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Abs : Absorbance.

ACE : Enzyme de conversion de I'angiotensine.
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ASP : Aspergillus Niger.
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Cb : Cadmium.

cm? : Centimétre carré.

CO2 . Dioxyde de carbone.

CrV':Chrome VI.

C : Carbone.

°C : Degré Celsius.

DPPE : Diphenylphosphino.

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl).

DF : Fibres détergent.

EAM : Extraction assistée par micro-ondes.
EAU : Extraction par ultrasons.

EC: Escherichia coli.

EECP : Extrait de cosses des petits pois.

FAO : L’organisation pour I’alimentation et ’agriculture.
FD : Fibres alimentaire.

FICK : Loin de diffusion de la matiére.

F: Formulations.
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GG: Diascial.
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g : Gramme.
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g/mol : Gramme par mol.
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H : Hydrogéne.

h : Heure.

%H : Pourcentage d’humidité.

IRTF : Spectroscopie infarouge a transformé de fourrier.
J.-C : Jesus Christ.

Mext : Masse dextrait sec.

Méch : Masse dechantillon.

MG : Liaison équatorial-axial.

MM : Liaison Diéquatorial.

mm : Millimetre.

mn : Minute.
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M : B-D-mannuronique.

M : Masse.

NAD": Icotinamide adénine dinucléotide.
nm: Nanometre.

NP: Penicillium sp.

OH: Molécule d’hydroxyle.

O2: Dioxygeéne.

O: Oxygene.

Pb : Plomb.
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Pka : Constante d'acidité.
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La préservation d'un aliment implique la préservation de ses qualités hygiénigues,
nutritionnelles et organoleptiques pendant une durée maximale en agissant sur les différents
mécanismes d'altération afin de les ralentir ou d'en éliminer les effets. [1]

Depuis les années 1970, I'emballage a joué un réle crucial dans I'essor de la grande
distribution et du libre-service. En effet, I'emballage permet une plus grande diversité de
denrées en améliorant leurs capacités de conservation grace a son étanchéité. Donc, il découvre.

En effet Plusieurs types d'interactions existent entre un emballage et l'aliment qu'il
contient. L'inertie d'un emballage est rarement totale ce qui peut engendrer une altération des
propriétés organoleptiques de I'aliment ou éventuellement un probleme toxicologique et peut
également influencer les propriétés mécaniques de I'emballage. [2, 3]

De cette maniere, la majorité des emballages mentionnés dans la littérature offrent la
possibilité d'intégrer des substances actives synthétiques et artificielles dans leurs systémes.
Toutefois, ces substances sont liées a différents effets préjudiciables a la santé humaine, y
compris des effets cancérigénes, en raison de leur migration de I'emballage alimentaire vers
I'aliment emballé, puis du consommateur vers l'organisme. Ainsi, de nouvelles solutions
provenant de sources naturelles ont été explorées, comme l'utilisation des alginates.

Les sels d'alginates se trouvent naturellement dans les parois cellulaires des algues
brunes, il s'agit de polysaccharides complexes constitués de deux unités d'acide mannuronique
et d'acide guluronique, dérivées du mannose, les alginates, peu connus du grand public, sont
pourtant des produits aujourd’hui utilisés dans de nombreux domaines. Chacun de nous les
consomme ou les utilise régulierement sans méme le savoir. Cette lacune vient notamment du
fait de I’incompréhension des ingrédients contenus dans les produits commercialisés qui s’avére
un défi compliqué en raison de 1’utilisation de nombreux symboles, le présent travail a pour
objectif de développer et caractériser un film destiné a I’emballage alimentaire a base d’alginate
de sodium et d’agents antimicrobien naturel (cosses de petit pois).

Le présent travail comporte quatre chapitres:

v" Le premier chapitre consacré a I’emballage alimentaire (définition, types, fonctions,
roles, facteurs de choix d’emballage et interaction contenant/contenu), les
biopolymeres (définition, types, propriétés et avantages et inconvénients) et les
alginates (définition, sources, propriétés et utilisation).

v' Le second chapitre est consacré a Prestation de la plante Pisum sativum L.

(genéralités, classification, aspect botanique ainsi que la composition chimique et
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I’utilisation potentielle) et aussi le séchage (définition, principe, objet et types), mais
aussi définition de I’extraction des polyphénols, principe et quelques types
d’extraction.

v Présentation du matériels utilisés et les protocoles expérimentaux suivis et les
techniques de de caractérisation sont résumes dans le chapitre trois.

v' Les résultats et discussion sont donnés dans le chapitre quatre et enfin on termine par

une conclusion et quelques perspectives.
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Chapitre | : Etat d’art sur I’emballage.

|.1. Histoire de ’emballage alimentaire

Au cours des époques nomades de I'histoire humaine, les individus consommaient ce qu'ils
pouvaient trouver et collecter de Il'environnement de la nourriture, sans prendre en compte la
préservation et le stockage de leur nourriture. Toutefois, quand I'numanité a commencé a s'établir
dans les communautés, les régions et les villes, les individus se nourrissaient de ce qu'ils chassaient
a l'aide d'équipement, d'armes et d'outils fabriqués. A cette époque, il est devenu indispensable de
fermer et de conserver la nourriture . 1l s'agissait de la preuve de l'utilisation de la poterie et du verre
pour conserver les aliments, qui peut étre datée d'environ 3000 avant J.-C., a I'époque de I'Egypte
antique. La cire d'abeille ou de poix a également été utilisée par les Egyptiens pour sceller les
récipients, protégeant ainsi la nourriture des insectes, des rongeurs, des bactéries et de l'air. Les
bouchons en liege étaient utilisés par les Romains et les Grecs pour fermer les récipients vers 600
avant J.-C. L'utilisation de bois, de papier, de métal, de céramique et de verre dans I'emballage et la
conservation des aliments a été facilitée par des progrés dans la fabrication de ces matériaux. A titre
d'exemple, le fer blanc a été créé vers 1200 et est toujours employé aujourd'hui pour conserver les
aliments en boites.[1]

En 1809, Nicolas Appert a inventé une méthode de conservation des aliments dans des
récipients en verre bouchés placés dans un bain d'eau. L'industrie de la conserverie a été créée par
Durand en 1810, et quelques années plus tard, Pasteur constate que les bactéries sont responsables
de la dégradation des aliments et peuvent étre inactivées par un traitement a la vapeur. Les
matériaux d'emballage rigides et flexibles ont connu une amélioration au cours du vingtiéme siécle.
Une technique de création d'un vide dans les aliments contenant des matériaux en métal et en verre
a été mise au point dans les années 1930. En 1950, de nouveaux matériaux tels que le polychlorure
de vinyle et le nylon étaient introduits et employés dans les films d'emballage.

Apres la fin du vingtieme siécle, plusieurs avancées majeures dans le domaine de
I'emballage ont influencé le monde de I'emballage contemporain et de la préservation des aliments.
Parmi les exemples, on peut citer le traitement des emballages aseptiques, les matériaux
micronodules et les systémes d'emballage actifs, intelligents et recyclables. [1]
|.2. Définition d’un emballage

L'emballage est un ensemble de matériaux destinés a protéger, transporter, stocker, vendre
et consommer des produits, ainsi qu'a assurer la distribution sdre des produits aux utilisateurs

finaux dans de bonnes conditions et a un colt minime. [2]
I.3. Fonction de I’emballage

Les sept (07) fonctions principales de I’emballage
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e Une fonction de contenant : L’emballage est avant tout un récipient, associé a des
servitudes Métrologiques réglementaires (obligation de I’indication exacte de la masse ou de
volume Contenu).

e Une fonction de présentation : Visant a retenir I’attention et a séduire 1’acheteur dans le
linéaire de distribution (c’est la fonction qui intéresse les services marketing).

e Une fonction d’information : Par 1’étiquetage, de plus en plus importante, associée a des
servitudes réglementaires quant aux types d’information et a la loyauté des renseignements
donnés (fonction qui concerne les services juridiques).

e Une fonction de service : Dans la mesure ou I’emballage apporte un service spécifique :
flacon pulvérisateur, flacon saupoudreur, boite auto-chauffante, etc. La notion de service
s’étend également a la commodité d’emploi, notamment a la facilité d’ouverture sans outils
Particuliers.

e Une fonction de sécurité alimentaire : Protection vis-a-vis d’une contamination ou d’une
pollution délictueuse (fraude, vol par substitution, malveillance, etc.).

e Une fonction de protection physique vis-a-vis des chocs mécaniques
(manutentions,palettisation, transport), des variations de température (emballage isotherme),
de la lumiére(matériaux filtrant les UV par exemple).

e la fonction principale : Celle d’auxiliaire technologique de conservation et de protection de
la qualité du produit alimentaire contre les agents extérieurs d’altération physico-chimique
et biochimique des aliments, associée a une obligation d’innocuité toxicologique et d’inertie
chimique des matériaux constituants 1’emballage vis-a-vis de son contenu (probleme de
transferts) .[3]

1.3. Types d’emballage alimentaire
On a adopté une classification des emballages en fonction de leur but. On regroupe les
emballages en trois catégories : [4-5].

e Emballage commercial ou emballage primaire : 1l renferme le produit et est en contact
direct avec celui-ci. C'est un produit commercial destiné au consommateur, comme par
exemple une boite métallique, une canette de limonade, une bouteille en plastique ou un
pochon de lait.

e Le packaging groupé ou emballage secondaire : Il renferme un produit qui n'est pas
directement en contact avec lui. Ce second emballage lui offre une protection pour éviter
toute détérioration. Il peut contenir un seul article ou regrouper plusieurs, comme des

ceréales emballées dans un sachet plastique puis dans un carton.
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e Emballage pour le transport ou emballage pour les entreprises qui I’emballage tertiatre ,
Il est spécialement congu pour le transport, le stockage et la distribution des produits par

lot, tels que les casiers a bouteilles, les caisses en carton épais, les palettes en bois, etc.

