., 2024).

Les résultats quantitatifs relatifs a ces différentes familles de composés sont présentés
dans le Tableau VI. Les courbes d’étalonnage des quatre standards utilisés sont disponibles en

Annexes I, II, II1, IV.

Tableau VI : Teneurs en composés phénoliques, flavonoides et tanins de I’extrait éthanolique des fruits

de Pistacia lentiscus

Composé Phénols totaux Flavonoide Tannin Tannin
phénolique (mg EAG/g ES) (mg EQ/g ES) hydrolysable condensé
(mg EAT/g ES) (mg EC/g ES)

Teneur (mgE/g ES) 181,7+5,63 41,87+3,89 18,56+2,09 0,99+0,22
Les résultats sont exprimés en moyenne =+ écart type (n = 3).

La teneur en phénols totaux de I’extrait des fruits de Pistacia lentiscus a été déterminée selon
la méthode de Folin-Ciocaltau avec utilisation de 1’acide gallique comme standard, a une

longueur d’onde de 765nm.

L’extrait éthanolique des fruits de Pistacia lentiscus a présenté une teneur en phénols totaux de

181,7 £ 5,63 mg EAG/g d’extrait sec (ES).
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Cette valeur est nettement supérieure a celle rapportée par Yemmen et al. (2017) pour un
extrait similaire (41,8 mg EAG/g de maticre séche), mais demeure légerement inférieure a celle

obtenue par Remila et al. (2015), qui ont rapporté 205,97 + 6,51 mg EAG/g ES.

Les flavonoides ont été dosés dans I’extrait éthanolique des fruits de Pistacia lentiscus par
utilisation de la méthode du trichlorure d‘aluminium tout en utilisant la quercétine comme

standard, a une longueur d’onde de 430 nm.

L’extrait a présenté une teneur en flavonoides de 41,87+3,89 mg EAG/g ES, indiquant une
présence modérée de cette famille de composés. Ce taux est supérieur a celui rapporté par
Remila et al. (2015), qui ont obtenu 6,28 + 1,04 mg Rut E/g ES pour les fruits de la méme

espece.

La quantification des tanins présents dans I’extrait éthanolique des fruits de Pistacia lentiscus
a été effectuée en distinguant deux grandes classes de composés : les tanins hydrolysables et
les tanins condensés. Cette distinction repose sur leurs structures chimiques et leurs propriétés

physico-chimiques (Scalbert, 1992).

Selon le tableau VI, ’extrait éthanolique des fruits de Pistacia lentiscus présente une teneur
¢levée en tanins hydrolysables avec 18,56+2,09 mg EAT/g ES, par rapport aux tanins condensés
qui est nettement plus faible avec 0,99+0,22 mg EC/g ES. Cette différence peut s’expliquer par
la meilleure solubilité des tanins hydrolysables dans I’éthanol et leur accumulation plus
importante dans les fruits matures. A Tinverse, les tanins condensés, généralement localisés
dans les feuilles ou 1’écorce, sont moins solubles dans ce solvant (Smeriglio ez al., 2017 ;

Tanaka et al., 2018).

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait éthanolique des fruits de Pistacia lentiscus est
particulierement riche en polyphénols, en flavonoides et en tanins hydrolysables. Les
différences observées avec les données rapportées dans la littérature peuvent étre attribuées a
plusieurs facteurs : la méthode d’extraction, le stade de maturité des fruits, la localisation

géographique ou encore la saison de récolte (Dragovi¢ et al., 2020).

Le profil polyphénolique des extraits des plantes peut varier sous 1’influence de divers facteurs
parmi lesquels la variété, le climat et les différentes maladies qui peuvent affecter la plante

(Ryan et al., 1999).
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Cependant, le contenu phénolique dans les extraits de la plante dépend également du type
d’extrait, c’est a dire de la polarité du solvant utilisé¢ dans I’extraction. La solubilité élevée des
phénols dans les solvants polaires donne la concentration élevée de ces composés dans les

extraits obtenus en utilisant les solvants polaires pour I’extraction (Conde et al., 2009).

II1.3. Caractérisation des propriétés physico-chimiques et mécaniques

des films incorporant I’extrait des fruits de Pistacia lentiscus

Les caractéristiques physico-chimiques (comme la teneur en humidité), physiques
(comme 1’épaisseur) et mécaniques (comme la résistance a la traction) des films témoins et des
films incorporant 1’extrait éthanolique des fruits de Pistacia lentiscus ont été évalués afin de
déterminer leurs performances. Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous :
Tableau VII : Récapitulatif des résultats des propriétés physico-chimiques et mécaniques des films

témoins (F1 et F2) et des films incorporant I’extrait éthanolique des fruits de Pistacia lentiscus (F1EFPL
et F2EFPL).

