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Introduction générale

L’emballage alimentaire est le premier secteur demandeur en mati¢re plastique.
Notamment grace a une demande accrue pour des produits alimentaire pratiques a emporter et
préparer. Mais au dela de leurs nombreux atouts, Les polymeres synthétiques, présentent
plusieurs inconvénients tels que: génération des volumes importants de déchets. Diminution
des réserves de ressources peétrolieres et gazieres. Les préoccupations environnementales
relativement a leur dégradation. Risques de toxicité pour les consommateurs relativement a la
migration de monomeéres, d’oligoméres ou d’additifs vers les substances comestibles [1]. De
nombreuses initiatives fleurissent dans le monde pour réduire l'impact écologique et
développer des substances d'intéréts biotechnologiques a partir de ressources naturelles et
renouvelables.

Les Océans et mers représentent prés des trois-quarts (soit 71%) de la surface du
globe. L’environnement marin est un écosystéme rendu unique en raison de la diversité des
organismes qu'il abrite. Parmi ses organismes, les algues font preuve d'une incroyable
richesse. De nouvelles especes sont identifiées perpétuellement. Ces derniéres ont été moins
étudiés que leurs analogues terrestres a cause du manque de connaissance du milieu marin.

Les algues sont des organismes vivants chlorophylliens photosynthétiques que I'on
trouve dans les milieux aquatiques [2]. On distingue deux grandes catégories d'algues: les
micro-algues (unicellulaires) et les macro-algues (multicellulaires). L’aquaculture des algues
s’est massivement développée pour faire face a une demande de plus en plus importante, a
laquelle la cueillette ne pouvait plus répondre. lls constituent aujourd'hui un enjeu majeur de
développement économique. Les 15 milliards de tonnes de produits fabriqués dans le monde,
représentent un marché total annuel de 6 milliards de dollars. Les principales substances
extraites sont les polysaccharides, désignés sous le nom de phycocolloides comme les agars,
les carraghenanes et les alginates. Ce travail est centré sur les alginates [3].

Les alginates sont naturellement présents sous forme de sels dans les parois cellulaires
des algues brunes. Ce sont des polysaccharides complexes composes de deux unités dérivees
du mannose, I’acide mannuronique et I’acide guluronique. La proportion de I’un par rapport a
I’autre détermine les caractéristiques plus ou moins gélifiantes du produit. 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. En

effet, comment peut-on deviner a quoi correspond I’ingrédient E400 sur une étiquette ? 1ls
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permettent de donner a la plupart des solutions aqueuses que nous utilisons couramment, la
texture souhaitée, sans en modifier la saveur, la couleur ou la forme. Ses applications sont
nombreuses et diverses : agroalimentaire, textile, pharmacie, peintures, papeterie et
cosmétique [4].

Ainsi, I’exploitation du milieu marin Algérien dans ce sens pourrait étre d’un grand
intérét, car I’ Algérie est un pays avec une face maritime s’étalant sur 1200 Km. L’étude de la
flore algale d’Algérie a fait 1’objet d’un certain nombre de travaux [5]. Cependant, ces travaux
algologiques sont essentiellement de type inventaire, des contributions d’ordre chimique qui
ont porté sur I’extraction et la purification des alginates (El Hattab- Bouzidi, 2003) sont tres
rares.

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail, a double objectifs. Le premier consiste
a la valorisation de la biomasse marine par 1’extraction de I’alginate de sodium a partie des
algues brune de types Dictyopteris polypodioides et le deuxiémes est la conception d’un
nouveau matériau a base d’extrait d’algue (alginate) et d’un polymeére biodégradable qui le
PLA pour des applications en emballage alimentaire.

Ce travail a été organisé en trois chapitres. Le premier chapitre est une synthése
bibliographique divisé en trois parties, la premiere sur le poly (acide lactique), Synthese,
propriétés et applications, la deuxiéme sur les algues, en particulier les algues brunes, et la
troisieme sur les interactions entre I'emballage et I'aliment. Dans le deuxieme chapitre, sont
donnés les matériaux et les méthodes utilisées pour atteindre nos objectifs. Les résultats et la

discussion sont présentés dans le troisiéme chapitre.
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Chapitra I : Synthese bibliographique

Partie I : Le poly (acide lactique), Synthése, propriétés et applications
I.1. Introduction
Les plastiques traditionnels d’origine fossile sont souvent critiqués, surtout pour des
applications a courte durée de vie comme les emballages alimentaires. La quantité de matieres
résiduelles qu’ils générent, leur caractére non biodégradable et leur matiére premicre
d’origine fossile sont parmi les critiques formulées a leur égard. Les bioplastiques sont
présentés comme des solutions de rechange plus respectueuses de 1’environnement. Ils sont
souvent biodégradables et issus de ressources renouvelables, deux caractéristiques utilisées
comme arguments promotionnels [6].
1.2. Définitions
1.2.2. La biodégradation
La biodégradation se traduit par une dégradation biotique ou abiotique qui met en jeu I’action
des micro- organismes comme les bactéries, les champignons et les algues, par voie
enzymatique conduisant a une décomposition au niveau moléculaire et chimique. Il en résulte
alors la formation de CO2, H20 et/ou (CH4) et une nouvelle biomasse non toxique [7].
1.2.1. Bioplastique
Plusieurs définition existent et varient selon les auteurs, la définition proposée et
retenue pour ce travail est plus large. Le terme bioplastique est utilisé pour désigner deux
réalités distinctes : 1’origine de la ressource (bio) et la gestion de la fin de vie (biodégradable
et compostable) [6]. Il englobe donc les plastiques des quatre catégories suivantes qui sont
représentées a la figure 1.1.
v' Les bioplastiques naturels issus d’agro-ressources extraites directement de la
biomasse, exp : polysaccharides, protéines et lipides.
v' Les bioplastiques issus des microorganismes par fermentation microbienne, exp : les
polyhydroxyalcanoates (PHA).
v Les bioplastiques obtenus par synthése a partir de monomeres renouvelables, exp : le
poly (acide lactique) (PLA).
v" Les bioplastiques pétrochimiques biodégradables, exp: comme 1’acide polyglycolique,

le polybutylene succinate et le polycaprolactone (PCL).
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Figure 1.1: Classification des polymeres biodégradables

Dans notre étude, on s’intéresse a la troisiéme catégorie, et en particulier au poly (acide
lactique), issu de ressources renouvelables. D’un point de vue environnemental, sa
fabrication génére moins d’émissions de gaz a effet de serre et son caractere biodégradable est
mis en évidence afin de promouvoir son usage dans le secteur de ’emballage, premier secteur
demandeur en plastique. Cependant, malgré I'enthousiasme que suscitent ces matériaux, ces
derniéres ne constituent pas encore une alternative aux plastiques conventionnels du fait de
propriétés physique jugées insuffisantes pour de nombreuses applications industrielles. Le
challenge est donc d'améliorer les propriétés, mécanique, thermique et barriéres de ces
matériaux biodégradables et biossourcé, afin d'obtenir des produits avec des caractéristiques

similaires a leurs concurrents synthétiques.

1.3. Le poly (acide lactique)

Le poly (acide lactique) ou acide polylactique noté PLA est un polyester aliphatique
biodégradable qui appartient a la famille des thermoplastiques et qui a regu un intérét
considérable comme alternative aux polymeres non -biodégradables. L'intérét principal de ce
polymere réside dans la disponibilité et la faible colt de son monomére, I'acide lactique [8].

La structure moléculaire du PLA est présentée sur la figure 1.2.
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Figure 1.2: Structure chimique du poly (acide lactique)

1.3.1. Le monomere (acide lactique)

C’est un acide carboxylique hydroxylé de formule C3HgO3, sa nomenclature selon ’'UPAC
est L’acide 2-hydroxypropanoiqgue, issu de la fermentation de saccharide (amidon).

Dioxvde de Photosynthése o
carbon et I'ean - o
om
Amidon 1
Hyvdrolyse
enzvmatique
HO—Ch,
i Fermentation
MO -
e L
ane
Acide lactique Dextrose (ghicose)

Figure 1.3: Obtention de I'acide lactique par fermentation de I'amidon

L’existence d’un carbone asymétrique dans sa structure rend la molécule d’acide lactique

chirale. Il se présente donc sous forme de deux énantiomeéres [9]. (Voir figure 1.4.)
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Figure I. 4: Les deux énantiomeres de I'acide lactique

1.3.2. Synthese du PLA
Deux voies d’obtention du polylactide peuvent étre répertoriées: la polycondensation de
I’acide lactique ou la polymérisation d’ouverture de cycle du lactide. La synthése du

polyacide lactide est donné part 1’ensemble des réactions illustrées sur la figure

a. Polymérisation par la polycondensation
La polycondensation nécessite un solvant, et un systeme sous haute pression et des
monomeres d’une trés grande pureté, afin d’éviter la formation d’eau durant cette

polymérisation qu’il faut éliminer apres [10].

b. Polymérisation par I’ouverture du cycle
Elle se fait en deux étapes, premierement l’acide lactique se polymérise sous forme
d’oligomeres de faible masse molaire, qui va joue ensuite le role d’intermédiaire, puisqu’il est
dépolymérisé en lactide selon un protocole controlé (température supérieure a 200°C) et faible
pression inférieure a 1 mbar). Deuxiéemement le lactide se polymérise par ouverture du cycle
pour donner un PLA a haut poids moléeculaire. Le procédé de polymérisation est décrit sur la
figure 1.5.
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Figure 1.5: Synthése de 1’acide lactique .1): polycondensation directe, 2): polymérisation par
ouverture du cycle

1.3.3. Propriétés du PLA

Toutes les propriétés du PLA (physigues, thermiques, mécaniques, etc..), ainsi que sa
biodégradabilité dépendent fortement de la stéréochimie des unités répétitives (L, D ou DL) et
de leur distribution le long de la chaine, de la cristallinité de la tacticité et de la masse
moléculaire [11].

c. Stéréochimie et cristallinité du poly (acide lactique)

En raison de la chiralit¢ de la molécule de 1’acide lactique trois formes de PLA
existent. Le poly (L-acide lactique) (PLLA), le poly (D-acide lactique) (PDLA), et le méso-
poly (acide lactique) (PDLLA) Le PLLA et le PDLA peuvent avoir des structures fortement
ordonnées, alors que le méso lactide peut étre formé par copolymérisation du Let du D-
lactide

d. Propriétés thermiques

Comme tout polymeére thermoplastique, le poly (acide lactique) posseéde une
température de transition vitreuse qui se situe entre 55°C et 59°C et a point de fusion qui varie
entre 159 °C a 182 °C. Ces parameétres dépendent de la masse molaire, de la pureté optique

e. Propriétés mécaniques

Les propriétés mécaniques de base du PLA sont similaires a celles du polystyrene et

du PET. C’est un matériau rigide et cassant, qui pour une large utilisation nécessite d’étre

renforcé. Sa grande fragilité a incité plusieurs chercheurs a entreprendre des études afin
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d'améliorer sa résistance mécanique et sa flexibilité [12], par I’ajout de plusieurs polymeres
biodégradables ou non et des plastifiants d’origine renouvelable.
En plus de toutes ces propriétés le PLA présente d’autres propriétés applicatives dans le
domaine emballage :

v' De trés bonnes propriétés optiques en termes de transparence et de brillance.

v" De bonnes propriétés barriére aux graisses, aux huiles et aux ardmes.

v Un niveau de perméabilité a la vapeur d’eau intermédiaire qui peut étre utilisé dans

I’emballage des fruits et légumes.

v’ des propriétés de barriére aux gaz (02, CO»)

v" Une bonne rétention au pli, propriété utilisée pour I’emballage de friandises.

v’ Le fait d’étre fabriqués a partir de métabolites, le PLA est un matériau biodégradable,

biocompatible et biorésorbable.
1.3.4. Les applications du PLA
Trois grands créneaux d'applications sont identifiés par rapport aux propriétés des bios
polymeéres : médicales et pharmaceutiques et les emballages, I'agriculture
a. En médecine et pharmacie

Les premieres applications du PLA étaient limitées au domaine biomédical, vu sa
biocompatibilité vis-a-vis des tissus humains et d'autant plus que leurs cout élevés de départ
se justifient dans ces applications a haute valeur ajoutée. Il est surtout utilisé dans des
applications médicales et pharmaceutiques (libération contrdlée du principe actif dans des
médicaments), en orthopédies (protheses ou ortheses), dispositifs médicaux a usage unique
(des seringues, des gants, sondes urinaires, matérielles de transfusion, poches a sang, les

pansements) [13].

