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Introduction Générale

L'amidon est largement utilisé sous forme de films biodégradables dans des applications
variées car il s'agit d'un matériau renouvelable, abondant et peu codteux [1], les films produits
a partir de polysaccharides ou de protéines possédent d’excellentes propriétés mecaniques,
optiques et sensorielles, mais sont sensibles a I’humidité et présentent un coefficient de
perméabilité a la vapeur d’eau élevé. Néanmoins, ce probléme peut étre atténué en ajoutant
des plastifiants (polyols, tels que le glycérol, le sorbitol et le polyéthyléne glycol) ou des
renforcements. Une autre matiere premiere comestible et renouvelable utilisée dans la
production de films biodégradables est la gélatine. La gélatine est une protéine d'origine
animale obtenue a partir de collagéne par des hydrolysats acides ou alcalins largement utilisés

dans les industries alimentaire et pharmaceutique [2].

Actuellement, de nombreux chercheurs se sont concentrés sur emballage actif avec des
matériaux inorganiques tels que ZnO, TiO,, MgO et CaO au lieu de matieres organiques
comme les huiles essentielles ou les bactériocines ont été largement étudié pour leurs
antimicrobiennes propriétés et testé pour leur application potentielle dans des matrices
polymeéres comme emballage antimicrobien. L’oxyde métallique peut étre utilisé efficacement
dans emballage en raison de la grande stabilité dans les processus en conditions difficiles et de

son absence d'effet sur la santé animaux et humains [3,4].

Notre travail visant a développer un film antibactérien a base des biopolymeéres
(gélatine/amidon) renforcé par divers taux massique des oxydes ZnO et MgO.

Le présent manuscrit comprend deux parties :

> Partie bibliographique de ce mémoire est consacrée a une synthese bibliographique sur
Les biopolymeres, leur domaines d’application, généralité sur I’amidon, des notions sur la
gélatine, les films a base de biopolymeres naturels, les agents antibactériens inorganiques et
les oxydes métalliques.

» La partie expérimentale dans la quelle nous abordons les méthodes utilisée pour
préparer les films gélatine/amidon, suivi par une évaluation de la biodégradation des films,
cette partie a été complétée par les testes d’activité antibactérienne des films chargés par les
oxydes dans le milieu solide ainsi un suivi cinétique de I’activité de ces film dans le milieu

liquide, a la fin une conclusion générale.
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1. Les biopolymeéres

1.1 Introduction

Ces derniéres annees, la fabrication de plastiques a partir de ressources renouvelables
s’est avérée étre un nouvel enjeu économique. Celui-Ci est lié a la prise de conscience de
I’impact des matériaux plastiques qui connaissent un réel essor mais dont le caractere polluant
dd a un mauvais recyclage présente un risque pour notre planéte. La chimie des polymeres est
née de la connaissance d’un biopolymeére courant : la cellulose plus connue sous le nom de
bois. En effet, la cellulose appartient a la famille des polysaccharides qui est une des familles
de biopolymére. Les biopolyméres sont donc des polymeéres issus exclusivement
d’organismes vivants ou de polymeéres synthétisés a partir de ressources renouvelables. Ces
polymeres connaissent depuis quelques années un réel essor du fait de leurs origines
biologiques et surtout de leur caractere biodégradable. Leurs utilisations en substitution ou
méme en mélange a d’autres polyméres synthétisés a partir d’hydrocarbures offrent donc des
applications intéressantes. Les biopolymeére ont de plus en plus d'applications industrielles
dues a une tendance dans l'industrie a substituer les polymeéres dérivés du pétrole dont la

réserve n'est pas inépuisable par des composes biodégradables [1].

1.2 Définitions

Selon ’UIPAC, Les biopolymeres se définissent comme étant des biomacromolécules
synthétisées par des organismes vivants. Et selon ’ADEME (Agence de I’environnement et
de la maitrise de I’énergie), les biopolymeres sont des polymeres naturels issus de ressources
renouvelables de plantes, d’algues ou d’animaux. Les biopolyméres peuvent aussi étre
obtenus par polymérisation de monoméres naturels et par la fermentation des micro-

organismes [2].
1.3 Différentes familles de biopolyméres

Les biopolyméres d’origine biologique peuvent étre classés en trois familles :

1.3.1 Biopolymeres issus de ressources renouvelables
Ces biopolymeéres sont une réponse élégante et innovante pour remplacer les produits
dérivés du pétrole et s'adaptent a une démarche de développement durable réel. Trois grands

groupes composent ce type de biopolyméres : les biopolyméres d’origine bactérienne, les
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biopolymeres synthéetiques non issus de la pétrochimie et les biopolymeéres issus de la
biomasse.
1.3.1.1 Biopolymeéres d’origine bactérienne

Ils sont issus de la fermentation microbienne qui consiste en la fabrication « in situ »
de polymeéres qui s’accumulent dans le cytoplasme de certaines bactéries placées dans des
conditions de fermentation, les matiéres fermentescibles étant principalement des sucres et
I’amidon. Parmi ces biopolyméres, on a le polyhydroxylalcanoate (PHA) qui est le plus
couramment étudié, le polyhydroxybutyrate (PHB), le polyhydroxyvalérate (PHV) ou encore
le polyhydroxylbutyrate-co-hydroxyvalérate (PHBV). Les polyhydroxyalkanoates (PHA) sont
produits par Alcaligenes eutrophus ou Pseudomonas oleovorans. Ces bactéries produisent le
monomere en état de stress .Dans la cellule, 1’accumulation de PHA apparait sous forme
d’inclusions ou de granules dans le cytoplasme. Les polyméres a base de PHA ont
d’excellentes propriétés filmogeénes. Ils sont non hydrosolubles et sont facilement
industrialisables du fait d’un procédé de fabrication similaire au polyéthyléne ou
polypropylene. Actuellement, la seule limite a leur utilisation est leur colt de production a
cause de I’étape de purification aprés réaction dans le fermenteur. Le caractére hydrophobe
des films de PHA, comparés aux films polyosidiques ou protéiques, donne de bonnes

propriétés barriere a I’eau.
1.3.1.2 Biopolymeéres synthétiques non issus de la pétrochimie

Encore appelés polymeres synthétiques ou chimio-synthétiques, ils sont obtenus par
voie fermentaire, par polymérisation de monomeéres issus de produits agricoles. Le plus connu
est le poly acide lactique (PLA) qui est obtenu par polymérisation des molécules d’acide
lactique, elles mémes obtenues par la fermentation bactérienne des ressources renouvelables

(I’amidon par exemple).
1.3.1.3 Biopolymeres issus de la biomasse

Ce sont des matériaux extraits de la biomasse (végétaux, animaux et
microorganismes). Les polysaccharides tels que ’amidon (manioc, mais, pomme de terre, ...),
la cellulose, la lignine, le chitosan (chitine des crustacées) en constituent la famille la plus
importante. Une autre famille est constituée de protéines et de lipides issus des animaux

(caséine, collagene, gélatine), et de plantes (colza, tournesol, soja, gluten, zéine).
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1.3.2 Biopolymeres issus de la pétrochimie

Ce sont des polymeres dont les monomeres sont issus de ressources fossiles. Dans
cette catégorie, on a des matériaux biofragmentables, des matériaux fragmentables et des
matériaux biodégradables. Les matériaux biofragmentables sont obtenus a partir de
I’association de polymeres traditionnels d’origine pétrochimique tels que le polyéthyleéne et
d’un composé naturel biodégradable qui peut étre I’amidon ou la cellulose. Des pro-
dégradants (catalyseurs) peuvent étre ajoutés pour provoquer la rupture chimique des chaines,
permettant aux microorganismes de consommer |’amidon en laissant un polymeére
biofragmenté. Les matériaux fragmentables sont une nouvelle catégorie de polymeres dits
oxodégradables.ll s’agit d’un polyéthyléne contenant un agent oxydant, tel que le dithio
isocyanate de fer, de nickel, de manganese ou le stéarate de nickel qui favorise la dégradation.
Les matériaux biodégradables sont obtenus a partir de polyméres de synthése biodégradables
tels que la polycaprolactone (PCL), le poly (ester amide) (PEA), le poly (butyléne succinate-
co-adipate) (PBSA), le poly (butyléne adipate-co-terephthalate) (PBAT). La plupart de ces
matériaux répondent aux normes sur la biodégradabilité et certains ont obtenu le label «
biodégradable » [3].

1.4 Les propriétés des biopolymeres

A cause de par leur structure chimique, les biopolymeres présentent des propriétés
particulieres et intéressantes utilisés dans des domaines tres variés tels que I’emballage,
I’agriculture la construction, 1’automobile, I’¢électronique et le textile. Ils sont également
employés pour des applications a forte valeur ajoutée dans le domaine médical (implants

vasculaires, fils de suture, vis et broches, ligaments artificiels...).
1.4.1 La biodégradabilité

C’est la propriété la plus importante des biopolyméres pour I’industrie plastique.
Selon de nombreux auteurs, la biodégradabilité se traduit par une dégradation du matériau par
des microorganismes comme des bactéries, les champignons et les algues [4-6].En d’autres
termes, c’est une dégradation biotique qui met en jeu I’action des microorganismes par
exemple par voie enzymatique, conduisant & une décomposition au niveau moléculaire et
chimique. Il en resulte alors la formation de CO,.H,O en présence d’oxygéne (ou la

formation de CH,4, CO,, H,0 en anaérobique) et une nouvelle biomasse (humus).
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La biodégradabilité de la plupart des biopolymeres est due a la présence de liaisons facilement
clivables comme les liaisons esters ou amides, conduisant a la formation de molécules simples
et de fragments de plus petites tailles, assimilables par les microorganismes pour leur

biosynthese [7].

1.4.2. Permeéabilité a la vapeur d’eau

La plupart des biopolymeres comme 1’amidon, la cellulose et les protéines sont
hydrophiles, ce qui leur confére des propriétés de perméabilité a la vapeur d’eau. Ces
propriétés sont dues notamment a la présence de fonctions polaires hydroxyle et/ou amine qui
ont une forte réactivité avec I’cau par formation de ponts hydrogénes [8] ; ce qui leur confeére
aussi une propriété antistatigue. La perméabilité a la vapeur d’eau pourrait étre un
inconvénient dans certaines applications, notamment pour les emballages alimentaires. Par
exemple, les viennoiseries ne peuvent pas se trouver dans un endroit trop humide pour
conserver leur fraicheur. Par contre, pour certains types d’emballage, elle est avantageuse. En
effet, en évitant les condensations, la durée de conservation des produits frais est allongée.
Cette propriéeté trouve également une application dans les emballages des produits humides
leur laissant la possibilité de continuer de sécher pendant les étapes de stockage et de transport

9.

1.4.3 Biocompatibilité et biorésorbabilité

Un matériau biocompatible est un matériau qui est capable d’assurer une fonction avec
une réponse appropriée et sans effets indésirables sur 1I’environnement biologique dans lequel
il est appelé a fonctionner. La réponse biologique d’un matériau dépend de 3 facteurs : ses
propriétés, la caractéristique de I’ hdéte et la demande fonctionnelle pour le matériau.
Les biopolyméres par leur origine naturelle, remplissent logiquement cette fonction et les
implants médicaux en matériau inerte comme les céramiques sont de plus en plus remplacées
par des polyméres d’origine naturelle [10,11].
En plus de la biocompatibilité, on recherche également pour des applications médicales
spécifiques des materiaux biorésorbables pouvant se décomposer tout naturellement dans
I’organisme humain pour étre remplacés aprés par un tissu vivant. Les biopolyméres sont
dégradés naturellement dans 1’organisme humain par hydrolyse (enzymatique) et libérent des
molécules assimilables et non toxiques [12-14]. En pharmaceutique, les médicaments a
libération contrélée sont des exemples d’application ou la biorésorbabilité des polymeéres joue

un role important.
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1.4.4 Propriétés chimiques

La présence de fonctions chimiques sur les molécules leur attribue des propriétés
particuliéres et des facilités a réagir avec d’autres molécules. Leur réactivité est due a la
présence des fonctions alcool, acide, amine ou aldéhyde qui réagissent facilement grace a leur
site nucléophile et électrophile [15-17].
La présence de certaines instaurations et des groupements hydroxyles sur les chaines alkyles
des triglycérides permet leur fonctionnalisation et conduit a la formation de polyuréthanes,
polyamides ou polyesters [18,16].
Une autre particularité des biopolyméres est ’existence de stéréo-isomeres due a la présence
de carbone asymétrique sur certains bio-monoméres comme 1’acide lactique. Cette propriété

influence les propriétés physiques des polymeres [19,20].

1.5 Domaines d’application
Les applications des biopolymeres reposent sur leur principale propriété qui consiste
en leur caractére biodégradable, en plus ne sont pas polluants, ils peuvent méme étre
compostés et donc servir a favoriser la croissance d’autres végétaux. Le plus souvent, bon
nombre de ces biopolymeéres sont utilisés en tant que biomatériaux dans le domaine médical,
en agriculture, en sports et aussi dans I’emballage alimentaire. Ces biopolyméres sont aussi
utilisés comme mousses et chips d’emballage, vétements textiles jetables ou dans le traitement
des eaux polluées dans le cas de la chitine et du chitosan [1]. Mais les trois grands domaines
d'application des biopolymeres émergent sont :
e Le domaine médical;
e Le domaine agricole;
e L'emballage.
1.5.1 Applications médicales
Les applications médicales des biopolymeéres ont été développées comme:
Les biomatériaux résultants trouvent leurs applications:
e pour remplacer certains tissus malades ou non fonctionnels;
e pour assurer la réparation de tissus;

Pour remplacer tout ou une partie de la fonction d'un [1].

1.5.2 Applications agricoles
Depuis I’introduction de films plastiques en 1930-1940 comme films agricoles (les serres agricoles),
I’utilisation de polymeéres en agriculture n’a cessé d’augmenter. Les différentes applications sont:

v' la libération contrdlée de pesticides et de nutriments;
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v"le conditionnement de sols;

v' la protection de graines;
v" la protection de plants.

Cependant, les plastiques dégradables présentent un intérét pour le compost.

