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Introduction :

La conservation d’une denrée alimentaire consiste a maintenir le plus longtemps
possible ses qualités hygieniques, nutritionnelles et organoleptiques en agissant sur les divers
mécanismes d’altération pour en ralentir ou en supprimer les effets (Guilbert, S et all; 1998).
Par exemple, une limitation du flux d’oxygene arrivant au contact de I’aliment (e.g. lipides,
vitamines, etc.) permet de limiter I’oxydation. De méme, une limitation de I’apport
d’humidité par I’air ambiant permet de garder a un aliment sec (e.g. gateaux sec, biscottes,
etc.) toutes ses qualités de texture et une limitation de la perte en eau d’un aliment humide
(e.g. légumes et fruits, fromage, etc.) évitera son desséchement et donc une perte en quantité
et en qualité. Pour prolonger la durée de conservation des aliments, des protections sont donc
nécessaires. Des procédés de conservation physiques et/ou chimiques (salage, séchage,
appertisation, ionisation, adjonction d’agents anti-microbiens, anti-oxydants) sont donc
appliqués par la suite. L’emballage préserve au mieux I’aliment des agressions microbiennes,

physiques et chimiques intervenant dans I’environnement.

En ce qui nous concerne, nous nous intéresserons a valoriser les emballages
biodégradables a base de Chitosane. Le chitosane est un polymeére naturel dérivé de la chitine.
Commercialement, la chitine et le chitosane sont obtenus a partir des carapaces de crevettes,
de crabes ou de homards présents dans les déchets de I'industrie de la pécherie. Le chitosane a
suscité beaucoup d’attention pour sa biocompatibilité et pour ses activités bactériostatiques et
fongistatiques. Ce matériau est filmogene, on peut donc fabriquer un film sans utiliser des
additifs. De plus, le film de chitosane possede de bonnes propriétés barriere aux gaz et de
bonnes propriétés mecaniques (sauf I'élasticité). Grace a ces qualités, de nombreuses études
ont été effectuées sur les applications du chitosane pour conserver ou pour prolonger la durée
de vie de certains produits agro-alimentaires, parmi lesquels nous pouvons citer: les fruits et
légumes, la viande, et les fruits de mer. Ces études montrent qu’il est possible d’utiliser le

chitosane comme matériau d’emballage actif.

Toutefois, il existe des limitations pour l'utilisation du chitosane dans I'emballage. En
effet, il est sensible a la vapeur d’eau en raison de sa capacité de former un grand nombre de

liaisons hydrogene (deux fonctions hydroxyles et une fonction amine par motif de répétition)



et il est également dur ou cassant. Par ailleurs, du point de vue économique, le prix de ce
matériau est relativement élevé malgré sa fabrication a partir de déchets industriels.

Pour pallier ces inconvénients, quelques stratégies ont été réalisées comme la modification
chimique du chitosane ou l'association du chitosane avec des plastifiants hydrophile telle que
le poly éthyléne glycol (PEG) (Alexeev et al, 2000; Zhang et al, 2002; Kolhe et Kannan,
2003; Caner et al, 1998), glycerol (Butler et al, 1996) . Cette association a montré une voie
prometteuse pour améliorer la propriété barriére a la vapeur d'eau et I'élasticité du chitosane.
Dans cette étude, nous avons utilisé trois plastifiants a savoir le PEG, le glycérol et le

Tweene80 (surfactant) a différentes concentrations.

L'utilisation de ces plastifiants pourrait donc résoudre les problemes rencontrés dans
I'application du chitosane comme bio-emballage. D'une part, ils pourraient améliorer les
propriétés barriere et modifier les propriétés mécaniques du chitosane et dautre part il
pourrait diminuer le prix du matériau final. De plus, nous pourrions réaliser un mélange de

matériaux issus de ressources quasiment renouvelables.
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I) Polymeres Biodégradables
Un polymeére est un enchainement de motifs simples appelés monomeres qui peuvent

étre identiques ou non. Le nombre de motifs monomeéres constituant la macromolécule est
appelé degré de polymérisation. La biodégradabilité d’un matériau se définit par sa capacité
intrinséque a étre dégradé par une attaque microbienne. Cette attaque entraine une
simplification progressive de sa structure et sa conversion finale en CO,, H,O et/ou CH, et
une nouvelle biomasse.

Selon I’origine des matiéres premiéres et des voies de synthese, on distingue deux
possibilités de production des matériaux biodégradables : la voie des polymeéres
biodégradables issus de I’industrie pétrochimique et celle des polymeres biodégradables issus

des ressources renouvelables.

1.1. Les polymeéres naturels ou les biopolymeres

Ce sont des matériaux synthétisés par les étres vivants : végétaux, animaux et
microorganismes.
La famille la plus importante est celle des polysaccharides (glucides) comme [’amidon
(pomme de terre, mais, blé, etc.), la cellulose (paroi cellulaire végétales), la lignine (bois) ou
le chitosane (chitine crustacées). Une autre famille est constituée par les protéines qui sont
issues des oléagineux (colza, tournesol, soja), des protéagineux (pois, féveroles), ou des tissus

animaux (collagéne, gélatine, caséine).
1.1.1. Classification des biopolymeres d'origine naturelle

Les emballages comestibles ou biodégradables sont constitués de macromolécules
renouvelables, appelées biopolyméres, tels les polysaccharides (celluloses et dérivés, amidons
et dérivés, chitine et chitosane, etc.), les protéines (gélatine, gluten, etc.), les composés
lipidiques (cires, acides gras et derivés, etc.) et les polyesters (poly-(3-hydroxybutyrate)
(PHB) ou (poly-(3-hydroxyvalérate) (PHV), poly(acide lactique) (PLA), etc.

Les biopolyméres d'origine naturelle potentiellement utilisés en tant que films

comestibles ou biodégradables peuvent ainsi étre classés comme le montre la Figure 1



1.1.2. Biopolymeres issus d'agro-ressources :

Ces biopolymeres, aussi appelés agro-matériaux, sont des macromolécules naturelles
renouvelables et composables. lls sont issus de plusieurs types d'agro-composés tels que
les hydrocolloides (protéines et polysaccharides) et les lipides/acides gras. La plupart
d’entre eux peuvent étre mis en ceuvre a I’état natif ou plastifié ou en association avec

d'autres polymeres. lls sont utilisés en tant que biofilm .
1.1.2.1. Les polysaccharides

1.L1.2.1.a. La cellulose
La cellulose est le biopolymére le plus abondant dans la nature. Son prix est
relativement faible. Elle est principalement utilisée pour la production du papier mais aussi en
tant que renfort dans les matrices polymeéres. La cellulose est I’élément constitutif du bois, du
coton et des fibres telles que le lin, le chanvre, le jute ou la ramie. En fonction de I’origine
botanique, les quantités de cellulose contenues dans la plante peuvent varier de 40 a 95% par
rapport a la matiere premiére séche.