Epaisseur (mm) Résistance a la traction (MPa) Teneur en humidité (%)
F1 0,176 + 0,004™" 28,55+1,81" 34,5+ 1,38""
F2 0,209 + 0,003 19,62+0,67 45,93 +1,26
F1EFPL 0,150 + 0,002*" 30,5+5,89" 32,85+ 1,54™
F2EFPL 0,211 + 0,005 20,02+0,84 44,03 + 0,57

Les valeurs sont exprimées en moyenne =+ écart-type (n = 3). Les astérisques indiquent les différences significatives entre F1
et F2, ainsi qu’entre F1IEFPL et F2EFPL, selon le test t de Student (*p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p <0,001). Aucune différence
statistiquement significative n’a été observée entre F1 et F1EFPL, ni entre F2 et F2EFPL (p > 0,05)

Les données du tableau VII indiquent que le film F2 présente une épaisseur significativement
plus élevée (0,209 + 0,003 mm) que celle du film F1 (0,170 + 0,004 mm), avec une différence
hautement significative (p < 0,001). Une tendance similaire est observée pour les films enrichis
en extrait de fruits de Pistacia lentiscus, ou F2EFPL (0,2114+0,005 mm) est également
significativement plus épais que FIEFPL (0,150 = 0,002 mm) (p <0,01). Il convient de rappeler
que les formulations F1 et F2 différent par leur teneur en glycérol, respectivement de 2g et 3g,

y compris dans leurs versions enrichies.

Ces résultats montrent clairement que 1’augmentation de la concentration en glycérol entraine
une hausse de 1’épaisseur des films. Des observations similaires ont été rapportées dans des
travaux antérieurs, notamment sur des films a base d’amidon de sajou (Lintang et al., 2021)
ainsi que sur des films composites €laborés a partir de gélatine, de CMC et d’alginate de sodium
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(Bhatia et al., 2024). Cette augmentation est généralement attribuée a 1’effet plastifiant du
glycérol, 2qui perturbe les interactions intermoléculaires au sein de la matrice polymérique,

augmentant le volume libre (c’est-a-dire 1’espacement entre les chaines polymériques).

I en résulte une structure plus relachée, conduisant a la formation de films plus épais (Bhatia

et al., 2024).

Comme présent¢ dans le tableau VII, les films F2 (19,62+0,67 MPa) et F2EFPL
(20,02 + 0,84 MPa) présentent une résistance a la traction significativement plus faible que F1
(28,55 £ 1,81 MPa) et FIEFPL (30,5 +5,8 MPa), avec des valeurs de p < 0,01 et p < 0,05

respectivement.

Ces résultats indiquent que 1’augmentation de la concentration en glycérol diminue la résistance
mécanique du film. Ce comportement a également été observé dans d'autres études sur les films
a base de chitosane (Gadgey et Sharma, 2020). Cette diminution peut étre attribuée a I'effet
plastifiant du glycérol, qui réduit les interactions intermoléculaires entre les chaines
polymériques, notamment les points d'attache, permettant ainsi une plus grande mobilité
moléculaire. Cette réduction des interactions entraine une structure plus souple mais moins

résistante a la traction (Eslami et al., 2023).

L’analyse statistique montre que les films F2 (45,93 + 1,26 %) et F2EFPL (44,03 £0,57 %)
présentent une teneur en humidité significativement plus élevée que leurs homologues F1
(34,5+ 1,38 %) et FIEFPL (32,85 + 1,54 %), avec des différences hautement significatives (p
< 0,001 et p <0,01, respectivement).

Ces résultats suggerent que 1’augmentation de la concentration en glycérol entraine une
augmentation de la teneur en humidité, ce qui est en accord avec les résultats rapportés par
Eslami et al. (2023). Cette augmentation est attribuée a la nature hydrophile du glycérol, qui
contient plusieurs groupes hydroxyles (-OH) capables de former des liaisons hydrogeéne avec
les molécules d’eau, favorisant leur rétention dans la matrice polymérique du film (Sanyang et

al., 2015 ; Eslami et al., 2023).