» Films de paillage agricoles

» Libération contrélée de produits chimiques pour 1’agriculture

Godets pour plants [1].
1.5.3 Emballage

Les propriétes physiques requises d'un emballage dépendent aussi bien de ce qui est emballé

que de ses conditions de stockage. Les matériaux d'origine biologique sont des matériaux

dérivés de ressources renouvelables et sont utilisés pour des applications dans le domaine

alimentaire,

» Emballage alimentaire

» Emballages industriels [1].

Tableau 1.1 : Propriétés spécifiques des biopolymeéres et leur application attendues [21]

Biopolymeres

Polymeéres a base d’amidon

Polymeres a base de
cellulose

Polymeéres a base de protéine

Polymeres a base d’huile

Polymeéres de synthese a
base d’acide lactique

Polyesters bactériens, (Poly
hydroxyalcanoates

Caoutchouc naturel

Propriétes particulieres

Antistatiques, anti-
condensations, toucher
naturel

Transparences, antistatiques

Comestibles, grandes
diversités chimiques des
acides aminés, permeabilité
sélective aux gaz

Siccativités

Anti-condensations,
brillances, anti-bactériens

Propriétes piézoélectriques,
anti-oxydants, insolubilité

dans 1’eau

Elastomére

Applications ciblées

Emballages et sacs

Emballages

Galénique, emballages
alimentaire

Peinture, vernis

Emballages, textiles

Médical, matériau
ostéosynthétique, emballage
rigide

Vulcanisation




Chapitre | Synthése bibliographique

1.5.4 Comportement des mélanges de biopolymeres

Les mélanges de biopolymeres en solution aqueuse présentent soit une instabilité
thermodynamique se traduisant macroscopiquement par une séparation de phase, soit, dans
des cas plus rares, par une miscibilitt des biopolymeres dans des solutions diluées
(interactions biopolymére-biopolymeére égale a celles biopolymere-solvant et solvant-solvant)
[22-24]. La compatibilité ou I’incompatibilité entre les biopolymeéres proviennent de la faible
entropie de mélange des composés macromoléculaires, qui ne peut compenser des valeurs méme

trés faiblement positives de 1’enthalpie de mélange, défavorables a la stabilité de ce dernier [25].

Polvsaccharides proteines
< - 4 % -
i > ®. L
< +5% - -
-y >

Segregation / 1 \ Association

= - - o -.."_.
- c *w Y™ - 3oy B3

Incompatibilite Co-solubilité Complexation
Figure 1.1 : Comportement des protéines-polysaccharides

Lorsque la concentration des biopolyméres augmente et dépasse une certaine valeur critique,
la co-solubilité devient limitée entre les deux biopolymeres et conduit a une séparation de
phase [23,24] .La séparation de phase peut étre soit de type ségrégatif soit de type associatif
(Figure 1.1). L’interaction protéines-polysaccharides peut changer de répulsive a attractive et
vice versa, suivant les conditions du solvant (pH, force ionique...), de concentrations ou de

température [26,27].

2. Amidon
2.1 Amidon natif

L’amidon est un polysaccharide d’origine végétale qui constitue la principale réserve
glucidique des plantes supérieures. 1l représente une fraction pondérale importante dans un
grand nombre de matiére premiére agricole telle que les céréales (30 a 70 %), les tubercules
(60 a 90 %) et les Iégumineuses (25 a 50 %). L’amidon est la principale source d’énergie dans
I’alimentation animale et humaine. La moitie de la production industriclle mondiale de

I’amidon est destinée a 1’alimentation humaine [28].
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L ’amidon natif se concentre préférentiellement :

Bien que lI'amidon soit présent dans tous les organismes végétaux supérieurs, il n'y a que
quelques plantes qui soient vraiment cultivés pour la production de ce compose a I'échelle
industrielle. Le mars, la pomme de terre et le blé sont les principales plantes utilisées pour la

production des 35 millions de tonnes d'amidon natif consommés mondialement [29].

L’amidon trouve des applications dans divers secteurs industriels non alimentaires,

notamment dans I’industrie du papier, I'industrie pharmaceutique, cosmétique et textile [30].

2.2 Structure de ’amidon

L’amidon est un homopolymeére du D-glucose. Il est formé de deux polymeres de structures
primaires différentes : I’amylose et ’amylopectine. L’amylose est une molécule quasi linéaire
tandis que 1’amylopectine est ramifiée. Il faut noter que I’amidon contient également des
composants mineurs (lipides, protéines et minéraux) dont les teneurs varient avec 1’origine
botanique et la technologie d’extraction. La teneur en amylose varie également avec 1’origine
botanique de 1’amidon entre 13 % et 35 %. L’amidon se présente sous forme de granules de
taille variant de 1 & 100 um qui ont une structure semicristalline qui résulte de 1I’organisation
spatiale des macromolécules d’amylopectine et d’amylose [28]. La teneur en chacun des

constituants est différente suivant 1’origine de I’amidon (Tableau 1.2).

Tableau 1.2 : Teneur en amylose et amylopectine des amidons de différentes sources [31].

Source botanique Amylose (%) Amylopectine (%)

Mais 28 72
Pomme de terre 21 79
Ble 28 72
Mais cireux 0 100

Amylomais 50-80 50-20
Riz 17 83
Pois 35 65
Manioc 17 83
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2.2.1 Amylose

L’amylose est un polymére linéaire constitue d’unités D-glucose liées par les liaisons de type
a(1,4) (figure 1.2). Pour un amidon donne, I’amylose se compose de chaines présentant des
degrés de polymeérisation compris entre 500 et 6000 unités de glucose. La masse molaire de
I’amylose varie de 10° & 10° g/mol. Les molécules d’amylose peuvent étre faiblement

ramifiées et ces ramifications sont d’autant plus nombreuses que la masse molaire est grande.

CH2O0H
[e]
o H CH2OH
HO H
OH
Figure 1.2 : Structure de I’amylose [28].
2.2.2 Amylopectine

L’amylopectine est un polymére hautement ramifie constitue de centaines de chaines d’unité
de glucose, reliées principalement par des liaisons a(1,4) et par 5 a 6 % de liaisons a(1,6),

responsables des ramifications (figure 1.3). Il est le constituant principal de la plupart des
amidons (70 a 100 %).

i
/N, cHoH
o ¢
i :
s - =+— Chaine &
-H  laison of1-6)
Sy\ o \ //
B A I (14)
= | \ % jason o
0T N\ H,»-> _1: — :\k,-'H .l: = {rf'l = O-.» '
™ ™ PN — . !
HO \'&“)‘- OH (9] \ s H N H | y -
H P “‘-O‘;'— 2 f.\'__H\ ‘__c_.?*‘t). -0, «—— Chdine B
* o \, 5 g
H gU.‘.')t4 2 Jb'_.él-
4 - .-“_- oH g i
i) H '

Figure 1.3 : Structure de I’amylopectine
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L’amylopectine est constituée d’un ensemble de grappes de chaines généralement classifiées
A, B ou C. Les chaines A, portées par les chaines B, sont liées a la structure par des liaisons
a(1,6) et sont les plus courtes avec un degré de polymérisation compris entre 12 et 20. Les
chaines B, sont reliées a I’'unique chaine C d’une macromolécule d’amylopectine qui porte
I’unique extrémité réductrice, par des liaisons a(1,6). Les chaines B portent une ou plusieurs
chaines A et/ou B (Figure 1.4). Le degré de polymérisation moyen des chaines B et C varie de
30 a 45.

> chain= &

- chainhe B

chain= C
- Hartrérmdt &
(}_‘) récdactrice

Figure 1.4 : Classification des chaines et organisation en grappes de I’amylopectine [28].

Les différences structurales, liées a I’origine botanique, portent essentiellement sur le rapport
chaines longues/chaines courtes qui serait de 1’ordre de 5 pour les amylopectines de

tubercules et de 8 a 10 pour les amylopectines de céréales et légumineuses [28].

2.3 Propriété physico-chimiques de I’amidon

2.3.1 Propriétés physiques

L’amidon a, comme tout produit, des propriétés physiques qui lui sont propres. Plusieurs
facteurs entrent en jeu :

» Influence de la température : 1’amidon est insoluble dans I’eau. Il forme, en revanche a
chaud (70°C) une solution colloidale qui épaissit en donnant un gel communément appelé
empois.

» Température de gélification : la gélification commence graduellement a partir de 50°C
mais est effective ensuite & une température dépendante de 1’agitation moléculaire, de la
grosseur des grains, de la nature de I’amidon, de I’eau employée et de la concentration en
amidon.

> Effet stabilisant : 1’épaississement ayant lieu & une température inférieure a celle de la
coagulation du jaune d’ceuf, les crémes aux ceufs contenant de I’amidon peuvent étre portées a

ébullition [32].

11
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2.3.2 Propriétés chimiques

Les amidons sont influencés par trois types d’action : thermique, chimique, Enzymatique.

» Action thermique : elle change la couleur et le gout de I’amidon par dextrinisation.

» Action chimique et enzymatique : les acides entrainent une hydrolyse partielle de
I’amidon qui conduit a la formation de dextrines. Le gel forme est moins épais. Cette
hydrolyse est accélérée par une augmentation de température. L’amidon peut subir aussi
I’action d’enzymes comme des enzymes végétales, ou animales (amylase) ou microbiennes.
On constate que les amidons natifs ont déja beaucoup d’influence sur la texture cependant
leur fragilité face a certains parameétres comme la température ont conduit a 1’utilisation
d’amidons modifies.

Les traitements précédemment décrits menent a la formation de corps plus simples Comme
des dextrines (D-glucose) et des maltoses. Les traitements de ces corps simples par ces mémes

traitements peuvent conduire a la formation d’amidons modifies.

Il existe différentes technologies qui permettent d’obtenir des amidons modifies en changeant

la structure de base d’une molécule d’amidon [32].

2.3.3 Propriétés hydrothermiques

L’amidon natif ne trouverait que peu d’applications dans I’industrie si on n’utilisait
pas des traitements hygrothermiques ou thermomécaniques permettant de détruire sa structure
granulaire [33].L’amidon est insoluble dans I’eau a température ambiante. A des températures
plus ¢levées, le grain d’amidon passe aux différents états caractéristiques [34, 35], A
température ambiante, 1’humidité relative de I’air influence la cristallinité, indiquant par-la la
perméabilité du grain vis-a-vis de I’eau (phénomeéne de sorption). A une température

superieure a 60 °C, le phénoméne d’empesage intervient.

Pour terminer, en revenant a température ambiante, il y a gélification par rétrogradation de

[’amidon.

2.4 Transformation de I’amidon

A T’exception des cas ou I’amidon natif est utilisé comme charge, toutes les autres
applications sont basées sur la disparition de la structure cristalline. Ceci est facilement
réalisable par I’extrusion en milieu condense (plastification) ou par la solubilisation en
solution (gélatinisation). L’amidon natif a une température de transition vitreuse (Tg) plus

élevée que sa tempeérature de décomposition thermique (Td~ 200°C) en raison des interactions
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fortes dues aux liaisons hydrogene entres les chaines. Lorsque I’amidon subit une
transformation et qu’il devient majoritairement amorphe, la température de transition vitreuse
(Tg) baisse et donc I’utilisation de ’amidon dans les procédés conventionnels des polyméres
synthétiques, comme I’extrusion et 1’injection, devient possible. Les deux techniques de

transformation de 1’amidon, la gélatinisation et la plastification [36].

Le mélange de grains d’amidon natifs avec une quantité suffisante de plastifiant pour
permettre leur fusion a une température inférieure a celle de leur dégradation, conduit & un
matériau amylace forme d’un réseau continu de chaines polysaccharides enchevétrées. Ce

matériau est appelé amidon thermoplastique [36].
2.4.1 Plastification de I’amidon

L'amidon a des propriétés thermoplastiques qui sont obtenues en déstructurant le
granule natif en présence d’eau et de plastifiants, sous contraintes thermomécaniques. Le
résultat de la déstructuration est un mélange homogéne d'amidon plastifié (Plasticized Starch),
qui peut étre mis en forme a l'aide des techniques traditionnelles de plasturgie (injection,
extrusion). Les plastifiants sont, en général, les polyols (glycérol, sorbitol...) ou leurs

mélanges. IIs ont un point d’ébullition éléve et ne sont pas évapores pendant le processus [36].

2.4.2 Role et influence de plastifiant

Le plastifiant (molécules bleues, Figure 1.5) va venir s’insérer par diffusion entre les
chaines d’amidon pour rompre les liaisons hydrogenes inter-chaines d’amidon et créer de
nouvelles liaisons hydrogenes amidon/plastifiant. Cela va augmenter d’une fagon importante
la mobilité des chaines macromoléculaires engendrant une diminution de la température de
transition vitreuse (Tg) et une diminution de la température de fusion (Tf). Ainsi en présence
d’un plastifiant et d’un chauffage optimal, un granule d’amidon gonfle (sorption), se

gélatinise (fusion des lamelles cristallines) et enfin se solubilise.

4}3 99

Figure 1.5 : Schéma du mécanisme de plastification a 1’échelle moléculaire
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2.4.3 Phénomene de sorption

Le phénomeéne de sorption est un comportement caractéristique de 1’amidon sous forme
granulaire. Dans la phase initiale d’adsorption, les molécules d’eau pénétrent
préférentiellement les espaces interstitiels du grain et établissent un pontage double par
double liaison hydrogene forte entre les groupements hydroxyles de 1’amidon et le grain
d’amidon gonfle. La cristallinité apparente des grains d’amidon étudiés au rayon X est
maximale a saturation en eau. L’eau absorbée agit comme plastifiant permettant un

alignement des cristallites par plastification de la phase amorphe inter-cristalline [36].

2.4.4 Processus de gélatinisation

Les amidons natifs sont connus pour étre totalement insolubles dans 1’eau froide en raison de
’organisation cristalline des grains d’amidon. En chauffant une dispersion aqueuse d’amidon
aucun changement notable n’est constate quand la température est inferieure a 60C°, mais au-
dela, des phénomenes importants se manifestent. La température a partir de laquelle cette
transition se produit et la température de gélatinisation. Le processus de gélatinisation entraine
un certain nombre de modifications, notamment la disparition de la cristallinité (perte de
biréfringence), un gonflement important et une solubilisation partielle du contenu granulaire,
une augmentation nette de la viscosité du milieu. Au niveau moléculaire ces manifestations
sont a conséquence d’un processus endothermique entrainant une augmentation de la mobilité

des macromolécules au niveau de granule d’amidon [36].
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Figure 1.6 : Influence d’un traitement hygrothermique en exces d’eau sur 1’état de 1’amidon.