Origine animale Déchets industriels des produits de la mer
= Collagéne gélatine = Chitine/chitosane

I BIOPOLYMERES | Bioemballage
- Comestible
- Biodegradable

Issus d'agro-ressources Produits par micro-organismes
= Pullnlane, xanthane
l l = Poly (acide lactique) (PLA)
Hyvdrocolloides - Poly (hydroxy alcanoates) (PHA)

Lipides / graisses
= Cire d'abeilles

« Cire de camanba |
= Acides gras l l
Protéines Polyvsaccharides
= zein (protéine de mais) = Cellulose
-] = Fibre (lignocellulosique)
= whey = Amidon
- gluten de ble = Pectines / gonumes

Figure 1 : Polymeres biodégradables potentiellement utilisés pour I’emballage
comestible ou biodégradable (d’aprés Tharanatan, 2003)



1.1.2.1.b. L'amidon

L’amidon est un composé glucidique bio-synthétisé il est la principale source
d’énergie pour I’homme et pour la vie animale. Il représente une fraction pondérale
importante dans un grand nombre de matieres premiéres agricoles telles que les céréales (30-
80% de la matiere seche), les légumineuses (25-50% de la matiere séche) et les tubercules
(60-90% de la matiére séche). Son faible prix fait de I'amidon un matériau économigquement

intéressant.

Les produits a base d'amidon sont tous trés hydrophiles. Certaines propriétés telles que
les propriétés mécaniques varient avec I'humidité relative. L'utilisation de I’amidon modifié
peut permettre de donner un caractere plus hydrophobe a ces matériaux. Parmi les différentes
fonctions chimiques qui peuvent substituer les groupements hydroxyle de I'amidon, les plus
importantes sont les esters et les éthers.

Les propriétés filmogenes de I'amidon dépendent de la masse molaire moyenne, du
rapport amylose/amylopectine et donc du ratio cristallin/amorphe (Maynard, 1999). La
résistance mécanique et la propriété barriere aux gaz des films d'amidon sont modérées.
L'amidon est surtout utilisé pour faire des emballages rigides et de courte durée de vie du fait
de sa sensibilité a I'numidité. Les emballages a base d'amidon natif trouvent des applications

en agroalimentaire (boftes a ceufs, films de paillage agricole, colle, etc.).

L'addition de plastifiants, en diminuant I'hétérogénéité du film (craquelures, pores,
etc.) réduit de plus de 2/3 le coefficient de transfert aux gaz, tandis que l'addition de lipides
n'induit aucun changement significatif. Pendant le stockage, les plastifiants peuvent interagir
avec la matrice amidon et réorganiser I'ensemble entrainant ainsi une certaine recristallisation
du film au bout de 60 jours, signe d'un début de rétrogradation, et donc de perte des propriétés

filmogénes (Garcia et al. 2000).



1.1.2.2. Les protéines

Les protéines comme la caséine (protéine du lait) ou encore le gluten sont également
utilisées
en tant que (bio)polymeéres. Ces protéines interviennent dans la formulation d’adhésifs ou de
peintures et sont a la base de matériaux (rigide ou souple) présentant des propriétés barrieres a
I’oxygene et au gaz carbonique et une sélectivité intéressante. Ainsi, la caséine a été utilisée
pour la fabrication de films transparents et flexibles. La gélatine est également a la base de

films, principalement utilisés pour la fabrication de tablettes et de capsules pour I’industrie
pharmaceutique

L’inconvénient majeur des polymeres biodégradables a base de protéines est leur
prix élevé qui restreint leur utilisation a des domaines a forte valeur ajoutée.

Parmi les protéines, le gluten a été trés étudié en raison de sa disponibilité et de son
prix de revient tres compétitif. Dispersé dans un solvant approprié, étalé et séché, le film de

gluten est transparent, rigide et insoluble dans I'eau.

1.1.2.3. Lipides/graisses

L'utilisation des lipides pour enrober les produits alimentaires a été pratiquée en

Angleterre depuis le 166mesiécle (Kamper et Fennema, 1984). Autrefolis, les cires et les huiles
étaient utilisées seules, actuellement, elles sont mélangées avec des solvants, des emulsifiants,
des surfactants, des plastifiants, etc. Les composes lipidiques incluent les polyglycérides qui
sont les esters du glycérol et d'acide gras et les cires qui sont les esters de longue chaine
d'alcool mono-fonctionnel et dacide gras (Hernandez, 1994). Les lipides sont ajoutés dans un
enrobage alimentaire pour améliorer les propriétés barriére a la vapeur d'eau. Cependant, le
film a base de lipide pur est opaque avec des propriétés mécaniques médiocres. En plus, il est
instable vis-a-vis du rancissement. Par consequent, on utilise généralement les lipides en tant
qu'additif pour améliorer les propriétés barriere des films a base de polysaccharides et de

protéines.

1.1.2.4. Les polysaccharides issus du déchet industriel des produits de la
mer

Pendant longtemps, ces déchets n’étaient pas recyclés et étaient simplement rejetés a
la mer apres décorticage, créant de sérieux problemes de pollution au voisinage des sites de
production. Donc une tentative de valorisation de ces déchets permettrait, en plus du respect
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de I’environnement, d’extraire la chitine a partir des carapaces de crustacés telque les
crevettes, les crabs et les homards. La chitine est un polysaccharides naturel doté de propriétés

fort avantageuse pour servir de base a une diversification industrielle.

I1) Les Emballages Comestibles

I1.1. Définition du film comestible
Les films et les enrobages comestibles sont utilisés traditionnellement pour améliorer

I'apparence et la conservation des produits alimentaires. Les exemples les plus courants sont :

* Le pelliculage des fruits avec des cires naturelles pratiqué en Chine depuis le Xlleme
siecle.

* Les enrobages de chocolat sur les produits de confiserie ou de patisserie,

* L'enrobage de viande avec des matiéres grasses,

» L'emballage d'aliments divers dans un film lipoprotéique obtenu a partir du lait de
soja (yuba, fukuk) pour améliorer leur aspect ou leur présentation et prolonger leur

durée de conservation.

Un emballage comestible est un film, un enrobage ou une couche mince protectrice qui
possede des propriétés sélectives (vis-a-vis des transferts) ou bien actives. Il fait partie
intégrante de l'aliment et est consommeé tel quel (Guilbert et Gontard, 1992). ). Il protége le
produit de I’environnement en agissant comme une barriére aux gaz, a I’humidité et aux
matiéres grasses et permettent d’améliorer la qualité du produit en diminuant les pertes

d’ardmes, en preservant le godt, la texture et I’apparence.