Figure 1.6: Différentes applications du PLA dans le secteur médical
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b. Enemballage

Le PLA est vite apparu sur le marché des emballages dits bio, d’une part pour sa
biodégradabilité, pour son caractére non toxique vis a-vis des aliments mais aussi pour sa
perméabilité a la vapeur d'eau intéressante qui lui permet d’emballer des produits frais
comme les fruits et les [égumes. 1l est utilisé aussi comme barquettes, bouteilles, étiquettes,
sacherie, et dans des domaines tres variés : le cosmétique, le textile, le domaine des
emballages de matériel électronique, comme les coques de téléphone, boitier de PC portable

et autres gadgets [14].

Figure 1.7: Différentes applications du PLA dans le secteur de I'emballage alimentaire

Partie Il. Les Algues
11.1. Définition des algues

Les algues sont des organismes vivants chlorophylliens photosynthétiques a mode de
vie autotrophes, que I'on trouve dans les milieux aquatiques d'eau douce ou marine, sur des
rochers humides, ou sur un sol mouillé mais ainsi que dans de nombreux milieux terrestres
[15]. L appareil végétatif des algues est appelé « Thalle », elles ont des formes, textures et
des dimensions tres variables [16], comme elles peuvent étre uni- ou pluricellulaire. Elles
comprennent 20 000 a 30 000 espéces dans le monde, soit 18% du régne végétal. L’étude des

algues s’appelle la phycologie.
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11.2. Classification des algues

On distingue deux grandes catégories d'algues: les micro-algues, organismes
unicellulaires et les macro-algues multicellulaires. Les différences entre algues et micro-
algues portent essentiellement sur leur taille et leur structure moléculaire. Ce sont les macro-
algues qui, au niveau industriel, sont utilisées pour extraire les phycocolloides faisant I'objet

de ce document: les alginates

11.2.1. Les microalgues ou phytoplancton
Sont des algues monocellulaires, procaryotes (qui n’ont pas de noyau), especes non fixées,
qui flottent ou nagent en pleine eau. Les plus fréquentes sont :

— Les Diatomées : 90 % du plancton marin, leur élément commun est la silice

— Les Chlorophycées

— Les Cyanophycées : Spiruline, la Chlorelle ou I’algue bleu vert, le groupe le plus

ancien sur Terre)

Figure 1.8: Les micro-algues

a. Les Cyanobacteéries
Les cyanobactéries ou les algues bleues sont constituées des colonies de taille, de forme et de
couleur trés variables. Comme les algues rouges, elles possedent des pigments surnuméraires.
En dépit de leur nom ancien d’algues bleues, elles sont rarement bleues mais plus souvent
rouges, vertes avec des reflets bleutés, violets, bruns, jaunes ou orangés. La plupart d’entre
elles ont une consistance gélatineuse voire gluante en raison des mucilages qu’elles sécrétent
[17].

10
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Figure 1.9: Représentation des cyanobactéries (ou algues bleues)

11.2.2. Les macro algues
Sont des algues multicellulaires, essentiellement eucaryotes (elles contiennent un noyau avec
de ’ADN), especes fixées au fond de 1’eau grace a leurs racines. Elles contiennent de
précieux éléments nutritifs, en particulier un grand nombre d’Oglio éléments, y compris I’iode
qui est trés important pour ’homme. Un autre composant trés important de la plante est
’alginate, qui est utilis¢ aujourd’hui dans beaucoup de domaines, entre autres dans la
fabrication d’aliments. Une premicre classification pourra étre faite selon la couleur de
I’algue. Les macro-algues sont réparties en trois groupes. Chaque groupe contient des classes,
et chaque classe contient des centaines d’especes [17].

— Les algues vertes ou Chlorophytes,

— Les algues brunes ou Chromophytes,

— Les algues rouges ou Rhodophytes.

Stacraibytes rEades (pieoeca LEcsaes)

Figure 1.10: Les macro-algues.

11
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a. Algues vertes (Chlorophycées)
Elles sont de formes trés variées, uni- ou pluricellulaires. Leurs plastes sont colorés en vert
par les chlorophylles a et b, auxquelles sont associés des caroténes et des xanthophylles. La
plupart des algues vertes vivent en eau douce ou en milieux marins, mais certaines especes
peuvent également se développer sur terre. Elles jouent un role important dans 1’oxygénation

des eaux, favorisent ainsi la vie animale [17].

Figure 1.11: Les algues vertes (chlorophycées)

b. Les algues brunes (Phéophycées)

La couleur brune des ces algues brunes résulte de la dominance du pigment xanthophylle, la
fucoxanthine, qui masque les autres pigments (chlorophylle a et ¢, ainsi que la béta-caroténe).
Toutes possédent une structure pluricellulaire, mais leurs dimensions varient depuis les
¢léments microscopiques jusqu’aux trés grands spécimens. La grande majorité des algues

brunes sont marines [17].

Figure 1.12: Les algues brunes (phéophycées)

12
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c. Les Algues rouges (Rhodophycées)
Les algues rouges forment un groupe tres diversifie. Ces algues doivent leur couleur a la
présence de plastes roses dans lesquels un pigment rouge, la phycoérythrine, est associé a
plusieurs autres pigments dont les chlorophylles. La plupart de ces algues rouges sont
pluricellulaires et marines, mais il existe quelques formes unicellulaires et quelques une

vivent également en eau douce [17].

Figure 1.13: Les algues rouges (rhodophycées)

11.3. Facteurs de répartition des algues

Les algues peuvent s’installer dans tous les types d’habitat suffisamment humides et éclairés.
On peut les retrouver en eau douce, en mer, sur sol humide et méme sur la neige. La présence
de la lumiere, la température, la salinité, le pH, la nature du substrat, les prédateurs, etc. sont
des parameétres aboutissants a une variété d’habitats qui vont avoir alors un impact sur la

répartition spatiale des espéeces [18].

11.3.1. La lumiere

Comme dit précédemment, les algues sont des organismes photosynthétiques, par conséquent
la lumiére est un parameétre indispensable a leur développement. Ce facteur intervient sur
deux plans : sa quantité (intensité lumineuse), sa qualité (nature des radiations).

11.3.2. La température

La température des océans varie de -1,9°C a 30°C. Il existe des variations verticales dues a la
profondeur (pression, densite), qui sont nettement plus importantes que les variations
horizontales qui sont fonction de la latitude. La température est un facteur qui va induire des

modifications au niveau de la teneur en pigment [19].

13
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11.3.3. Lasalinité

Le chlorure de sodium n’est qu’un des trés nombreux sels composant 1’eau de mer. D’autres
éléments (sulfate, bicarbonate, sodium, magnésium, calcium, potassium, brome, fluor, etc.)
entrent dans sa composition et vont entrainer des variations de nombreuses propriétés
(densité, conductivité, pression osmotique, etc.). Certaines algues sont capables de supporter
de grandes variations de salinité, d’autres sont incapables. La salinité présente un effet sur la
composition biochimique. Lorsqu’elles sont cultivées a faible salinité, elles présentent une
teneur en protéines plus élevée que lorsqu’elles sont cultivées en conditions normales. De
méme, a faible salinité, une augmentation du contenu en sucres solubles est constatée.

11.3.4. La nature du substrat

La nature chimique du substrat est a priori sans influence sur le développement de 1’algue.
Cependant, il joue un réle fondamental par sa texture et son degré de cohésion, qui sont deux
paramétres pouvant limiter la solidité de la fixation de I’algue [19].

11.4. L’industrie des algues et le marché des phycocolloides
11.4.1. Secteurs d’activités
Les cinq grands secteurs d’activités industrielles concernés par les algues marines [20] sont :
a. L’industrie alimentaire.
L’alimentation humaine est la principale utilisation des algues (50%). Leur consommation est
localisée dans les pays du sud-est asiatique, principalement en Chine, en Corée et en Japon.
Elles sont soit directement consommeées fraiches ou bien transformées par le biais de
I’industrie agro-alimentaire pour obtenir des produits séchés, congelés, incorporées dans des
aliments (tartares, terrines, pates, sushis,...) ou en tant que légumes
b. L’industrie des phycocolloides
Le deuxieme grand secteur d’exploitation des algues est L’industrie des phycocolloides (40%,
soit un marché de prés de 585 millions de dollars). On distingue trois familles de
phycocolloides : les alginates, les agars et les carraghenanes, extraits d’algues rouges et
brunes. Ils sont utilises dans 1’industrie agroalimentaire pour leurs propriétés rhéologiques

(agents gélifiants-texturants, épaississants, émulsifiants ou stabilisants) (figure 1.14)

14
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Figure 1.14: Place des phycocolloides par rapport aux autres sources de colloides en terme de
quantité produites (CMC: carboxy methyl cellulose)

En dehors de I’alimentation humaine et de la production de phycocolloides, les algues sont
également utilisées dans :

c. Larecherche et le développement
Plusieurs composés chimiques isolés des macro-algues sont biologiquement actifs dont
certains possedent une activité pharmacologique efficace [21]. Aujourd’hui, environ 4000
nouveaux métabolites ont été isolés a partir de divers organismes marins, ce sont les algues
qui ont le plus intéressé les chercheurs. lls sont intégrés dans le domaine de la pharmacie,

thalassothérapie, parapharmacie.

d. L’agriculture et I’élevage
Depuis longtemps les populations littorales fertilisaient leurs terres a 1’aide des macro- algues
Ils sont utilis€ pour la rétention d’eau et comme apport de minéraux et leurs propriétés

physiques aident a améliorer la structure du sol.

e. Lacosmétologie
Chaque famille ou type d’algue posséde ses propres vertus. Elles permettent généralement de
nourrir 1’épiderme, de le protéger, de I’apaiser, et de ralentir son vieillissement. Ses principes
actifs (acides aminés, sels minéraux, oligo-éléments, vitamines...) agissent en douceur, sans
agresser la peau. Qu’elles soient utilisées en masque, gommage ou savon, crémes antirides,
elles revitalisent et tonifient votre corps, et protegent votre peau des agressions du quotidien
[22].