14



Chapitre | Synthése bibliographique

2.5 Procédés d’élaboration des matériaux a base d’amidon

L’¢laboration de matériaux a base d’amidon nécessite une déstructuration de sa structure
granulaire. Dans ce but, deux méthodes ont principalement été développées afin d’obtenir un
matériau homogene et dense en recourant a 1’ajout de plastifiants. Ces deux méthodes se
basent principalement sur la fusion des zones cristallines de 1’amidon. Le choix de la

technique est fondé sur la teneur en eau utilisée dans la formulation:

2.5.1 Le casting

Le casting est une technique qui nécessite 1’utilisation d’un exces d’eau dans la formulation.
Elle permet I’obtention des films par chauffage de I’amidon au-dela de sa température de
gélatinisation [37].A des teneurs faibles en eau, la fusion des zones cristallines est aussi

possible mais en utilisant d’autres techniques plus puissantes comme 1’extrusion.

2.5.2 L’extrusion

L'extrusion est un procédeé de fabrication mettant en jeu un traitement thermomécanique lors
du passage forcé de la maticre le long d’une vis sans fin. Cette technique est utilisée pour
obtenir des matériaux thermoplastiques mais aussi dans 1’industrie alimentaire pour obtenir
des pates. En fonction de I’intensité et du type de contraintes thermomécaniques appliquées
lors de I’extrusion, la matiére subit des changements de structure et par conséquence de ses
propriétés physiques. Dans le cas des matériaux a base d’amidon, la contrainte
thermomécanique appliquée lors de 1’extrusion conduit a la gélatinisation de I’amidon et a la
fragmentation des polymeéres [38].

3. Gélatine

3.1 Historique

La gélatine alimentaire a une longue histoire. Dans les temps anciens, elle était utilisée
comme une « colle biologique », et au cours du temps, son industrialisation, a amené a
I’utiliser dans de nombreuses applications. A 1’époque de la Haute Antiquité, en Egypte, les
artisans €taient en mesure de produire de la colle a partir d’os et de peaux d’animaux, pour
assembler les piéces de bois entre-elle. En Europe, I’industrialisation de la fabrication de colle
a partir du collagéne a démarré dés la fin du 17°™ siécle aux Pays-Bas et dés le début du 18
en Angleterre [39]. Les peaux de porc est la matiére premiere la plus utilisée pour la
production de gélatine ; environ 46% de la production mondiale de gélatine est obtenue a
partir de peaux de porc, suivie de peaux de bovin qui représente 29.4% et 23.1% de gélatine

est extraite a partir d’os de bovin et de porc. Les autres sources de gélatine les vollailes et les
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poissons ne représentent que 1.65% de la production mondiale [40]. Plusieurs études ont été
faites sur I’extraction de gélatine des poissons [41-45] ; mais leurs application restent étroite
suite aux faibles propriétés fonctionnelles notamment le pouvoir gélifiant par rapport aux
gélatines des mammiferes [46]. Mariod et al. (2011) ont extrait et caractérisé par ailleurs une
gélatine halal comestible de deux insectes comestible Soudanais (Aspongopus viduatus et

Agonoscelis pubescens)[47].

3.2. Définition

La gélatine est une protéine d’origine animale, obtenue par la dénaturation thermique
du collagene continu dans les os et les peaux des animaux. Plus de 95% de gélatine
commerciale est obtenue a partir des porcs et des bovins. Les sous-produits des volailles et
poissons sont également utilisés comme source de gélatine [48].La gélatine est une substance
protéique soluble dans 1’eau préparée par des processus qui impliquent 1’hydrolyse de la
structure tertiaire, secondaire et dans certaines mesures la structure primaire des collagénes
natifs [49,50]. La plupart des hydrocolloides sont des polysaccharides, tandis que la gélatine est
une protéine digestible [51], contenant toutes les acides aminés essentiels, a 1’exception du
tryptophane. Sa composition en proline et en hydroxyproline peut varier d’'une espéce a 1’autre
[39].
3.3 Procédeés de fabrication de la gélatine

La transformation du collagéne en gélatine se réalise en deux étapes : la solubilisation
du collagene (soit en milieu acide, soit en milieu basique) et sa conversion en gélatine. Cette
derniére est le résultats de la dénaturation de la structure tertiaire de la triple hélice de
tropocollagéne [52,53] .Le procédé de fabrication de la gélatine fait intervenir une hydrolyse,
ceci pouvant étre alcalin ou acide.
3.3.1 Le procedé acide : est un traitement particulierement approprié aux peaux de porc et
les os de jeune bovins. Le temps de préparation de la matiére premiére est court (2 jours) ce
qui permet une réduction des colits d’extraction. Ce procédé est utilisé principalement pour

I’industrie alimentaire.

3.3.2 Le procédé alcalin : est une méthode tres longue (45 a 90 jours) et plus co(teuse,
principalement recommandée pour des collagéne plus complexe comme ceux provenant des

os et peaux de bovin [40]. Ce procéde alcalin ou basique est principalement utilisé pour

fabriquer la gélatine a usage pharmaceutique (capsule), photographique (films) et alimentaire

(confiserie, charcuterie, yaourterie...etc.).
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La gélatine issue d’un traitement alcalin est couramment désignée sous 1’appellation ««gélatine
type B» tandis que la gélatine issu d’un traitement acide est appelée ««gélatine type A»> [54].
Apres hydrolyse acide ou basique du collagéne vient 1’étape d’extraction de la gélatine par
cuisson. La gélatine est extraite avec 1’eau chaude sous forme de bouillon de gélatine. Le gel
une fois concentré sous vide est extrudé sous forme de filament ou de «nouilles»» pour
augmenter sa surface d’échange et favoriser ainsi son séchage. Les nouilles sechées (10-15%
d’humidité) sont ensuite broyés avant de subir des contréles au laboratoire [39].
3.4 Structure et composition de la gélatine

La structure primaire de la gélatine ressemble a celle du collagéne [55] . L’analyse de
la variation de la composition en acides aminées des gélatines en fonction du prétraitement
montre d’une maniére générale, que le prétraitement acide modifie peu la composition en
acide aminée de la gélatine par rapport au collagéne dont elle dérive et que le prétraitement
alcalin transforme les résidus asparagine et glutamine en acide aspartique et glutamique [39].
La geélatine contient un total de 18 acides aminés en différentes concentrations. La liaison de
ces acides aminés forme des chaines polypeptidiques. Chaque chaine contient environ mille
acides aminés. La structure globale de la gélatine est une molécule en forme de baguette se

composant des structures hélicoidales primaire, secondaire et tertiaire (Tableau 1.3) [52]
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Tableau 1.3:Différentes fractions en acides aminés entrant dans la composition de la gélatine

Teneur en acides aminés

Teneur en acides aminés

exprimée en g/100g de Structure exprimée en g/ 100g de structure
gélatine pure. gélatine pure.
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La dénaturation du tropocollagene en gélatine peut fournir trois types de molécules
(Figure 1.7) ; les chaines al et a2, les chainesf qui sont issues de 1’association entre une
chaine al et une chaine o2 (B11, f12), et les chaines vy, oligomeéres de trois chaines a (y112).
Les chaines a, B et y se différencient par leur masse moléculaire moyenne respective de 100

000, 200 000 et 300 000 g mol™ [56].

Native collagen monomcr
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Figure 1.7 :Voies possibles de la conversion du collagéne en gélatine [57].

3.5 Propriétés de la gélatine

Les propriétés techno fonctionnelles de la gélatine sont principalement liées a la structure. La
force de gélification et la viscosité dépendent de leur poids moléculaire ainsi que de sa
composition en acides aminées ; avec un poids moléculaire élevés et un nombre élevés
d’acide aminés la force de gélification de la gélatine est supérieure [39]. La proline et
I’hydroxyproline sont les acides aminés les plus importants dans la réarrangement des sous-
unités de gélatine au cours de ce phénomene [50].

Les propriétés fonctionnelles de la gélatine peuvent étre divisées en deux catégories.

Les propriétés de la premiére catégorie sont associées a la gélification, notamment la force de
gélification, temps de geélification, la viscosité, texturation, pouvoir épaississant et la capacité
de rétention d’eau. Le deuxiéme groupe concerne le comportement de gélation selon les
propriétés de surface par exemple : le pouvoir émulsifiant, stabilisant, moussant et la capacité
de formation de films [52,53].

La gelatine peut constituer des solutions colloidales avec 1’eau. Le soluté peut étre dispersé de
maniere homogéne dans le milieu sous forme de trés fines particules, pour former soit un sol,

soit un gel. Ces derniers sont souvent utilisés dans I’industrie alimentaire [52]. La propriété la
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plus intéressante des gels formé avec la gélatine est sa thermo réversibilité ainsi que la
température de fusion de gel (<35°C) qui est inférieure & la température du corps humain, ce
qui donne au produits alimentaire des propriétés organoleptiques particuliéres (la libération
d’arome) [51]. La gélatine se gonfle en contact avec 1’eau froide. Pour que la gélatine soit
solubilisée, il est nécessaire de la chauffer a des températures supérieures a 40°C. Apres
refroidissement, un phénoméne de gélification se met en place. Il s’agit la d’une des
principales raisons de I’utilisation de la gélatine par les industries [50]. La gélatine est utilisée
comme agent moussant et émulsifiant dans les aliments, les produits pharmaceutiques et
médicaux en raison de ses propriétés de surface [58]. Des études ont montré que la gélatine

est capable d’agir comme agent stabilisant dans les émulsions huile-eau [59].

3.5.1 La gélatine en solution

La gélatine se présente sous forme de grains, qui une fois mis dans 1’eau se mettent a gonfler.
Pour que la gélatine soit solubilisée, il est nécessaire de la chauffer a des températures
supérieures a 40°C. Pour des températures supérieures a 40°C, la gélatine présente une
structure dite désordonnée, dans laquelle on retrouve en solution, un mélange de différentes
fractions a, 3, y en conformation de pelotes statiques. Le systéme ainsi obtenu est une solution
de gélatine, on dira également que la gélatine est a 1’état sol [60]. Si I’on refroidit une solution
de gélatine, un phénoméne de gélification se met alors en place. 1l s’agit la d’une des
principales raison de 1’utilisation de la gélatine par les industriels. La gélification traduit une
transition conformationnelle, c'est-a-dire le passage de 1’état désordonné (pelote statistique) a
I’état ordonné (hélice gauche). Il peut étre suivi par la mesure du pouvoir rotatoire qui détecte
I’apparition ou la disparition des hélices gauches.

Le phénoméne de gélification se traduit par une renaturation partielle des triples hélices
de collagene, dépendant de la concentration initiale en gelatine et de la vitesse
de refroidissement. Pour de tres faibles concentrations (C~0,01% en poids), la transition
pelote-hélice se fait par repliement de la chaine sur elle-méme due a une prédominance
de liaisons intramoléculaires. A des concentrations supérieur a 0,1%, la transition implique
une agrégation des chaines par formation de triples hélices interchaines. [61]Concernant
la temperature, plus les solutions sont refroidies brutalement, plus le pourcentage de boucles

et de repliement des chaines serait important [62] .
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3.6 Domaine d’application de la gélatine

La gélatine posséde des qualités particulieres recherchées par 1’industrie pour obtenir des
textures spécifiques. Le marché de la gélatine se caractérise par 1’existence de trois domaines
essentiels : alimentaire, photographique et pharmaceutique.

3.6.1 Industries alimentaire

Les applications de la geélatine sont essentielles dans différents secteurs alimentaires : les
produits laitiers, les pates a tartiner allégées en maticre grasse, la confrérie, I’industrie de
viande et poissons, la confiserie...ctc. L’utilisation de la gélatine dans les desserts lactés et les
laits fermentés donne un «fondant tendre»»> et unique dans la bouche et laisse I’ardbme se
dégage d’une facon intense. Cette propriété permet aux industriels d’étre innovants en créant
des textures et des formes originales dans le secteur des produits laitiers. De plus, la gélatine
immobilise I’eau, ce qui empéche la synérese et augmente la durée de conservation des
produits. L’industrie laitiére, recherche la plus grande qualité sensorielle des produits au
meilleur co(t pour la consommation. Suivant cette stratégie, la gélatine est souvent choisie en
priorité [46].

La gélatine est sans golt, liée de grande quantité¢ d’eau, forme des gels et procure une
agréable sensation en bouche. La gélatine alimentaire est indispensable dans de nombreux
confiseries, tel que les bombons gélifiées (oursons, gomme), les caramels mous, les
marshmallows et les meringues. Elles leurs conféres une grande élasticité, une consistance
optimale pour la mastication et améliore leur durée de conservation. Dans les créemes desserts
et les mousses, la gélatine est indispensable pour son rdle stabilisateur.

3.6.2 Industrie pharmaceutique

La gélatine remplit la condition trés avantageuse d’étre digestible et totalement assimilable
par ’organisme humain. Elle entre dans la production des capsule et gélules, permet de lier
les principes actifs du médicament et de prolonger leur durée de conservation (protection
contre 1’0, et la lumiere). La capsule de gelatine permet aussi de masquer les odeurs et les
godts desagreables de certains principes actifs [52].