L’enrobage idéal est celui qui permet de prolonger la durée de vie du fruit frais sans
causer I’anaérobiose et favorise le maintien de la qualité du produit méme aprés ouverture (El

Ghaouth et al., 1992b). Ces emballages se présentent principalement sous deux aspects :

1. Structures indépendantes de l'aliment : films, sachets, enveloppes (peau de
saucisson), barquettes (destinées a contenir des fruits ou de la viande).

2. Produits directement appliqués a l'aliment : enrobage tel que le sucre autour de
I'amande dans les dragées, le chocolat autour du biscuit dans la « barre chocolatée » ou

la cire de paraffine autour de certains fruits.



- L’utilisation des films comestibles dans le domaine de la conservation des produits
alimentaires se pratique depuis fort longtemps. En effet, la protection contre la dessiccation de
certains fruits, en particulier, les oranges et les citrons par pelliculage avec de la cire a été
aussi pratiquée en Chine entre le X11°™ et le XI11°™ siécle. Bien que les chinois ne savaient
pas exactement que le rble de I’enrobage était de ralentir le taux de respiration, ils ont
remarqué tout de méme que la durée de vie des fruits traités était plus longue par rapport aux
fruits non traités (Hyun Jin Park, 1999).

- En Angleterre, une pratique dénommée LARDER consistant a enrober des produits

Iéme

alimentaires avec de la graisse est apparue au XV
1981).

siecle (Labuza et Contreras-Medellin,

- En 1930, des cires de paraffine ont été commercialisées sous forme de matériaux
comestibles destinées a protéger les fruits frais, en particulier, les pommes et les poires contre
de multiples altérations.

- En 1982, un nouveau matériau comestible, non phytotoxique, sans godt, sans odeur,
efficace pour la conservation des fruits et Iégumes, a été commercialisé sous les deux noms

suivants : Pro long et Semperfresh.

Ce matériau était un mélange complexe d’esters d’acides gras et de saccharose, de

carboxymeéthylcellulose, de mono et diglycérides (Hyun Jin Park, 1999).

- Récemment, de nombreux matériaux glucidiques, protidiques ou lipidiques utilisés
sous différentes formes, seuls ou en mélange, ont été proposés dans la formulation d’un grand

nombre de films comestibles (Baldwin et al., 1995 ) (Tableau 1).



Tableau 1 Avantages et inconvénients de I’enrobage comestible

Matériaux Fruits
Avantages Inconvénients
comestibles traités
Les cires et les -Citron -Excellente barriére a I’humidité et aux Parfois provoguent
huiles -Pomme échanges gazeux. une respiration
-Poire -Bonne texture. anaerobie.
-Banane -Prolonger la durée de vie.
-Tomate
Polysaccharides -Citron -Perméabilité sélective aux gaz (CO, et Imperméabilité
(Cellulose, amidon, |-Pomme O,) sans causer I'anaérobie. minimale a la vapeur
alginate, pectine, -Poire -Prolonger la durée de vie. d'eau a cause de leur
gommes arabiques, |-Banane -Ralentir le murissement. nature hydrophile.
carragénine et -Mangue -Bonne texture.
chitosane) -Fraise
Protéines (kératine, | Gluten -Excellente barriere aux échanges gazeux. | Imperméabilité
zeéine de mais, (zéine de -La zéine de mais est la seule minimale a la vapeur
gluten de ble) mais) imperméable a la vapeur d'eau. d’eau.

11.2.Propriétés des enrobages comestibles

Bien que dans la plupart des cas, la propriété fonctionnelle la plus importante des

enrobages est leur imperméabilité a la vapeur d’eau afin d’éviter la dessiccation et/ou le

développement de certains microorganismes nuisibles a la qualité des aliments (Peyron,

1991). Toutefois, le dépot d’un film protecteur a la surface du produit alimentaire permet a ce

dernier de conserver son humidité et d’assurer une perméabilité sélective a certains gaz :

empécher I’oxygene de pénétrer et le gaz carbonique d’échapper.

Une faible teneur en O, ou une forte teneur en CO, réduit le taux de respiration et

diminue la production d’éthyléne. Ceci peut inhiber les réactions enzymatiques, et par

conséquent, retarder la décoloration et le pourrissement. La durée de vie d’un fruit peut ainsi

s’accroitre de plusieurs semaines, car le gaz carbonique est aux fruits ce que I’oxygeéne est a
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I’8tre humain et I’éthyléne, hormone de croissance végétale, accélére les processus de
maturation et de sénescence. (Saltveit, 1993; Agar et al., 1999).

Cependant, différents facteurs inhérents pour un polymeére jouent un réle important
dans le processus de diffusion des fluides a savoir I’activité de I’eau a I’intérieur du produit, la

structure chimique, le degré de cristallinité, le poids moléculaire ...etc.

Activité de I’eau

C’est la disponibilité de I’eau pour les activités microbiennes, enzymatiques ou
chimiques qui détermine la durée de vie de I’aliment et qui est mesurée par I’activité de I’eau.
Quelques aliments sont instables et se détériorent a de faibles taux d’humidité, par exemple,
les noix. Par contre, d’autres sont trés stables méme a des taux d’humidite relative tres élevés,
par exemple, la pomme de terre (Amiali, 1999).

L’activité de I’eau (Aw) est définie par le rapport de pression de vapeur (P) a
I’6quilibre autour de I’aliment sur la pression de vapeur saturante (P°) d’eau & la méme

température:

Structure chimique:

Les polymeres polaires possédent plusieurs ponts d’hydrogéne et par conséquent
présentent une grande imperméabilité aux gaz a des humidités relativement basses et une
perméabilité élevee vis a vis de la vapeur d’eau .Tandis que, les polymeéres apolaires comme
les lipides montrent un effet contraire (Amiali, 1999).

La plupart des films de polymeres impermeables a I’oxygéne posseédent au moins I’un des
cing groupements fonctionnels suivants : —OH; —CN; —CHj3; —C¢Hs; —COOCH:j3.

Ces groupements se lient souvent aux molécules d’eau par des ponts d’hydrogene qui
résultent d’une absorption d’eau en présence d’humidité relative élevée.

Enfin, les polymeres en chaine linéaire sont trés imperméables contrairement aux

chaines renfermant de gros groupements (Ashley, 1985).

Degré de cristallinité

Les structures cristallines sont extrémement compactes et tendent a étre imperméables.
Des composes comme les lipides peuvent exister sous différents états cristallins qui pourront

donner aux films des propriétés de barriére tres variables.
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En général, les composes ayant un haut degré de cristallinité octroient une permeabilité faible
(Amiali, 1999).