15
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11.4.2. La production des algues

Les algues sont toujours considérées comme une bio-ressource. D’aprés la FAO (Organisation
des Nations Unies pour 1’Alimentation et I’ Agriculture) chaque année, 15 milliards de tonnes
de produits fabriqués a base d’algues soient ¢laborés dans le monde, qui représentent un
marché total annuel de 6 milliards de dollars [23].

Dans les années 50, la production mondiale était due uniquement a la cueillette
(93,7%) puis I’aquaculture s’est massivement développée pour faire face a une demande de
plus en plus importante, a laquelle la cueillette ne pouvait plus répondre. Depuis les années
1990, la production par aquaculture s’est intensifiée pour représenter 96% de la production

mondiale (soit seulement 4% par cueillette) en 2011 (Figure 1.15).

Waquaculture
18 ucueillette

Production mondiale (x 1.000.000
tonnes eq. frais)

1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010
Années

Figure 1.15: Production mondiale en milliers de tonnes d'algues par capture et aquaculture de
1950 a 2011 (FAO 2013)

Les algues vertes sont trés peu cultivées avec seulement 21.335 tonnes produites en 2011 (soit
0,12 %), tandis que 7,15 millions de tonnes d’algues brunes sont cultivées (soit 41,14 %) et
les plus cultivées sont les algues rouges avec 10,2 millions de tonnes produites (soit 58,73 %)
(Figure 1.16).

16
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Figure 1.16: Production mondiales des trois types d'algues (rouges, brunes et vertes) de 1950
a 2010 (FAO 2013).

1.5. Compositions Chimiques des algues

Les algues constituent des sources importantes de fibres (de 33 a 61 %) ayant des structures
variées et originales, différentes des fibres des végétaux terrestres. Les algues, d’'une maniere
générale, se composent de 80% d’eau. Séchées elles n’en contiennent plus que 10 a 20% et se
composent de 80 a 90 % d’hydrate de carbone (carbohydrates), protéine, minéraux, vitamine
et trés peu de graisse, soit environ 1 a 2 % [24].

» Les carbohydrates : La plupart sont des sucres et des polysaccharides (40-60%)
agars carraghénanes chez les algues rouges, alginates chez les algues brunes, et glucane et
amidon chez les algues vertes), on trouve egalement le glucose qui est présent dans plusieurs
espéces, la cellulose I’hémicellulose la pectine qui se trouvent principalement sur les
membranes cellulaires des algues vertes.

> Les protéines : le contenant en protéines est variable (de 4 a 44%) selon les especes,
la saison et d’autres facteurs. On parle de variétés riches en protéines telles que certaines
Ulva et Spirulina.

> Les lipides : la teneur en graisse des algues est trés faible. Les acides gras insaturés
sont les plus nombreux. Le principal acide gras est 1’acide oléique.

> Les glucides : les principaux sucres dans les algues sont le mannitol dans les algues
brunes et le sorbitol dans les algues rouge. Le sorbitol, sucre trés doux, est utilisé dans les
régimes et spécialement pour les diabétiques

17
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» Minéraux et Oligo-éléments en abondance : L’iode, argon, aluminium, chlore, iode,
phosphore, plomb,... etc.

> Vitamines : on trouve les vitamines : B1, B2, B3, B6, C, E, F, K, ainsi la vitamine
B12 (dont les algues sont les seules végétaux a le contenir puisque c’est une vitamine
d’origine animale).

> Les pigments: caroténoides, chlorophylles

11.6. Les alginates
11.6.1. Définition

L’alginate est un polysaccharide linéaire, anionique présent dans la paroi cellulaire des
algues brunes sous forme de sels de magnésium, calcium et sodium. Il a été découvert en
1881 par le pharmacien et chimiste I’anglais Stanford, suite a une extraction alcaline sur
I’algue Laminaria digitata, une substance gélatineuse alors appelée algine [25]. Ce produit
ayant une tendance a libérer des ions H+ en solution aqueuse, on lui donna ensuite le nom

d'acide alginique.

11.6.2. Origines des alginates

L'alginate naturel est produit presque uniquement par les algues brunes des espéces
Laminaria, Fucus, Halopteris, Cystoseira et Turbinaria. Cependant, certaines bactéries telles
que Azotobacter vinelandii et plusieurs especes de Pseudomonas sont susceptibles de produire
l'alginate par des processus de fermentation microbienne suivis d'une polymérisation [26].

Mais a I’heure actuelle, I’extraction d’alginate algal reste beaucoup plus rentable.

11.6.3. Composition chimique des alginates

Les alginates sont des copolymeéres binaires linéaires constitués des sels de deux acides
uroniques dérivant du mannose, l'acide B-D-mannuronique (noté M) et l'acide o-L-
guluronique (noté G), qui sont liés par des liaisons glycosidiques B-(1-4) et a-(1-4)

respectivement (figure 1.17).
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Figure 1.17: Structure chimique du mannose et les deux monomeéres de l'alginate

La structure de la molécule est formée d'un enchainement de fragments de 3 types:

> Deux d’entre elles contiennent quasi-exclusivement des ensembles homopolymeres de
motifs G et M respectivement (bloc M-M et bloc G-G), ces séquences forment également
des blocs "durs" et difficiles a dépolymeériser.

» Une troisiéme posséde des fragments mixtes des 2 acides: M-G-M-G- ; avec des
régions de structure alternée (blocs MG). Ce sont des zones fragiles au niveau desquelles se
fait souvent la cassure.

Les alginates sont donc considérés comme de vrais copolymeéres a blocs composés de
régions homopolymeres de M (blocs MM) et de G (blocs GG) séparées par des zones aux
structures alternées (blocs MG). Chacun de ces fragments a un degré de polymérisation
d'environ 20. La plupart des alginates industriels ont un degré de polymérisation variant de
100 a 1000 soit un poids moléculaire compris entre 20 000 et 200 000 [27]. Les propriétés
physiques des chaines d'alginate proviennent principalement de la conformation adoptée par

les deux types de monomeres.
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Figure 1.18: Conformation des monomeres

11.6.4. Grandeurs caractéristiques de I'alginate
L'alginate est caractérisé par différents parameétres tels que les masses moléculaires moyennes

en poids (Mw) et en nombre (Mn), I'indice de polydispersité ( Ip ). D’autres facteurs sont trés
utiles pour l'appréciation de ses propriétés. Ce sont le rapport —, les fractions en monomeres
M

et en diamétre ou encore la longueur moyenne des chaines d'alginate.

11.6.4.1. Masses moléculaires moyennes

a. Masse moléculaire moyenne en nombre

N, xM.
v 2. NixM,
n Zr‘ j"'n.fi.

b. Masse moléculaire moyenne en poids

c. Indice de polydispersité (Ip) M

Avec : Niest le nombre de chaines de masse molaire Mi.
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11.6.4.2. Rapport M/G

La structure, la qualité et les propriétés des alginates dépendent fortement du rapport M/G,
c'est-a-dire le rapport du nombre de monomeres mannuronate sur le nombre de monomeres
guluronate. Plus il est faible, plus I’aptitude a la gélification est forte. Celui-ci varie selon
I’origine, les especes d’algues, les traitements effectués sur celui-ci mais aussi selon la partie
de l'algue considérée, mais se situe en majorité entre 0,25 et 2,25. 1l peut étre déterminé par

RMN ou par chromatographie liquide échangeuse d'ions. [28].

11.6.4.3. Solubilité
L'acide alginigue est insoluble dans I'eau mais certains de ses sels de sodium, calcium fer,

lithium et d'ammonium sont solubles dans I'eau.

11.6.4.4. Caractérisation rhéeologique

La méthode la plus classique pour caractériser le comportement rhéologique d’un alginate en
solution aqueuse est I’utilisation d’un rhéométre ou d’un viscosimetre capillaire. La
connaissance de la masse moléculaire moyenne d’un alginate constitue également un critere
d’appréciation de ses propriétés rhéologiques. Différentes méthodes peuvent étre utilisées
pour déterminer la distribution des masses moléculaires et la masse moléculaire moyenne.
Une des plus courantes est la chromatographie d’exclusion stérique (SEC) mais elle peut
également étre déterminée via la viscosite intrinséque. Ces deux grandeurs sont en effet

reliées suivant la loi de Mark-Houvink [29].

] = kv M2

Avec : [n] : Viscosité intrinséque (L. g™)
Kv , a: Parameétres caractéristiques du systeme Polymeére /Solvant a une température donnée

M. : Masse moléculaire viscosimétrique (g. mol™).

11.7. Microorganismes et activité antimicrobienne

La colonisation bactérienne chez I’homme débute dés sa naissance, I’interaction durable entre
la flore microbienne formée et 1’organisme de I’homme est responsable de maladies
infectieuses. Pour faire face a ces infections bactériennes, I’homme a recours a des
substances qui sont capables d’empécher le développement et la progression de ces bactéries

pathogénes sans toutefois présenter une toxicité pour son organisme.
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11.7.1. Qu’est ce qu’une bactérie ?

Les bactéries sont des micro-organismes vivants, au méme titre que les virus et les
champignons. Elles ont été découvertes & la fin du 17°™ siécle par Anthoni Van
Leeuwenhoek, naturaliste hollandais [30]. Elles sont unicellulaires et autonomes, procaryotes
qui ne contiennent pas des noyaux et qui setrouvent en tres grand nombre parce qu’ils
peuvent se multiplier rapidement. 1l y a beaucoup de types de bactéries qui sont toutes
séparées dans différents groupes et chaque groupe ayant des propriétés uniques. Chaque
cellule bactérienne est le siége d’un nombre considérable de réactions qui lui permettent de
créer les molécules nécessaires a sa vie a partir des molécules de son environnement.

Leur pouvoir peut étre soit commensal, soit pathogéne. Les bactéries pathogenes
provoquent chez ’homme des infections dont les symptomes sont caractérisés par des
éruptions cutanées, toux, écoulement nasal, fatigue, nausée, fiévres, etc. Alors que les
bactéries commensales participent aux maintiens de la santé en stimulant le systéeme de la
défense et en permettant de reconstruire I’immunité. Elles occupent des places au niveau de la
muqueuse accessibles, nez bouche, intestin, etc.

Les bactéries représentent un groupe étonnant complexe et fascinant. Tandis que la plus
part des bactéries doivent trouver des aliments (sucres, protéines et vitamines) pour vivre,
certaines sont capables de faire leur propre alimentation avec des éléments trouvés dans
I’environnement (lumiére du soleil et CO2) [31]. Couvrant ainsi leurs besoins énergétiques
élémentaires et spécifiques. Sur le plan pratique, ces besoins sont satisfaits dans des milieux
¢laborés par I’homme en vue d’étudier les bactéries et sont appelés de ce fait, milieux de
culture [53].