3.6.3 L’industrie photographique

La gélatine est tres utilisée, les produits photographiques a base de sel d’argent sont constitué
de plusieurs couche contenant de la gélatine ; ces couches sont coulées sur film ou papier
[39].
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4. Films a base de biopolymeéres naturels

Ces dernieres années, on rencontre fréquemment dans la littérature liée aux emballages des
mots tels que « biodégradable », « biocompatible », « compostable », « durable », « vert » et «
biopolymeres ». Cela reflete les préoccupations de la société sur les problemes
environnementaux causés par les déchets solides non-biodégradables et 1’épuisement des
ressources naturelles. Bien que les produits a base de polymeéres synthétiques issus de la
pétrochimie aient été largement utilisés dans une variété de matériaux d'emballage, ils
deviennent une source importante de déchets apres leur utilisation en raison de leur faible
biodégradabilité. Avec la demande croissante des consommateurs pour des aliments de haute
qualité et des préoccupations sur des ressources naturelles limitées et I'environnement,
l'utilisation des ressources renouvelables pour produire des matériaux d'emballage
biodégradables / comestibles qui peuvent maintenir la qualité des produits et réduire le
probléme d'élimination des déchets est largement explorée. Par conséquent, une variété de
biopolymeres renouvelables tels que les polysaccharides, les protéines, les lipides et leurs
composites, issus de ressources végétales et animales ont été étudiés pour le développement
des materiaux d'emballage comestibles / biodégradables pour remplacer leurs homologues
non biodégradables issus de la pétrochimie [63,64]. Les avantages des films a base de
biopolymeres naturels sur les matériaux plastiques conventionnels sont nombreux. On peut
citer entre autres leur comestibilité et leur biodégradabilité ; leur amélioration des propriétés
organoleptiques des aliments telles que 1’apparence, I’odeur, la saveur ; leur faible colit et leur

abondance et leur renouvelabilité annuelle [65].

4.1 Films a base de polysaccharides

Les films & base de polysaccharides, aussi appelés films a base d’hydrates de carbone, sont
des polymeres hydrophiles et présentent donc de tres faibles propriétés barriéres a I'hnumidité
[65]. Une variété de polysaccharides et leurs dérives ont été utilisés comme matrices
filmogenes biodégradables. lls comprennent 1’amidon et ses dérivés, la cellulose et ses
dérivés, les alginates, les pectines, le carraghénane, le chitosane et divers gommes [63,64]. La
plupart des efforts pour améliorer les propriétés de ces films ont été, a I'origine, consacrée a la
cellulose et a I'amidon. En tant que biopolymeres, ces polysaccharides sont d'un intérét
primordial en raison de leur disponibilité et de leur colt relativement faible, mais la faible

élasticité de ces matériaux est un inconvénient important qui limite leur application.
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Le mécanisme majeur de formation de films a base de polysaccharides est la rupture des
segments polymeres et la reformation des chaines polyméres dans la matrice filmogéne ou

dans le gel par évaporation d'un solvant et création de liaisons hydrogéne [65].

4.2 Films a base de protéines

Les protéines présentent des propriétés avantageuses dans la préparation d'emballages
bio telles que leur capacité a former des réseaux, leur plasticité et leur élasticité. La capacité
filmogene de plusieurs substances protéiniques est utilisée dans des applications industrielles
depuis de longues dates [66]. Les anciens Egyptiens, les Chinois, les Grecs, les Romains ont
utilisé la caséine dans la colle en raison de sa résistance a lI'eau. La caséine a également été
utilisée dans les peintures, les finitions en cuir et les revétements de papier. La zéine de mais a
été utilisée comme revétement dans la fabrication d'encres d'imprimerie, le revétement interne
des papiers sulfurisés. La gélatine a été I'un des premiers matériaux utilisés dans la formation

des parois polymeres des capsules dans la micro-encapsulation [67].

4.3 Films a base de lipides

Les substances lipidiques telles que la cire d'abeille, la cire de cadellila, la cire de
carnauba, les triglycérides, les monoglycérides acétylés, les acides gras, les alcools gras, les
esters de saccharose et d'acides gras, ainsi que des résines telles que la gomme-laque et des
résines terpéniques sont utilisés comme matiéres filmogenes comestibles [68]. Le principal
avantage des films comestibles a base de lipides est leurs caractéristiques barrieres élevées en
raison de leur polarité relativement faible. Cependant, ils ont des propriétés barriéres a
I'oxygéne limitées et I'utilisation de graisses comme revétements protecteurs pour des
aliments peut avoir des inconvénients, tels que le rancissement des matiéres grasses des
aliments [69]. Comme les matériaux lipidiques ne sont pas des polymeres, ils ne forment
géneralement pas des films cohésifs et autonomes. Cependant, ils peuvent étre utilisés pour
recouvrir des surfaces alimentaires ou des médicaments pour fournir une barriére contre

I'numidité ou pour fournir une composante anti-humidité d'un film composite.
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4.4 Films composites

Les films a base de protéines et de polysaccharides ont d’excellentes propriétés
barriéres a I’oxygéne et au dioxyde de carbone, tandis que leur résistance a la transmission de
la vapeur d'eau est limitée en raison de leur caractére hydrophile. La plupart de ces films ont
également des propriétés mécaniques souhaitées, ce qui les rend utiles pour améliorer
I'intégrité structurelle des produits fragiles. Au contraire, les films lipidiques sont résistants a
I'numidité, mais leurs propriétés mécaniques sont inférieures a celles des films protéiniques et
de polysaccharidiques. Des films composites contiennent a la fois des lipides et des
composants hydrocolloides (protéines ou polysaccharides) afin d'exploiter les avantages des
lipides et des composants hydrocolloides. Quand un obstacle a la vapeur d'eau est souhaité, le
composant lipidique peut remplir cette fonction alors que le composant hydrocolloide offre la

résistance mécanique nécessaire.

4.5 Additifs

Des plastifiants et d'autres ingrédients sont combinés avec les biopolymeres
filmogénes pour modifier les propriétés physiques ou pour ajouter des fonctionnalités aux
films. Les plastifiants sont des agents de faible poids moléculaire incorporé dans les
matériaux polymeres filmogeénes pour augmenter la flexibilité et la traitabilité du film [64,70].
Ils provoquent une augmentation du volume libre de la structure du polymére ou la mobilité
moléculaire d'une matrice polymeére et une diminution de la proportion régions cristallines /
régions amorphes et un abaissement de la température de transition vitreuse [70,71]. Parfois,
d'autres ingrédients tels que des antioxydants, des antimicrobiens, des nutraceutiques, des
arbmes et des colorants sont ajoutés dans des solutions filmogénes pour réaliser des
emballages actifs [72].

Ces matieres premieres naturelles sont abondantes, renouvelables, et biodégradables, ce qui
fait d’elles des matieres premieres attrayantes pour des plastiques écologiques. Toutefois,
I'application des plastiques a base de biopolymeres naturels est limitée en raison de leurs
propriétés mécaniques et barrieres a la vapeur d'eau qui sont inférieures a celles des plastiques

synthétiques issus de la pétrochimie [63].
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4.6 Mise en forme des films
Deux technologies de base, a savoir les procédés par voie séche et les procédes par voie

humide, sont utilisées pour la préparation de films & base de biopolymeéres.

4.6.1 Procédés par voie séche

Ces procédés sont bases sur les propriétés thermoplastiques de certains biopolymeres.
En effet, certains biopolyméres manifestent un comportement thermoplastique, c¢’est-a-dire
qu’ils peuvent, comme les polymeéres synthétiques thermoplastiques, étre fondus de maniére
réversible. Les biopolymeéres thermoplastiques dans des conditions de faible teneur en
humidité sont chauffés au-dessus de leur température de transition vitreuse par des méthodes
d’extrusion ou de thermo-compression [66].
Le chauffage des polymeéres amorphes au-dessus de leur température de transition vitreuse les
fait passer dans un état mou et caoutchouteux, ce qui permet de former des films apres
refroidissement. Principalement des films a base d'amidon et de protéines ont été traités par
voie seche. Certaines protéines ayant un comportement thermoplastique peuvent étre traitées
par ce procédé sans traitement supplémentaire, mais d'autres protéines et I'amidon doivent étre
plastifié avant traitement.
Les procédés par voie séche ont été principalement appliqués a la préparation de biomatériaux
d’emballage avec de l'amidon et des protéines plastifiés en utilisant des techniques de
traitement classiques tels que le moulage par extrusion, la compression et l'injection [73].
L'extrusion de biopolymeéres est la méthode préférée pour la production a haut débit destinée a
des applications telles que l'emballage. La méthode de thermo-compression est également
utile en tant que méthode de traitement en raison de sa simplicité et sa capacité de produire
des films sans solubilisation. La thermo-compression est une technologie qui permet
d’assembler des matériaux hétérogenes sous ’action simultanée de la température et de la
pression sans qu’aucune phase liquide ne se forme au cours du processus d’assemblage, le
tout dans une atmosphére variable selon les cas. Dans ces procédés, I'énergie mécanique
spécifique, I'impact de cisaillement, la pression, le plastifiant, le temps et la tempeérature sont
des parametres importants pour déterminer les propriétés du film.
Bien que les procédés par voie séche nécessitent plus de matériel, ils ont quelques avantages
majeurs par rapport a la voie humide: ils sont plus proches de I’implémentation industrielle et
ils diminuent considérablement la solubilité des films obtenus par la création d'un reseau

hautement réticulé de film [65].
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4.6.2 Procédes par voie humide

Différents procedes existent pour réaliser des films par voie humide. La méthode du «
casting » ou méthode de coulée - évaporation du solvant, est basée sur le séchage de la
solution filmogéne. Elle comprend la solubilisation, la coulée et le séchage. La premiére étape
consiste & préparer une solution filmogéne par dissolution d'un biopolymere dans un solvant
approprié tel que I'eau, l'alcool, ou un solvant organique. La solution est ensuite coulée dans
un moule anti-adhérent et évaporée a température ambiante ou a des températures élevées. La
formation effective d'un film cohésif dépend de la nature, du type et de I'ampleur des
interactions des polymeres impliqués ainsi que des conditions de formation de film telles que
la température et la vitesse de séchage, la teneur en humidité, le type de solvant, la
concentration du plastifiant et le pH. La méthode du casting a été couramment utilisée pour la
préparation de films a base de biopolymeres [75-89].
D’autres méthodes telles que le « dipping » et le « spraying » permettent d’élaborer des films
a base de biopolymeres par voie humide. Le dipping ou méthode par trempage est utilisé pour
appliquer un film protecteur sur certains aliments [90], ou sur des produits techniques comme
certaines céramiques [91]. Cette technique est également utilisée pour la fabrication des
gélules pharmaceutiques dures [92]. L’objet a revétir est trempé dans une solution de maniere
a former une couche gélifiée uniforme sur la surface de 1’objet. Une fois 1’épaisseur désirée
atteinte, I’objet est retirée de la solution, puis séchée. Le spraying consiste a pulvériser sur une
surface une solution de polymeére sous forme de gouttelettes afin d’obtenir un film d’une
épaisseur tres fine.
5. Les agents antibactériens inorganiques

L'émergence des agents pathogenes résistants aux antibiotiques est devenue un
probléme de santé publique et, par conséquent, de nombreuses études ont été rapportées pour
améliorer les solutions antimicrobiennes actuelles. 1l est connu que plus de 70 % des
infections bactériennes sont résistantes a un ou plusieurs antibiotiques, généralement utilisés
pour éradiquer l'infection. Le développement de nouveaux agents antimicrobiens efficaces
semble donc étre d'une importance primordiale. Ainsi, I'exploitation de nanoparticules de
métaux et d'oxydes métalliques comme agents antibactériens pourrait étre considéree comme
un moyen pour résoudre ce probléme. Les nanoparticules métalliqgues comme l'argent (Ag) ou
I'or (Au) ou des oxydes métalliqgues comme l'oxyde d'argent (Ag20), I'oxyde de cuivre (CuO),
oxyde de magnésium (MgO)[93], I'oxyde de titane (TiO,), l'oxyde de calcium (CaQO) ou

I'oxyde de zinc (ZnO) ont été reconnues par leur activité antibactérienne considérable.
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Plusieurs d'entre eux sont non seulement considérés comme des matériaux non toxiques pour
les étres humains mais contiennent aussi des minéraux essentiels pour la santé humaine [94].
En effet, les nanoparticules les plus petites sont dotées de I'effet bactéricide le plus puissant.
La surface des nanoparticules est positivement chargee, ce qui facilite leur interaction avec la
surface bactérienne qui est négativement chargée, ce qui peut induire une amélioration de
I'effet bactéricide. La forme des nanoparticules a aussi une influence sur leur efficacité
antibactérienne [95].

5.1 L’oxyde de magnésium

L’oxyde de Magnésium (MgO) est un oxyde largement répondu, caractérisé¢ par des
propriétés basiques fortes. Il est d’un grand intérét catalytique, soit comme support, soit
comme promoteur. L'oxyde de magnésium est un matériau modele des cristaux ioniques : la
faible électronégativité du magnésium, et la forte électronégativité de 1’oxygene font que la
structure de I’oxyde de magnésium peut s’expliquer uniquement grace a des interactions entre

des particules ponctuelles chargées [96].

5.1.1 Structure cristallographique et électronique du MgO

L'oxyde de magnesium est un matériau ionique constitue par I'alternance de deux ions
: le magnésium (Mg?") et I’oxygéne (O%). Il se cristallise dans la structure cubique & faces
centrées (de type NaCl), son paramétre de maille est de I’ordre de 4.21A [97]. Chaque cation
de magnésium (Mg?") est entouré par six anions d’oxygéne (0%). Alors ces derniers forment
un octaédre. Les rayons ioniques des ions Mg?* et des ions O% sont 0.72A et 1.40A
respectivement [97]. Généralement le monocristal d'oxyde de magnésium est clivé sur des
directions (001) et (111) [98].
Les configurations électroniques de magnésium (Mg) et de lI'oxyde (O) sont données par:
Og : 15% 25? 2p* ; et Mgy, : 157 252 2p® 3%,

o — fg

(PN
I

Figure 1.8: Structure cristallographique d’oxyde de magnésium tel que de type NaCl).
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Les deux électrons 3s du magnésium sont transférés a I'oxygéne pour remplir les deux cases
2p et le matériau devient isolant. En termes de bande d'énergie, le bas de la bande de
conduction de I'oxyde de magnésium résulte essentiellement des états Mg (3s) alors que la

bande de valence posséde un caractere O (2p) prédominant [99].

5.1.2 Propriétés physico-chimiques

Avec une température de fusion d'environ 2852°C, l'oxyde de magnésium est
considéré comme une céramique de bonne résistance aux attaques chimiques et thermiques.
Par ailleurs, c¢’est un bon isolant électrique a des températures allant jusqu'a 200°C et 230°C.

Dans le tableau 1.4, nous regroupons les principales propriétés de I’oxyde de magnésium.