L’¢étude statistique montre une absence de différence significative entre F1 et F1IEFPL, ainsi
qu’entre F2 et F2EFPL (p > 0,05), concernant 1’épaisseur, la résistance a la traction et la teneur
en humidité. Cela suggere que I’incorporation de I’extrait des fruits de Pistacia lentiscus
n’exerce pas d’effet notable sur les propriétés physico-chimiques et mécaniques des films. Ces

observations concordent avec celles rapportées par Rachtanapun et al. (2021), qui ont montré
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que I’ajout d’un extrait de curcumine dans des films a base de chitosane n’entrainait pas de

modification significative de I’épaisseur ni de la teneur en humidité.

En revanche, nos résultats divergent de ceux de Kaya et al. (2018), qui ont observé une
diminution marquée de la résistance a la traction dans des films de chitosane enrichis en extrait
de Pistacia terebinthus. Cette divergence pourrait s’expliquer par plusieurs facteurs, tels que la
nature du polymeére utilisé, I’origine botanique et géographique des extraits, ou encore la

concentration de 1’extrait incorporé (Siripatrawan et Harte, 2010).

I11.4. Evaluation des propriétés antioxydantes

L’activité antioxydante des films composites a été évaluée a I’aide de plusieurs méthodes
in vitro complémentaires : le test DPPH, le test ABTS, le pouvoir réducteur et la capacité
antioxydante totale (TAC). Ces analyses ont porté sur les films témoins (F1, F2), les films
enrichis en extrait de Pistacia lentiscus (FIEFPL, F2EFPL), I’extrait seul (EFPL), ainsi qu’un

standard de référence (acide gallique).

I11.4.1. Mesure de la capacité antioxydante par le test DPPH

L’activité antioxydante des différents échantillons a été évaluée par le test DPPH. Les
résultats sont exprimés en pourcentages d’inhibition du radical DPPHe* et présentés dans la
figure 5 et les valeurs d’ICsq définie comme la concentration d’antioxydant nécessaire pour

inhiber 50 % du radical DPPH+", sont reportées dans le tableau VIII.

Tableau VIII : Présentation des résultats d’ICso du test DPPH pour 1’extrait éthanolique des fruits de
Pistacia lentiscus (EFPL), les films enrichis FIEPL et F2EPL, les films témoins (F1 et F2) et I’acide
gallique (AQG).

Echantillons F1 F1EFPL F2 F2EFPL EFPL AG

ICso (ng/ml) / 24,83 / 23,08 20,87 9,07

/ : valeur d’ICso non déterminée
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Le test DPPH repose sur la capacité des antioxydants a neutraliser le radical libre DPPH+". Les
films témoins F1 et F2 ont montré une activité treés faible (0,94 % et 2,08 % a 100 pg/ml),
traduisant une faible efficacité radicalaire. En revanche, 1’incorporation de 1’extrait a permis
une nette amélioration, atteignant 76,45 % d’inhibition pour les deux films enrichis, avec des

ICso de 24,83 pg/ml (FIEFPL) et 23,08 pg/ml (F2EFPL).

Ces valeurs proches de I’extrait seul (ICso = 20,87 png/ml) confirment que les propriétés
antioxydantes de 1’extrait sont bien conservées aprés incorporation. La différence avec 1’acide
gallique (ICso = 9,07 pg/ml) reste attendue mais souligne néanmoins la puissance antioxydante

de ’extrait naturel.
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Figure 5 : Activité antioxydante de 1’extrait éthanolique des fruits de Pistacia lentiscus(EFPL),
des films incorporant I’extrait éthanolique(F1EFPLet F2EFPL), des films témoin(F1 et F2) et
de I’acide gallique(AG) contre le radicale DPPHe. Les valeurs sont exprimées en moyenne
+écart type (n=3). Les astérisques indiquent une différence significative par rapport au témoin
(***:p<0,001; **:p<0,01;*:p<0,05;ns: non significatif).

L’analyse statistique a révélé une différence significative (p<0.05) des pourcentages
d’inhibition entre les films témoin (F1, F2) et les films enrichis d’extrait des fruits de Pistacia

lentiscus (F1EFPL et F2EFPL) pour toutes les concentrations testées.

Par ailleurs, 1’absence de différence significative entre FIEFPL et F2EFPL indique que la
variation des proportions de formulation n’a pas affecté¢ significativement ’efficacité du

systeme, probablement grace a une bonne dispersion des actifs dans la matrice (Siracusa et al.,
2008).