11.3. Techniques d’enrobage
Les principales techniques utilisées pour former les enrobages comestibles sont les

suivantes (Amiali, 1999) :

11.3.1. Immersion

Elle consiste a laver et a sécher les produits puis a les immerger dans la solution
traitante.
Le temps de contact n’est pas important mais il faut s’assurer du bon mouillage de toute la
surface de I’aliment. Les produits ainsi enrobés seront ensuite séchés a I’air ambiant. Cette

méthode est utilisée dans le cas des produits de petite taille.

11.3.2. Pulvérisation
Les films formés par aspersion sont souvent plus uniformes et plus fins que ceux
produits par immersion. Contrairement a I’immersion, la pulvérisation peut s’appliquer sur

n’importe quelle taille de produits et peut étre utilisée pour former un deuxiéme enrobage.

11.3.3. Enrobage par film tombant
Cette technique peut étre utilisée pour I’enrobage de tout genre d’aliment. Dans ce cas,

le contréle de la viscosité est la clé de réussite pour obtenir des films a une épaisseur désirée.

11.4. Les différents types d’enrobages comestibles:

11.4.1. Les enrobages a base de polysaccharides
L’enrobage des aliments par des films comestibles est un nouveau concept dans

I’industrie de la post récolte. Les films, a base de polysaccharides sont trés efficaces pour la
conservation des fruits et Iégumes. Ce sont des polymeres trés disponibles, peu colteux, non
toxiques et biodégradables. lls possédent de bonnes propriétés filmogénes et sont surtout
utilisés comme agent stabilisant, épaississant et gélifiant (Glicksman, 1982). De plus, les films
de polysaccharides sont clairs, résistants et flexibles. Ils ont une perméabilité sélective aux
gaz (CO; et O3) ce qui résulte en un ralentissement de la respiration des fruits et [égumes.
Ceci a pour effet d’augmenter la durée de vie sans toutefois engendrer des conditions

anaérobies qui entrainent un désordre physiologique et une perte de qualité. Enfin, I’idée en
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général est de créer une atmosphére modifiée dans le produit avec un emballage totalement

biodégradable.

11.4.2. Enrobage a base de dérivés de cellulose
La cellulose est produite par les organismes photosynthétiques et représente la molécule biologique la
plus abondante sur terre (production d’environ 50 milliards de tonnes par an).
La cellulose est un homopolymeére linéaire composé d’unités de D glucopyranosyle unies par
des liaisons glycosidiques B-1,4. Elle est thermostable avec une température de dégradation
supérieure a 230°C.
A I’état natif la cellulose est insoluble dans I’eau du fait d’un grand nombre de liaison
hydrogene intramoléculaires et d’une cristallinite élevée (Nisperos-Carriedo, 1994; Baldwan
et al., 1995 ; Petersen et al., 1999). Pour améliorer sa solubilité dans I’eau et lui conférer des
propriétés filmogeénes, la cellulose peut étre estérifiée ou éthérifiée au niveau des fonctions
hydroxyles libre pour aboutir a certains dérivés cellulosiqgues comme I’acétate de cellulose
(AC), la methylcellulose (MC) ou I’éthylcellulose (EC) et I’hydroxypropylméthyl-cellulose
(HPMC). La cellulose microcristalline (MMC) est un autre dérivé cellulosique qui est obtenu
par hydrolyse acide de la cellulose native.
Ces dérivés sont des polymeéres non ioniques ayant d’excellentes propriétés filmogenes. Ils
sont disponibles commercialement.
Les films a base de cellulose modifié ont des propriétés mécaniques et barrieres a la vapeur

d’eau intéressantes comparées aux films synthétiques.

11.4.3. Enrobage a base d’amidon et ses dérivés
L’amidon est présent sous forme microscopique a I’intérieur des racines, des

tubercules ou des grains de végétaux. La source commerciale la plus importante provient
principalement de la pomme de terre, du mais et du blé. Le chauffage d’une solution
d’amidon resulte en une suspension d’hydrocolloides formée par deux fractions qui sont

I’Amylose et I’Amylopectine.

L’amylose est un polymeére linéaire composé par des monomeres de glucose, variant
de 200 a 3000 unités, reliés par des liaisons a-glycosydiques favorisant ainsi un arrangement
hélicoidal. Cet arrangement donne une forme assez compacte au polymere et un poids
moléculaire relativement élevé : 150.000-600.000 Daltons (Nisperos-Carriedo, 1994).
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L amylopectine est de structure semblable a celle de I’amylose, la seule différence
réside dans la ramification des chaines moléculaires et par conséquent un poids moléculaire
qui varie de 1 & 6 millions Daltons.

Les films d’amidon sont flexibles, transparents et possedent d’excellentes propriétés
de barriére a I’oxygéne a des humidités relatives faibles. Ils sont traditionnellement utilisés
pour la protection superficielle de confiseries, fruits secs et fruits séchés, permettant une
réduction importante de la vitesse de rancissement, mais, une tres mauvaise protection contre
I”’humidité (Arvanitoyannis et al., 1994).

Les films a base d’amidon riches en amylose ou a base d’amylose sont comestibles,

solubles et relativement faciles a produire a tres faible co(t.

11.4.4. Enrobage a base d’alginates
Les alginates sont des sels d’acide alginiques de structure tres semblable a celle des

polysaccharides d’algues brins. Leur production commerciale est principalement obtenue a
partir d’algues : Macrocystis Purefera.

Les acides alginiques sont des polymeéres de forme linéaire composés essentiellement
de I’acide D-mannuronique et de I’acide L-guluronique. Les solutions d’alginates sont
compatibles avec une diversité de produits tels que les agents épaississants, les résines
synthétiques et les sels de métaux alcalins.

Les alginates sont ajoutés comme additifs dans les vinaigrettes, les desserts et la creme
(Lundin, 1993). Comme pour la pectine, ils sont capables de former un gel en présence d’ions
calcium qui sont trés utiles pour la formation de films ou d’enrobage. Les films obtenus, dans
ce cas, sont inodores et légerement salés avec des performances mécaniques et protectrices
médiocres. Leur application est limitée a I’amélioration de I’aspect et a la protection contre le
rancissement de produits secs. Leurs propriétés filmogenes ont été mises a profit pour
I’enrobage de particules de café soluble lyophilisé et pour la protection contre I’oxydation
et la déshydratation des poissons frais ou surgelés (Lazarus et al., 1976; Wanstedt et al.,
1981).

11.4.5. Enrobage a base de carragénine
La carragénine est extraite a partir de plusieurs especes d’algues rouges. Les gels de

carragénine sont utilisés pour la stabilité des suspensions et des émulsions. Comme il a été

vérifié pour plusieurs gels de polysaccharides, la carragénine peut aussi se dessécher avant les
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produits, augmentant ainsi la durée de conservation en retardant la perte d’eau de I’aliment
(Lundin, 1993).

Les enrobages de carragénine sont souvent utilisés contre la croissance microbienne sur la
surface des aliments ayant une activité d’eau moyenne (Torres et Karel, 1985).