Tableau 1.4: Propriétés générales de I'oxyde de magnésium. [CTTC] : document fournis par

le Centre de Transfert de Technologie des Céramiques (France).

Grandeurs physiques Valeurs

Paramétre de maille (A) 4.216
Chaleur spécifique (J. K*.Kg™) 880

Conductivité thermique (W. m™.K™) & 20°C 40-50
Point de fusion (°C) 2852
Constante diélectrique 9.65
Conductivité électrique (Q.cm)™ 108
Indice de réfraction 1.737
Gap théorique (eV) 7.9

Affinité électronique (eV) 1.630

5.1.3 Propriétés optiques du MgO

L'absorption permet de déterminer la largeur de la bande interdite Eg du matériau
considéré. Pour étre absorbés, les photons doivent avoir une énergie supérieure a Eg. Pendant
la variation du coefficient d'absorption avec I'énergie des photons incidents un seuil
d'absorption apparait des que le matériau commence a absorber, c'est-a-dire pour une énergie
d'excitation égale a Eg. La présence des impuretés dans le cristal crée des états d’énergies tres
proche des bandes (bande de valence et bande de conduction), ce qui a tendance a minimisé
I'énergie du gap mais, sa n'empéche pas de voir une bonne estimation de Eg. La valeur du gap

optique obtenu dans la littérature est de ’ordre de 7.8 ¢V [100 ,101].
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5.1.4 Domaines d*applications

Le MgO est utilisé dans de nombreuses applications telles que la catalyse, les
supports de catalyseurs, la dépollution des déchets toxiques, les matériaux réfractaires et les
adsorbants, additif dans les huiles lourdes, revétements réfléchissants et anti-réfléchissants,
supraconducteurs et films minces ferroélectriques comme substrat, batteries lithium-ion, etc.
[102,103].En médecine, Le MgO est utilisé¢ pour soulager les brilures d’estomac, les maux
d’estomac et pour la régénération osseuse [104,105]. Récemment, les nanoparticules de MgO
se sont révelées prometteuses pour une application dans le traitement de la tumeur [106]. Les
nanoparticules de MgO ont également un potentiel considérable en tant qu’agent

antibactérien.

5.2 L'oxyde de Zinc (ZnO)

L’oxyde de zinc est un matériau qui existe sous forme naturelle sous le nom de
"Zincite", mais il peut aussi étre synthétisé artificiellement sous forme massive (figure 1.9).
L'oxyde de zinc, se présente a I'état solide sous I'aspect d'une poudre inodore de couleur blanc
cassé a jaune pale. En tant que oxyde, il présente certains avantages comme le fait d'étre ni
combustible ni explosif en cas d'incendie, ou bien d'étre relativement inerte vis-a-vis de

I'organisme humain [107].

a b c

Figure 1.9 : Oxyde de Zinc massif sous forme naturelle (a, b) et provenant de la synthése
hydrothermal (c).

L'oxyde de zinc présente un ensemble des différentes propriétés susceptibles de recevoir des

applications dans le domaine de I'électronique et de I'optoélectronique.
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5.2.1 Propriétés structurales

Il existe deux formes cristallographiques du ZnO: la forme hexagonale (wurtzite) et la
forme cubique (rocksalt et zinc blende) [108]. La structure wurtzite est la plus stable
thermodynamiquement [109], chaque atome de zinc est lié a 4 atomes d'oxygene pour former
un tétraédre [110], avec les paramétres de maille suivants: a=b = 3,252 A, ¢ =5, 219 A sa

maille élémentaire est représentée sur la figure 1.10.

Figure 1.10 : Structure cristalline (wurtzite) de I’oxyde de zinc [111].

5.2.2 Propriétés chimiques et catalytiques

Les semi-conducteurs comme le ZnO sont d’excellents catalyseurs de réactions
d’oxydation, de déshydrogénation et de désulfurisation. L’efficacit¢ de 1’oxyde de zinc
dépend de son mode de préparation. L'oxyde de zinc est utilisé en tant que piege et capteur
chimique de gaz (H,S, CO,, H,, CHy4) [112, 113].En particulier, ses poudres en suspension
dans 1’eau sont un catalyseur pour les réactions: de 1’oxydation de 1’oxygene en ozone, de
I’oxydation de I’ammoniaque en nitrate, de la réduction du bleu de méthylene, la synthese du
peroxyde d’hydrogéne, et aussi de 1’oxydation des phénols. Ces propriétés catalytiques
dépendent essentiellement du degré de perfectionnement de son réseau cristallin qui agit sur

son énergie de surface, et du dopage du semi-conducteur [114].
5.2.3 Domaines d*applications

En raison de ses diverses propriétés a la fois chimiques et physiques, le ZnO est
largement utilisé dans de nombreux domaines. Dans I'industrie plastique, le ZnO est utilisé
comme agent de réticulation [115], agent antibactérien [116] ou bien encore pour modifier les
propriétés électriques des nanocomposites [117]. Le ZnO peut absorber en UVA (315-400
nm) et en UVB (280-315 nm), ce qui lui confére une utilité particuliére en tant qu'agent
protecteur contre les UV [118], d'ou son intervention dans les formulations des cremes
solaires [119]. Dans le domaine pharmaceutique et medical, le ZnO peut étre utilisé dans les

formulations de pommades, de péates dentaires, de pansements [120], dans les nanocomposites
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servant au développement des implants médicaux [121] qui sont fréquemment infectés. Le
ZnO peut également étre utilisé dans la fabrication des équipements électroniques, des
capteurs, des lasers UV et des cellules solaires [122].

5.2.3.1 Application du ZnO dans les emballages alimentaires

Les nanoparticules de ZnO ont démontré une toxicité sélective envers une large
gamme de bactéries a Gram-positif et Gram-négatif incluant les pathogénes d'origine
alimentaire, tels que E. coli, Salmonella enterica , Listeria monocytogenes et S. aureus [123].
Gréace a leur taille nanométrique et a leur réactivité de surface, ces nanoparticules peuvent
doter les matériaux d'emballage alimentaire d'une activité antimicrobienne pour empécher la
prolifération d'une flore d'altération et pathogenes dans les aliments. Ainsi, l'activité
antibactérienne du ZnO a I'échelle nanométrique pourrait fournir des stratégies novatrices,
abordables et sécuritaires pour le domaine de I'emballage. Li et al. [124] ont remarqué que la
détérioration des pommes "Fuji" a été réduite suite a l'utilisation des films de poly(chlorure de

vinyle) (PVC) enduits avec des nanoparticules de ZnO.
5.2.3 Propriétés antibactériennes de I'oxyde de zinc

Les propriétés antibactériennes des nanoparticules de ZnO ne sont plus a prouver.
Plusieurs études ont montré leur potentiel antibactérien contre les bactéries a Gram-positif
(Bacillus subtilis (B. subtilis), S. aureus) [125], les bactéries a Gram-négatif (E. coli,
Campylobacter jejuni (C. jejuni), Salmonella enterica) [123] et les levures pathogenes
(Candida albicans (C. albicans), Aspergillus niger (A. niger)) [126]. Zhang et al [127] ont
rapporté que les suspensions de ZnO ont un effet bactériostatique contre E. coli (évalué par la
mesure de densité optique). Aprés 8 heures de traitement avec des suspensions de 0.25 g/L de
ZnO, E. coli avait encore enregistré une faible croissance [127].
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5.2.3.1 Mécanisme d'action

Le mécanisme antibactérien des nanoparticules de ZnO souleve de vives discussions
dans la littérature. Les principales hypothéses proposées sont récapitulées dans la figure ci-
dessous. Le mécanisme d’action antibactérien des nanoparticules de ZnO fait intervenir trois
difféerents modes a savoir (1) la génération d'espéces réactives de I'oxygéne (EROs); (2) la

libération des ions Zn** ;(3) intéraction entre les bactéries et les nanoparticules de ZnO.
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Figure 1.11: Les différents mécanismes responsables de I'activité antibactérienne des
nanoparticules de ZnO [128].
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Chapitre | Synthese des films non chargés

1.1 Méthodologie expérimentale

Dans ce chapitre, nous décrivons le protocole expérimental que nous avons suivi au cours de
notre travail. Tout d’abord on va présenter les matériaux utilisés pour la préparation et la
caractérisation des différentes formulations films (gélatine/ amidon) .Ensuite, on détaillera le
procédé de mise en ceuvre des films par voie solvant, les testes biodégradation des différentes
formulations prépare.

1.2 Préparation des films non chargés

Les dispersions filmogénes ont été préparées a partir d'un mélange de gélatine et d’amidon,
Trois formulations de proportions gélatine / amidon ont été préparé 50: 50, 60 :40, et 80:20
nomme F1; F2 et F3 respectivement .Chaque formulation contenait du glycérol en tant que
plastifiant.

Les solutions filmogénes ont été préparées par dissolution de gélatine dans 50ml de I’eau
distillée sous agitation, ensuite, I’amidon était ajouté. A la moitié du temps on ajoute 4ml de
glycérol. Le mélange est laisser agité pendant 30min, a température 67°C. Les solutions
filmogenes ont été versées dans des boites de pétri et séché a I'étuve a 50°C pendant 24 h. Les
films obtenus ont été pelés manuellement, puis conditionnés dans le dessiccateur contenant de

chlorure de calcium pendant 3 jours avant la caractérisation des films.

Figure 1.1 : Elaboration des films Gélatine/Amidon
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Tableau 1.1 : La composition des différents films composites préparés

Composition de la solution de film (g / 50 ml d'eau)

Films
Gélatine(g) Amidon(g) Glycérole (ml)
F1 2 2 4
F2 24 1.6 4
F3 3.2 0.8 4

1.2.1 Caractérisation par spectroscopie d’absorption infrarouge

La spectroscopie est une technique importante utilisée pour I’identification des
groupes fonctionnels caractéristiques de la surface de films de gélatine/amidon. Chaque
liaison présente des vibrations caractéristiques de fréquences bien déterminées. La méthode
consiste a irradier 1’échantillon par un rayonnement infrarouge. Quand la fréquence du
rayonnement correspond a une fréquence de vibration des molécules exposées, il se produit
un phénoméne d’absorption. Cela se traduit par un pic d’absorption sur le spectre en
absorbance, I’analyse a été faite sur une plage de longueur d’ondes allant de 400-4000 cm™.

Les spectres Infrarouge obtenus sont présentés ci-dessous :
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Figure 1.2 : Spectre infrarouge de film F1
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1.2.1.1 Interprétation des résultats

On remarque que les spectres IR obtenus sont presque identiques pour les trois échantillons
étudiés. Les principales bandes d’absorption infrarouge des films préparés sont données dans
le tableau ci-dessous :

Tableau 1.2 : Principales bandes d’absorption infrarouge des films

Nombre d’onde (cm ™) Structure associée
3275 43285 Vibration d’¢longation O-H présente dans I’amidon, glycérol
et gélatine
2924 a 2932 Vibration élongation C-H aliphatiques asymétriques présent

dans I’amidon et gélatine

2879 a 2883 Vibration élongation C-H aliphatiques symétriques présent

dans I’amidon et gélatine
1640 a 1648 Vibration élongation (C-O) de I’amide primaire (I’amide I)
présent dans la gélatine

1551 a 1552 Vibration élongation C-N et sa déformation dans le plan de

I’amide II présent dans la gélatine

1411 a 1454 Vibration de déformation des liaisons C-H symétriques
1237 a 1240 Vibrations des groupements C-N et N-H de ’amide III liée

ou bien aux vibrations des groupements CH, de la glycine
1029 a 1030 vibration d’élongation vC-O, présent dans la gélatine

923 Vibration d’¢longation C-O-C présente dans 1’amidon

| .3 Etude de la Biodégradation en milieu solide

I. 3.1 Matériel biologique

1.3.1.1 Les souches bactériennes

Les souches bactériennes choisies pour cette étude sont des bactéries pathogenes impliquées
fréquemment dans la contamination et 1’altération des denrées alimentaires.

Les souches sélectionnées sont : trois bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus,
Baculis. Cereus et streptococcus thermophilus) et une bactérie a Gram negatif (Escherichia

coli,) (annexe 1.1).
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a) Origine des souches bactériennes utilisées

> Les souches E. coli et Staphylococcus aureus sont isolées au laboratoire de
microbiologie de I’institut des sciences vétérinaires de I’université de Tiaret.

» Les souches Streptococcus thermophilus et Bacillus. Cereus sont isolées au
laboratoire de microbiologie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de
I’Université de Tiaret.

1.3.1.2 Milieux de culture
Les milieux de culture doivent contenir les nutriments nécessaires au développement et au
métabolisme des micro-organismes choisis. lls doivent ainsi contenir au moins une source
azotée, une source carbonée, une source de phosphore, ainsi que des micros et
macronutriments (sels minéraux), éventuellement des facteurs de croissance. Les milieux de
culture peuvent étre solides ou liquides, synthétiques ou complexes, riches ou pauvres.
a) Les milieux solides
Le choix d’un milieu de culture dépend des espéces a cultiver et 1’objectif de 1’étude
a réaliser, pour cela nous avons utilisé des milieux de cultures spécifiques :

» Milieu Chapman, pour la souche Staphylococcus aureus.

> Milieu Gélose nutritive pour la souche E. coli.

1.3.1.3 Repiquage des souches bactériennes

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis incubées
a I’étuve a 37°C pendant 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées
(des cellules bactériennes a leur phase exponentielle de croissance). Les colonies isolées ont

servi a préparer I’inoculum.

Escherichia coli

Figure 1.5 : Repiquages des souches bactériennes
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1.3.1.4 Préparation des suspensions bactériennes

A T’aide d’une pipette pasteur quelques colonies agées de 24 heures bien isolees
sont prélevées et mises dans 150ml d'eau physiologique stérile a 9g/l. Ensuite la suspension
bactérienne est bien homogénéisée, et la densité optique lue a 625 nm est justifiée a 0,08
40,10. On admet que cette densité mesurée & 625 nm est équivalente a 108 CFU/ml [133].
La suspension bactérienne préparée a une opacité de 0.5 Mc Farland, I’inoculum est ajusté
soit en ajoutant de la culture s'il est trop faible ou de I'eau physiologique stérile s'il est trop
fort. L'ensemencement doit se faire en moins de 15 min apres la préparation de I'inoculum.
Les conditions de stérilisation doivent étre respectées, a savoir : ne pas dépasser les 20 cm

du bec bunsen et utiliser du matériel stérile [134]. Ces suspensions sont utilisées pour

I’ensemencement des milieux de culture solides et liquides.