11.7.2. Classification des bactéries
Les bactéries peuvent se différencier, par leur forme, leur taille ou leur structure, par leurs
activités chimiques, par les éléments nutritifs qui leur sont nécessaires, par la forme de
I’énergie qu’elles utilisent, par des conditions physiques dans lesquelles elles peuvent croitre
et par leurs réactions a certains colorants. [32]. Les bactéries peuvent ainsi étre classées et
identifiées en fonction [33].
e De leur morphologie microscopique (bactérie de type coque, bacille, vibrion ; isolés,
par deux, en chainettes...)
e De leur morphologie macroscopique (taille, forme, couleur... des colonies sur milieux
de culture géloses)

e De leur mobilité (mobilité ou immobilité a une température donnée)
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e Du résultat de la coloration de Gram (les bactéries colorées en bleu-violet seront dites
a Gram positif et celles en rose & Gram négatif).

e De latempérature de croissance (4° C, 20° C, 30° C, 37° C...)

e Du type respiratoire (aérobie, anaérobie.)

e Des besoins nutritionnels (nécessité de substances particuliere pour le développement

e De la capacité a utiliser certaines sources de carbone ou d’azote
11.7.3. La structure de la bactérie
La structure des bactéries est plus rudimentaire que celle des cellules animales ou végétales.
Elle peut étre plus ou moins riche en organismes divers. Chez toutes les bactéries, on trouve
des éléments communs et constants (parois bactérienne, membrane cytoplasmique,
cytoplasme et génome) et les éléments facultatifs que nous retrouvons chez certaines espéces
(plasmides, capsule, flagelle, et pli). Chacun de ces eléments a un réle particulier dans la vie
de la cellule [34].

Eléments inconstants

Eléments constants

Membrane plasmique

Plasmide

Cytoplasme

Chromosome

Ribosomes
Flagelle

Corps d'inclusion

Figure 1.19: Structure de la cellule bactérienne

11.7.4. Les microorganismes alimentaires

Les microorganismes impliqués dans 1’alimentation peuvent étre divisés en 2 catégories: ceux
qui sont bénéfiques et ceux qui ne le sont pas. Les microorganismes bénéfiques favorisent la
valeur nutritionnelle ou les qualités organoleptiques de 1’aliment. IIs sont utilisés en industrie
alimentaire pour la transformation des aliments. On rencontre par exemple les bactéries

lactiques comme 1’espéce Streptococcus thermophilus utilisée pour la fabrication de yaourt et
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I’espéce Lactococcus lactis utilisée pour la fabrication de fromage. Les bactéries lactiques qui
ne présentent pas de potentiel pathogéne sont largement utilisées pour la fermentation des
aliments tels que les produits laitiers, la choucroute, les saucisses... Les microorganismes
non bénéfiques sont ceux qui sont pathogenes. Ils peuvent eégalement induire des effets non
souhaités dans les aliments : diminution de la valeur nutritionnelle, détérioration du caractére

organoleptique, production des toxines [35].

11.7.5. Méthode d’étude

La plupart des milieux sont vendus dans le commerce sous forme de poudre déshydratée,
alors il suffit de les dissoudre dans un volume d’eau distillée, on les stérilise et on les répartit
dans des récipients stériles adéquats. Pour des milieux a base de gélose, la solution préparée
est chauffée pour dissoudre la gélose puis stérilise le tout a 1’autoclave et on laisse refroidir
jusqu’a 45°C environ, température a laquelle la gélose reste fluide. Ensuite quelque 15 a 20
ml de milieu gélosé fondu sont coulés dans une boite de pétri stérile, Avant I’usage, la surface
d’une boite nouvellement préparée avec les échantillons a tester doit étre séchée en les

placant, couvercle ouvert, dans un incubateur a 37°C, pendant 20 minutes environ [36].

11.7.6. Test antibactérien

Le test biologique est I’'une des techniques les plus utilis€es pour tester 1 activité
antibactérienne ou la croissance bactériennes. En effet, les zones d’inhibition apparaissent en
clairs autour des disques et signifient que la croissance des bactéries a été inhibée dans ces
régions. Tandis que les sombres autour des disques ou zones de stimulation signifient que la

croissance de la bactérie dans ces régions a été stimulée [37].

24



Chapitre | Synthése bibliographigue

Partie 111 : Les emballages alimentaires
I11.1. Historique

Le besoin d'emballer les aliments date de la préhistoire, en effet les chasseurs
préhistoriques enveloppaient leurs gibiers dans des peaux danimaux afin de faciliter le
transport d'une part et d'autre part pour les protéger des intempéries. En outre, cette technique
rudimentaire permettait également de préserver les aliments plus longtemps. Pendant cette
période des matériaux naturels comme les feuilles, les écorces d'arbre, les pierres creuses et
les coquillages ont été aussi utilisés. C'est vers 6000 avant JC, qu’apparait l'utilisation des
tissus, des céramiques, des paniers et des poteries. Des premiers récipients en verre furent
utilisés par les égyptiens a partir de 1500 avant JC, plus tard, c'était le tonneau qui faisait son
apparition avec les gaulois et 1746, les anglais créaient le premier produit emballé [38].
Jusqu’a la fin du XIX en siécle, des matériaux bruts (tels que le cuir, le bois, le liege, les
fibres) et des matériaux transformés (tels que le verre, les métaux, le papier) étaient
prépondérant. L'essor du matériau moderne et pratique qui le plastique se conjugue avec les
innovations du XX siécle [39].

111.2. Définition
C'est I'ensemble des techniques et des matériaux utilisés pour contenir, protéger, conserver et
transporter des produits pendant leur distribution, leur stockage et leur manutention, ainsi que

pour les identifier, donner leur mode d'emploi est assurer leur promotion [40].

111.3. Type d'emballage alimentaire
On distingue de fagon générale, trois types d’emballages [41]. selon la fonction qu'ils
remplissent :

v’ L'emballage primaire ou emballage de vente : ¢’est la plus petite unité de contentent
en contact avec le produit de consommation. les professionnels du milieu I'appellent aussi
"conditionnement".

v’ L'emballage secondaire ou emballage de groupage est le rassemblement de plusieurs
emballage primaire contentent des denrées. Il est aussi appelé suremballage (surpakaging).

v L'emballage tertiaire ou emballage de transport, c’est le regroupement des

emballages secondaire en colis compacts de grande taille, ou parle de packaging.
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I11.4. Les interactions entre I'emballage et I'aliment
Moyens indispensables de protection, de conservation, de transport, d’information,

d’usage des aliments, les emballages sont omniprésents dans la vie du consommateur. Dans ce
secteur des conditionnements alimentaires, le plastique a conquis une place prépondérante. Or
lors de la fabrication et pendant la conservation des aliments, il existe des phénomenes
d’interactions entre le matériau utilisé et la denrée alimentaire en contact, dus notamment a la
migration de composants du plastique vers 1’aliment [42].
Pour assurer la santé publique, la réglementation a fixé un cadre général et impose deux
grands volets d’obligations :

» S’assurer de I’innocuité des matériaux constitutifs

» Respecter les seuils de migration autorisés
Les phénomenes d'échange entre le produit alimentaire est son environnement, entrainant des
effets sur le produit et/ou I'emballage. Les principaux types d'interaction entre un aliment est
son emballage surtout les emballages plastique sont :

» La migration.

> Laperméation.

> Sorption

Environnement

Chaleur., H20, O2, COz2,
Vapeur organique

JT)ERMEATT(Y\‘

Figure 1.20: Types d'interactions entre I'emballage plastique et I'aliment

a. Phénomeéne de migration
La migration correspond a la diffusion des constituants de I'emballage vers I'aliment ,il peut

s'agir d'adjuvant technologique de monomeéres, d'oligomeres, de pigments et solvant des

26



Chapitre | Synthése bibliographigue

encres d'impression ou de produits de dégradation, la migration peut induire, des problémes
de toxicité mais également des odeurs indésirables.

b. Phénomeéne de perméation
La permeation décrit le phénomeéne de solubilisation, diffusion de molécules volatiles venant
I'aliment et /ou de I'extérieur (gaz comme O2, CO2, N2, vapeur d’cau, composés d'arome) ou
a travers l'emballage, la perméation peut ainsi provoquer des pertes d'aromes et donc des
modifications des propriétés organoleptique du produit. En sens inverse c.a.d. du milieu
extérieur vers I’aliment, ce phénoméne s'accompagne de détérioration des qualités de
I'aliment. Ainsi la perméation a I'oxygéne est un phénomene critique dans la conservation de
I'aliment emballé, Elle peut provoquer le développement des micro-organismes ou des
réactions d'oxydation.

c. Phénomene de sorption
des substances concernées sont trés diverses (pigment, acide, composés d'arome, elle
présentent pour cela une affinité chimique avec la nature polymérique de I'emballage; ainsi
de fait de leur faible masse molaire ,la sorption des composés d'aromes dans I'emballage se
poursuit par leur diffusion dans le matériaux, allant dans certains cas jusqu'a la traversée
totale du matériaux.
111.5. Réglementation sur les emballages alimentaires
La réglementation relative aux matériaux en contact alimentaire évoque le principe d’inertie
entre le matériau et 1’aiment en contact mais ce n’est pas toujours le cas. Des différents
échanges (interactions) pouvant avoir lieu entre le milieu extérieur, le matériau et le produit.
La réglementation des emballages s'intéresse donc en priorité a ces phénomeéne en imposant
que I'emballage ne cede pas aux aliment des constituants, en quantité susceptible de présenter
un danger a la santé humaine, et d'entrainer une modification inacceptable de la composition
ou des caracteres organoleptique et toxicologique de ces denrées. C'est le principe d'inertie
(réglement 1935/2004 du parlement européen et du conseil, directive 2002/72/CE amendée en
2004). Une directive spécifique a donc établie une liste positive regroupant les composés qui
sont autorisés comme adjuvant technologique pour I'emballage alimentaire, comme les
monomeres et additif a I'exclusion des colorants, pigments [43]. Quatre types de migration
potentiels peuvent étre présents dans un matériau polymérique.

» Des résidus de monomeres ayant servi a la polymérisation ;

> DES adjuvants de réaction ou de dégradation des adjuvants, des monomeéres et des

polymeres,

> Des adjuvants technologiques des polymeres,
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> Des substances ne faisant pas partie des listes positives

Dans les différents pays de la communauté européenne, plus de 4.000 textes réglementaires
concernant le secteur des produits alimentaires sont actuellement en vigueur. En Algérie, tous
les textes réglementaires portant sur les denrées alimentaires, reposent sur la loi N° 89-2 du
07 février 1989, relative aux régles générales de protection du consommateur. La directive
définit les limites de migrations de ces différentes substances [44].

a. La limite de migration globale (LMG)
Cette limite est indépendante de la toxicité du migrant, elle est fixée a 60 mg/kg de produit.
Les emballages qui présentent une LMG supeérieure a cette valeur ne sont pas aptes au
contact alimentaire.

b. La limite de migration spécifique (LMS)

Cette Limite fixe la quantité acceptable d'une substance donnée (migrant) dans I'aliment.
La LMS est fixée en fonction de la dose journaliére admissible (DJA) en mg/kg de masse
corporelle. La concentration maximale dans le matériau (QM) est le type de restriction
utilisée, car il est plus facile de mesurer un migrant dans un plastique que dans un
aliment.

c. Laconcentration par unité de surface (QMA)

Elle est habituellement exprimée en mg/dmz2. Elle est employée pour des substances en
tres faible quantité, lorsque la migration est tres faible (généralement inférieure a 0.05mg/kg
d’aliment) ou encore lorsque la migration totale de la substance reste acceptable d'un point de

vue toxicologique.
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Chapitre 11 Matériaux et techniques expérimentales

Chapitre 11 : Matériaux et techniques expérimentaux

Ce chapitre est consacré a la présentation des matériaux utilises, les différents protocoles
expérimentaux suivis, ainsi que les différentes techniques de caractérisation.