EMBALLAGE PRIMAIRE EMBALLAGE SECONDAIRE EMBALLAGE TERTIAIRE

Figure 1.1 : Différents types d’emballage. [6]
I.4. Facteur de choix des emballages alimentaires
1.4.1. Critére de sélection d’un emballage alimentaire
Il est essentiel de prendre en considération plusieurs critéres pour sélectionner un emballage
alimentaire approprié [7] :
e Type de produit alimentaire : En fonction de la nature du produit (solide, liquide, chaud,
froid), certains matériaux ou formes d'emballage seront plus adaptés.
e Protection de la santé : L'emballage doit se conformer aux normes en vigueur pour
préserver les denrées des contaminations microbiologiques, chimiques ou physiques.
e Aptitude a conserver : L'emballage doit garantir la préservation des qualités
organoleptiques du produit tout au long de sa durée de vie.
e Le design doit étre attrayant et en accord avec l'image de marque de I'entreprise afin de
séduire les clients.
1.4.2. Facteurs a considérer lors du choix d’un emballage
e Co0t : La décision dépend du prix de I'emballage. Pour garantir un rapport qualité-prix
optimal, il est nécessaire de trouver un equilibre entre le codt et la qualité. [7]
e Facilité d'utilisation : La facon de fermer et d'ouvrir I'emballage a un impact sur la
satisfaction du client. Un conditionnement pratique favorise sa reutilisation. [7]
e Droit et réeglementations : La réglementation des emballages alimentaires est propre a
chaque pays. La garantie de la sécurité des consommateurs repose sur le respect de ces

normes dans I'emballage. [7]
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1.5. Interactions contenant/contenu

La mise en contact d’un contenu (denrée alimentaire) et d’un contenant (emballage), dans
des conditions définies : temps, de température, de surface relative, entraine presque
inéluctablement une éventualité de migration réciproque, aussi faible soit-elle, des produits en
présence, c’est- a- dire passage de substances d’un milieu a I’autre. [8]

Lorsqu’on arrive a un état d’équilibre, le matériau est complétement pénétré, et les
migrants se répartissent entre le matériau et le milieu au contact sur la base de leur affinité pour ces
deux milieux. [8]

L’inertie d’un emballage est rarement totale ce qui peut engendrer par exemple une
altération des propriétés organoleptiques de I’aliment ou éventuellement un probléeme
toxicologique. [8]

1.5.1. Types d’interaction
Plusieurs types d’interactions existent entre un emballage (contenant) et le produit emballé
(contenu). [9]

e Migration de substances présentes dans le matériau d’emballage vers le produit.

e Perméation de gaz : O2 vers I’aliment, CO2 vers I’extérieur de I’emballage.

e Sorption (absorption) des constituants du produit par I’emballage (exemple : ardmes).

Film de
Easicenncment Lobumcre Substances miscantcs Conségquences
(1) Oxydanon
(1 >
Perméation
( = b
(=)
Mane .
¢ s g Migration Fovat o Changement de saveur
Additives
Probléme de sant
< Dis ' de |
- Sompt cor rat so | »

Figure 1.2 : Transfert de matieres emballage/aliment. [9]
1.5.2. Criteéres de choix d’un matériau d’emballage pour un produit alimentaire
e Criteres de compositions
D’un point de vue toxicologique, nous allons nous intéresser plus précisément a la migration
(interaction contenu-contenant).Cette migration d’une substance dans un aliment peut étre

modélisée par la seconde loi de FICK. La migration est fonction de différents paramétres.[10]



Chapitre | Etat d’art sur ’emballage.

, ) a - Modole mathamatique

Figure 1.3 : Equation de la deuxiéme lois de FICK .[10]
De I’aliment mis au contact.
Du procédé de conditionnement.
Du temps de contact.

YV V VYV V

Les concentrations des substances.

Critéres de pureté

Pour choisir un matériau d’emballage pour un produit alimentaire nous devons rependre aux
exigences de pureté et au controle systématique qui dépendent de la nature, de 1’état physique ainsi
que la composition de la d’entrée alimentaire .[10]

Tableau II.1 : Critéres de choix d’un matériau d’emballage a contact alimentaire.[10]

Exigences de pureté, Aliments Filtration a
contrble systématique Aliments secs | humides Cuisson Chaud

Ou gras
Transfert des constituar x X X X

antis microbiens

Inertie organoleptique X X X X
Teneur en PCP X X X X
Teneur en PCB X X X X
Teneur en matériaux X X X

extractibles (Pb, Cd, Hg,
cr VI )

Extraction a chaud X

1.6. Geneéralités sur les biopolymeres
1.6.1.Définition d’un biopolymeére
Le terme biopolymeére regroupe les polymeres "issus de ressources renouvelables™ et les

polymeres dits "biodégradables”. Le premier aspect est défini par des normes (ASTM, 2005). Cette
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derniére repose sur une méthode de mesure de la teneur en carbone de la biomasse. Les termes ™
biosourcé " ou " issu de ressources naturelles " ou encore " issu de ressources renouvelables "
s’appliquent aux polymeres dont la majorité de leurs constituants sont issus de la biomasse. La
source peut étre végetale ou animale.[11]
1.6.2. Différentes familles des biopolymeres
> Biopolymeres synthétiques : Ils sont obtenus par fermentation et sont appelés
biopolymeres synthétiques ou synthétisés chimiquement en fonction de leur mode de
production. 1l s'agit en fait d'une polycondensation (chauffage) de monomeéres naturels ou de
monomeres identiques aux monoméres naturels. Le plus connu est le PLA (acide
polylactique).[12]
» Polymeres biodégradables : Ce sont des polyméres d’origine fossile (issus du pétrole)
auxquels est ajouté un additif qui permet de favoriser leur dégradabilité.
» Biopolymeéres biosourceé : euvent étre classés en trois familles :
e Les polymeres issus directement des ressources végétales et animales comme les
polysaccharides, les protéines et les polynucléotides. [12]
e Les polyméres issus d’origine bactérienne comme les polyhydroxyalcanoates (PHA).
e Les polymeres obtenus indirectement par polymérisation de monomeéres euxmeémes issus de
ressources végétales comme 1’acide lactique, résultant de la fermentation de sucres ou

encore des composés monomeres réactifs dérivés d’huiles végétales.[12]
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Figure 1.4 : Organigramme des différentes familles de biopolymeéres. [13]
1.6.3. Avantages et inconvénients des biopolymeres

1.6.3.1. Principaux avantages des biopolymeéres
» Neutralité en ce qui concerne le cycle CO2.

» Gestion de la fin de vie est simplifiée grace au compostage.

10
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» Une gamme diversifiée de biopolymeres a disposition.

> [Fabriques a partir de ressources renouvelables abondantes.

> Adaptables a des procédés classiques tels que I'extrusion, le gonflage, l'injection et le
thermoformage.

> Une valeur ajoutée considérable. [14]

1.6.3.2. Inconvénients des biopolymeres
De plus, ils comportent des désavantages [14] tels que :
» Co0t elevé de vente (colt + production faible).
> Parfois, les caractéristiques physiques sont limitées.
> Secteur du polymeére est peu structuré a I'échelle internationale en raison de I'absence de
normes et de législations concernant la biodégradabilité.
» Compostage industriel des déchets bio-polymériques est peu développé dans le domaine.
1.7. Les alginates
1.7.1. Définition
Alginate de sodium est un polysaccharide anionique, un biopolymére extrait des algues
brunes, et il peut étre fabriqué par des bactéries. Dans le domaine industriel, il provient
principalement de certaines espéces d'algues brunes telles que Macrocystis pyrifera, qui a été
collectée aux Etats-Unis, Laminaria digitata (Figure 1.15), Laminaria hyperborea et Ascophyllum
nodosum, qui a été collectée en Europe.
Le polysaccharide le plus répandu dans ces organismes est l'alginate, qui représente plus de
40% de leur poids sec. Il est fréquemment employé dans des domaines biologiques tels que
I'encapsulation cellulaire et la délivrance controlée de molécules a effet thérapeutique. Cette réussite
est principalement attribuable a son processus de gélification et a sa biocompatibilité largement
prouveée dans la littérature.[15]
Le biomatériau de l'alginate provient de deux sources naturelles : les bactéries et

principalement les algues brunes.

r

)

Figure 1.5: Photographie Laminaria digitata .[15]
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Le biomatériau de l'alginate provient de deux sources naturelles : les bactéries et

principalement les algues brunes.