Figure 1.6 : Préparation des cultures bactériennes

1.3.2 Les essais de croissances bactériennes

Le milieu d’incubation contient : le polymére sous forme film (10 x 10 mm), et des
suspensions bactériennes. Les films ont été desinfectés avec de I'éthanol pendants 20min et
rincer avec de l'eau distillée stérile puis séché dans 1’étuve. Les milieux spécifiques sont
mise dans des boites de Pétri stériles a raison de 15ml par boite, ensuite refroidissement du
milieu a température ambiante on laisse solidifier sur la paillasse. On ensemence les boites par
la culture bactérienne a ’I’aide d’un écouvillon stérile (figure 1.7).Les films sont ensuite
déposés au centre de chaque boite a I’aide d’une pince stérile (a raison d’un film par boite).
L’ensemble (milieu nutritif — polymeéres - suspension bactériennes) est maintenu a 37°C
pendant de 1 a 5 jours, les résultats des films exposés a I’attaque biologique sont représentés
dans les figures ci-dessous
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Figure 1.7 : L’ensemencement de 1’inoculum sur le milieu de culture

1.3.2.1 Résultats et discutions
L’examen des différentes boites de pétri apres 24 heurs d’incubation, a révélé une fort

croissance bactériennes autour des films, avec les souches testées. Ce phénomeéne est encore

plus marqué apres 3 jours d’incubation.

Figure 1.8 : Croissance d’Escherichia coli sur tous les films

> Cependant, la souche Staphylococcus montre un développement énorme sur toute la

surface des films, ce la peut étre expliqué, par la nature de sa membrane externe.
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R

Figure 1.10 : Croissance de Bacillus cereus sur tous les films
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~ = o };,,— 4
Figure 1.11 : Croissance de Streptococcus sur tous les films

» Cependant, les souches Streptococcus et Bacillus montrent une croissance énorme et

tres rapide durant le premier jour, puis se poursuit graduellement jusqu’aux 3jours

Figure 1.12 : Croissance des suspensions des boues activées sur tous les films

> En fin I'envahissement microbien est total pour tous les films, ce phénomene

est encore plus marqué apres 4 jours d’incubation.
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1.3.3 Test d'enfouissement dans le sol

Le but de ces tests est de déeterminer les taux de biodégradation des films gélatine/ amidon
aprés enfouissement dans le sol, cela est réalisé en calculant la perte de masse des résidus

de degradation au fil du temps.

1.3.3.1 Protocole

Le milieu a été tamisé avec un tamis a mailles de 2 mm .Les Films plastiques (de
dimensions 3 x 3 cm?), ont été enterrés dans le sol agricole & une profondeurs de 7cm
en dessous de la surface du sol a température ambiante T= 16°C , dans des pots.
L’addition de l'eau de robinet a été effectuée une fois chaque semaine pour maintenir
I’humidité du sol constante pendant la phase expérimentale. Aprés cette période de temps,
les films ont été retirés du sol rincés avec 1’eau distillée en suite séchés, Le poids de tous
les échantillons, F1, F2, F3, ont été prises a intervalles de temps réguliers (7 jours) pour
vérifier perte de poids. Le pourcentage en perte du poids en fonction du nombre de jours

était déterminé par la relation suivante [135] :

m; mf
P% =— x 100

m; : poids initial des films.
mg¢: poids finale des films
P% : perte du Poids

Morceaux des films Sol

Figure 1.13 : L’enfouissement des films d’amidon dans le sable et dans le sol

Les résultats sont donnés dans les tableaux et sur les figures ci-dessous :
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Tableau 1.3 : Pourcentage de perte de masse des films F1 enfouis dans le sol

Temps (jour) 7 15 22 29
Masse initiale mi (g) 0,9720 1,2264 1,4110 1,6026
Masse finale mf(Q) 0,6537 0,6321 0,6321 0,5750
P % 32,74 48,45 55,20 64,12
Tableau 1.4 : Pourcentage de perte de masse des films F2 enfouis dans le sol
Temps (jour) 7 15 22 29
Masse initiale mi (g) 1,5822 1,6731 1,8386 1,8741
Masse finale mf(g) 0,9040 0,9123 0,8123 0,5422
P % 42,86 45,47 55,81 66,89
Tableau 1.5: Pourcentage de perte de masse des films F3 enfouis dans le sol
Temps (jour) 7 15 22 29
Masse initiale mi (g) 0,9862 1,0920 1,5204 1,7866
Masse finale ms(g) 0,8100 0,6002 0,7210 0,6204
P % 17,86 40,00 52,57 70
70 -
60 -
50 -
N 40 1 mF1l
&30 - " F2
20 F3
10 -
0 ;
14 21

Temps (jours)

Figure 1.14: Le pourcentage de biodégradation des films enfouis dans le sol
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1.3.3.2 Résultats et discutions

» Les différentes données obtenues indiquant clairement que le pourcentage de perte de
masse des films augmente en fonction du temps pour tous les polymeéres enterrés
dans le sol agricole.

» On constate que la biodégradation des films dans le sol se manifeste d'une maniére
considérable, cette efficacité des micro-organismes est due a la grande activité de ces
bactéries dans ce milieu.

» Ces resultats montrent que la biodégradation des films F3 est plus importante, avec un
taux de biodégradation de 70% au bout de 29 jours de test d’incubation dans le sol.

|.4 Etude de la Biodégradation en milieu liquide

L’objectif de cette partie en premier lieu est la suivi cinétique de dégradation des films
gélatine/amidon en fonction du temps d’incubation.
En deuxieme lieu on examine I’influence de la concentration bactérienne des plusieurs

inoculum (boue activée, sol) sur pourcentage la biodégradation des films.
1.4.1 Préparation de milieu culture

Le milieu de culture est milieu Minéral Nutritif MMN ou les polymeéres sont les seule
source de carbone et d’énergie sa composition est la suivante : NH;sNOj3: 1,09; MgS04.7H,0:
0,2g; K;HPO,4: 1,0 g; CaCl,.2H,0: 0,1 g; KCI:0,15 g; extrait de levure: 0,1 g; et 1,0 mg de
micro-éléments: FeSO,4.6H,0: 1,0 mg, ZnS0O,.7H,0: 1,0 mg et MnSO,: 1,0 mg; dans 1000 ml
d'eau distillée [136].

Chaqgue masse est pesée soigneusement puis dissoute sous agitation magnétique dans environ
de 1000 ml d’eau distillés, le pH du milieu est ajusté a 7. Le milieu liquide est ensuite

stérilisé par autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

Figure 1.15: Préparation de milieu liquide
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1.4.2 Etude cinétique de la biodegradation a des conditions statiques

Un volume de 5 ml des suspensions de Staphylococcus.aureus et E Coli ont été inoculé des

flacons contenant 95 ml de milieu minéral nutritif avec un film gélatine comme seule source

de carbone. Avant de transférer vers les milieux de culture liquides, les films ont été coupés

en carré (2cmx2cm), désinfectés (30 min dans 1’éthanol) et séché. Ces essais étaient réalisés

pour les deux souches bactériennes durant différents période 1,2,3,4,5,et 6 jours. Ensuit 3 ml

du milieu de culture ont été prélevés a différents intervalles de temps et analysée par un

spectrophotometre UV visible.

Figure 1.16: Cinétique de la biodégradation a des conditions statiques

Les résultats obtenus sont représentés dans les tableaux et les figures ci-dessous :

Tableau 1.6 : Résultat cinétique de la biodégradation des films par E.coli

Temps (jours) 1 2 3 4 5 6
Abs (F1) 0,073 0,119 0,143 0,174 0,228 0,253
Abs(F2) 0,093 | 0,109 0,122 0,197 0,213 | 0,299
Abs(F3) 0,083 | 0,110 0,163 0,207 0,313 | 0,395
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Tableau 1.7 : Résultat cinétique de la biodégradation des films par S. aureus.

Temps (jours) 1 2 3 4 5 6
Abs (F1) 0,125 | 0,147 0,176 0,115 0,228 | 0,285
Abs(F2) 0,051 | 0,090 0,108 0,129 0,189 | 0,398
Abs(F3) 0,179 | 0,228 0,251 0,293 0,326 | 0,402
0,45 -

0,4 -
0,35 -
03 -

2 0,25 7 ——F1

< o2 - —B—F2

0

0,15 - F3
01 - —
0,05 /
0 K . .
1 2

3 4 5 6 7
Temps (jours)

Figure 1.17 : Cinétique de la biodégradation des films par Ecoli

0,45 -
04 -
0,35 -
03 -
2025 1
< 02 -
0,15 -
01 -
0,05 -
0Fr

——F1
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Figure 1.18 : Cinétique de la biodégradation des films par S. aureus.
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1.4.2.1 Interprétations des résultats

> Les figures (1.17 et 1.18) montre la cinétique de croissance des micro-organismes dans
le milieu synthétique contenant des films gélatine /amidon ainsi que son potentiel de
survie en milieu synthétique.

» L'augmentation de la densité optique confirme I'utilisation du polymeére en tant que la
seule source de carbone.

» On remarque une augmentation plus importante de la DO pour le film F3 par
rapport au film F2 pour les deux souches Ecoli et S. aureus, ce qui montre que le film

F2 est plus résistant a la biodégradation que le film F3.
1.4.3 Etude cinétique de la biodégradation a des conditions d'agitation

Des flacons contenant 100 ml de milieu liquide stérile et un film gélatine/amidon
(20mmx20mm) sont inoculés avec 5 ml de suspension de boue activée puis homogénéisée
dans un bain-marie (MEMMERT de type GFL 1083) réglé a 37°C sous agitation moyenne.
Chaque culture est réalisée en duplicat. Des prélevements stériles sont effectués chaque heure
afin de suivi La dégradation de polymere dans les milieux liquides par des mesures de la
croissance des microbes en termes de DO & 625 nm, a l'aide d'un spectrophotométre UV-

visible.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau et la figure suivante.

Figure 1.19 : Dispositif expérimentale de la biodégradation en milieu liquide

Tableau 1.8 : Résultat cinétique de la biodégradation en condition d'agitation
Temps(h) 1 2 3 4 5 6
Abs (F1) 0,014 @ 0,018 0,040 0,074 0,147 | 0,169
Abs(F2) 0,004 ' 0,005 0,043 0,060 0,142 | 0,165
Abs(F3) 0,003 0,022 0,028 0,063 0,130 | 0,134
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Figure 1.20 : Cinétique de la biodégradation des films par la suspension de la boue activée

1.4.3.1 Interprétation des résultats

> Le schéma de croissance présentée au figure. 1.20 indique que le milieu est bien adapté
a la croissance de ces micro-organismes.

» On constate que en présence des films gélatine/amidon la biomasse bactérienne
connait une augmentation importante qui débite de la phase d’accélération arrivant a
la phase stationnaire qui atteint 0.134 ,0.165 et 0.169 au bout de 6h pour les films F3 ,
F2, F1 respectivement.

» L’examen de cette figure montre que le film F1 présente la DO la plus élevée veut
dire que ces microorganismes peuvent le dégradé facilement.

» L’augmentation de la croissance dans le milieu synthétique, confirme que la boue

activée contient un grand nombre de microbes capables de dégrader ces polymeéres.

1.4.4 Evaluation de la biodégradation par mesure de la perte de poids
1.4.4.1 Culture bactérienne en milieu liquide
Les communautés microbiennes choisies pour cette étude sont deux milieux
e un échantillon de boue activée est prélevé in situ a la station d’épuration des eaux
usée de Tiaret

e un échantillon de sol qui a été prélevé d’une parcelle agricole.
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1.4.4.2 Préparation de I’inoculum a partir des boues activées
Une masse de 5g de la boue activée a été mise dans 180ml de milieu liquide stérile, la
solution été incubé a 37°C pendant 48h, ensuite elle sera filtrée pour récupérer le filtrat.
Ce dernier dépourvu de matiéres en suspension et d’aspect limpide, est utilisée comme
inoculum pour réaliser les tests de biodégradation en milieu liquide avec la communauté

bactérienne des boues activées.

apres 24 heures apres filtration

Figure 1.21 : Préparation de I’inoculum

1.4.4.3 Préparation de ’inoculum a partir d’un sol agricole
Une masse de 5g du sol a été mise dans 180ml de milieu liquide stérile, la solution a été
incubée a 37°C pendant 24h a 48h, ensuite elle est filtrée, le filtrat obtenu est utilisé comme

inoculum pour réaliser les tests de biodégradation en milieu liquide avec la microflore du sol.

1.4.4.4 Le protocole

Un volume de 5ml de ces deux suspensions a été inoculé des flacons contenant 45 ml de
milieu synthétique avec un film d’amidon/gélatine comme seule source de carbone. Avant de
transférer vers les milieux de culture liquides, les films  ont été coupés en morceaux
(30mmx 30mm) pesé, désinfectés (30 min dans 1’éthanol), rincé et séché pendant 15
minutes. Ces essais étaient réalisés durant différents période 7, 14,21, et 28 jours. Le

pourcentage de perte de poids est déterminé en utilisant la formule suivante:

m m
PY%=—""T %100

m;

Ou mj et m; représentent la masse des films avant et apres la dégradation, respectivement.
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Figure 1.22 : Manipulation sur la biodégradation in vitro

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau (annexe 1.3) et sur les figures ci-

dessous :
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Figure 1.23 : Taux de dégradation des films avec la suspension de boue activée
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Figure 11.24 : Taux de dégradation des films avec la suspension de sol

1.4.4.5 Résultats et discutions

>

On constate que les taux de biodégradation des films sont variables selon la nature de
suspensions testées et la durée d’incubation.

A travers ces résultats, on constate que la suspension de la boue activée a un grand
pouvoir a dégradé les films plastique, ce la peut étre expliqué par la grand intensité
des micro-organismes qui existe dans ce milieu.

A travers les valeurs de taux de biodégradation on note que le film F2, ce dégrade
plus facilement dans les deux milieux liquide.