26




RESULTATS ET DISCUSSION
I11.4.2. Capacité anti-radical ABTS

Le test ABTS a également été réalis€¢ afin d’évaluer Dactivité antioxydante des
échantillons selon une méthode complémentaire. Les valeurs d’ICs, correspondantes sont
reportées dans le tableau IX et les pourcentages d’inhibition du radical ABTS<* sont présentés

dans la figure ci-dessous :
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Figure 6 : Activité antioxydante de 1’extrait éthanolique des fruits Pistacia lentiscus (EFPL), des films
incorporant I’extrait éthanolique (F1EFPL et F2EFPL), les films témoin (F1 et F2) et de I’acide gallique
(AG) contre le radicale ABTS. Les valeurs sont exprimées en moyenne +écart type (n=3). Les
astérisques indiquent une différence significative par rapport au témoin (*** : p < 0,001 ; ** : p <0,01
; ¥ 1 p <0,05 ; ns : non significatif).

Les films F1 et F2 ont montré une faible activité (11,4 % et 8,44 % a 100 pg/ml), tandis que
F1EFPL et F2EFPL, ont respectivement atteint 92,96 % et 91,83 % (figure 6), avec des ICso de
13,08 et 15,37 pg/ml. Ces résultats sont comparables a I’extrait seul (92,44 %, I1Cso = 15,23
png/ml), et relativement proches du standard AG (96,89 %, ICso = 3,54 pg/ml).

Tableau IX : Résultats d’IC50 du test ABTS de I’extrait éthanolique des fruits de Pistacia lentiscus
(EFPL), des films incorporant I’extrait éthanolique (F1EFPL et F2EFPL), des films témoin (F1 et F2)
et de I’acide gallique (AG).

Echantillons F1 F1EPL F2 F2EPL EPL AG
ICso (ng/ml) / 13,08 / 15,37 15,23 3,54

/ : valeur d’ICso non déterminée
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L’analyse statistique confirme une amélioration significative (p <0,05) avec I’enrichissement
en extrait. Ces résultats montrent que les composés bioactifs conservent leur activité

antioxydante dans la matrice, méme apres transformation.

Le test ABTS, reconnu pour sa polyvalence, permet d’évaluer a la fois des antioxydants
hydrophiles et lipophiles, contrairement au DPPH plus limité aux composés lipophiles. Cette
caractéristique peut expliquer les pourcentages d’inhibitions plus élevées et les ICso plus faibles

obtenues avec I’ABTS (Untea et al., 2018).

111.4.3. Pouvoir réducteur

Ce test mesure la capacité de 1’extrait phénolique des fruits de Pistacia lentiscus ainsi que
des films incorporant 1’extrait a réduire les ions ferriques (Fe**) en ions ferreux (Fe**) a été mis
en évidence, illustrer dans la figure 7, a travers le test du pouvoir réducteur. Les résultats sont
exprimés sous forme d’Ag,s qui représente la concentration de I’échantillon (en pg/ml)

nécessaire pour atteindre une absorbance de 0,5.

Pouvoir réducteur (Ao,s)
120

100 L

80 =

Ao, s(ug/mm)
)

FI1EFPL F2EFPL EFPL AA

Figure 7 : Pouvoir réducteur de I’extrait éthanolique des fruits Pistacia lentiscus (EFPL), des films incorporant
I’extrait éthanolique (F1EFPL et F2EFPL) et d’acide ascorbique (AA) contre les ions ferriques.

Les résultats montrent que I’extrait EFPL présente une bonne capacité réductrice (Ao,s = 65,08
pug/ml), relativement inférieure a celle de I’acide ascorbique (Ao,s = 35,45 png/ml), les valeurs
restent relativement proches, ce qui indique que I’extrait peut réduire efficacement les ions

ferriques (Fe*") en ions ferreux (Fe®") a des concentrations modérées.
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Les deux films enrichis présentent une activit¢ modérément plus faible (Ao,s de 82,06 pour
F1EFPL et 99,25 pour F2EFPL), probablement en raison de 1I’emprisonnement partiel des
antioxydants dans la matrice filmogene, limitant leur disponibilit¢ (Benzie et Strain, 1996 ;

Vargas et al., 2008).

L’incorporation de I’extrait dans les deux films (FIEFPL et F2EFPL) a entrainé une
augmentation des valeurs Ag,s (82,06 et 99,25 ng/ml), indiquant une diminution apparente du
pouvoir réducteur. Cette baisse s’explique probablement par une réduction de la disponibilité

des composés actifs, retenus ou piégés dans la matrice du film.