Il. 1. Matériaux

11.1.1. Poly (acide lactique)

Le poly (acide lactique) utilisé dans cette étude a été fournit par « NATURE WORKS » sous
forme de granulés, désigne sous la référence industriel « 7001D ». Ses principales
caractéristiques sont regroupées sur le tableau I1.1.

Tableau I1.1: Principales caractéristiques physico-chimiques du PLA

Propriétés Valeurs
Densité 1,24
Indice de fluidité (210°C, 2,16Kg) 6 g/10min
Température de transition vitreuse 55-60°C
Tempeérature de fusion 145-160°C
Clarté Transparent

11.1.2. Les algues

Les algues retenues pour cette étude sont les algues brunes, correspondant a 1’espece
Dictyopteris polypodioides, d’aprés la caractérisation botanique qui a été effectuée au
département de biologie de I’Université A.MIRA de Bejaia. Le site de collecte se situe dans la
wilaya de Bejaia, plus particuliérement sur les cotes de Saket. Ils ont été collectés durant le
mois de février. Les algues collectées sont d’abord lavées a I’eau de mer, puis transportées
directement au laboratoire dans des sacs en plastique. Une fois au laboratoire, les algues sont
tri¢es manuellement afin d’éliminer toute source de contamination (épiphytes, larves,
crustacées, sable...), lavées successivement a I’eau du robinet et rincés a I’eau distillée puis
divisés en deux partie. La premiére a été séchée a ’air libre durant 48 a 72 heures puis dans
I’étuve a 60C° pendant 24 heures, ensuite broyée dans un broyeur de laboratoire et calibrée a

travers un tamis de 120 um et conservés dans des sachets en plastique hermétiquement
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fermés. Quand a la deuxieme partie, elle a été conservée dans une solution formolée a 2%,

afin de conserver les algues fraiches pour une utilisation ultérieure.

Figure I11.1: L’espéce Dictyopteris polypodioides

N ) e L e

1 - Lavage 2 - Séchage 3 - Conditionnement

Figure 11.2: Etapes de conditionnement des algues apreés prélevement.

11.1.3. Réactifs

+ Les réactifs utilisés pour la partie de ’extraction de ’algine de sodium a partir de

I’espéce d’algue Dictyopteris polypodioides sont répertoriés dans le tableau I1.2.
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Tableau 11.2: Caractéristiques des différents réactifs utilisés dans I'extraction.

Réactifs Formule Masse molaire | Pureté (%) | Densité Fournisseurs
brute (9/mol)

Formaldéhyde CH,0O 30,03 / 1.08-1.09 /

Acide H,SO, 98,07 96-98 / Biochem

sulfurique Chemopharma

Carbonate de Na,CO; 106 / / Biochem

sodium Chemopharma

Ethanol C,HsO 46.07 / 0.79 Sigma-Aldrich

Acétone CsHeO 58.08 / / /

+ Les réactifs utilisés pour la préparation des films PLA/Alginate et PLA /Poudre

d’algue sont répertoriés dans le tableau 11.3.
Tableau I1.3: Caractéristiques des différents réactifs utilisés dans la préparation des filmes

Réactifs Formule brute Masse molaire Pureté (%) Fournisseurs
(9/mol)
Chloroforme CHCl; 119.38 99-99.4 Sigma-Aldrich
Glycérol CsHsOs 92,09 99.5 Biochem
Chemopharma

11.1.4. Souches bactériennes

Deux souches bactériennes ont été utilisées, I’une a gram positif (Staphylococcus aureus) et
I’autre & gram négatif (pseudomonas), et deux types de champignons, Botrytis et Penicillium.
Ces souches ont été fournies par le laboratoire de microbiologie de ’université se Bejaia. Les
références des souches bactériennes testées sont numérotées sur le tableau 11.4.

Tableau 1.4 : Références des souches bactériennes testées

Souches Staphylococcus aureus Pseudomonas

Références 6726TSB ATCC29522
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11.2. Protocoles expérimentaux
11.2.1. Extraction de I’alginate de sodium

Le protocole d'extraction est similaire a celui de Torres et al [45], avec quelques
modifications. Globalement, les différentes étapes du procédé d’extraction des alginates sont
les suivantes:

a. Formolisation
Une certaine quantité d'algue fraiche, soigneusement lavée est découpée, en particules de 2 a
3 mm, puis réhydratées dans une solution formolée & 2 % pendant 24 h a température
ambiante. Le but de cette opération est d'éviter les contaminations microbiennes et de
stabiliser les phénols qui s'oxyderaient lors de I'étape suivante. Une réaction formol-phénol
transforme les phénols en produits insolubles qui ne peuvent alors plus s'oxyder et restent

dans la phase solide

b. Acidification ou lixiviation
Les morceaux d’algue préalablement découpés sont rinces abondamment et plusieurs fois a
I’eau distillée pour éliminer le formol. Ils sont ensuite immerges dans une solution d’acide
sulfurique H2SO4 a 0.2 N pour déminéralisation pendant au moins une nuit. Plusieurs
rincages a l'eau distillée sont nécessaires. Les eaux de lavage entrainent avec elles les sels
minéraux et une partie des pigments.

c. Carbonatation
La masse d’algue fraiche récupérée apres filtration est placée dans un bécher. Une mesure du
poids sec est réalisée en paralléle pour déterminer le pourcentage de masse seche des algues
en vue du calcul de rendement. Ainsi la biomasse fut trempée dans une solution de carbonate
de sodium Na,COsa 4%. A cet instant correspondant au début de la réaction d’extraction qui
s’effectue sous agitation constante pendant 10 heures toujours a température ambiante de
fagon a préserver une haute viscosité. Au terme de cette opération de carbonatation, I'acide
alginique insoluble dans I'eau est converti en alginate de sodium soluble dans la phase liquide.

d. Filtration et précipitation
La phase liquide est alors isolée par filtration sous vide aprés avoir été dilué 2 a 4 fois avec de
I'eau distillée. A la fin de cette étape, on obtient un jus de carbonatation, lequel va étre
précipité avec de I’éthanol a 95%, afin d’obtenir un précipité blanc qui est 1’alginate de

sodium.
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e. Séchage et broyage
Une fois précipité, La masse ainsi obtenues est lavée a 1’acétone permettant son blanchiment

puis mise a sécher dans une étuve a 60°C pendant 48h et en fin broyées sous forme de

poudre.

Aloues brunes

Stokage |

Acidification
loiviation en milieu

acide

carbonatabon

Extraction alcaline

Précipitation a

I'alcool Précipitation a

l'acide
sechage seéchage
brovage broyage

Alrinate de sodium

L'acide alginique

Figure 11.3: Les étapes d'extraction de l'alginate de sodium et de I'acide alginique

11.2.2. Formulations
Différentes formulation on éte élaborés, a savoir :
» Une formulation vierge avec 100% du PLA notée FO
» Trois formulations a base du PLA et de 1’alginate de sodium extrait en variant les le
taux (5, 10 et 20%) notées Fsa, F1oa et F20a respectivement.
» Trois formulations a base du PLA et de la poudre d’algue en variant les taux (5, 10 et
20%) noteées Fsp, F1op et F20p respectivement

Les proportions de chaque formulation sont représentees dans le tableau 11.5 ci-dessous :
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Tableau 11.5: Compositions des différentes formulations

Produits (%) PLA Alginate de Poudre d’algue

Formulations sodium

FO 100 0 0
FsA 95 5 0
F10A 90 10 0
F20A 80 20 0
FsP 95 0 5
F10P 90 0 10
F20P 80 0 20

11.2.3 Préparation des films

La préparation des films en solution est effectuée selon le mode opératoire suivant : On pése
1g de chaque formulation indiqué sur le tableau 11.5 (masse totale du mélange). On fait
dissoudre le PLA a part dans 25 ml de chloroforme, sous agitation jusqu'a la dissolution
compléte (environ 30 min) dans un petit bécher. En parall¢le on fait de méme pour d’alginate
de sodium, mais dans 15 ml d’eau distillée et toujours sous agitation jusqu'a la dissolution
totale. Une fois dissout on mélange le contenu des deux béchers et on ajoute 2 a 3 gouttes de
tween 80 (Pour rendre le mélange miscible) et on laisse agité encore 30 minutes, puis on
ajoute 1 ml de glycérol au mélange pour plastifié les films et ’opération continue pendant 2
heures. Quand le mélange est bien homogene, on a arrété 1’agitation, le mélange est versé
dans des boites pétries et laissé sécher pendent 24 h a température ambiante, puis les filmes
sont récupéres.

Méme procédure utilisé pour les films PLA/ poudre d’algue, a I’exception, les deux

constituant on été dissout a la fois dans le chloroforme.

35



Chapitre 11 Matériaux et techniques expérimentales

Figure 11.4: Les différents films préparés.

11.3. Techniques de caractérisation

Dans cette partie on s’intéressera a la description des différentes méthodes de caractérisation des

échantillons.

11.3.1. Caractérisation de I’alginate de sodium

a. Détermination de taux d’extraction (Rendement)
Une mesure de la masse seche des algues avant extraction est réalisée en vue du calcul de
rendement. Si le poids d’algue sec utilisé pour 1’extraction (étape de carbonatation) est Mas et
et la masse de l’extrait sec (I’alginate de sodium) est Mag. Le taux d’extraction ou le

rendement sera donné par la relation suivante :
R % =2+ 100
Mas
Avec .

M Alg : Masse seche de I"alginate de sodium extraite (g)

Mg : Masse séche d’algue utilisée pour I’extraction (g)

b. Viscosimetre capillaire détermination da la masse moléculaire
Pour déterminer la masse moléculaire moyenne, la détermination de la viscosité intrinseque
vie le viscosimétre capillaire est utilisée. Ces deux grandeurs sont en effet reliées suivant la
loi de Mark-Houvink selon I’équation (1) [29].
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=Ky *M? oo, (1)

Avec : [n] : Viscosité intrinséque (L. g™%)

Kv , a: Paramétres caractéristiques du systeme Polymeére /Solvant & une température

donnée

M. : Masse moléculaire viscosimétrique (g. mol™).
Les mesures ont été réalisées a 1’aide d’un capillaire de type Ubbelohde (Figure 11.5). Le
viscosimeétre est rempli d’un volume de 15 ml de solution d’alginate de sodium, et une fois
I’équilibre thermique atteint, le temps d’écoulement est chronométré (passage du ménisque

entre les 2 repéres du capillaire).

Figure 11.5: Viscosimetre capillaire de type Ubblohde

A partir des mesures de temps d’élution de 1’échantillon (t) et du solvant pur (ts), on peut
déterminer la viscosité spécifique (nsp) selon I’équation (2)

Mop =% ?)

Puis on determine la viscosité réduite (nred) qui est le rapport entre a la viscosité spécifique et

la concentration de la solution (c), selon 1’équation (3).