L’enrobage des pamplemousses par un gel de carragénine a montré une réduction de la perte

d’eau et une conservation du godt aprés deux semaines de stockage a 40°C (Bryan, 1972).

11.4.6. Enrobage a base de gommes arabiques
La gomme arabique est la partie séche qui s’écoule des troncs ou branches de certains

arbustes. C’est un sel de polysaccharides possédant un pH neutre ou Iégerement acide qui
contient des ions calcium, magnésium et potassium. Ces gommes arabiques sont
constituées par des unités d’acides :

D-galactopyranosyl, L-rhamnofuranosyl, L-arabiquepyranosyl, L-arabinofuranosyl,
D-glucopyranosyluronique et d’une petite quantité de protéines (2%).

Leur poids moléculaire est d’environ 6.10° Daltons (Prakash et al., 1990). Elles sont
considérées les moins visqueuses et les plus solubles de tous les hydrocolloides. En effet, elles
sont dissoutes dans I’eau froide ou chaude et restent insolubles dans les alcools et la plupart
des solvants organiques (Nisperos-Carriedo, 1994).

Les solutions de gommes arabiques sont trés utilisées comme agents stabilisants et
pour I’enrobage des beignets et patisseries, ainsi que pour la microencapsulation d’arémes.
Elles forment des films clairs, transparents, adhérents mais cassants et sensibles a I’eau. Ces
films sont fréquemment utilisés en confiserie pour retarder la cristallisation du sucre et pour

épaissir les bombons, les gelées, glaces et chewing gums (Fogarty, 1981).

11.4.7. Enrobage a base de chitosane
Récemment, la recherche sur le développement des films comestibles a base de

polysaccharides a été orientée vers le chitosane grace a ses propriétés filmogeénes qui peuvent
étre mises a profit dans I’enrobage des fruits et Iégumes (Baldwin et al., 1995).

Le chitosane peut former un enrobage semi-perméable qui modifie I’atmosphére
interne du produit. Par cet effet, il permet de prolonger la durée de conservation en diminuant
le murissement et le taux de respiration. Aussi il a été remarqué qu’il peut inhiber la
croissance de plusieurs genres de moisissures et de phytopathogénes et stimule le systéme de
défense des plantes par la production de chitinases, enzymes capables de dégrader la paroi
cellulaire des microorganismes (EI-Ghaouth et al,1992a). La semi-perméabilité (perméabilité

sélective au dioxyde de carbone et a I’oxygene) a été exploitée par de nombreux chercheurs
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pour les applications post-récolte. Par exemple, il a été constaté que I’enrobage de la fraise par
des solutions de chitosane ( 1% et 1,5% en poids par volume), stockée a 1°C, ou regne un
taux d’humidité relative entre 87 et 90%, retarde le taux de brunissement enzymatique et
diminue la perte d’eau ( Kamonwan Chucheep et al., 2002). Des résultats semblables ont été
obtenus pour la pomme ( Pannisi, 1992 ), pour les concombres, les tomates et les poivrons
(El-Ghaouth et al., 1991 ), pour la mandarine (Khattiya Salamat, 2002 ), pour la mangue
(Navarat Pattanasiri, 2002 )

Le chitosane est de nature hydrophile, il est donc tres impermeéable aux gaz
contrairement a la vapeur d’eau. Il est tout de méme nécessaire de connaitre ces
caracteristiques afin de développer des films imperméables a la vapeur d’eau et semi-
perméables aux gaz (CO,, O,) pour un meilleur contréle de la qualité des fruits et légumes.
Pour augmenter la barriére a I’humidité, on doit incorporer dans les films de chitosane des

plastifiants compatibles tels que les lipides ou autres polysaccharides (Ahmad et Khan, 1997).

Butler et ses collaborateurs (1996) ont étudié I’effet de la concentration des plastifiants
(Glycérol) sur la perméabilité a I’oxygéne et a la vapeur d’eau. Les résultats obtenus ont
montré que I’effet de ces additifs était insignifiant sur la perméabilité a I’oxygene, tandis
qu’une augmentation de la concentration du plastifiant a entrainé une diminution de la

perméabilité a la vapeur d’eau.

Hoagland et Parris (1996) ont fait couler un film de pectine contenant du glycérol ou
I’acide lactique sur un film de chitosane. Les films plastifiés avec du glycérol montraient une
trés grande imperméabilité vis a vis de la vapeur d’eau contrairement a ceux avec de I’acide
lactique. De plus, tous les films avec du glycérol ou de I’acide lactique ont montré de bonnes

propriétés mécaniques similaires aux films de pectine.

Certains chercheurs ont montré qu’un chitosane de poids moléculaire égal a 803 KDa
permet d’obtenir des films tres imperméables a la vapeur d’eau sans ajout de plastifiants,
par rapport aux autres valeurs testées : 1163 KDa, 612 KDa, 421 KDa ( Amiali, 1999 ). Alors
que d’autres chercheurs se sont orientés vers les enrobages comestibles a base du N,O-
carboxyméthylchitosane, grace a ses propriétés sélectives et particulierement a son contrdle

de la perte d’eau (Nisperos et Baldwin, 1996).
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11.5.Qualités requises et fonctions des films et enrobages comestibles

Plusieurs qualités sont requises pour l'utilisation des emballages comestibles. De part
leur qualification, ces emballages sont comestibles et peuvent étre ingérés. De ce fait, ils ne
Doivent présenter aucune toxicité, ils nécessitent de présenter une stabilité biochimique,
microbiologique et physico-chimique supérieures a celle du produit destiné a étre protége. De
plus, ils doivent avoir des propriétés sensorielles favorables ou neutres vis-a-vis de l'aliment
concerné. Une résistance mécanique et une efficacité barriere élevée sont également
recherchées. Enfin, étant constitué de polymeres naturels (protéines, polysaccharides, lipides),
d'ingrédients et d’additifs alimentaires, ils ne sont donc pas ou tres peu polluants et sont
facilement dégradés. Par ailleurs, des technologies d'application ou de fabrication simples a
mettre en ceuvre ainsi que des matiéres primaires de faible codt sont souhaitables (Debeaufort,
1994). Enfin, d’autres propriétés fonctionnelles sont également demandées (barriére au

transfert de matiéres, thermosoudables, pliables, imprimables, etc.).

Les fonctions des emballages comestibles sont variées. lls peuvent étre utilisés pour
leurs propriétés barriéres, c'est a dire leur sélectivité ou capacité a ralentir les transferts et
migrations de diverses substances (eau, gaz, lipides, ardbmes, pigments, etc.), entre I'aliment et
son environnement ou entre divers constituants d'un aliment hétérogéne dans le but de

prolonger la durée de conservation des produits alimentaires.