1.7.2.1 Bactéries

Les bactéries aérobies, comme Azobacter vinelendii et la bactérie pathogéne opportuniste
Pseudomonas aeruginosa, produisent de l'alginate. Les bactéries peuvent se protéger grace a cette
production. Effectivement, les alginates se rassemblent autour des bactéries afin de les préserver de
I'action des antibiotiques et de la déshydratation.[16]

En ce qui concerne les bactéries, il est possible d'exploiter uniquement la synthese de la
bactérie A. vinelandii, care lle est la seule a produire un alginate avec des structures de type
copolymeéres en blocs. L'alginate est produit a partir de cette bactérie en deux étapes :

- Dans la premiére étape, on utilise la voie d'Enter-Doudoroff, une voie secondaire du métabolisme
du glucose : le fructose-6-phosphate est le produit d'arrivée de cette voie. Chez les bactéries, cette
voie métabolique est caractérisée par sa cyclicité, ce qui permet la production de fructose-6-
phosphate qui alimente la voie de biosynthése des alginates a partir du cycle de Krebs.

-La deuxieme étape consiste a convertir le fructose-6-phosphate en alginate grace a une cascade
enzymatique. [17]

1.7.2.2. Algues brunes

Les algues brunes sont une autre source d'alginate, ou les alginates peuvent représenter
jusqu'a 40% de leur extrait sec. L'utilisation des algues pour la synthese est beaucoup plus répandue
en raison de leur colt beaucoup plus attractif que celui des bactéries.

Les propriétés physiologiques de l'alginate des plantes marines sont similaires a celles de la
cellulose des plantes terrestres. Les especes les plus utilisées d'algues brunes sont Laminaria digita
(Figure 1.6 a) et Ascophyllum nodosum (Figure 1.6 b) sur les cotes canadiennes et du nord de

I'Europe, Macrocystis pyrifera (Figure 1.6 c) sur la cdte californienne . [18]

Figure 1.6 : Photographie des algues brunes pour la synthése de I’alginate.[18]

12
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Dans les algues brunes, I'alginate se trouve naturellement sous forme de sels insolubles de
potassium, de sodium et de calcium de I'acide alginique naturel. La rigidité et la flexibilité des
algues sont influencées par leur composition et leur séquence en monomeres. La synthese de
I'alginate a partir des algues se déroule en suivant les étapes suivantes :

- La phosphomannose isomérase transforme le fructose-6-phosphate en mannose-6-phosphate.

-En présence de glucose 1-6-di-phosphate, la phosphomanno-mutase (PMM) catalyse la conversion
du mannose-6-phosphate en mannose-1-phosphate lors de la deuxiéme étape.

- Ensuite, la formation de GDP-mannose est catalysée par une troisieme enzyme, la GDP-mannose
pyrophosphorylase (GMP), qui fixe un GTP sur le mannose-1-phosphate.

- La derniere enzyme cytoplasmique connue de la chaine de biosynthese, la GDP mannose
déshydrogénase (GMD), assure la double oxydation du GDP-mannose en GDP-mannuronate en
réduisant 2 NAD+.

- La mannuronane synthase va transformer I'acide mannuronique en mannuronane, ce qui
provoquera la libération d'une molécule de GMP et d'un phosphate inorganique.

- Par la suite, une enzyme essentielle joue un réle crucial dans la synthese de l'alginate : la
mannuronane C5-épimérase, qui catalyse la conversion du mannuronane en alginate. On peut

synthétiser ces étapes dans le schéma 1.. [18]

D-Fructose-6- (FE)

Phosphomannosc

FSOIMCOCrasc

D-Mannosc-6- (‘f’)

phosphomannomutasc

-

-

D-Mannosc-1- (é)

GDP-mannosc < TP
pyrophosphorvasce 848 PP:

GDP-Mannosc

= NAD
GDP-mannosc /—‘—.
Dcechydrogenasc \. : "
NADH - 2H

Acide GDP-D-Mannuroniqgque
Mannuronan synthesc ﬂ \

Mannuronan

Mannuronan C-5-
cpimorasce

GMP + P,

Shéma 1.1 : Etapes de synthése de I’alginate a partir d’algues brunes. [18]
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1.7.3. Composition chimiques des alginates
Les alginates se composent de deux monomeres saccharidiques de base, a savoir l'acide a L-
guluronique (G) et lI'acide f3-D-mannuronique (M), dont la séquence différe (voir Schéma 1.2).

OH
OH ]
NaOOC HOO NaOOC ”Q/Z
Ho/v ” . OH
HO \_/OH
HO
fi-D-mannuronate (M) a-L-guluronate (G)

Schéma 1.2 : Monomeres de la chaine alginate.[19]
La succession des blocs (M) et (G) varie en fonction du type d'algue, de son age et de la
partie dont l'alginate est isolé. La composition en blocs et les séquences sont également influencées
par la saison de récolte. [19]

¥

G G M M G M

G - block M - block GM - block

Schéma 1.3: Structure chimique de la chaine d'alginate de sodium. [19]

En outre, il existe quatre types de liaisons glycosidiques possibles chez les alginates (voir
schéma 1.3) : diéquatorial (MM), diaxial (GG), équatorial-axial (MG) et axial-équatorial (GM).

Les segments polyacides mannuronique présentent une structure trés similaire a celle de la
cellulose. Ces segments présentent une structure aplatie, de type ruban, grdce aux liaisons
diéquatoriales entre les unités M. La stabilité de cette structure est assurée par des liaisons
d'’hydrogéne (voir schéma 1.3). Par exemple, I'atome d'oxygene du cycle monomere M. organiques
interagit avec le groupement hydroxyle en C3 du monomere M+1. 1l augmente dans I'eau mais ne se
dissout pas dans celle-ci. Il est soluble dans les solutions contenant des hydroxydes alcalins.

De leur c6té, ses sels monovalents sont parfaitement solubles dans I'eau. [19]

14
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Schéma 1.4: Interactions entre les unités M.[19]

La liaison diaxiale (GG) differe grandement de la liaison (MM) en raison de sa structure non
plate et de son arrangement plus rigide similaire a celui d'une boucle. Différentes liaisons
hydrogéne stabilisent également cette structure (schéma 1.4). Par exemple, ce type de liaison permet
d'interagir entre le groupement hydroxyle en C2 du monomere G et le groupement carboxyle du

monomere G+1. [19]
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Shcéma 1.5 : Interactions entre unités G. [19]

L'alternance des liaisons axiales-équatoriales et équatoriales-axiales est présente dans les
blocs MG. Ces différences dans la tacticité de la chaine sont a I'origine d'une plus grande souplesse
des blocs MG par rapport aux autres blocs. [19]

De plus, les données de viscosité révelent une augmentation de la rigidité des blocs dans
I'ordre :

MG<MM<GG.