Le graphe d’évolution de la viscosité réduite en fonction de
mlf

la concentration est trace et une régression linéaire permet
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d’obtenir la valeur de 1’ordonnée a I’origine correspondant a la viscosité intrinséque (par
définition la viscosité intrinséque correspondant a la valeur de la viscosité réduite lorsque la
concentration en soluté tend vers 0, I’approximation est acceptable pour des faibles valeurs de
concentration).

Finalement, la masse moléculaire moyenne est estimée a partir de la viscosité intrinseque

grace a la relation de vold (2006) [46] selon 1’équation (4).
=0.00504 « MMV (4)

11.3.2. Caractérisation des films
a. Spectroscopie infrarouge a transformé de Fourier (IRTF)

L’obtention d’un spectre infrarouge (IRTF) peut se faire selon deux modes : par
transmission, pour les échantillons transparents ou par la réflectance totale atténuée (ATR en
I'anglais : Attenuated Total Reflectance)) pour les échantillons opaques ou épais. 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™ dans
I’intervalle 400-4000 cm™ avec un nombre de scans de 32. L’analyse est réalisée sur les films

composites et sur I’extrait de 1’alginate de sodium.

Figure 11.6: Photo du spectrophotometre infrarouge
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b. Diffraction des rayons X (DRX)

Soumis a un faisceau de rayons X, un échantillon cristallin renvoie des faisceaux
diffractés dont les écarts angulaires avec le faisceau incident renseignent sur les plans
cristallins qu’il contient et leurs distances caractéristiques. Les résultats obtenus peuvent étre
analysés a ’aide de la relation de Bragg :

2dsin6=n.A
Avec, 0 :1’angle du faisceau incident par rapport au plan
n : un nombre entier positif appelé ordre de la diffraction
A : la longueur d’onde du faisceau incident

d : la distance interreticulaire, caractéristique du matériau

La caractérisation par diffraction des rayons X on été effectuées a I’université A. Mira
de Bejaia sur un appareil de type X Pert Pro Panalytical en utilisant la raie ko, du cuivre de
longueur d’onde n= 1.540598A°, les diffractogrammes ont été enregistrés de 2° a 70° avec un
pas de 0.016. Le pourcentage de cristallinité (taux) est calculé a partir du rapport de 1’aire de

la phase cristalline a I’aire totale, selon I’équation suivante

C
X, %= — 4100
A, +A,

Avec : Xc, le pourcentage de cristallinité
Ac, I’aire de la phase cristalline

Aa, I’aire de la phase amorphe

| —

Figure 11.7: L'appareil de mesure de la DRX
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c. Analyse thermogravimétrique
L’analyse thermogravimétrique est une méthode d’analyse quantitative qui consiste a mesurer
la variation de masse d’un échantillon soumis a un traitement thermique, en fonction de la
température et du temps. Les courbes ATG peuvent fournir de nombreuses informations
relatives aux réactions chimiques : thermodynamique, cinétique, mécanismes, produits
intermédiaires et finaux, etc. Elles fournissent aussi des informations sur la stabilité thermique
des matériaux. L’appareil utilis¢é est un analyseur thermogravimétrique, composé
essentiellement d’un four dans lequel 1’échantillon est placé et d’une microbalance permettant
la mesure des gains ou des pertes de masse. Les thermogrammes des différents échantillons
ont été enregistrés a 1’aide d’un appareil de type SETERAM TG/DTA92, constitué d’un
ATG/DTG/ATD couplé et piloté par un micro-ordinateur. Ce modele peut fonctionner jusqu'a
20 & 900 C°, avec une précision de masse pouvant aller de 10 mg jusqu'a 20 mg. Les mesures

sont faites sous atmosphére d’azote avec une vitesse de chauffe de 10C°/min.

d. Taux d’humidité
C’est la masse de liquide contenue par unité¢ de masse de matieére a sécher. L’analyse a été
effectué sur les films de dimension carrée de 2cms sur 2 cm. Pour évaluer la quantité d’eau
retenue, il ya lieu de peser les échantillons carrés de 2 cm de coté (mo) sur une balance
analytique de précision 0.0001g, puis de les sécher dans une étuve 60°C pendant 48 heures,
ensuite les peser a nouveau (Mo). Le taux d’humidité en (%) est donné par relation suivante :

myg —m
TH%=_____ 4100
mo
Avec : mg: Masse de I’échantillon avant étuvage (g)
m : Masse de I’échantillon apres étuvage (g)

TH : Taux d’humidité exprimé en %.

e. Analyse microbiologique
Les agents antimicrobiens sont utilisés depuis des décennies pour traiter les maladies
transmissibles et prévenir les infections, le mode d’action de ces agents sur les bactéries,
peuvent étre bactériostatique, lorsque la substance inhibe la multiplication des bactéries ou

bactéricide : lorsque la substance détruit totalement les bactéries.

40



Chapitre 11 Matériaux et techniques expérimentales

+ Préparation des milieux de culture
Un milieu de culture est un support qui permet la culture des cellules, des bactéries, des
levures et moisissures afin de permettre leur étude. En principe les cellules trouvent dans ce
milieu les composants indispensables pour leur multiplication en grand nombre rapidement.
Pour préparer les milieux Tryptone Soya Agar (TSA) et Mueller Hinton (MH), on a suivi les
étapes suivantes:
1. Peser la quantité de poudre requise.
2. Faire dissoudre la poudre dans un peu d’eau distillé avec une agitation continue, puis
complété avec I’eau distillé jusqu'a avoir un litre.
3. Faire chauffer le milieu jusqu'a I’obtention d’une dilution compléte et d’une
ébullition, pendant minimum une minute.

4. Verser les dans des flacons en verre bien fermés.

+ Test antibactérien

La solution préparée est chauffée a 100°C dans un bain pour dissoudre la gélose puis et on
laisse refroidir jusqu’a 60°C environ, température a laquelle la gélose reste fluide. Ensuite
quelque 15 a 20 ml de milieu gélosé fondu sont coulés sur les boites pétris stériles, Avant
I’usage, la surface d’une boite nouvellement préparée avec les échantillons a tester doit étre
séchée en les placant, couvercle ouvert, dans un incubateur a 37°C, pendant 20 minutes
environ pour la stérilisation [36]. Staphylococcus aureus a Gram positif (6726TSB) et
Pseudomonas a Gram négatif (ATCC 29522) ont été utilisé.
- Il est important d’inscrire (type de gélose, de souche, date de préparation....) sur les
boites pétris renfermant la gélose et non sur leur couvercle.
- Verser environ 25ml de liquide dans les boites pétris, et couler les géloses
- Laisser les plaques entrouvertes, jusqu'a ce qu’elles soient solidifiées. Cette technique
évitera le dépbt de condensation sur la surface.
- Lorsque les plaques sont solidifiées, fermer le couvercle et déposer la gélose dans un
support (le couvercle vers la bas).
Les boites pétries ont ensuite été incubés a 37 °C pendant 24 h et les comptes bactériens ont
été effectués apres incubation. Les zones d’inhibition apparaissent en clairs autour des
disques et signifient que la croissance des bactéries a été inhibée dans ces régions. Tandis que
les sombres autour des disques ou zones de stimulation signifient que la croissance de la

bactérie dans ces régions a éete stimulée [37].
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+ Test antifongique
Méme procédure et méme étapes ont été suivies, sauf que cette fois ci se sont les
champignons Botrytis et Penicillium qui ont été testés, et I’incubation a été faite a 25°C
pendant 48 heures.

Ensemencer les boites

pétries avec des souches
bactériennes

Coller la gélose sur les boites pétries

Incubation des
boites pétries
Stérilisation des disques |
d’échantillons dans une
hottea UV

Tableau 11.8: Protocole expérimental du test antibactérien
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11.1. Caractérisation de I’alginate de sodium

111.1.1. Détermination du taux d’extraction (Rendement)

Le rendement en alginate de sodium pour I’espéce Dictyopteris polypodioides, est de I’ordre
de 30 % PS (% en alginate de sodium par rapport au poids sec initialement utilise). En
comparaison avec les données de la littérature (Tableau 1), la teneur en alginate de ’espéce
Dictyopteris polypodioides s’avére trés prometteuse et avoisine celles de certaines
alginophytes telles que, Laminaria dégitata (22-36 %PS), Laminaria heperborea (24-33 %
PS). Ces teneurs restent néanmoins inferieures par rapport aux alginophytes qui dominent le
marché mondial de I’industrie des alginates comme par exemple les espéces Durvillaea
antarctica (53 % PS) et Ecklonia cava (35-38 % PS). Cette variation peut étre expliquée par
plusieurs facteurs qui influencent la composition biochimique de I'algue tels que, la partie
utilisée du thalle, I'age du thalle, les lieux de récolte, la saison, la concentration de la solution
de carbonate de sodium et la durée d’extraction. La concentration optimale pour obtenir a la
fois un rendement maximum et une durée d’extraction minimum, est d’environ 4%, ce qui
correspond a la concentration utilisée classiqguement en industrie et en laboratoire.

Tableau I111.1 : Comparaison de la teneur en alginate de I’espéce étudiée par rapport aux

autres alginophytes

Especes Teneurs en alginates (% poids sec) Références
Laminaria japonica 20-26

Laminaria hyperborea 24-30

Laminaria digitata 22-36 [47]
Ecklonia cava 35-38

Durvillaea antartica 53 [48]
Lessonia trabeculata 25.67 [49]
Dictyopteris polypodioides 30 Cette étude

Plusieurs facteurs peuvent influencer sur le rendement d’extraction, des études ont montrées
que les facteurs intrinseques (tels que les facteurs géographiques et climatiques), les facteurs
génétiques, le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une forte influence

sur sa valeur [50].
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111.1.2. Détermination de la masse molaire par viscosimetrie
La méthode choisie pour déterminer la masse molaire de 1’échantillon est la mesure de
viscosité capillaire, détaillée dans le (paragraphe 11.3.1.b). La masse molaire a été calculée a
partir de 1’équation HMS (Houwink- Mark-Sakurada) liant la viscosité intrinséque a la masse
molaire moyenne en masse :
=Kx* M3,

Les parametres a et K dépendent de la nature du solvant et du polymere. Dans le cas précis
des alginates solubilisés dans 1’eau, il est possible d’utiliser les parameétres caracteristiques de
la relation décrite par Vold [46] :

= 0.00504 M1t Avec [n] en mL/g et Mw en g/mol.

Le tracé de la viscosité réduite en fonction de la concentration est représenté sur la figure
I1.1. Une régression linéaire permet d’obtenir la valeur de 1’ordonnée a 1’origine
correspondant a la viscosité intrinséque [n], ’approximation est acceptable pour des faibles

valeurs de concentration).
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0.8 +

Nyp'e (dL/g)
—
o
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Figure I11.1 : Evolution de la viscosité réduite en fonction de la concentration de la solution
d’alginate de sodium
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La valeur de la viscosité intrinseque et de la masse moléculaire moyenne sont regroupées dans
le Tableau I11.2.

Tableau I11.2: Viscosité intrinséque de 1’alginate de sodium

Echantillon [n] (d/g) M (g/mole)

Alginate de sodium 0.668 117 931,48

On constate que la masse molaire de notre échantillon d’alginate se situe dans I’intervalle
donné par la littérature [51,52]. Les masses molaires des alginates extraits d’algues marines

varient généralement entre environ 50 000 g/mol et 200 000 g/mol.