Ces emballages peuvent également présenter un réle actif dans le sens ou ils peuvent
améliorer les qualités organoleptiques, biochimiques, hygiéniques, microbiologiques et/ou
physico-chimiques des aliments ainsi emballés. Ce role consiste a servir de support pour des
substances actives (médicaments, vitamines, antioxydants, antimicrobiens, etc.), des agents de
surface (colorants, agents brillants, etc.), des ardbmes, ou encore a renforcer la structure de
produits fragiles (Debeaufort, 1994).

I1.6.Structure des films et enrobages comestibles

11.6.1. Films et enrobages a structure homogéne

La formulation d'enrobages ou de films comestibles implique l'utilisation d'au moins

un constituant capable de former une matrice ayant une cohésion et une continuité suffisante.
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Il s'agit généralement de polymeéres ou de composés qui dans les conditions de préparation ont

la propriété de former des structures continues cristallines ou amorphes.

11.6.2. Films et enrobages comestibles a structure hétérogéne (films composites)
Des films comestibles a base de plusieurs composants filmogenes ont été mis au point

afin de tirer partie des propriétés complémentaires et limiter les inconvénients propres a
chacun d’entre eux. Des mélanges de divers hydrocolloides tels que méthylcellulose+gluten
de blé, amidon+méthylcellulose, protéine de soja+gluten de blé, amidon+caséinates de
sodium ou encore blanc d’oeuf+amidon ont été proposés (Debeaufort, 1994 ; Parris et Coffin,
1997 ; Arvanitoyannais et Biliaderis, 1998, 1999 ; Were et al., 1999 ; Fishaman et al., 2000).
Toutefois, la plupart des films composites étudiés associent plutdt une substance hydrophobe
et une matrice structurelle a base d’hydrocolloides (polysaccharides ou protéines). Les
matériaux hydrophobes sont reconnus pour étre les plus efficaces a ralentir les transferts de
vapeur d'eau, mais ils sont rarement utilisés seuls en monocouche (Callegarin et al., 1997) a

cause de leurs propriétés mécaniques et sensorielles assez médiocres.

I11) La Chitine et le Chitosane :

I11.1. Lachitine:
La chitine est, apres la cellulose, le biopolymere le plus répandu dans la nature, formé

d’unités N-acétyl D-glucosamine ( 2-acétamido-2-deoxy-D-glucosamine ) liées entre elles par
des ponts B(1 —4) (Jen-Kuo Yang et al., 2000). Considérée comme le dérivé acétamide de la
cellulose (Figure 2.), ce qui différe la chitine des autres polysaccharides est la présence de
I’azote sur sa chaine polymérique pouvant atteindre un taux de 7% (Terbojevich, 2000).

A I’état naturel, la molécule de la chitine présente une structure cristalline qui constitue un
réseau de fibres organisées. Différents arrangements des chaines sont possibles. Sous forme
d’hélice, ces chaines sont toutes dirigées suivant le méme axe et donnent lieu a trois formes

polymorphiques distinctes (Figure 3) (Kurita, 2001).
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Cellulose

0-'

— n
Chitine

Figure 2. Structure chimique de la cellulose et de la chitine

Chitine o : c’est la forme la plus abondante, la plus stable et la plus rigide, elle est formée
de chaines qui sont disposées de facon antiparallele qui ressemble a un ruban a
I’intérieur desquelles les résidus de sucre sont fortement liés par liaison hydrogene
augmentant ainsi la rigidité et la stabilite (Kerkut et Gilbert, 1985).

L’analyse aux RX de la chitine a met en évidence une structure cristalline de type
orthorhombique (Blackwell, 1978).

Elle est surtout retrouvée dans la carapace des crustacés (crabe, crevette, homard,
langoustine...), dans la coquille des mollusques, I’exosquelette des insectes et la paroi

cellulaire des champignons et levures (Zhang et al., 2000).

Chitine B : elle est supposée étre moins stable que la chitine o et est formée de chaines
paralleles entre elles : le groupement —NH, est aligné avec le groupement — OH et le
groupement -CH,OH (Shepherd et al., 1997). La chitine f cristallise dans une maille
monoclinique et les ponts hydrogénes sont inexistants, ce qui lui confére des propriétées
de solubilité et d’hydrophilie (formation de gels avec H,0).

Elle est retrouvée dans la carapace des brachiopodes et mollusques, dans les

crochets de Calmars, dans les parois des diatomées et les tubes des pogonophores (Tomoya,
2003).
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Chitine vy : c’est la forme la plus rare dans la nature, elle est composée a la fois de chaines
paralléles et antiparalléles. La chitine vy est flexible et résistante et se trouve essentiellement

dans les cocons des insectes (Hans et Lars, 2003).

CH,
“\ ]
O . c ! OH
I.1\GFH \Of \HH\ \E‘lH
: CH o C OH CH o
-.?/ ~ \Ci/ \CIH/ e
GH . C CH C .
\\o/ \\CI-/ H\QH" \H/ N \CH/ H}"'
e .
i i
. CH4 ;"; +r;_:f|-|:1

........ Liaison hydrogene avec le polymere

------- Liaison hydrogéne entre les polyméres pour former la chitine a,  ouy

'S F AN Y Y YR Y Y AN YIEREY Y

Chitine a Chitine B Chitine

Figure 3. Structure cristalline de la chitine naturelle

20




I11.2. Le chitosane
La présence du chitosane dans la nature n’a été décelée qu’a partir de 1954; il est découvert

dans les levures phycomyceétes blakes leeanus (Terbojevich et Cosani, 1997). Il n’est présent
que dans les parois cellulaires de certains champignons, essentiellement les Zygomycétes
(Davies et Bartnicki, 1984) et chez quelques insectes comme dans la paroi abdominale des
reines termites (Seng, 1988).

Le chitosane est un polysaccharide linéaire constitué d’unités D - glucosamine (2-amino-2-
deoxy-D-glucose) liées entre elles par des ponts 3 (1 —4). La structure chimique du chitosane
est donc similaire a celle de la cellulose, la différence réside dans la substitution du groupe
hydroxyle en position C-2 par la fonction amine (Figure 4). Enfin, le chitosane est tout

simplement la forme désacétylée de la chitine ayant une teneur en azote supérieur a 7%.

HO 0 d
1 4 CH20H

Figure 4. Structure chimique du chitosane

I11.3. Caracteres physico-chimiques de la chitine et du chitosane

111.3.1. Degré de désacétylation (D.D)
Au vue de sa rareté dans la nature, la chitine est devenue la source principale du

chitosane. Ainsi, la majorité des chitosanes commercialisés proviennent de la désacétylation
alcaline de la chitine & chaud (Fernandez et Fox, 1997).