En outre, si I'on considere I'alginate comme un polyélectrolyte — c'est-a-dire un polyanion —,
on observe que la répulsion électrostatique entre les groupes chargés sur la chaine polymére
contribuera a l'augmentation de la viscosité intrinseque. [19]

1.7.4. Propriétés d’alginates
1.7.4.1. Propriétés physico-chimiques
A. Comportement en solution

L'alginate de sodium est soluble dans I'eau en fonction de sa force ionique. Effectivement,
lorsque la force ionique de la solution evolue, la structure des chaines du polymeére évolue
également, ce qui entraine une variation de la viscosité. En outre, une augmentation de la force

ionique entraine une réduction de la solubilisation de I'alginate. Par conséquent, il est préférable de
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préalablement solubiliser l'alginate dans l'eau pure avant d'y ajouter une espéce ionique Sous
agitation. [20]

La solubilisation de l'alginate est également influencée par le pH de la solution. L'acide
mannuronique a un pH de 3,38 et l'acide guluronique un pH de 3,65. Si le pH de la solution
contenant l'alginate est plus bas que les pKa des deux acides, il est envisageable de créer un
hydrogel.[20]

La viscosité joue aussi un role dans la solubilité des alginates, qui est ensuite liée a la
structure des chaines du polymeére. Une chaine est plus souple d'autant que sa viscosité est réduite.
On peut aisément constater ce phénomene chez les alginates lorsque I'on ajoute du sel. Ce sel réduit
les répulsions et tend a rapprocher les chaines entre elles, ce qui entraine une augmentation de la
viscosité de la solution. [20]

B. Aptitude a la geélification

Les alginates peuvent geler en utilisant deux mécanismes différents :

- La gélification de I'acide alginique est le premier phénomene qui se produit lorsque le pH du
milieu est inférieur au pKa de l'alginate. Dans cette situation, il est possible que des liaisons
hydrogénes et des interactions hydrophobes se produisent entre les molécules. [20]
- On effectue le deuxieme processus de geélification en présence d'ions multivalents comme les ions
calcium. Dans cette situation, les chaines d'alginate se lient a ces ions dans une structure appelée
"boite a ceufs", ou un ion divalent est enveloppé dans une coque d'acide gluconique de 1’alginate.
[20]
1.7.4.2. Propriétes biologiques

A. Biocompatibilité

On considére qu'un matériau est biocompatible lorsqu'il n'agit pas sur les tissus et qu'il est
bien tolére par les cellules. [21]

On discute toujours de la biocompatibilité de l'alginate car on ignore encore I'impact de sa
composition et de ses propriétés sur la réponse inflammatoire. [21]

Effectivement, les sources naturelles d'alginate peuvent renfermer des impuretés telles que
des métaux lourds, des endotoxines, des protéines et des composés polyphenoliques. Cependant,des
recherches menées par ont démontré que I'emploi d'un alginate hautement purifié effectué a
plusieurs étapes d'extraction ne provoquait pas de réaction inflammatoire. [21]

B. Agent cicatrisant
Les alginates ont démontre leur effet cicatrisant en stimulant des molécules actives a partir

de cellules clés impliquées dans le processus de cicatrisation.
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Selon [21], il a été démontré que les alginates contenant davantage d'unités mannuroniques
ont des effets bénéfiques sur la cicatrisation, méme si cette activité dépend également du niveau de
purification de l'alginate.

C. Agent absorbant
Il est connu que les alginates sont des hydrogels qui peuvent absorber leur taille en eau a
plusieurs reprises (jusqu'a 300 fois). Les alginates ont deux meécanismes d'absorption: une
absorption inter-fibres qui implique I'absorption du fluide entre les fibres et une absorption intra-
fibres qui implique I'absorption a l'intérieur de la structure de la fibre. [21]
1.7.5. Application d’alginates

Le tableau 1.3 regroupe les différents secteurs industriels concernés. Les exemples
d’applications montrent que les alginates sont principalement utilisés comme agent épaississant,
texturant et/ou stabilisateur. [21]

Tableau 1.2: Répartition de la production mondiale des alginates (en tonnage) entre les

différents secteurs industriels et exemples d’application. [22]

application Roéle de I’alginate

Industrie textile (50%) Epaississant  pour les pates d'impression,
Epaississant et stabilisateur des teintures, Agent

d'imperméabilisation, = Agent  plastifiant et

filmogeéne.
Industrie agroalimentaire (30%) Epaississant, texturant, conservateur, dans de
codes E401 a E405 nombreux produits confitures, jus de fruits, sauces

(moutarde, mayonnaise), potages, produits laitiers,
stabilisateur dans les crémes glacées (empéche la

formation de cristaux)

Industrie du papier (5%) Agglomérant pour les fibres, apprét de surface,
Epaississant et stabilisant dans les colles, Maintien

des pigments en suspension.

Industrie pharmaceutique (5%) Stabilisateur d'émulsions, agglomérant dans les
comprimés, épaississant et hémostatique dans les
pommades, pansements, méeches nasales, Gélifiant

dans les pétes a empreinte dentaire.

Divers (10%) Epaississant dans les produits de beauté et pates a
dentifrice, stabilisateur pour les peintures et vernis,
Floculant en traitement des eaux,

Agglomérant pour les électrodes de soudure, Agent

absorbant dans les couches pour bébé.
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Chapitre Il : Présentation de la plante Pisum sativum L.

Les petits pois (Pisum sativum L.) (Figure 11.1) sont I'une des légumineuses les plus cultivées
et freguemment consommées a travers le monde, notamment au Canada, en France, en Chine, aux
Etats-Unis et en Russie. Ils possédent une grande valeur nutritionnelle et une grande quantité de
lysine. Il s'agit aussi d'une excellente source pour produire des peptides bioactifs, qui peuvent avoir
une activité antioxydante et une activité inhibitrice de I'enzyme de conversion de I'angiotensine |
(ACE) pour des effets cardiaques et pour la santé. [1].

IIs sont largement consommés et cultivés partout dans le monde. Selon 1’organisation des
nations unies pour I’alimentation et 1’agriculture. [2]

En effet, la cosse de petit pois en tant que principal sous-produit de I’industrie traditionnelle
de la conserverie de petit pois présente a l’instar de nombreux déchets issus de 1’industrie
agroalimentaire, des probléemes économiques et environnementaux. [3]

A premier abord, les cosses de petit pois semblent un sous-produit sans grand intérét
alimentaire. Des analyses plus approfondies montrent la présence des composes phénoliques des
pigments, des fibres et des minéraux dont la valorisation en tant qu’ingrédients alimentaires ou
fonctionnels (en vue d’améliorer la fonctionnalité des produits alimentaires) pourrait étre d’un grand

intérét économique. [3]

Figure 11.1: Photographie des petits pois. [4]
I1.1. Généralité sur les petits pois
La région méditerranéenne, I'Asie centrale et occidentale et I'Ethiopie sont considérées comme
des centres d'origine. Récemment, la FAO a désigné I'Ethiopie et I'Asie occidentale comme centres
de diversité et a établi des centres secondaires en Asie du Sud et dans la région méditerranéenne. Des
données archéologiques remontant a 8000 avant JC démontrent l'utilisation des pois par les habitants
du Croissant Fertile. Les pois semblent avoir été cultivés pour la premiére fois en Asie, d'ou ils se

sont répandus en Europe, en Chine et en Inde. Dans I'Antiquité, des auteurs grecs et romains ont
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signalé sa culture comme légume seche et plante fourragére. Le pois était connu dans les hautes terres
d'Afrique centrale et orientale avant I'arrivée des Européens et, en 1860, il était devenu une culture
vivriére importante et bien établie au Rwanda et dans le sud-ouest de I'Ouganda. La consommation
des gousses a été signalée pour la premiere fois aux Pays-Bas et en France au XVle siecle, et un siecle
plus tard, les graines immatures ont commencé a étre utilisées comme légumineuses en Europe. [5]

Actuellement, les pois se trouvent dans tous les pays tempérés et dans la plupart des hauts
plateaux tropicaux. Les pois secs sont largement cultivés en Afrique centrale (orientale) et orientale
(en particulier en Ethiopie) et dans les régions montagneuses d'Afrique australe. Dans certaines
régions du Rwanda et de I'Ouganda, c'est la principale impulsion. Les pois secs ne sont pas réellement
cultivés en Afrique de I'Ouest. En Afrique, les pois et les pois mange-tout sont principalement des
produits exotiques. lls sont importants au niveau régional, les pois mange-tout étant plus importants
dans les pays francophones et les pois surtout dans les pays anglophones. Les pois en conserve
importés peuvent étre achetés dans n'importe quelle épicerie. [6]
11.1.2. Classification de petits pois

Pisum sativum L. est une espece de plantes de la famille des Fabaceae (Viciae). Elle regroupe
différentes especes de plantes herbacées annuelles, sous la forme de cing genres : Lathyrus L.
(gesse/pois doux, environ 160 espéces), Lens (lentilles, 4 espéces), Pisum L. (pois, 3 espéces), Vicia
L. (vesces, environ 140 especes) et le genre monotypique Vavilovia.[6]

Le genre Pisum, aprés avoir recense plusieurs espéces, ne comprend que trois especes :

e P.sativum L( Species subsp. sativa m, Sous-préfecture.)
o P. fulvum.

e C. abyssinicum. [7]
11.1.3. Aspect botanique de petits pois

11.1.3.1. Taxonomie et systématique
Le petit pois, Pisum sativum L., est une espece de pois du genre Pisum, de la tribu des

Fabacées P. abyssinicum, P. fulvum, P. sativum L. La plus cultivée est celle-ci.[7,8]

La classification botanique du petit pois est résumée dans le tableau I1.1 situé ci-dessous [9].
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Tableau I1.1 : Classification botanique du petit pois. [10]

Reégne Végeétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Fabales

Famille Fabacées

Sous famille Faboideae

Genre pisum

Especes Pisum sativum L

11.1.3.2. Descriptions morphologiques
La description morphologique du petit pois est présentée dans le tableau 11.2.

Tableau 11.2 : Caractéristiques morphologiques de Pisum sativum.[6]

Compartiments Descriptions

Plante Plante herbacée
Annuelle, glabre,
Grimpante, atteignant
2 m de haut

Fleur Bisexuée, papilionace,
Zygomorphe, & ovaire
supere

et cléistogame.