111.1.3. La diffraction des rayons X (DRX)
La figure II1.2 représente le spectre de la DRX de 1’alginate de sodium

1600 .
Alginate
20.73°
900
2
2]
8
k=
400+
10 20 30 40 50 B0

Fosition [*2Theta]

Figure 111.2 : Le spectre DRX de I’alginate de sodium

La poudre d'alginate presente un large pic dans la gamme 15° a 24° avec une position centrale
a 20 = 20.73°, caractéristique de la structure d’alginate et qui correspond a la région amorphes
de l'alginate. En comparaison avec les résultats de la littérature et selon Pascalau, et al, 2012
[53], pour le film d'alginate non plastifié, ce pic était plus net en raison du réarrangement

probable des chaines d'alginate. Un tel phénomene a également été observé dans le cas du
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chitosane plastifié [54]. Autrement dit, lorsque la quantité du plastifiant (glycérol), augmente,

I'intensité du pic diminue, indiquant une proportion plus grande de la structure amorphe.

111.1.4. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)
Les spectres IRTF de I'alginate de sodium isolé a partir de Dictyopteris polypodioides est

présenté sur la Figure 111.3.
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Figure 111.3 : Spectre IRTF de l'alginate de sodium

Selon la bibliographie, plusieurs auteurs [55], ont déja identifié, Les bandes caractéristiques
de I’alginate de sodium et parmi elles on distingue :

v Une large bande & 3450 cm™ qui correspond & I’élongation du groupement O-H et une &
2929 cm™ qui peut étre attribuée a I’élongation du groupement C-H.

v" Une autre bande caractéristique apparait & 1649 cm™ et elle est attribuée a 1’¢longation
asymétrique du groupement carboxylate COO, confirmant la haute teneur en acide uronique
du polysaccharide [56].

v" Une bande faible située vers 1559 cm™ correspondant aux vibrations des élongations
C=C.

v" Une bande située vers 1442 cm™ correspondant aux vibrations de déformations O-H. avec

la contribution de I’étirement symétrique du groupement carboxylate COO [56,57].



Chapitre 111 Résultats et discussion

v Une bande située vers 1254 cm™ correspondant aux vibrations d’élongations C-C-O.

v" Une bande située vers 1022 cm™ correspondant aux vibrations de valence -C-O.

v' La région entre 850- 600 cm™ a été largement discutée par Mathlouthi et Koenig, 1986 et
Silverstein et al, 1991. [56,57] D’apres ces auteurs la bande trés faible située a 850,2 cm™?,
caractéristique d’un composé cyclique qui a été affecté a 1'étirement C-O vibration des résidus
d'acide uronique, et un & 800 cm™ affecté & la vibration de déformation C-H des résidus

d'acide a-L-guluronique.

1.2 Caractérisation des films.
I11.2.1. Caractérisation par la diffraction des rayons X (DRX)
Les diffractogrammes DRX des films PLA /Alginate sont présentes sur les figures I111.4.

[
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Figure 111.4: Diffractogrammes des rayons X des films PLA/ Alginate.

Selon la figure 111.4, le diagramme de diffraction du PLA montre un pic intense avec
un maximum a 17.03° et deux autre pics de faible intensité localisés a 19.38° et 22.71°
indiquant ainsi son état semi-cristallin. Ces résultant sont en parfaite accord avec d’autres

études précédentes, ou le spectre DRX du PLA pur a été décrit par Mihai et al. [58] et
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Mohammed Mizanur et al [59]. Lesquels ont observé la présence des trois pics décrit
auparavant vers 16,50°, 19° et 22.3°.

L’ajout de 20% d’alginate de sodium dans la matrice PLA a permet la diminution de

la I’intensité du premier pic, la réduction progressive de l'intensité était due a la différence de
la cristallinité relative entre le PLA et I’alginate de sodium déja décrit auparavant.
En revanche, pour des taux moins élevés de I’alginate (5 et 10%), les pics se transforment en
¢paulement trés large centré a 20.25° caractéristique de la structure d’alginate et qui
correspond a la forme amorphe de cette derniere. En outre, les pics de diffraction de
PLA/Alginate a 19.38° et 22.71° ont disparu, ce qui suggere que la structure cristalline
régulicre a été perturbée en raison des liaisons hydrogéne et I’interaction électrostatique
établie entre alginate et PLA [60] et que ce dernier est entierement dissout et dispersée dans la
phase amorphe de I’alginate de sodium quel que soit le taux de chargement [61], qui a
rapporté I’existence d’un faible pic large centré a 19°,

La méthode de diffraction des rayons X nous a permis de déterminer le taux de
cristallinité des films préparés avec I’alginate de sodium et la poudre d’algue a 1’aide d’un

logiciel approprié. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau I11.3.

Tableau 111.3 : Valeurs du taux de cristallinité des films du PLA /Alginate.

Formulations FO (PLA F5 A F10 A F20 A
vierge)

Taux de

cristallinité (%) 44 0,44 0,97 2,48

D’apres les résultats du tableau, on remarque que le taux de cristallinit¢ du PLA
vierge est de 44 %, un taux bien supérieur a celui des differents films PLA/Alginate. Car on
suggere que la charge (Alginate) réagit d'abord dans les régions amorphes de la matrice PLA,
meilleur accessibilité. A I'inverse, les difficultés seront plus importantes pour les régions
cristallines de structure compacte et ordonnée, ensuite il réagit en bout des chaines ou en
surface des cristallites, entrainant I'ouverture des chaines liées par liaisons hydrogeénes,

favorisant ainsi a la formation de la phase amorphe.
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Pour les films chargés, le taux de cristallinit¢ augmente avec 1’augmentation du taux

de charges, d’ou ces charges jouent le role d’un agent de nucléation, qui accélere le processus

de cristallisation.

111.2.2. Analyse thermogravimétrique (ATG).
L’analyse thermogravimétrique a été réalisée pour étudier la stabilité¢ thermique des films

préparés. Les courbes TG et DTG du PLA, de I’alginate de sodium et des films chargés a 5 et

20 % de charge sont représentées sur les Figures I11.5 et 111. 6.
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Figure 111.5 : Thermogrammes TG des Films PLA/Alginate



Chapitre 111 Résultats et discussion

1,0
PLA Alginate F5A F20 A
0,5
<
£
3 -0,5 4
Q) 1 o
|_
A -1,0-
4 '[};[]4\I\I\|\I\
221 9 W B WooWm W
-1,5 -
DR W10 5010 20 20 270 )
-2,0

I T I T I T I T I T 1
100 200 300 400 500 600
Températures (°C)

Figure 111.6: Thermogrammes DTG des Films PLA/Alginate

Sur le thermogramme TG du PLA, on enregistre un premier palier de stabilité, qui
s’étale entre 25°C a 230°C ou I’échantillon est stable thermiquement. A partir de la
température de début de décomposition qui est estimée a 250 °C, le PLA subit une perte de
masse trés importante estimée a plus de 92% et elle est attribuee a leur dépolymeérisation ou a
la décomposition des chaines de PLA. .Au dela de 265°C, un troisieme palier de stabilité est
enregistré et il correspond a la formation du résidu.

Le thermogramme de la poudre d'alginate présente trois étapes de dégradation. La
premiére étape de perte de poids, entre 50 et 200 ° C, est principalement causée par
I'évaporation de I'eau absorbée sur la surface de la fibre et a la rupture des liaisons
glycosidiques [62].

La deuxieme étape début entre 250 ° C a 450°C correspondant a la décomposition
thermique de l'alginate [63]. A ce stade, la poudre d'alginate présente un pic aigu dans la
courbe DTG, ce qui pourrait étre attribué au chevauchement partiel des différents processus

de dégradation tels que la rupture supplémentaire des liaisons glycosidiques, et la

50
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déshydratation des cycles saccharidiques résultant en formation de matériau intermédiaire. La
dégradation a laissé environs 58% de résidu de l'alginate a 600 ° C.

La troisieme perte de poids de l'alginate entre la gamme 550 a 600°C a été observée
uniquement sur les thermogrammes DTG (partie zoomée) mais a été retardée en présence de
glycérol sur les thermogrammes TG. La différence est probablement due a I'évaporation du
glycérol, qui chevauche partiellement la décomposition de l'alginate dans cette plage de
température [64]. Cette étape est due a la dégradation des fragments formés dans la deuxiéme
étape due a I'oxydation des résidus carbonés [65].

Méme profile de dégradation pour les films chargés avec 5 et 20 % d’alginate de
sodium. A partir des thermogrammes TG-DTG Plusieurs données thermiques ont été tirées et
sont résumés dans le tableau I11.4.

Tableau 111.4: Comparaison des principaux parameétres thermiques des différents

échantillons

Composites | Td (°C) | Td (5%) | Td (50%) | Tmax de | Vmax de | Taux de

(°C) (°C) décomposition | decomposition | résidu

(°C) (% /min) (%)

PLA 250 275 330 325 2.12 4.8

Alginate 50 80 / 235 0.25 58

F5 A 60 80 260 290 0.26 18

F20 A 55 80 280 262.5 0.23 08

Les échantillons chargés présentaient une température de début de décomposition et
des pertes de masse a (5% et 50%) nettement inférieure a celle de la matrice PLA. La vitesse
maximale de décomposition diminue avec 1’incorporation de 1’alginate, et diminue d’avantage
avec ’augmentation du taux de charge estimée a 0.23, 0.26 et 2.12 %/min pour les films F20,
F5 et PLA respectivement. On remarque aussi un décalage des tempeératures maximales de
décomposition vers des valeurs inférieure, signature de la diminution de la stabilité thermique
des films a base d’alginate par rapport a la matrice PLA. On remarque aussi que L’analyse
(TG) indique également que les films PLA/ alginate générent plus de résidus. Des résultats
similaires ont été précédemment observés [66], indiquant que la dégradation thermique a été

accélérée en présence de I’alginate.
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111.2.3. Détermination le taux d’humidité

Le probleme majeur de I’utilisation des polysaccharides comme charge dans
I’élaboration des matériaux composites est lié a leur sensibilité extréme vis-a-vis de
I’humidité, qui provoque une diminution des propriétés. Les résultats du taux d’humidité des
films PLA/ Alginate exprimés en pourcentage sont résumé dans le tableau 111.5.
Tableau I11.5: Taux d’humidité des films PLA/ Alginate.

Formulations | FO (PLA Alginate F5A F10 A F20 A
vierge)

Taux

d’humidité 8,24 34,66 10,18 11,11 13,69

(TH %)

Grace a la fonction ester qu’il posséde dans sa structure chimique, le PLA absorbe de
I’humidité, Mais dans notre cas le film PLA vierge a absorbé plus de 8% d’humidité, une
teneur en eau nettement importante qui peu s’expliquer par la présence du glycérol ajouté. En
apportant une quantité croissante de groupes hydroxyles supplémentaire par le glycérol qui se
lie aux molécules d'eau par des liaisons hydrogenes [67, 68].