La désacétylation est la transformation qui consiste & I’enléevement des groupements
acétyles (-COCH3) pour libérer les groupes amines (-NH,). Ainsi, le terme chitosane n’est
pas attribuer uniquement pour définir un composé, mais plutdt pour désigner toute une famille

de copolyméres ayant des fractions d’unités acétylées variables qui se distingueront entre eux
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par le degré de désacétylation : pourcentage des groupes amines dans la chaine polymérique
(Roberts, 1992).

Le degré de désacétylation du chitosane varie entre 56% et 99% avec une moyenne
de 80% ; sa valeur dépend de I’espece vivante et de la méthode de préparation (Fernandez-
Kim, 2004).

Cependant, une limite tranchante entre la chitine et le chitosane n’a jamais été bien
définie en se basant sur la valeur de ce parametre. Certains chercheurs parlent de chitosane
quand le D.D est supérieur a 50% (Esquenet, 2003). D’autres, préferent le terme chitosane
lorsque le D.D est supérieur & 20% (David et al., 2004). Parfois, cette différence est basée sur
la solubilit¢ du chitosane et I’insolubilité de la chitine en milieu acide dilué. Enfin,
I’appellation chitosane est empruntée quand la teneur en azote est supérieure a 7% en poids
(Nellie Gagné, 1993).

Le degré de désacétylation est le parametre physico-chimique le plus important qui
influe les performances du chitosane dans ses diverses applications. La valeur de ce parametre
est souvent fixée selon son utilisation, par exemple, en médecine on exige un chitosane
désacétylé a 100% (Baxter et al., 1992).

Plusieurs techniques ont été élaborées pour déterminer la valeur du D.D a savoir la
spectrophotométrie UV, la spectroscopie I-R, la spectroscopie RMN, HPLC, Ia titration

potentiométrique, I’analyse thermique ... ( Lavertu et al., 2003 ).

La technique la mieux adaptée pour une caractérisation rapide du D.D est la

spectroscopie IR car elle est facile et permet de travailler sur des échantillons solides.

111.3.2. Poids moléculaire
La définition du poids moléculaire des polysaccharides et la compréhension de ses

conséquences sur leur comportement physico-chimique a présenté un réel défi aux chimistes
durant de nombreuses années. Dans le cas de la chitine et ses dérivés, la connaissance de ce
parametre est tres importante pour les utilisations industrielles et les applications dans les
différents domaines de recherche ( Montserrat, 2002 ). En effet, la conductivité, la densité, la
tension de surface et la viscosité des solutions de chitosane sont significativement affectées

par le poids moléculaire (Tanveer et al., 2000).
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Pour la chitine, le poids moléculaire dépasse largement un million Daltons, tandis que
pour le chitosane, il varie entre 10° et 1,2.10° Daltons (Li et al., 1992).

La valeur de ce parametre est affectée par I’origine des deux polysaccharides et la
méthode de leur préparation :
-En 1988 Wu étudia I’effet du temps de désacétylation sur la valeur du poids moléculaire et
trouva une valeur moyenne qui varie de 1,46.10° Daltons pour 30min de désacétylation
(NaOH 50% ) & 7,2.10° Daltons aprés 5 heures de désacétylation.

A titre d’exemple, nous citerons quelques valeurs du poids moléculaire de chitosanes
ayant des origines différentes :
* Crevette rouge (Solenocera prominentis) : 1,58.104 — 5,12.10° Daltons (Chen et al., 1994)
+ Crabe (Chionoecetes rouge opilio) : 5,0.10* - 6,00.10° Daltons (Hwang et al., 2000)

Plusieurs méthodes ont été élaborées pour déterminer le poids moléculaire de la
chitine et du chitosane telles que la viscosimeétrie ( Okamoto et al., 2002 ), la chromatographie
liquide (Chen et al., 1997)... etc.

La viscosimetrie est une technique trés simple, facile a réaliser et se base sur I’équation de
Mark-Houwink :

[n]=k[Mv[
[n]: viscosité intrinséque
Mv: poids moléculaire moyen viscosimetrique
k et a : paramétres caractéristiques du systeme polymeére-solvant, a température donnée, leurs

valeurs dépendent du type de solvant utilisé et de la nature du polymere considére.

-Lee (1974) utilisa le chlorure de lithium & 5% dans le N,N diméthylacétamide comme
solvant approprié pour la chitine, et obtient les valeurs suivantes :
k=893.10" et a=0,71

-Roberts et Domszy (1982) utilisent le chlorure de sodium dans I’acide acétique comme
solvant approprié pour le chitosane, et obtiennent les valeurs suivantes :

+ k=1,81.10%eta=0,93 = Acide acétique (0,1M) + Chlorure de sodium (0,2M)
* k=3,04.10"eta=1,26 = Acide acétique (0,1M) + Chlorure de sodium (0,02M)
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111.3.3.  La Solubilité
A I’état naturel, la chitine est un solide blanc, dur, inélastique et présente une structure
fibreuse rigide. Ceci induit une insolubilité dans la plupart des solvants ordinaires et par
conséquent, les applications d’une telle molécule seront tres limitées (Cho et al. 1999).
Cependant, elle est soluble dans quelques solvants corrosifs et toxiques tels que les
alcools chlorés, le chlorure de méthyléne et I’acide chloroacétique ( Muzzarelli, 2004 ). Elle
est également soluble dans des solvants fluorés comme I’héxafluoroacétone et 1’héxafluoro-
2-propanol.
Uragami et al., (1981) ont étudié la solubilité de la chitine dans les deux mélanges
suivants :
e Diméthylacétamide /chlorure de lithium (DMAC/LICI)
e N-methyl-2-pyrrolidone / chlorure de lithium (NMP/ LiCl)
Ils remarquérent que la concentration du chlorure de lithium nécessaire a la dissolution

complete de la chitine doit étre supérieure a 5%.

-Austin et al.,(1981) compareérent I’efficacité de ces deux systémes de solvants a des
dizaines d’autres tels que les mélanges 2chloroethanol/acide chlorhydrique,
2chloroethanol/acide phosphorique, 2chloroethanol/acide sulfurique ou 2chloroethanol/acide
nitrique.

IIs conclurent que DMAC/LICI et NMP/LICI, bien qu’ils soient tres toxiques, présentaient les

meilleures performances pour la solubilisation.

Le chitosane sous forme amine libre est insoluble dans I’eau, les acides concentrés,
les bases et les solvants organiques (Montserrat, 2002). Cependant, il est soluble dans les
acides dilués tels que I’acide chlorhydrique, I’acide formique, I’acide acétique, I’acide
oxalique et I’acide lactique a pH < 6,5 : HCI (1%) et C,HsCOOH (1%), a pH ~4, sont utilisés
comme référence (Sashiwa et Shigemasa, 1999). L’acide phosphorique, I’acide sulfurique,
I’acide citrique et I’acide sébacique ne sont pas de bons solvants pour le chitosane (Kurita,
2001).