I11.4.4. Capacité antioxydante totale

La capacité antioxydante totale (TAC), exprimée en équivalents d’acide ascorbique,
permet d’évaluer I’action synergique des antioxydants hydrosolubles et liposolubles. Les

résultats des échantillons testés sont présentés dans le tableau X.

Tableau X : Récapitulatif des résultats de capacité antioxydante totale (TAC) de I’extrait éthanolique
des fruits de Pistacia lentiscus (EFPL), des films incorporant 1’extrait éthanolique (F1EFPL et F2EFPL)
et des films témoin (F1 et F2).

Les échantillons F1 F1EFPL F2 F2EFPL EFPL

TAC (mgEAA/gES) 47,28+3,97 84,95+3,62 55,09+3,41 90,22+4,20 127,46+3,38

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type (n = 3).

Les résultats montrent que 1’extrait EFPL possede une forte capacitée antioxydante, avec une
valeur de 127,46 + 3,38 mg EAA/g ES. Cette valeur est nettement supérieure a celle rapportée
par Dkhil et al. (2023), qui ont trouvé une TAC de 31,20 + 1,87 mg AAE/g MS pour une

fraction flavonoidique de Pistacia atlantica.

Cette différence peut s’expliquer par la diversité des composés présents dans 1’extrait brut de
P lentiscus, qui agissent en synergie pour renforcer I’activité antioxydante globale, ainsi que
par la variabilité interspécifique entre P. lentiscus et P. atlantica.l’incorporation de cet extrait
dans des matrices polymériques a également permis d’améliorer la capacité antioxydante des
films. En effet, les films FIEFPL et F2EFPL ont présenté des valeurs de TAC de 84,95 + 3,62
et 90,22 + 4,20 mg EAA/g ES, respectivement, contre 47,28 + 3,97 et 55,09 + 3,41 mg EAA/g
ES pour les témoins F1 et F2. Ces résultats démontrent clairement que I’ajout de I’extrait de P.

lentiscus augmente significativement I’activité antioxydante des films.
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II1.5. Analyses microbiologiques des films
La stabilit¢ microbiologique des matériaux d’emballage constitue un parameétre
fondamental pour garantir la sécurité sanitaire des produits alimentaires qu’ils protegent. Dans
ce cadre, une analyse a été réalisée afin d’évaluer la présence éventuelle de micro-organismes
indicateurs dans les films formulés. Les résultats, exprimés sous forme de présence (+) ou

d’absence (—) de contamination, sont présentés dans le tableau XI ci-dessous.

Tableau XI : Résultat du test de contaminations des films incorporant 1’extrait éthanolique des fruits de

Pistacia lentiscus (F1IEFPL et F2EFPL) et Film témoin (F1 et F2), (-) : absence de contamination.

Micro-organisme F1 F1EFPL F2 F2EFPL
Leveurs et moisissures
Germe aérobie
Staphylococcus aureus
Bactéries lactiques

Coliformes totaux

Les tests ont révélé qu’aucune croissance microbienne n’a été détectée pour I’ensemble des
micro-organismes ciblés, tant dans les films enrichis en extrait de Pistacia lentiscus (FIEFPL
et F2EFPL) que dans les films témoins (F1 et F2) (annexe VII). Cette absence de contamination
témoigne de 1’efficacité des conditions de fabrication, de séchage et de conditionnement, qui
ont été rigoureusement maitrisées sur le plan hygiénique. Ainsi, les films produits répondent
aux exigences de sécurité microbiologique nécessaires pour des applications dans le domaine

de I’emballage alimentaire.

Les résultats obtenus dans notre étude ne permettent pas d’attribuer I’absence de contamination
a l’action de I’extrait. En effet, les films sans extrait (F1 et F2) ont montré un profil
microbiologique identique a celui des films enrichis. Il apparait donc que I’effet antimicrobien
potentiel de I’extrait ne peut étre confirmé dans ce contexte, en 1’absence de tests spécifiques
visant a évaluer directement son activité contre des souches microbiennes pathogeénes ou

d’altération.