Le taux d’humidité de I’alginate de sodium a été estimé 35%, un taux tres élevé par
rapport au PLA, cela en raison de sa structure chimique natif qui est tres riche en groupements
hydroxyles (polysaccharides) et & sa capacité de se protoner en milieu aqueux et aussi a la
présence du glycérol qui joue le réle du plastifiant. Cette tendance est en accord avec les
études précédemment rapportées sur l'alginate plastifié au glycérol [69]. Dans leur étude,
I'alginate plastifié au glycérol s'est avéré présenter une teneur en humidité significativement
plus élevée que l'alginate pur. Une telle tendance a également été rapportée pour d'autres
polysaccharides tels que I'amidon [70] et le chitosane [71]. Le taux d’humidité a augmenté
avec l’augmentation de la teneur en alginate, du a l’augmentation de la quantité des

groupements hydroxyles.

111.2.4. Activité antibactérienne
Nous avons utilisé¢ la méthode d’antibiogramme basé sur la diffusion a partir d’un disque
solide pour mettre en évidence 1’activité antibactérienne de nos films vis-a vis de deux

Germes pathogénes, bactérie a gram négatif ( Pseudomonas), et bactérie a gram positif
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(Staphylocaccus aureus,) apres 24 heurs d'incubation a une température adéquate de 37°c.
[72, 73].

a. Lecture des résultats
La lecture des résultats se fait par la mesure des @ d’inhibition, qui sont représentés par une
auréole claire formée auteurs de chaque disques. Les résultats sont exprimés selon trois
niveaux d’activité [74].

» (-) souche résistante (D < 8 mm)

» (+) souche sensible (9mm < D < 14mm)

» (++) souche trés sensible (15mm <D < 19 mm)

b. Control positif
Avant de procéder aux tests antibactériens de nos films, un test préliminaire a control positif
s’avere nécessaire d’étre présenté afin de permettre a nos lecteurs de bien comprendre la
suite. La figure IV-6 présente une zone d’inhibition pour un test positif sur la Staphylocoque
aureus, les halos claires autour des disques traduisent des zones inhibitrices importantes et
témoigne de I’efficacité de ces produits contre la stimulation de cette bactérie. Ces photos

seront utilisées comme témoins a la suite de ce travail.

Tapis bactérien

Echantillon
a testé
4®) — T
Incubation a 37°C
Inoc1_1h:rm pendnat 24heures
bactérien

Poite pétri Diamétre
avec gélose Sinkehition
nutritive

Figure 111.7 : principe de la méthode de diffusion sur disque « Control positif »

c. Matériaux utilisés comme agents antibactériens
Les échantillons testés sont les films a base d’alginate de sodium et de la poudre d’algue brute
pour des taux 5, 10 a 20 %. lls sont utilisés, dans cette partie, comme des agents

antibactériens en raison de tester leurs sensibilités contre les deux bactéries choisies. Les
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figures (111.8, I11.9 et I11.10) présentent 1’effet de nos différents films sur les deux bactéries
testees.

Figure 111.8 : Effet des Films sur la bactérie Pseudomonas. a) Films PLA Alginate, b) Films
PLA /Poudre d’algue

Figure 111.9 : Effet des Films PLA /Alginate sur la bactérie Staphylocaccus aureus
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Figure 111.10: Effet des Films PLA/ Poudre d’algue sur la bactérie Staphylocaccus aureus

d. Lecture des résultats

Selon les photos numériques présentées sur les figures II1.8 jusqu’au II1.10, nous
constatons qu’aucune activité n’a été décelée de nos produits sur les deux especes utilisées.
En fait, un test positif, doit étre illustré par des halos clairs tout autour du produit testé alors
que des zones sombres témoignent d’un phénomene de stimulation des bactéries. Nos produits
ne montrent aucun de ces deux effets et donc ne se présentent pas comme le meilleur candidat
pour l’inhibition. Néanmoins, les différents matériaux ne stimulent pas, de méme, la
croissance des bactéries.

Cowan (1999) [75] explique que les films dépourvus des groupements hydroxyles
libres ont plus d'activité antimicrobienne par rapport a ceux qui possédent, ce qui conduit a
une augmentation de leur affinité chimique aux lipides membranaires. En fait, cette sensibilité
est en relation avec le nombre des hydroxyles libres dont on constate que les films les moins
hydroxylés sont les plus actifs.

Des travaux antécédents ont montré 1’effet inhibiteur de 1’alginate sur des bactéries
type Staphylocoque dorée et E. Coli. Toute fois, la souche utilisée dans notre étude est une
souche de Staphylocoque Aureus, une variété tres pathogene et plus virulente [76], ont
constaté que I’extrait méthanolique de 1’algue brune de types Halopteris scoparia et
Dictyopteris polypodioides est actif vis-a-vis de Staphylocaccus aureus et inactif a 1’égard de
Pseudomonas.

Plusieurs facteurs peuvent étre a 1’origine de cette non activité, dans des études
antérieures [77, 78], certains auteurs que ces facteurs sont liés aux types et a la nature des

substances bioactives produites a la variabilité intra spécifique de la production de métabolites
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secondaires liée a des variations saisonniéres, aux protocoles et aux solvants d’extraction,

ainsi qu’a la différence des méthodes utilisées pour évaluer 'activité antibactérienne.

111.2.5. Activité antifongique

Les especes fongiques sont susceptibles de coloniser les aliments et d’en altérer les qualités
(diminution de la valeur nutritionnelle, détérioration du caractére organoleptique) et
production de toxines. L’activité antifongique a été évaluée par la méthode d’antibiogramme
basé sur la diffusion a partir d’un disque solide. Deux types de champignons ont été testés sur
nos films a savoir : le « Penicillium » et le « Botrytis » aprés 48 heurs d'incubation a une
température adéquate de 40°c. Les résultats sont illustrés sur les figures 111.11 et 111.12 et

regroupes sur le tableau I11.6.

Figure 111.12 : Effet des Films PLA/ Poudre d’algue sur le champignon Penicillium.
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Tableau 111.6 : Effet des films PLA/Alginate et PLA /poudre d’algue sur les champignons
Penicillium et Botrytis.

Les films testés Champignons

Penicillium Botrytis

FO

Extrait d’alginate —

F5 A — —

F10 A — —

F20 A — —

Poudre d’algue +

F5P - -

FIOP + -

F20P + .

L’étude de I’activité des films, vis-a-vis des champignons Penicillium et botrytis montre que
tous les films étudiés sont inactifs sur le champignon « botrytis » (figure 111.11 ), mais les
films a 10 et 20% de la poudre d’algue ainsi que la poudre elle-méme présentent un effet
inhibiteur sur le champignon penicillium (Figure 111.12), Cette inhibition est probablement
due aux substances actives présentes dans la poudre d’algue a savoir, les protéines, les lipides,
les polyphénoles qui sont extrémement actives vis-a-vis de ce champignon [79]. Des études
on montré que des extraits d’algue brune induisent une inhibition marquée de certains
champignons tels que le penicillium et Aspergillus fumigatus [80]. Une analyse
chromatographique montre que ces extraits renferment des substances de nature terpénique

responsables de 1’activité inhibitrice obtenue [80].
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Conclusion générale

Suite a notre étude portée sur la valorisation de la biomasse marine dans la conception
de biomatériaux a base d’extrait d’algue brune (alginate de sodium) et d’une matrice PLA.
Les conclusions tirées de cette étude sont :

+ La teneur en alginate de ’espéce Dictyopteris polypodioides estimé a 30%, s’avére
tres prometteuse et avoisine celles de certaines alginophytes trouvés dans la littérature
comme Laminaria dégitata (22-36 %PS), espéce la plus étudié.

+ Les masses molaires des alginates extraits d’algues marines varient généralement
entre environ 50 000 g/mol et 200 000 g/mol. On constate que la masse molaire de notre
¢chantillon d’alginate se situe dans ce I’intervalle avec une valeur de 117 931,48 g/mole.

+ L’analyse par spectroscopie IRTF de 1'alginate de sodium isolé confirme bien la haute
teneur en acide uronique du polysaccharide et la présence des résidus dacide o-L-
guluronique, signature que 1’extraction a bien réussie.

+ L’état amorphe de I’alginate de sodium a été confirmé par le spectre DRX.

Quant aux films PLA/ Alginate on peut conclure que :

+ La diffraction des rayons X a montré que le PLA utilisé est un semi cristallin avec un
taux de cristallinit¢ de 44%, l’introduction de I’alginate dans la matrice PLA perturbe le
réseau cristallin en raison des interactions établie entre alginate et PLA, car ce dernier est
enticrement dissout et dispersée dans la phase amorphe de 1’alginate de sodium.
L’augmentation du taux d’alginate induit une augmentation du taux de cristallinité par effet de
nucléation de cette charge.

+ L’analyse thermogravimétrique montre clairement que la dégradation thermique a été
accélérée par la présence de ’alginate et que les films PLA/ alginate générent plus de résidus.

+ Le taux d’humidité a augmenté avec ’augmentation de la teneur en alginate, du a
I’augmentation de la quantité des groupements hydroxyles présent dans la structure de
I’alginate

+ nous constatons qu’aucune activité n’a été décelée de nos produits sur les deux
souches bactériennes testées a savoir : Staphylocaccus aureus, Pseudomonas. Quant a
I’activité, vis-a-vis des champignons, Les films sont inactifs sur le champignon « botrytis »,
mais les films a 10 et 20% de la poudre d’algue ainsi que la poudre d’algue pur elle-méme

présentent un effet inhibiteur sur le champignon penicillium.
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Résumé

L’emballage alimentaire est le premier secteur demandeur en matiére plastique. L’objectif de
ce travail consiste a la valorisation de la biomasse marine par I’extraction de 1’alginate de
sodium a partir des algues brune de Dictyopteris polypodioides et la conception d’un nouveau
matériau a base d’extrait d’algue et d’un polymeére biodégradable qui est le PLA pour des
applications en emballage alimentaire. Des films ont été préparés a base du PLA et poudre
d’alginate de sodium (10, 20 et 30% en poids). Le rendement en alginate de sodium est
environ 30% et les analyses IRTF et DRX confirment bien la haute teneur en acide uronique
du polysaccharide et le caractére amorphe de 1’alginate, signature que I’extraction a bien
réussie. Aucune activité n’a été décelée de nos produits sur les deux souches bactériennes
testées  (Staphylocaccus aureus, Pseudomonas) et aussi  vis-a-vis du champignon
« botrytis », mais les films a 10 et 20% de la poudre d’algue ainsi que la poudre d’algue
présentent un effet inhibiteur sur le champignon penicillium.

Mot clés : les algues, biodégradable, extraction, Dictyopteris polypodioides

Abstract

Food packaging is the first plastic applicant sector. The objective of this work is to valorize
marine biomass by extracting sodium alginate from the brown algae of Dictyopteris
polypodioides and designing a new material based on seaweed extract and a biodegradable
polymer which is PLA for food packaging applications. Films were prepared based on PLA
and sodium alginate powder (10, 20 and 30 % wt). The yield of sodium alginate is
approximately 30% and the FTIR and XRD analyzes confirm the high uronic acid content of
the polysaccharide and the amorphous nature of the alginate, a signature that has been
successfully extracted. No activity was detected of our products on the two strains tested
bacteria (Staphylocaccus aureus, Pseudomonas) and also vis-a-vis the fungus "botrytis”, but
the films with 10 and 20% of the powder of algae and that seaweed powder has an inhibitory
effect on the penicillium fungus.

Key words: the algae, biodegradable, extraction, Dictyopteris polypodioides.