Ces résultats mettant en évidence que la biodégradation en milieu liquide est plus

rapide qu’en milieu solide.
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Chapitre 11 Synthése des films chargés

11.1 Méthodologie expérimentale

Dans ce chapitre, nous décrivons le protocole expérimental de préparation et caractérisation
des oxydes (ZnO et MgO) suivi d’une caractérisation des ces oxydes par spectroscopie
infrarouge et diffraction des rayons x. Ensuite, on détaillera le procédé de la préparation de
différentes formulations a base gélatine amidon chargé avec I’oxyde de zinc et I’oxyde de
magnésium incorporé a différente taux massique. Enfin on fait un essaye d’activité

antibactérienne de différentes formulations préparé.
11.2 Synthése des oxydes
11.2.1 Synthése d’oxyde de magnésium

La synthése d’oxyde MgO est divisée en différentes étapes, telles que le mélange,
I’agitation, le séchage et la calcination de la poudre a 600°C. Initialement, 10g de Mg Cl, ,6
H,O est dissous dans 50 ml d'eau distillée et 50 d’éthanol le mélange est mise sous agitation
constante a température ambiante. Ensuite, on ajoute 20 ml de solution de urée (20%) a la
solution de Mg Cl, ,6 H,O goutte a goutte a 1’aide d’une burette graduée. Aprés cela, la
solution est maintenue sous agitation magnétique pendant 2 h .La solution finale a été sechéee
dans I’étuve a 100°C pendant 24 h. Ensuite, le précurseur précipité blanc a été soigneusement
broyé, lavé puis séché dans I'étuve a 100°C pendant 24 h. Enfin, le précurseur préparé est

calciné a 600°C pendant 4h (avec un pad de 50°C) pour obtenir des particules de MgO bien

cristallisées [137].

Séchage a 80°C Lavage Calcination a 600C°  poudre de MgO

Figure 11.1 : Synthése de I’oxyde de magnésium
11.2.2. Syntheése d’oxyde de zinc
Les poudres d’oxyde de zinc sont synthétisées par la méthode sol-gel. Une masse de
I’acétate de zinc dihydraté (10,98 g) a été traité avec éthanol (300 ml) a 60 ° C. Le sel était
complétement dissous dans environ 30 min. Acide oxalique déshydraté (12,6 g) a été dissous
dans de I'éthanol (200 ml) a 50 ° C. la solution de I'acide oxalique a été ajouté lentement dans

des conditions d'agitation a la solution éthanoique chaude d'acétate de zinc. Un gel blanc épais
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s'est formé ce dernier est sécher a 80°C pendant 24h. Ensuite la poudre d’oxyde de zinc
obtenu est calciné a 650°C pendant 4h [138].

[Acétatesdezinc] [ Ethanol J { Acide oxalique ]

Meélange dans un bucher,

chouffé a 60°C sous agitation Mélange dans un bucher,
pendant 30min agitation
[ Solution 1 ] [ Solution 2 ]

/ Mélange \

> Ajouter la solution 2 <«
goutta goutté sur
solution 1 pendant
30min
Chauffer & 60°C agitation, Apres K j

refroidissement a température
ambiant

EECE

Séchage a 80°C pendant 24h

[ ZnO poudre ]

Calcination a 600°C pendant 4h

[ Poudre de ZnO pur ]

Figure 11.2 : Synthése de I’oxyde de zinc
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11.2.3 Caractérisation des oxydes

11.2.3.1 Spectroscopie infrarouge

L’analyse par infrarouge est une méthode d’analyse structurale qui reléve la nature
des liaisons entre atomes dans une molécule. Les composés organiques ont, en effet,
la particularité de posseder des liaisons interatomiques qui entrent en vibration sous 1’action
d’un rayonnement infrarouge a des longueurs d’ondes caractéristiques. Ce phénomeéne

s’accompagne d’une consommation d’énergie lumineuse a la longueur d’onde considérée.

La spectroscopie infrarouge permet de mesurer les absorbances d’énergie des liaisons
chimiques (fonction alcool, acide, méthyles, méthyléne...) de toutes les composantes
présentes dans les produits analysés et de les corréler a leurs concentrations, puisque
I’intensité de 1’absorption est directement proportionnelle a la concentration de la molécule

considérée.
11.2.3.1.1 Spectre IR d’oxyde de magnésium

La figure 11.3, montre le spectre IR pour les particules MgO. Il montre clairement que les
bandes de 865 et 663 cm™ sont attribués a la vibration de liaison Mg-O-Mg [139].

100

94
1

92
1

Wavenumber cm-1

Figure 11.3 : Spectre infrarouge d’oxyde de magnésium
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11.2.3.1.1 Spectre IR d’oxyde de zinc

Le spectre IR de poudre de ZnO (Figure 11.4) a montré un pic caractéristique a 3409 cm™, qui
était attribué aux vibrations d’étirement du groupe hydroxyle. La position du pic & 1114 cm™
était affectée a une déformation -CH. En raison des vibrations interatomiques, les oxydes
métalliques présentent généralement des bandes d'absorption  dans la région des empreintes
digitales inférieure & 1000 cm™. [140]. Dans la région infrarouge, le pic au alentour 493 cm™

est lie a la vibration d’étirement de Zn-O [141].

40000 3000.0 2000.0 1500.0 1000.0 500.0

Nombre d’onde (Cm™)
Figure 11.4 : Spectre infrarouge d’oxyde de zinc

11.2.3.2 Analyse par diffraction des rayons X (DRX)

La diffraction des rayons X est une technique qui permet de connaitre I'organisation de la
matiére. Elle donne des informations sur la pureté, la cristallinité et la valeur des parameétres
cristallographiques.

e Principe : Cette technique est basée sur la mesure de I’angle de diffraction associé au

vecteur d’onde diffracté dans une famille de plan paralleles (figure. I1.5).
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Faisceau incident

a
Epaisseur de|couche d

Figure .11.5 : Diffraction des rayons X selon la loi de Bragg.

Chacune des familles de plans de diffraction peuvent étre répertorié selon les indices de
Miller (hkl). A 1’aide de la loi de Bragg, il est possible d’associer la distance entre les plans
d’une famille de plans a I’angle de diffraction [142] :

nA = 2d sin6
Ou:
n : ordre de diffraction (n=1) ; A (nm) : longueur d’onde ; dhkl (nm) : distance entre les
plans ;
0 (°) : angle de Bragg (radians)
L’identification des pics de diffraction de nos échantillons a ét¢ faite a partir du spectre

de ZnO et MgO staechiométrique standard selon les fiches ASTM.

11.2.3.2.1 Le diffractogramme d'oxyde de magnésium
Le résultat de diffraction des rayons X de nanoparticules de MgO obtenu a partir
de la synthése par sol gel est représenté sur la figure suivante :

MgO

3500 — (200)

3000 —
2500 —
2000 -

7 (220)
1500 -

intensity

1000 —

1 (222)
500 —H
(111
_ 311
o - e, “« LLJL ¢ /\_j

-500

T T T 1
o 20 40 60 80 100

2théta

Figure 11.6 : Diagramme de diffraction des rayons X d’oxyde de MgO
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La figure (11.6) montre que la structure était en structure cubique a faces centrées et ces
résultats ont été comparés au numéro de carte JCPDS 75-1525. Les pics ont été absorbés a
20=37°,42°, 62° 74 °et78°ainsi que les valeurs des indices de meunier (1 1 1), (2 00),
(220), (311 et (22 2) respectivement. Au fur et a mesure que la largeur du pic
augmente, la taille des particules diminue, ce qui ressemble au matériau présent dans la
plage nanométrique [143,144]. Les parameétres de réseau ont été obtenus a = b = ¢ = 0,421

nm.

11.2.3.2.2 Le diffractogramme d*oxyde de zinc

Le diagramme de diffraction des rayons X d’oxyde de zinc préparée a partir de la synthése de

sol gel est tel gu'illustré a la figure 11.7.

ZnO
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= 2000 A
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% 1500
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Figure 11.7 : Diagramme de diffraction des rayons X d’oxyde de zinc

D’aprés la figure de diffraction des rayons X de la poudre d’oxyde de zinc préparée Les pics
de diffraction de ZnO observés a 20 = 31,81 °, 34,47 °,36,30 °, 47,58 ° et 56,64 ° sont
associés a les valeurs des indices de meunier (100), (002), (101),(102) et (110)
respectivement. La position et intensite relative des pics de diffraction sont en bon accord
avec les standards de diffraction des poudres données (JCPDS n ° 079-0704), correspondant a
la structure de hexagonale wurtzite de ZnO (groupe d'espace P6;mc) avec des constantes

cellulaires a =b =3,25 A°, ¢ = 5,20 A. Les nanoparticules de ZnO ont une orientation de
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croissance préférée le long de 101 directions [145]. Les pics caractéristiques ont une intensité

plus élevée, ce qui indique que les produits sont de bonne nature cristalline.
11.3 Préparation des films gélatine/amidon chargés

11.3.1 Préparation des films chargés par MgO

Pour la préparation des films une masse de 1 g de gélatine et 1g d’amidon ont été ajouté
lentement a un volume de 50ml d’eau distillée suivie de l'ajout de différente masse d’oxyde
MgO (50,100, et 200mg), ensuite on ajout 3ml de glycérol en tant que plastifiant. Le mélange
est mise sous agitation a 67°C pendant 30 min. Puis la solution filmogene a été coulée
uniformément dans des boites pétrie, séché a la tempeérature 50°C pendant environ 24 heures.
Les films ont été conservés pendant 3 jours dans un dessiccateur contenant du chlorure de

calcium CaCl,.

Figure 11.8 : Elaboration des films gélatine amidon chargé en MgO

11.3.1 Préparation des films chargés par ZnO

Pour la préparation des films amidon gélatine / ZnO 1 gramme de gélatine et 1g d’amidon ont
été dissous dans 50 ml d'eau distillée, puis la poudre d’oxyde de zinc & été ajouter au
mélange avec différente masse (20,50 et 100mg). En suite on ajout 3ml de glycérol en tant
que plastifiant .Le mélange est maintenu sous agitation magnétique a 67°C pendant 30min.
La solution filmogéne a été coulé sur des boites de pétri et séché a 50°C pendant 24 h. Les

films ont été conservés pendant 3 jours dans un dessiccateur.
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\

Figure 11.9 : Synthése des films chargés par ZnO

FZ3

11.4 Activité antibactérienne des films chargeés

11.4.1 Mode opératoire

L’activité antibactérienne des films a été évaluée a 1’aide de la méthode de diffusion de
gélose selon Chen et al [146]. Le test de zone d'inhibition sur le milieu solide a été utilisé
pour la détermination des effets antibactériens des films contre trois bactéries a Gram positif
(Staphylococcus aureus, Streptococcus et Bacillus cereus). Les films plastiques ont été
découpés en forme carrée (1cmx1cm), et ensuite placés sur gélose nutritive, qui avaient été
précédemment ensemencées avec I’inoculum contenant environ 10°- 10° UFC / ml de

bactéries testées. Les boites pétries sont incubé a 37°C pendant 48 a 72 h.

L’activité antibactériens des films a été déterminée en mesurant le diamétre de la zone
d'inhibition de la croissance bactérienne autour du film a I’aide d’un pied a coulisse (exprimé

enmm).

Les résultats des testes d’activité biologique des films sont représentés sur les figures ci

dessous :
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Figure 11.11 : Activité antibactérienne des films MgO vis-a-vis Streptococcus .
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Figure 11.12 :  Zones d'inhibition des films MgO vis-a-vis Bacillus. Cereus

. .
FZ1 Fz2 FZ3

Figure 11.13 :  Activité antibactérienne des films ZnO vis-a-vis Streptococcuss
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Figure 11.14 : Activité antibactérienne des films ZnQO vis-a-vis Bacillus. Cereus

FZ2

Figure 11.15 : Activité antibactérienne des films ZnO vis-a-vis Staphylococcus

11.4.2 Interpreétations des résultats

e D’apres les tests de diffusion sur gélose, 1’inhibition des trois souches a été clairement
montrée par 1’absence des colonies dans la région circulaire directement au-dessus
des films.

e L’inhibition microbienne indique qu'une petite portion de d’oxyde a été libéré des
films, diffusé dans la couche de gélose, puis inhibé les cellules microbiennes incluses

dans la couche de gélose.
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On peut en conclure que I’addition de I'oxyde de magnésium ou ’oxyde de zinc a
permis d’inhiber la croissance des bactéries testées (Staphylococcus aureus , Bacillus.
Cereus et Streptococcus).

On note une augmentation de la zone d'inhibition des films chargés avec
I’augmentation des taux massique des oxydes, ce qui suggere que les films chargées

peuvent agir comme des films actif.

Les moyennes des diameétres des zones d’inhibition des films élaborés sur les souches étudiées

sont représentées dans les tableau ci-dessous :

Tableau 11.1: Diamétre de la zone d’inhibition des films chargés par MgO

Bactéries cibles en fonction du diamétre d’inhibition (mm)

Films Bacillus Cereus Staphylococcus Streptococcuss
aureus Thermophilus
FM1 30 32,13 30,5
FM2 35,25 36,85 32,95
FM3 36,85 39,18 34,40

Tableau 11.2: Diamétre de la zone d’inhibition des films chargés par ZnO

Bactéries cibles en fonction du diamétre d’inhibition (mm)

Films Bacillus. Cereus Staphylococcus Streptococcuss
aureus Thermophilus
FZ1 30,60 29,40 28,30
FZ2 33,15 33,55 30,75
FZ3 35,50 37,25 34,85

Le tableau 1.1 indique que plus la concentration de I'oxyde de magnésium dans le film
est grande, plus la capacité inhibitrice des bactéries est importante.
Les résultats présentés au tableau 11.2 indiquent une sensibilité des souches

sélectionnées vis-a-vis les films incorporés avec ZnO.
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e Nous constatons que les films chargés par ZnO ont presque la méme activité

antibactérienne sur la bactérie S.aureus et Bacillus. Cereus

A T’aide des résultats mentionnent dans les tableaux ci dessus, on a pu tracer 1’histogramme de

comparaison suivant :

40 -

25 4 m Bacillus.cereus

20 - u'S. aureus
15 - m Streptococcus

Diametre de la zone (mm)

FM1 FM2 FM3

Figure 11.16 : Histogramme de comparaison des zones d’inhibition des films chargés par MgO

e Les films chargés présentent des bonnes valeurs des zones d’inhibition, ce qui

confirme I’existence d’une activité antibactérienne contre les trois souches testés.