Cette observation met en évidence 1’importance de compléter ce type d’évaluation par des tests
ciblés, tels que des essais d’inhibition de croissance sur gélose ou en milieu liquide, réalisés
avec des micro-organismes représentatifs de I’altération alimentaire (par exemple Escherichia

coli, Listeria monocytogenes ou Salmonella spp.).
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Le développement de films bioactifs intégrant des extraits végétaux antioxydants
constitue une stratégie prometteuse pour améliorer la stabilité et la fonctionnalité¢ des matériaux
d’emballage alimentaire. L'utilisation de 1’extrait éthanolique des fruits de Pistacia lentiscus,
riche en composés phénoliques, a permis d’explorer a la fois ses effets antioxydants, protecteurs
et antimicrobiens, au travers d’une série de tests in vitro. Les résultats obtenus a partir des
différentes analyses apportent une vision globale et cohérente de I’efficacité fonctionnelle de

ces films composites.

L’incorporation de I’extrait de Pistacia lentiscus a démontré un fort potentiel antioxydant
dans plusieurs systémes tests (DPPH, ABTS, pouvoir réducteur, capacité antioxydante totale).
Cette activité est étroitement liée a la composition chimique de I’extrait, particuliérement en
flavonoides, tanins hydrolysables, et acides phénoliques. Ces composés agissent via plusieurs
mécanismes : la neutralisation des radicaux libres par transfert d’électron ou d’atome
d’hydrogene, la stabilisation des radicaux par résonance et la chélation des ions pro-oxydants

(Pisoschi et Pop, 2015 ; Ivanova et al., 2020).

Les composés phénoliques présents dans Pistacia lentiscus, notamment les flavonoides,
les tanins hydrolysables et les acides phénoliques, sont reconnus pour leur capacité a neutraliser
les ERO par divers mécanismes biochimiques. L’un des modes d’action les plus couramment
observés est le transfert d’un atome d’hydrogene a un radical libre, conduisant a sa stabilisation.
Ce processus repose essentiellement sur la présence de groupes hydroxyles en position ortho
ou para sur le noyau aromatique des flavonoides ou sur les structures condensées des tanins,
permettant une délocalisation efficace de 1’¢lectron célibataire, stabilisant ainsi le radical formé

(Pisoschi et Pop, 2015 ; Ivanova et al., 2020).

En paralléle, les composés phénoliques exercent €également leur activité par transfert
monoélectronique, réduisant les agents oxydants comme les cations ferriques ou les radicaux
azotés en especes non réactives. Ce mécanisme est a la base du pouvoir réducteur observé dans
les extraits végétaux riches en polyphénols. Les structures polyhydroxylées des flavonoides et
des tanins leur conferent une excellente capacité a agir comme donneurs d’¢électrons dans des
systemes redox biologiques, ce qui contribue a limiter la formation des produits d’oxydation

dans les matrices alimentaires (Rice-Evans et al., 1996).

De plus, les résultats indiquent que les propriétés antioxydantes de 1’extrait sont
globalement préservées apres incorporation dans la matrice filmogene, ce qui suggere une
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bonne compatibilit¢ physico-chimique entre les composants du film et les antioxydants
naturels. Cette stabilité est cruciale, car certains processus de formulation, tels que le chauffage
ou le séchage, peuvent parfois altérer la structure des composés sensibles. Dans ce cas, la
conservation de 1’activité¢ biochimique suggere que les interactions entre les antioxydants et la
matrice n’entravent pas leur réactivité, et que leur mobilité au sein du réseau polymérique reste
suffisante pour permettre une interaction efficace avec les espéces radicalaires (Siracusa et al,

2008 ; Kumar et al, 2021).

Par ailleurs, les résultats obtenus avec les tests basés sur la capacité totale antioxydante
confirment 1’action synergique entre les différents composés phénoliques présents dans
I’extrait. En effet, il est bien établi que I’effet combiné de plusieurs antioxydants peut surpasser
la somme de leurs effets individuels. Les interactions positives entre les flavonoides, les tanins,
les acides phénoliques et d’autres métabolites secondaires renforcent la capacité globale du
systéme a intercepter les radicaux libres et a prévenir I’initiation ou la propagation des réactions

oxydatives (Dominguez et al., 2018).

Le test de dénaturation des protéines du blanc d’ceuf a été utilisé comme modele de
protection cellulaire contre les agressions oxydatives ou inflammatoires. Ce modé¢le repose sur
la capacité d’un extrait a inhiber la dénaturation thermique des protéines, phénomeéne qui simule
I’altération des structures biologiques lors de processus inflammatoires. L’extrait de Pistacia
lentiscus, et les films qui en sont enrichis, ont montré une inhibition marquée de cette

dénaturation, ce qui confirme leur potentiel protecteur.