Fruit Gousse oblongue-ovale
de 3,5-15cm x 1-2,5 cm,
Pendante, contenant 2-11

graines.

Globuleuses, parfois
Graine ridées,
de 5-8 mm de diamétre,

de couleur verte ou

jaune créme
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11.1.3.4. Morphologie de cosses des petits pois

La cosse de petit pois (ou gousse) est un fruit sec oblongue-ovale de 3,5-15 cm x 1-2,5 cm,
pendante [11]. Sa couleur avant la maturité est habituellement verte, elle est composee d'un seul
carpelle (uniloculaire) et s'ouvre a maturité par deux fentes de déhiscence, I'une des placentas et I'autre
de la nervure médiane du carpelle. Selon la (Figure 11.2), la gousse est divisée en deux valves, ce qui

facilite I'écosse et la collecte de la graine [12]

Les cosses de petit pois (Pisum sativum) sont couvertes d'un parchemin (un film solide mince),

ce qui lui confere une rigidité et facilite sa déhiscence (Figure I11.3).

Figure 11.2 : Photographie de la cosse. [12] Figure 11.3 : Photographie d’un parchemin. [12]

11.1.4. Utilisations potentiels

Dans l'industrie alimentaire, les cosses pourraient jouer un réle crucial en tant qu'ingrédient
riche en fibres alimentaires. Il s'agit d'un élément riche en cellulose, avec une proportion importante
de pectine. Les deux composes jouent un réle essentiel dans la nutrition humaine, cependant les effets
potentiels attendus de ce sous-produit seraient principalement liés a ceux liés aux fibres insolubles,
tels que la régulation des fonctions intestinales et de la rétention d'eau. [13]

Les composés phénoliques présentent une activité antioxydante particuliérement intéressante
dans le cadre de la création de nouveaux produits ou bioadditifs, qui possedent de grandes propriétés
fonctionnelles. De plus, les extraits riches en composés phénoliques pourraient avoir un impact tres
bénéfique sur la qualité des produits alimentaires en ce qui concerne la couleur, le godt et la saveur
des aliments frais et/ou transformés. [14]

Aprés avoir mené des recherches a travers le monde, et en utilisant les bases de données
courantes d'informations, il est clair que les cosses de petit pois contiennent des niveaux éleveés de
composés phytochimiques. La mise en ceuvre des techniques de transformation contemporaines en

intégrant la connaissance traditionnelle constituera une fondation importante pour l'exploitation
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commerciale de ces sous-produits, pour la création de nouvelles nourritures originales (ou pour la
biofortification), ainsi que pour l'utilisation dans I'industrie pharmaceutique. [15]
11.1.5. La composition chimique des cosses de petit pois

La cosse de pois joue un rdle essentiel dans l'alimentation en raison de sa richesse en
nutriments : fibres, sucre, protéines, minéraux et meétabolites secondaires, tels que des composés
phénoliques. [15] (Tableau 11.4) :

Tableau I1. 3: Composition chimique de cosse de petit pois (g/100g de matiére seche). [16]

Composition chimique Concentration
Lipides 0,5-1,3
Protéines 0,2-10,8
LMWC 0,5-22,7
Saccharose 0,5-22,7
Glucose 0,5-11.9
Fructose 0,3-1,2
Amidon 0,2-3,7
Fibres alimentaire (FD) 1,0-58,6
DF insoluble 1,2-4,2
DF soluble 0,6-54,4
Cendres 0,1-6,6
Potassium 0,3-1,03
manganese 0,0-0,27
Zinc 0,0-0,16
Fer 0,1-1,20
Sodium 0,0-0,14
Magnésium 0,0-0,21
Calcium 0,0-0,77

11.2. Les composes phénoliques
11.2.1. Définition

Les polyphénols, également connus sous le nom de composés phénoliques, sont une famille
de molécules organiques freqguemment rencontrées dans le regne végétal. Ils sont présents dans les
plantes, depuis les racines jusqu'aux fruits, et sont donc indispensables a notre table. Les plantes

produisent des métabolites secondaires afin d'interagir avec les autres végétaux et les animaux. Ils ne
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jouent pas un role direct dans les fonctions essentielles de I'organisme végétal, telles que la croissance

ou la reproduction.

L'expression phénolique désigne des substances qui présentent au moins un substitué
hydroxyle (OH) sur un cycle aromatique. Cette appellation est issue du composé parent le plus simple

- le phénol.

Il est possible que les polyphénols naturels soient des molécules simples telles que les acides
phénoliques, ainsi que des composés extrémement polymérisés tels que les tanins. Jusqu'a présent,

plusieurs milliers de composés phénoliques ont été identifiés dans le regne végétal.

Actuellement, on dénombre environ 8000 composés. La présence d'un ou plusieurs cycles

benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles est commune a tous .[17]

D'un point de vue pratique, les composants actifs des plantes médicinales et leur processus
de production constituent la base de ces molécules. Le réle de ces oligo-éléments est crucial pour
I'étre humain, car ils ont un impact direct sur la valeur nutritionnelle des fruits et Iégumes et ont une
influence significative sur la santé des consommateurs. Ils ont différents effets positifs comme des

antioxydants et une protection contre des types de cancer spécifiques. [17]

Composés phénoliques

I
J- .l,

Phénols simples Polyphénols

(1 groupe phénol) > 2 groupes phénols
l Xanthones e//
Acides Acides eecron) Stilbg
hydroxybenzoiques hydroxycinnamiques =06}
(c6-C1) (C6-C3)

| | |

[ et d

Isoflavones

Figure 11.4 : Classification des composés phénolique.[17]
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11.3. Propriétés biologiques des polyphénols

Tableau 11.4: Propriétés biologiques des quelques composes phénolique dans I’organisme. [18]

Polyphénols Activité biologique

Acides phenols (cinnamiques et benzoiques) Antibactériennes,Anti-ulcéreuses,

Antiparasitaires Antifongiques, Antioxydantes,

Coumarines Protectrices vasculaires, Anti-inflammatoires,
Anti  prasitaires, Analgésiques et Anti

cedémateuses

Flavonoide Antioxydant, Réduit I’agrégation plaquettaire,
Antithrombotique, Antiulcéreuse

Anthocyanes Antioxydante, Antinflammatoire, Antiulcéreuse
Proanthocyanidines Protection contre les maladies cardiovasculaires
Tannins galliques et catéchiques Anti cancéreux, Activite antibactérienne
Lignanes Anti-inflammatoires, Analgésiques

Stilbénes Povoir anticancéreux.

11.4. Extraction des polyphénols

11.4.1. Définition
On utilise I'extraction pour extraire de maniére sélective un ou plusieurs composés d'un
mélange initial, en se basant sur leurs caractéristiques chimiques ou physiques.
L'extraction implique le passage d'une phase a une autre d'un composé :
* D’une phase liquide a une autre phase liquide.
* D’une phase solide a une phase liquide.

L'extraction définit comme séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux des
composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs, traditionnellement 1’eau, les huiles
végétales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement impures sous forme
de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés a un usage oral ou externe. Il s'agit de

préparations connues comme les tisanes et les huiles médicinales. [19]

11.4.2. Quelque types d’extraction
Différentes techniques d'extraction existent, dont certaines ont été élaborées par les artisans

parfumeurs bien avant I'avénement de la chimie contemporaine.
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A. Extraction par macération

La macération est la méthode la plus facile d'extraction solide-liquide. Dans cette méthode, le
matériel végétal est mis en contact avec le solvant sans ou avec agitation, généralement a température
ambiante. Malgré sa durée habituelle et son rendement souvent meédiocre, cette opération est
couramment employée pour extraire des molécules thermosensibles. Afin d'étre efficace, une
macération sans agitation peut prendre environ 4 a 10 jours, ce qui peut entrainer quelques
désavantages. En ce qui concerne la fermentation ou la présence de bactéries, en particulier si le
solvant utilisé est de I'eau. Il est possible que ces phénoménes entrainent une détérioration des
molécules actives.