40 +

30 A

m Bacillus.cereus
20 1 = S.aureus

15 - | Streptococcus

Diametre de la zone (mm)

Fz1 FZ2 FZ3

Figure 11.17 : Histogramme de comparaison des zones d’inhibition des films chargés par ZnO
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e Selon la figure (1.17) nous constatons que le film FZ3 présente Dactivité
antibactérienne la plus élevée sur S. aureus avec un diamétre de 37,25 mm

e On constate que les souches S.aureus et Bacullis cereus sont les plus sensible ceci peut
étre attribué a la structure de la paroi de ces bactéries.

e On constate que les variations du diametre de la zone d'inhibition observées pour les

souches sont dues a la composition de la paroi cellulaire bactérienne.

I1.4.3 Cinétique de ’activité antibactérienne des films chargés par MgO
Les effets inhibitrices des films gélatine chargés par MgO contre la croissance d'une bactérie

a Gram positif dans le milieu liquide, a été étudié selon la méthode de Li, Xing [147,148].

11.4.3.1 Mode opératoire

Des colonies de la souche S. aureus ont été inoculées de maniere aseptique dans le milieu
MNN puis incubées a 37°C pendant 24 h. des inoculum (5ml) de Staphylococcus aureus ont
été transféré de maniere aseptique dans 100 ml de milieu liquide contenant des film découpé
en carrés (2 cmx 2 cm), ensuite incubés a une tempeérature de 37°C sous agitation douce.
L'effet inhibitrice a été estimé périodiquement (1, 2, 4, 8, 10, 12 heures) en mesurant
la turbidité du milieu cultivé a 625 nm a l'aide d'un spectrophotométre UV Visible pour
estimer des profils de croissance microbienne. L'expérience a été réalisée en triple pour tous

les échantillons.

Tableau I1.3: Résultat cinétique de I’activité antibactérienne des films chargés par MgO
Temps(h) 2 3 4 5 6 8 10 12
Abs(FM1) | 0,006 | 0,008 0,011 @ 0,022 0,036 | 0,069 0,071 0,080
Abs(FM2) = 0,003 0,005 0,007 0,012 0,036 0,045 0,046 0,054

Abs(FM3) = 0,006 | 0,007 @ 0,009 @ 0,014 | 0,027 | 0,040 | 0,042 0,046
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Figure 11.18: Cinétique antibactérienne des films chargées par MgO avec S. aureus

11.4.3.2 Interprétations des résultats

>

On observe une différence claire entre les courbes de croissance des trois films. Pour
commencer le film FM1 a montré une augmentation du nombre de cellules
Staphylococcus aureus avec 1’augmentation du temps d’incubation, comme I'indiquent
les valeurs croissantes de DO.

Le profile de croissance dans le cas de film FM2 est similaire du premier film avec
une légeére différence.

Le film FM3 présente une croissance trés faible, ce la indique que la croissance des
cellules Staphylococcus aureus est inhibé.

On constate que l'augmentation de concentrations de I’oxyde MgO dans les films
provoque une inhibition considérable de la croissance de S. aureus.

Le film FM3 est la formulation la plus efficace pour inhiber Staphylococcus aureus.
On constate que le film a base des polymeéres (gélatine/amidon) incorporé avec de

I’oxyde MgO s'est avéré plus efficace contre les bactéries Gram+.
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Conclusion generale ef perspectives

Les bioplastiques biossourcés peuvent pallier beaucoup d’inconvénients des plastiques
synthétiques d’origine fossile et devenir ainsi une vraie alternative pour les substituer. Ces
produits peuvent étre utilisés dans différents secteurs comme celui de la papeterie, de
I’emballage alimentaire et dans secteur pharmaceutique
L’objectif de la présente étude est d’¢laborer des films plastiques a base de biopolmeres
gélatine/amidon, renforcés avec des charges minérale.
Notre travail a été réalisé en deux parties, la premiére partie est consacrée a la préparation
et la caractérisation des films gélatine/amidon non chargé suivi d’un teste de dégradation
des films dans les milieux solides et liquides , par une évaluation du taux de biodégradation.
La deuxieme partie consiste a la synthése des films gélatine/amidon chargé par les oxydes
(ZnO ,Mg0O), en premier lieu, on a fait la synthése et la caractérisation des oxyde . ,en
deuxiéme lieu on a examiner 1’activités antibactériennes des films. Cette étude est compléter
par un suivi cinétique de I’activité des films vis-a-vis Staphylococcus aureus .
Au terme de nos expériences et sur la base des différents résultats expérimentaux obtenus, on
a pu tirer les principales conclusions suivantes :
» Les microorganismes testés ont approuvées leur capacité de dégrader les films
gélatine/amidon.
» Les expériences d'enfouissement dans le sol confirment que la biodégradation des
films est considérable durant cette phase d’incubation.
> Les résultats cinétiques de la biodégradation des films dans la suspension de boue
activée ont montré que ces microorganismes peuvent utiliser ces polyméres comme
nutriment.
» Le film F3 présente une biodégradation beaucoup plus importante que les autres films.
» A travers des valeurs des taux de biodégradation on constate que la biodégradation en
milieu liquide est plus rapide qu’en milieu solide.
> la présence des oxydes (MgO et ZnO ) dans les différentes formulation a provoquer
L’inhibition de ces souches sélectionnées.
> les tests de diffusion sur gélose ont confirmer I’efficacité d’inhibition des films vis-a-
vis les quatre souches (Staphylococcus aureus, Bacillus Cereus , streptococcus et
Ecoli).
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» Les résultats cinétiques de 1’activité antibactérienne ont approuvé que le film FM3

montre une bonne activité inhibitrice vis-a-vis la souche Staphylococcus aureus.

Perspectives
Pour une poursuite de ce travail, nous avons formulé les perspectives suivantes:
v’ Effectuer une caractérisation thermique des films par l'analyse thermogravimétrique
(ATG).
v’ Faire une étude morphologique du matériau par microscopie électronique a balayage
(MEB) pour confirmer I’'immiscibilité des deux polymeres.
v' Réalisé une suivi cinétique de I’activité antibactérienne des films vis-vis une souche a
gramme négatif.

v’ Etablir des testes mécanique tel que 1’essai de traction.
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Annexe 1.1

Caractéristique des souches bactériennes ¢tudices

I.Bactéries a Gram positif

1. Staphylococcus aureus

les staphylocoque ce sont des coccis (forme arrondie) a Gram positif avec un diamétre de 0,5
a 1,5 um, de forme non sporulée, qui tendent a se grouper en paires, petites chaines. Elles sont
habituellement non capsulées, ou possedant des capsules limitées. Non mobiles, elles sont
anaérobies facultatives. Staphylococcus aureus représente 1’agent commun des infections
postopératoires de blessures, endocardite aigue, intoxication alimentaire. Les staphylocoques
sont des bactéries qui colonisent trés largement la peau et les muqueuses (couche de cellules
recouvrant l'intérieur des organes creux). lls sont responsables d'infections diverses superficielles ou
profondes, mais également d'intoxications et d'infections urinaires .

2.Bacillus cereus

Bacillus cereus aussi appelé Bacillus cereus sensu stricto (ss) fait parti morphologiquement et
de part sa phylogénie a un groupe de bactéries que 1’on nomme : groupe B. cereus ou B.
cereus sensu lato.Outre les caractéres généraux du genre Bacillus, les espéces du groupe
Bacillus cereus sont des bacilles de grande taille (>1.0 pm) a Gram positif, généralement
mobiles grace a une ciliature péritriche. Ils se distinguent des autres Bacillus essentiellement
par leur aptitude a croitre en anaérobiose.

3. Streptococcuss Thermophilus

St . thermophilus est un coque a Gram positif, anaérobie facultatif, non mobile. On le trouve
dans les laits fermentés et les fromages . C’est une bactérie dépourvue d’antigéne du groupe
D, thermorésistante, sensible au bleu de méthyléne (0,1%) et aux antibiotiques. Elle est isolée
exclusivement du lait et des produits laitiers sous forme de coques disposés en chaines de
longueurs variables ou par paires. Sa température optimale de croissance varie entre 40 et

50°C et son métabolisme est du type homofermentaire

I1.Bactéries Gram négatif

1.Escherichia coli

Appartenant a la famille des Enterobacteriaceae, c’est une bactérie a Gram négatif,
commensal du tube digestif de I’Homme et de 1’animal, de forme non sporulée, de type
aerobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles (flagellés péritriches),. Sa
longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um, c’est la bactérie la plus
impliquée dans les infections aigues d’appareil urinaire, elle provoque également les diarrhées

d’été, diarrhée infantile et les intoxications alimentaires.




Annexe 1.2

Les phases de la croissance bacterienne en milieu nom renouvele

La croissance bactérienne se traduit par I’augmentation du nombre d’individus
résultant de plusieurs divisions cellulaires successives |l est possible de tracer une courbe de
croissance qui va mettre en relation 1’absorbance mesurée de la culture, en fonction du temps.

Un exemple de courbe de croissance est représente sur la figure 1.
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—
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: ; - P

Figure 1.1 : Courbe typique de la croissance bactérienne
Il existe six étapes lors de ce processus :
1 : la phase de latence : des I’ensemencement de la bactérie dans le milieu, il s’agit d’une
étape d’adaptation.
2 : la phase d’accélération : correspondant au début du développement cellulaire.
3 : la phase exponentielle de croissance : correspond, pour la bactérie, a une vitesse de
Développement maximale donc un taux de croissance maximal.
4 : la phase de ralentissement : cette phase correspond a un épuisement du milieu de culture,
donc une perte probable d’éléments nécessaires au développement cellulaire et donc une
réponse bactérienne spécifique a un stress, la vitesse de croissance diminue.
5 : la phase stationnaire : cette étape correspond a un equilibre entre les cellules qui
disparaissent et celles qui apparaissent grace a la multiplication. La culture atteint alors sa
densité maximale.
6 : la phase de déclin : le nombre de cellules vivantes diminue.
La mesure de la densitée optique (DO) avec un spectrophotomeétre automatique permet de
suivre la croissance de la biomasse bactérienne dans les milieux de culture translucides.
L'interprétation des courbes de croissance obtenues par spectrophotométrie n'est cependant
pas immédiate.




Annexe 1.3

Les résultats; de dégradation des; films dans le miliew liquide

1. Pourcentage de perte de masse des films par la suspension de sol

Tableau 1 : Pourcentage de la perte de masse des films F1 par la suspension de sol

Temps (jour) 7 15 22 29
Masse initiale mi (g) 0,9231 1,2747 1,3379 1,3507
Masse finale mf(Q) 0,4421 0,3228 0,2336 0,0458
P % 52,11 74,67 82,53 96,60

Tableau 2 : Pourcentage de la perte de masse des films F2 par la suspension de sol

Temps (jour) 7 15 22 29
Masse initiale mi (Q) 0,8880 1,2670 1,3183 1,5515
Masse finale mf(Q) 0,6230 0,5796 0,4435 0,0061
P % 29,84 54,36 66,35 99,60

Tableau 3 : Pourcentage de la perte de masse des films F3 par la suspension de sol

Temps (jour) 7 15 22 29
Masse initiale mi (g) 0,8089 1,1306 1,2585 1,3054
Masse finale mf(Q) 0,4999 0,5980 0,5492 0,0217
P % 38,20 47,10 56,35 98,33

2. Pourcentage de perte de masse des films par la suspension de boue activée

Figure 1 : Pourcentage de la perte de masse des films F1 par la suspension de boue activée

Temps (jour) 7 15 22 29
Masse initiale mi (g) 1,1566 1,1743 1,2781 1,3231
Masse finale ms(g) 0,4771 0,0522 0,0510 0,0500
P % 58,74 95,55 96,01 96,22




Tableau 2 : Pourcentage de la perte de masse des films F2 par la suspension de boue activée

Annexe 1.3

Temps (jour) 7 15 22 29
Masse initiale mi (g) 1,0932 1,2115 1,4113 1,6383
Masse finale mf(Q) 0,2214 0,0235 0,0230 0,0200
P % 79,74 98,06 98,01 98,77

Tableau 3 : Pourcentage de la perte de masse des films F1 par la suspension de boue activée

Temps (jour) 7 15 22 29
Masse initiale mi (g) 1,7190 1,7754 1,8413 2,1201
Masse finale mf(Q) 0,1649 0,0356 0,0260 0,0275
P % 90,40 97,99 98,58 98,70




Résumé : L'objectif de ce travail c'est la préparation des films & base gélatine/amidon
incorporé par des agents antibactérien 1’oxydes de ZnO et I’oxyde de MgO. Le travail a eté
réalisé en deux parties, la premiére partie est consacrée a la préparation des films
gélatine/amidon suivi par des tests de la dégradation des films dans le milieu solide et
liquide. L'ensemble des résultats obtenus révélent que ces milieux ont une bonne capacité de
dégrade ces polymeres avec perte de masse considérable. La deuxiéme partie présente la
préparation et la caractérisation des oxydes suivis par la synthése des films chargés par
différente masse d’oxyde. Cette étude est complétée par des tests d'activité antibactérienne
des films .Les résultats visuels indiquent que les films synthétisés inhibent la croissance des
bactéries sélectionnées.

Mots-clés : agents antibactériens, amidon, bactéries, biopolymere, gélatine, ZnO, MgO,

Summary: The objective of this work is the preparation of gelatin / starch-based films
incorporated by antibacterial agents the oxides of ZnO and the oxide of MgO. The work was
done in two parts , the first part is devoted to the preparation of gelatin / starch films
followed by tests of the degradation of the films in solid and liquid media. All the results
obtained reveal that these media have a good ability to degrade these polymers with
considerable loss of mass.The second part presents the preparation and the characterization
of the oxides followed by the synthesis of the films charged by different oxide mass. This
study is complemented by tests of antibacterial activity of the films. The visual results
indicate that the synthesized films inhibit the growth of the selected bacteria.

Key words: antibacterial agents, bacteria, biopolymer, starch, gelatin, ZnO, MgO.
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