Cette activité est étroitement liée a la richesse en composés phénoliques de 1’extrait de
Pistacia lentiscus, bien connue pour sa teneur €levée en polyphénols. Plusieurs études ont
rapporté la présence d'acide gallique, d’acide caf€éique, la catéchine, la quercétine, la myricétine,
ainsi que de tanins hydrolysables et condensés dans les extraits des fruits et feuilles de cette
espece (Bouaziz et al., 2009 ; Derwich et al.,, 2010). Ces composés sont réputés pour leur
capacité a interagir avec les protéines, formant des complexes stables via des liaisons
hydrogeéne, des ponts salins, ainsi que des interactions hydrophobes. De telles interactions
stabilisent la conformation tridimensionnelle des protéines, réduisant ainsi leur sensibilité aux

agents dénaturants, notamment la chaleur (Rawel et al, 2005 ; Shahidi et Dissanayaka, 2023).

Dans ce contexte, 1’action protectrice observée peut €tre attribuée a ces mécanismes
moléculaires. Les flavonoides tels que la quercétine et la catéchine, par exemple, peuvent se

lier préférentiellement aux régions hydrophobes des protéines et ainsi limiter leur dépliement
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ou leur agrégation. Les tanins, quant a eux, présentent une forte affinité¢ pour les protéines

globulaires, entrainant une stabilisation du réseau de liaisons intra- et intermoléculaires.

L’analyse microbiologique a révélé I’absence de micro-organismes indicateurs (tels que
coliformes totaux, levures et moisissures) dans les films enrichis, ce qui t¢émoigne d’une bonne
stabilité hygiénique du systéme. Cette absence peut s’expliquer par plusieurs facteurs, en
premier lieu la présence de composés antimicrobiens naturels dans I’extrait de Pistacia
lentiscus, notamment certains tanins, acides phénoliques et terpénes, connus pour leur action

inhibitrice sur une large gamme de bactéries et de champignons (Al-Zaben et al., 2023).

Les mécanismes d’action de ces composés antimicrobiens reposent principalement sur
leur capacité a altérer la perméabilité membranaire des cellules microbiennes et perturber les
processus enzymatiques. La libération controlée de ces substances depuis la matrice
polymérique contribue a créer un microenvironnement défavorable a la croissance microbienne.
L’intégrité¢ hygiénique des films est également renforcée par les conditions de préparation
(température, pH, agents filmogenes) qui limitent la contamination (Appendini et Hotchkiss,

2002).
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CONCLUSION

Les fruits de Pistacia lentiscus constituent une source précieuse de composés bioactifs tels
que les polyphénols, les flavonoides et les tanins, leur conférant un potentiel intéressant pour
des applications fonctionnelles, notamment dans le domaine de I’emballage alimentaire. Dans
cette étude, des extraits éthanoliques issus de résidus de fruits de P. lentiscus ont été valorisés
par leur incorporation dans des films biodégradables a base de carboxyméthylcellulose (CMC)

et de glycérol, dans le but d’exploiter leurs propriétés antioxydantes et protectrice.

Les films obtenus ont été caractérisés sur les plans physico-chimique, mécanique et
fonctionnel. Il a été démontré que I’augmentation de la teneur en glycérol entraine une hausse
de I’humidité résiduelle, une diminution de la résistance a la traction et une augmentation de
I’épaisseur du film. En revanche, I’ajout de I’extrait de P. lentiscus n’a pas significativement

altéré ces propriétés mécaniques.

D’un point de vue fonctionnel, I’incorporation de 1’extrait a conféré aux films une activité
antioxydante notable, confirmée par les tests DPPH, ABTS, du pouvoir réducteur et de la
capacité antioxydante totale. Les films enrichis ont présenté une efficacité comparable a celle
de I’extrait libre, tandis que les films témoins sont restés dépourvus d’activité. Par ailleurs, ces
films ont montré une capacité a limiter la dénaturation des protéines, soulignant leur potentiel
en tant que matériaux actifs pour la conservation d’aliments sensibles, tels que les produits

carnés.

Bien que cette recherche ait permis de concevoir et d’évaluer un matériau d’emballage
bioactif innovant, plusieurs pistes méritent d’étre explorées afin d’optimiser ses performances
et d’envisager son application a 1’échelle industrielle. Des investigations complémentaires
portant sur la caractérisation morphologique par microscopie électronique a balayage (MEB),
I’analyse thermique (TGA) ainsi que des essais mécaniques approfondis (Allongement a la
rupture) sont recommandées. Par ailleurs, des tests en conditions réelles sur des denrées

alimentaires permettront de valider leur efficacité et leur innocuité dans un contexte applicatif.