Pour éviter ou diminuer ces désavantages, la macération peut étre réalisée dans un récipient
couvert, a I'abri de la lumiére et, dans certains cas, conservée dans un réfrigérateur. [20]

B. Extraction par ultrasons (EAU)

L'utilisation des ultrasons pour extraire les composes bioactifs est une méthode facile,
efficace et abordable qui permet une grande reproductibilité en un temps record, trois fois plus rapide
qu'une extraction traditionnelle par solvant. Elle se met en place facilement et consomme peu de
solvant et d'énergie. Effectivement, la matiere premiere est plongée dans I'eau ou dans le solvant, tout
en étant exposée aux ultrasons. [20]

C. Extraction assistée par micro-ondes (EAM)

A la fin des années 1980, I'extraction de produits naturels a été introduite avec I'utilisation du
EAM, qui, grace aux avancées technologiques, est devenue I'une des méthodes d'extraction les plus
appréciées et les plus rentables.Grace a cette technique, il est possible de réaliser plusieurs extractions
quantitatives d'échantillons en seulement quelques minutes, ce qui améliore la reproductibilité et
diminue la consommation de solvant. Ce processus permet également d'obtenir une température
élevée et de contrbler la température. [20]

D. Infusion

Infusion est la méthode de préparation la plus simple. On le prépare en versant de I'eau
bouillante sur des parties de plantes fraiches ou séchées et en les infusant bien pour développer leurs
propriétés curatives. Il convient a l'extraction de parties de plantes sensibles ou finement hachées
(Fleurs, feuilles, graines, écorces, racines) contenant des composants volatils ou thermolabiles comme
les huiles essentielles. [20]

E. Décoction

Il convient a I'extraction de matieres vegétales dures ou trés dures : bois, racines, écorces ou
plantes contenant des composants insolubles comme 1'acide silicique. 1l s’agit de faire bouillir des
plantes fraiches ou séchées dans de 1’eau pendant 10 a 30 minutes pour en extraire complétement les

ingrédients médicinaux. [20]
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Matériels et méthodes

Chapitre 111 : Matériels et méthodes

Ce chapitre est consacré pour définir les différents matériels, méthodes et techniques de

caractérisation de différentes formulations.
111.1. Matériels utilisées

e Alginate de sodium

Tableau I11.1: Fiche techniques de I’alginate de sodium.

Propriétés Unité
Formule chimique (CeH7NaOg¢ )n
Fournisseur Sigma aldrich

Apparence Poudre blanc creme
Solubilité Soluble dans I’eau 10 g/l
pH 8

Température de fusion Tf>300 C

e Glycérol
Tableau 111.2 : Fiche techniques de glycerol.

propriétes Unité
Formule chimique C2HeO
Etat physique Liquide
Masse molaire 46,07
Point de fusion -114°C
Valeur de ph 7
Point d’ébullition 78°C
Densité 0,789
Densité gaz/vapeur 1,59

Solubilité

Dans I’eau: miscible,
Complete dans les solvants polaires et
apolaires (acétone, éther diéthylique)

e Chlorure de calcium

Le chlorure de calcium est le sel de calcium de I'acide chlorhydrique, sa formule chimique

est CaCls, il est deliquescent et trés soluble dans I'eau. Sa masse molaire est 110,98 g/mol et la masse

volumique est 2,15 g/cm?, point de fusion : 772°C et point d'ébullition : 1935 °C.

Il est utilisé dans notre cas comme agent de réticulation.
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I11.2. Extraction des polyphénols

111.2.1. Séchage
Les cosses de petits pois ont été lavees abondamment a 1’cau distillées, puis séchées dans

I’étuve a température 60 °C pendant 48 heures.

Figure 111.1: Photographie de séchage des cosses des petits pois.

111.2. 2. Broyage

L’échantillon séché est réduit en poudre fine grace a un broyeur électrique, la poudre obtenue
est conservée dans une boite en verre couverte avec du papier aluminium a I’abri de la lumiére pour
éviter la photo oxydation des substances actives dans la poudre.
111.2. 3. Tamisage

La poudre ainsi obtenue apres broyage (broyeur électrique figure 111.2 (a).) est tamisée en
faisant passer le broyat a travers un tamis de 250 um en vue d’obtenir des particules de taille moyenne
et homogeéne qui permettent une meilleure extraction tout en évitant le colmatage et le passage des
particules dans I’extrait apres filtration. La poudre ainsi obtenue est conservée dans des flacons en

verre, bien hermétiques, a I’abri de la lumiére.

Figure 111.2: Broyeur électrique (a) et la poudre de cosses des petits pois obtenue (b).
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111.2.4. Préparation de I’extrait

L’extraction a été faite par macération sous agitation magnétique,10g de poudre dans 100 ml
de I’éthanol pendant 48 h dans le but d’extraire au maximum les composes polaires tels que les
polyphénols. Apres filtration sur papier Whatman, les filtrats obtenus ont été évaporés a 1’aide d’un

évaporateur rotatif a 43°C. [1]

Figure 111.3: (a) Mélange d’éthanol et la poudre et (b) Macération a I’aide d’une plaque agitatrice.

111.2.5. Taux d’extraction

Le rendement est calculé selon cette formule :

R%:(MExt/Méch) *100

v" R : Rendement massique (%)
v Mext : La masse de 1’extrait sec

v" Mg : La masse de la poudre

I11. 3. Préparation des films

Plusieurs formulations ont été préparée par voie casting (en solution) en dissolvant des
différentes quantités d’extrait dans une eau déminéralise sous agitation magnétique température 60°C
pendant 30 minutes. Pour dissoudre I’extrait et homogénéise la solution, pour chaque erlenmeyer on
ajoute un 1,59 de glycérol, 1,5¢ alginate et les chauffe pendant 2 heures. Les différentes formulations
sont récapitulées dans le tableau 111.3. [2]

La solution est ensuite coulée dans des boites pétries puis séchées dans 1’étuve a température

60 °C pendant 48 heures.
Tableau 111.3 : Différentes formulations des films AS/EECP.
FO F1 F2 F3 F4 F5
EECP(g) |0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
AS (9) 15 1,5 1,5 15 15 1,5
Glycérol 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
(9)
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|

Figure 111.4 : Photographie de formulations des films.

11.2.3.1. Réticulation des films
Le processus de réticulation a été rapidement achevé a I'étape suivante (deuxiéme étape) en
immergeant complétement le film dans 3 ml de solution aqueuse de Ca 2* (3,0 g/100 ml) pendant 1
min a température ambiante (25°C).
Le film traité a été retiré du bain, rincer avec de 1’eau distillée, égoutter et place a I'étuve
pendant 1 heure.
Apreés ce processus de séchage, ils ont été emballés dans des sacs hermétiques jusqu'a ce que

des tests de caractérisation soient effectués. [3]
I11.4. Méthodes de caracterisation

Plusieurs techniques sont utilisées pour la caractérisation des films.

I11.4.1. Détermination de I’épaisseur

L’¢épaisseur du film est mesurée a 1’aide d’un micromeétre électronique (figure 111.5) ayant une
sensibilité de 0,001 mm, La surface plane des films est identifiée et I'épaisseur est mesurée.

Pour chaque échantillon, cing points sont analysés (le centre et quatre points autour du

périmetre) et enregistrés. L’épaisseur moyenne est déterminée et signalée.

Figure 111.5 : Micrométre électronique.
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111.4.2. Spectroscopie infrarouge
L’obtention d’un spectre infrarouge (IRTF) par transmission, pour les échantillons
transparents. La spectroscopie infrarouge est une technique d’analyse utilisée pour 1’identification
des groupements fonctionnels qui apparaissent sous forme de bande d’absorption. L appareil utilisé
est un spectrophotometre de type SHIMADZU FTIR -8400 S, piloté par un ordinateur muni d’un
logiciel de traitement avec une résolution de 4 cm-1 dans I’intervalle 400-4000 cm-1. L’analyse est
réalisée sur les films réticulés.

Figure 111.6: Appareil spectroscopie infrarouge.
111.4.3. Test d’humidité
Le taux d’humidité des films a été déterminé en séchant de petits morceaux des de taille (2
cm x 2 cm) films préparés préalablement pesés (M1) dans une étuve a 105 °C pendant 6 h jusqu'a ce
qu'un poids constant soit constaté (M2). [4]
Le taux d’humidité a été calculée par I'équation ci-dessous
%H = (M1 — M2/M1)*100

M1 : Masse de I’échantillon avant le séchage.

M3 : Masse de 1’échantillon apreés le séchage.

—— o —
-

R

Figure 111.7: Photographie des échantillons apres la mise en étuve de 6h.

111.4.5. Test de gonflement
Le test de gonflement a été déterminé en prenant les mémes échantillons de masse M.. Ces
derniers ont été émergé dans 30 ml d’eau distillé pendant 5mn puis ont été pesé (Ma). [4]

Nous avons calculé le taux de gonflement (TG) des films en utilisant la formule suivante:
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TG (%) =Mz — M3/M2.100

Mz: Masse apreés le séchage.
M 3: Masse des formulations récupérer apres 1’émergence dans 1’eau.
111.4.6. Activite antioxydante

La méthode de piégeage du radical de DPPHe (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un test de
décoloration qui mesure la capacité de I’antioxydant a réagir directement avec le radical DPPH'. Le
radical DPPH" est un radical libre organique riche en azote, stable d’une couleur violéete foncée.
Lorsqu’il est réduit en sa forme non radicalaire par I’antioxydant, il devient incolore. [4]

Une solution de DPPH a été préparée en dissolvant 1,25 mg de ce produit dans 50 ml d'éthanol,
L’absorbance a été mesurées a 517 nm.