Ce travail ouvre la voie au développement de films d’emballage biodégradables et
fonctionnels, combinant ’utilisation de polymeres naturels et d’extraits végétaux locaux,
contribuant ainsi a la réduction de I’impact environnemental des plastiques tout en améliorant

la sécurité et la conservation des aliments.
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ANNEXES

Annexe I : Courbe d’étalonnage de dosage des polyphénols totaux dans 1’extrait éthanolique
de Pistacia lentiscus
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Annexe II : Courbe d’étalonnage de dosage des flavonoides dans I’extrait éthanolique de
Pistacia lentiscus
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Annexe III : Courbe d’étalonnage de dosage des tanins condensé dans 1’extrait éthanolique de
Pistacia lentiscus.
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Annexe IV : Courbe d’étalonnage de dosage des tanins hydrolysable dans I’extrait éthanolique
de Pistacia lentiscus

Standard acide tannique v = 0,0024x +0,0391
R? = 0,9941

Absorbance
(=]
[
[

Concentration (ug/ml)




ANNEXES

Annexe V : Les plaques de dosage de la capacité antiradicalaire DPPH (A) et ABTS (B) de
I’extrait, des films témoin et des films enrichi avec 1’extrait de Pistacia lentiscus

Annexe VI : Résultats du test de la capacité antioxydante (C)et pouvoir réducteur (D)de
I’extrait, des films témoin et des films enrichi avec ’extrait de Pistacia lentiscus

Annexe VII : Résultats du test de recherche des contaminations
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Annexe VIII : Référence des milieux de culture utilisés dans le test de contamination des films

Milieu BPA PCA VRB CGA MRS
Référence | M043S- DSHB3034 | 1.01406.0500 | DSHB3034 M6411-500G
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Résumé

Dans une optique de valorisation des ressources naturelles et de réduction de I’utilisation des
polymeres synthétiques, la présente étude a porté sur l’élaboration de films bioactifs a base de
carboxyméthylcellulose (CMC) et de glycérol, enrichis en extrait éthanolique de déchets de fruits de
Pistacia lentiscus. Les films obtenus ont été caractérisés selon leurs propriétés physico-mécaniques,
notamment la teneur en humidité, la résistance a la traction et I’épaisseur. L’augmentation de la
concentration en glycérol a significativement influencé ces parametres. L’incorporation de 1’extrait,
quant a elle, n’a pas modifié la structure des films, mais leur a conféré des propriétés fonctionnelles
intéressantes. Les films enrichis ont démontré une activité antioxydante marquée, avec des
pourcentages d’inhibition atteignant 76,45 + 1,83 % pour le DPPH et 92,96 + 0,14 % pour I’ABTS,
ainsi qu’un pouvoir réducteur et une capacité antioxydante totale notables.

Ces résultats mettent en évidence 1’intérét des films a base de CMC enrichis en composés phénoliques
comme alternative durable pour [I’emballage alimentaire fonctionnel. Toutefois, des études
complémentaires sont nécessaires pour renforcer leur stabilité a I’humidité et évaluer leur performance
en conditions réelles d’utilisation.

Mots clés : Pistacia lentiscus, film alimentaire, activité antioxydante, carboxymethylcellulose (CMC),
emballage alimentaire.

Abstract

With a view to valorizing natural resources and reducing the use of synthetic polymers, the present
study focused on the development of bioactive films based on carboxymethylcellulose (CMC) and
glycerol, enriched with ethanolic extract from Pistacia lentiscus fruit waste. The films obtained were
characterized according to their physico-mechanical properties, notably moisture content, tensile
strength and thickness. Increasing the concentration of glycerol significantly influenced these
parameters. The incorporation of the extract, on the other hand, did not modify the structure of the
films, but gave them interesting functional properties. The enriched films showed marked antioxidant
activity, with inhibition percentages reaching 76.45 + 1.83% for DPPH and 92.96 + 0.14% for ABTS,
as well as notable reducing power and total antioxidant capacity. These results highlight the relevance
of CMC-based films enriched with phenolic compounds as a sustainable alternative for functional
food packaging. However, further studies are needed to enhance their moisture stability and evaluate
their performance under real-life conditions.

Keywords : Pistacia lentiscus, food film, antioxidant activity, carboxymethylcellulose (CMC), food
packaging.
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