La méthode expérimentale utilisé est celle décrire dans [4]. Une surface de 3 cm? de films
préparés a base d’extraits est ajoutée a 3 ml de la solution éthanoique de DPPH. Le mélange a été
laissé a 1’obscurité pendant 30 mn. Les absorbances sont lues & 517 nm. Les concentrations des
composés phénoliques utilisés varient selon les extraits.

Les résultats de 1’activité sont exprimés en pourcentage d’inhibition estimée selon 1’équation

ci-dessous. [5]

%d’activité anti radicalaire = [(Abs controle — ADS échantillon) /

e Abscontrole : Absorbance de la solution de DPPH. /Abs échantillon : Absorbance de 1’extrait.

Figure 111.8 : Photographie de I’évaluation de ’activité antioxydante des films.

11.4.7. Test d'activité antibactérienne

Des suspensions bactérienne et fongique ont été préparée a partir d’une culture pure et jeune.
Ces inocula servent a ensemencer la gélose Mueller Hinton et PDA coulée dans des boites pétries sur
une épaisseur de 4mm, les boites sont ensuite incubées a I’étuve a 37 °C.

L’ensemencement est effectué par écouvillonnage, il consiste & mettre en contact un
écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et fongique puis le frotter a trois reprises sur toute
la surface gélosée de facon a former des stries serrées, en tournant la boite a environ 60 ° aprés chaque
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application pour obtenir une distribution égale de I’inoculum. Pour chaque souche testée, 6 boites
pétri sont écouvillonnées, (1 boites pour chaque concentration). [6]

Figure 111.9 : Photographie des milieux de cultures coulé.
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Chapitre 1V: Résultat et discussion

Dans ce chapitre, nous présentons les résultats obtenus ainsi que les interprétations et les

conclusions que nous en avons tirées.

IV.1. Extraction des polyphénols
1V.1.1. Taux d’extraction

Le résultat obtenus pour 1’extrait brut, montrent que le taux d'extraction avec le solvant éthanol
(R=20%), ces resultats sont en accord avec ceux de plusieurs auteurs [1, 2, 3] qui ont révélé que les
solvants tel que acétone (R=19,24%}, sont tres efficaces a extraire les polyphénols. Selon
Mohammedi et al [2] I'utilisation de solvants aboutit a un fort enrichissement des extraits en
polyphénols. La supériorité des solvants seraient dues a I’augmentation de la solubilité des composés
phénoligues dans les extraits obtenus [4]. Velickovic et al [5] ont expliqué ce résultat par le choix du
solvant pour I’extraction des composés phénoliques, a partir du matériel végétal, dépend de la nature
et de ces composés. Généralement, les solvants organiques sont les plus utilisés pour I’extraction des

différents constituants des plantes.

1VV.2. Caractérisation des films

1VV.2.1. Epaisseur des films

variation d'épaisseur

0.23
0.201
0.166
_ 0.144
0.095
: 0.075 I
0 I
FO F1 F2 F3 F4 F5

Différentes formulations

o o
:

=] . =} o

— A | ] M

L'épaisseur de films en (mm)
=
>

Figure IV.1: Variation d’épaisseur de films AS/ECPP.

L'épaisseur d'un film est un signe de sa fiabilité et de sa qualité sa variation influe sur les

propriétés physiques et barriére. La variation d’épaisseur des différents films est illustrée en figure
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IV.1, on observe une légere augmentation d’épaisseur pour toutes les formulations F1=0,095 ; F2=
0,144 ; F3= 0,166 ; F4=0,201 ; F5=0,23) par apport a F0=0,075. Ces valeurs augmentent Iégerement
a mesure que la concentration de (L'EECP) I'éxtraction éthanolique des cosses de petit pois dans les
films d’alginates a augmenté, Riaz et coll [6] ont trouvé un résultat similaire, rapportant que
l'augmentation de la quantité d'extrait polyphénolique de cosses des petits pois dans la matrice de
I’alginate améliore I'épaisseur. Peng et coll [7] ont découvert qu’avec une quantité accrue d'extrait
ajoutée au film, l'interaction entre le polyphénol et les composants CH augmente. Cette interaction
croissante provoque une liaison composite plus forte, a mesure que I'espace entre les deux molécules
en interaction devient plus petit, améliorant ainsi le film épaisseur avec une augmentation de la

concentration de I’EECP appliqué dans la matrice CH-alginate.

I1VV.2.2. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

FO

850-800
1225 C.C-O C.0O : Reésdus docide
Wronigue

3100-3550 O-H 2026 C-H 1620 COO C-H Fe.'.ldAUS d'acide
\ a-L-guiuranue

| .

Absorbance

] v T o 1 w 1 v ] v T y 1 ¥ 1
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Nombre d'onde (cm-1)

Figure IV.2 : Spectre Infrarouge de la formulation vierge d’alginate.
On observe dans la figure 1VV.2 que l'alginate de sodium présente des bandes caractéristiques
qui ont été précédemment identifiées dans la référence [8] et correspondent a :
e Une large bande entre 3100 et 3550 cm™ qui est attribuée aux vibrations de valence de la
liaison OH des groupements hydroxyles caractéristiques des polysaccharides naturels et une

bande a 2929 cm™ qui peut étre attribuée a 1’élongation du groupement C-H.
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e Une autre bande caractéristique a 1620 cm™ relative a 1’élongation asymétrique du
carboxylate (COO-) ce qui confirme la haute teneur en acide uronique de ce biopolymeére.

e Une bande située vers 1419 cm™ est attribuée a une vibration de déformation C-OH avec la
contribution de I’étirement symétrique du groupement carboxylate COQO.

e Une bande située vers 1225 cm™ correspondant aux vibrations d’élongations C-C-O.

e Une bande située vers 1022 cm correspondant aux vibrations de valence —CO.

e Labande trés faible située a 850 cm™, caractéristique d’un composé cyclique qui a été affecté
a I'étirement C-O vibration des résidus d'acide uronique, et un & 800 cm™ affecté & vibration
de déformation C-H des résidus d'acide a-L-guluronique.

La figure 1V.3 représente les différents spectres IRTF des différente formulation FO, F2,F3

etF5:
FO
F2
F3
Zone b Zone b S
Zone a ¢ Zonec

Absobance

I x b T b T v 1

T . T T v T b
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombre d'onde(cm-1)

Figure 1V. 3 : Spectre Infrarouge de la formulation vierge d’alginate.

Une augmentation notable de I'intensité des bandes caractéristiques de l'alginate a été observée
lors de l'incorporation du DPPE. L'intensité des pics d’élongation des O-H (zone a) et ceux de la

bande de valence C-O (zone b).
D'autre part, I'apparition des pic entre 3000-2500 cm™ qui correspond au liaison C-H et a 1700

cm? relatif aux groupes C=0 (zone 3 et zone 4 respectivement), dans les films d'alginate/DPPE a

confirmé la présence de DPPE dans les films composites. [9]
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1VV.2.3. Taux d’humidité

Taux d'humidite

80 67,02%

- 69,09 % 64,51% 60,23%

ite en(%o0)

FO F1 F2 F3 F4 F5

Taux dhumi

Différentes formulations

Figure IV.5: Valeurs de taux d’humidité des différents films alginate/EECP.

Le taux d’humidité des films joue un role fondamental dans la durée de conservation des
matériaux emballés ou revétus. [10]

La figure V.3 illustre les valeurs de taux d’humidité des différentes formulations. Les résultats
montre que la teneur en eau des films a remarquablement diminué par rapport au film d'alginate de
sodium témoin qui présentait une teneur en humidité beaucoup plus élevée passant de 69,09 % a
51,93 %, en raison de I'abondance des groupes hydrophiles (-OH et -COOH) dans les molécules
d'alginate de sodium. Lorsque EECP a été ajouté a l'alginate de sodium, les groupes hydroxyles des
extraits ont pu former des liaisons hydrogene intermoléculaires avec les groupes hydrophiles de
I'alginate de sodium. Par consequent, I'interaction entre I'eau et la matrice composite a été réduite.
Une tendance similaire a la variation de la teneur en eau a également été rapportee par Wu et al lors

d’une étude des films de farine d'écorce de pomelo incorporait du polyphénol de thé. [11]
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1V.2.4. Taux de gonflement

Taux de gonflement

77,70%

FO F1 F2 F3 F4 F5

Taux de gonflement en %o

Différentes formulations

Figure 1V.4: Evolution du taux de gonflement des films alginate/EECP

Un autre parameétre tout aussi important est le pouvoir gonflant des films liés a leur capacité
d’absorption. Le pouvoir gonflant matérialisé par 1’indice de gonflement est une propriété tres étudiée
au niveau des films pour applications alimentaires ou pharmaceutiques. Tous les résultats obtenus du
rapport de gonflement sont illustrés en figure IV.4. Les résultats du test de gonflement augmentent
d’une fagon remarquable. Cela peut étre expliqué, I’absorption de 1’eau par ce biopolymeére augmente
jusqu'a la déformation ou dissolution des échantillons.

Cette hausse est attribuée d’une part a la présence de glycérol dans les films a base d’EECP
car ce dernier est hydrophile, donc sa capacité a absorbé de 1’eau est plus élevée, d’autre part a la
nature elle-méme d’agent antibactérien. [12]

En revanche le résultat du gonflement de la formulation F4=46,52% diminue. Cette réduction
peut étre due a la formation des liaisons rigides entre la matrice d’alginate et le carbonate de calcium
superficiellement traité ou ces liaisons peuvent rendre le biopolymére imperméable.

La solubilité dans I'eau est le reflet de la résistance a I'eau des films et des enrobages. Le film
d'alginate de sodium ordinaire a présenté la plus faible solubilité dans I'eau (F1=0,2). La solubilité
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dans l'eau des films s'est améliorée avec I'augmentation de la teneur en EECP. L'amélioration de la

solubilité dans l'eau a été attribuée a lI'alginate de sodium.

IV.2.5. Activité antioxydante

120 -
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Figure 1V.5: Pourcentages d’activité antiradicalaire et I’absorbance des films.

Les nouveaux matériaux d'emballage doivent présenter des propriétés antioxydantes pour
ralentir le processus d'auto-oxydation des aliments. L'extrait phénolique est ajouté pour fonctionner
comme un compose actif. Il confére des propriétés antioxydantes aux films finalement produits a
partir des complexes d'alginate de sodium/EECP. L'activité antioxydante augmente avec la teneur en
extrait. De nombreuses méthodes sont utilisées pour I'évaluation de l'activité antioxydante des
composés purs ou des extrais. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration
d'un réactif dans le milieu réactionnel. [13]

L'activité antioxydante est obtenue par une méthode radicalaire (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl) DPPH dans laquelle un radical libre stable DPPH est piégé par une molécule
antiradicalaire, Cette derniere est généralement employée pour évaluer ’activité antiradicalaire de
n'importe quelle substance antioxydante parce que c'est une méthode rapide, fiable et reproductible
pour rechercher in vitro lI'antioxydant, géneralement, des composes purs comme des extraits des
vegetaux. [14] Les pourcentages d’activité antiradicalaire et I’absorbance des films sont illustrés en

figure IV.5. Le pourcentage le plus important est enregistré pour la formulation F5=97.53%, car il
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possede la capacité de réduire le radical DPPH. Tandis que le vierge, présente le pourcentage le plus

faible d’activité antiradicalaire, avec une valeur de 20 ,54 %.

En général, I'activité antioxydante des extraits végétaux est due principalement aux composés

phénoliques. Pour les extraits de cosses de petits pois, la présence de différents groupes de composés

phenoliques tels que les diterpénoides, les flavonoides et les acides phénoliques est responsable des

propriétés antioxydantes observeées. [15]

De nombreuses recherches [16,17] ont prouvé qu’il y a une corrélation entre les activités

antiradicalaire et les composés phénoliques.

1VV.2.6. Activité antibactérienne

L’aspect quantitatif a été évalué, selon la méthode de dénombrement des bactéries

(Inoculation par Mueller-Hinton) sur milieu gélose solide. Le test a été estimé par le diamétre de la

zone d'inhibition au tour du disque contenant I'EECP, cette méthode nous a permis de mettre en

évidence le pouvoir antibactérien des dispersions de différentes concentrations d'EECP dans la

matrice alginate, testés sur deux souches bactériennes I’une a gram négatif Escherichia coli (EC)

et a gram positif Staphylococcus aureus (SA). Et pour l'activité antifongique de I’EECP, deux

souches fongiques ont été incluses, Aspergillus Niger (ASP) et Penicillium sp (NP).

En se basant sur les résultats obtenus, nous avons pu suivre la cinétique de développement de E.

coli et S.aureus, en présence de six concentrations de EECP.
Et les résultats sont inscrits donnés dans la figure IV.6 et le Tableau IV.1

Tableau V.1 : Diamétres de la zone d’inhibition.

Souches FO F1 F2 F3 F4 F5

bactériennes

SA 10 16 16 16 16 16

EC 10 10 11 12 13 15

ASP 12 14 16 16 18 20
NP 10 14 14 16 18 20
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Figure 1V.6: Diamétres des zones d’inhibition.

La lecture des résultats se fait par la mesure du diamétre (mm) de la zone claire autour du
disque (halo translucide) appelée : zone d’inhibition. Les zones doivent étre uniformément circulaires
[18].L’activité antimicrobienne est exprimée en zones d’inhibition comme suit [19] :

v Diamétres inférieurs a 7 mm : aucune activité antimicrobienne (-).

v Diamétres de 7 2 9,9 mm : activité antimicrobienne faible (+).

v' Diameétres de 10 a 11,9 mm : activité antimicrobienne modeste (+ +).

v Diamétres de 12 a 15 mm : activité antimicrobienne élevée (+ + +).

v Diametres supérieurs a 15 mm : activité antimicrobienne forte (+ + + +).

e Especes bactériennes

Tableau 1V.2 :Lecture des résultats des especes bactériennes.

FO F1 F2 F3 F4 F5
SA ++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
EC ++ ++ ++ +++ ++++ ++++
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e Especes fongiques

Tableau 1V.3 : Lecture des résultats des espéces antifongiques.

FO F1 F2 F3 F4 F5
ASP +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++
NP ++ +++ +++ ++++ ++++ ++++

D’aprés le tableau nous avons remarqué que les films préparés avec I’extrait de cosses des
petits pois montrent des zones claires d’inhibition qui marquent la sensibilité de la bactérie a gram
positif (Staphylococcus aureus) et négatif (Escherichia coli) et les diamétres des zones d’inhibition
augmentent avec les concentrations utilisées a savoir FO, F1, F3, F4, F5 et F5

Méme observation pour I'évaluation de I'activité antifongique, cette derniére a montré que les
variations d'inhibition sont en fonction de nombreux facteurs, notamment la nature et la concentration
de I’extrait utilise, ainsi que la souche fongique étudiée. Ainsi, les différences observées entre les
activités antifongiques d’EECP étudiées peuvent étre attribuées a des différences dans leurs fractions
actives.

En générale I’action des agents antibactériens se déroule en trois phases [20]:

e Attaque de la paroi bactérienne, provoquant une augmentation de la perméabilité puis la perte
des constituants cellulaires ;

e Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire et la
synthese des composants de structure ;

e Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort cellulaire
On conclusion I'effet antibactérien des EECP peut étre utilisé dans les industries alimentaires

pour conserver les aliments et prévenir la détérioration microbienne.
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Conclusion générale

Dans cette étude nous avons incorporé un extrait des cosses de petit pois dans la matrice

alginate de sodium dans le but de la renforcé et d’avoir un biofilm alimentaire antimicrobien.

Les résultats ont montré que la préparation des films a été réussie et qu'ils ont de

bonnes caractéristiques.

Le test d’humidité a révéler que la qualité de ce film est améliorée car ce dernier
diminue, passant de la plus grande valeur qui correspond au film témoin (F0) a la plus
basse valeur qui correspond au F5 avec la plus grange concentration en extrait.

Le changement de caractere lors d’absorption vis-a-vis I’cau est probablement dd a la
nature chimique hydrophile des différents constituants d’EECP, cette derniére forme
avec les molécules d’eau des liaisons hydrogeénes, donc plus le taux de I’extrait est élevé,
plus la concentration en OH- s’accroit et par conséquent le taux d’absorption devient
plus important.

La caractérisation par spectroscopique (IRTF) est bien mise en évidence la présence de
DPPE dans les films composites.

D’apres les résultats de 1’activité antibactérienne et antioxydante a montré que 1’extrait
éthanolique de cosse de petit pois possede un effet antibactérien et antioxydant vis-a-
vis les souches bactériennes testés.

Ces films ont le potentiel d'étre utilisés comme emballages alimentaires pour prolonger

la durée de conservation des aliments et améliorer leur qualité.

En terme de perspective au travail réalisé, nous proposons :

Essai de traction, pour évaluer les caracteres mécaniques des différentes formulations.

Etude de I’angle de contacte pour évaluer le caractere hydrophile et hydrophobe des
différentes formulations.

Etude de la biodégradabilité, pour minimiser les risques vis-a-vis I’environnement.
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