La solubilité du chitosane est due a la protonisation de ses groupements amines :
~MH,+H,0 < -NH{+0H"

~MNH!+H,0 —» -NH,+H,0*
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La solubilité du chitosane est aussi contr6lée par la valeur du degré de désacétylation et on

estime qu’un D.D = 80% permet une solubilisation totale (No et al., 1995).

I11.4. Extraction de la chitine
Dans la nature, la chitine n’est jamais retrouvée a I’état pur. Elle est souvent associée a

des protéines, des lipides, du calcium et des pigments (Wai et Ru, 2002).Généralement, elle
est sous forme de microfibres enfoncées dans une matrice protéique dont le diameétre varie de
2,5 a 2,8 nm. Dans les cuticules de crustaces, ces microfibres peuvent atteindre un diameétre
d25 nm. De tels arrangements (microfibreux), permettent a la chitine de s’enrouler sous forme
de spirale. Ceci, n’est possible qu’aprés élimination de certains matériaux : le carbonate de
calcium et les protéines qui emprisonnent les microfibres (Majeti et Kumar, 2000).

Le choix de la méthode d’obtention de la chitine est fonction de sa proportion dans
chacune des 3 principales sources suivantes (Keifer, 1999) :

- Chez les insectes, la chitine constitue 1,4% du poids de I’animal, ce qui explique
I’absence d’exploitation.

- Chez les micro-organismes, le pourcentage de chitine peut atteindre plus de 20% du
poids sec de la cellule. Toute fois, I’exploitation a partir de cette source ne s’effectue qu’a
titre expérimental.

-Enfin, le meilleur rendement est observé chez les crustacés qui constituent donc la

source principale de chitine.

111.4.1. Déminéralisation

Les sels de calcium sont présents dans la plupart des cuticules et sont typiques des
crustacés. Ce sont principalement les carbonates, sous forme de calcites dominant les
propriétés mécaniques bien que leur interaction avec les composés organiques semble étre
peu compris (Currey et al., 1982).

L’acide chlorhydrique dilué est généralement utilise pour la déminéralisation car il
réagit assez rapidement avec la calcite (Peniston et Johnson, 1978). Au cours de cette
réaction le carbonate de calcium (CaCO3) réagit avec I’acide chlorhydrique pour former du

chlorure de calcium (CaCl,) et du dioxyde de carbone (CO,) gazeux :

A
CaCo, +2HCI - CaCl, +CO, + H,0
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L’opération est effectuée a température ambiante, sous agitation constante durant un
temps allant de 30 min a 48h selon la méthode de préparation (Wai et Lee, 2002). La teneur

en cendre du solide déminéralisé est un véritable indicateur de I’efficacité du processus.

111.4.2. Déprotéinisation
Du point de vue structure chimique, la chitine est liée aux protéines par des liaisons

covalentes a travers les résidus : acide aspartique et histidine pour former des complexes trés
stables tels que les glycoprotéines. Ainsi, la chitine sera enfoncée et stabilisée dans la matrice
protéique ressemblant & une construction en béton armé (Hamodrakas et al., 2002). Pour
dissoudre ces protéines, on utilise une solution alcaline diluée de 1 & 10%, a des températures
élevées (65°C — 100°C). Le temps de réaction usuel varie de 30 min a 6h selon la méthode de
préparation. Cependant, une désacétylation partielle durant une déprotéinisation prolongée
n’est pas un désavantage si, particulierement, la chitine obtenue sera convertie en chitosane
(Montserrat, 2002).

111.4.3. Décoloration
Apreés déminéralisation et déprotéinisation, la chitine obtenue est souvent un solide de

couleur rose témoignant de la résistance des pigments, principalement les caroténoides, aux
deux traitements précédents. Pour aboutir a une chitine blanche avec un degré de pureté
supérieur, cette derniere subira une dépigmentation par I’acétone, suivie, aprés séchage a
température ambiante, par un blanchissement dans une solution de NaOCl (0,315% v/v)
durant 5min avec un rapport solide/liquide = 1/10 (poids/volume) (No et al., 1989).

Cette étape est facultative, sa réalisation dépend de la spécification du produit final. De plus,
le blanchissement n’est pas trop désirable, il réduit considérablement la viscosité du produit
final (Fernandez-Kim, 2004).

I11.5. Production du chitosane :
A cause de sa rareté dans la nature et du colt élevé pour I’extraire a partir des parois

cellulaires de certains champignons ( lason et al., 1999 ), la chitine est devenue la principale
source de production du chitosane a I’échelle industrielle ( Benesh et Tengvall, 2002 ).
L’obtention de la chitine a partir de sources naturelles, abondantes et renouvelables telles que
les carapaces de crustacés est sans doute I’unique raison de sa réussite.

Les différentes étapes de production du chitosane par voie chimique sont représentées sur
la figure ci-dessous :
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[ Carapaces de crustacés ] [ Crochets de calamar ]
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[ désacétylation ’

A 4

[ CHITOSANE ]

Figure 5. Méthode classique de production du chitosane.

111.5.1. La désacétylation :
La caractérisation et les propriétés du chitosane dépendent fortement de sa méthode de

production (Malgorzata et al., 2003). Il est pratiqguement impossible d’enlever les groupes
acétyles ( -COCH3 ) en milieu acide sans la dégradation de la chaine polymérique de la
chitine (Shoban et al., 2000). Ainsi, les techniques de désacétylation font appel a des

étapes d’hydrolyse basique selon la réaction chimique suivante:

o) H,O
- : + oH— | 4 - + CHsCOO™
MNH NH-
=G E
CHs n n

La désacétylation est affecté par un grand nombre de facteurs a savoir : le temps et la
température de réaction, la concentration de la solution alcaline, le rapport chitine / solution
alcaline en poids par volume et la taille des particules.
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Une désacétylation parfaite est celle qui permet d’obtenir un chitosane non dégradé et surtout

soluble dans I’acide acétique dilué au bout d’un temps minimal (Fernandez-Kim, 2004).

- (Udomchai et al., 1998) ont réalisé la désacétylation de la chitine de crevette (Penaeus
Monodon Fabricius) en milieu fortement alcalin (NaOH 50%) a 90°C durant des intervalles
de temps compris entre 3h et 5h. Ils aboutissent a des taux de désacétylation allant de 66% a
87%.

- (Ramirez et al., 2000) ont réussi a désacétyler la chitine de langoustine a basse température
(30°C), avec un rapport NaOH (50%) / Chitine = 140mL / 10g. Au bout de six jours, ils
obtiennent un chitosane totalement soluble avec un trés haut poids moléculaire, de qualités
comparables a celles d’un chitosane commerciale ( Sigma Chemical Co, St-Louis, Mo) .

I11.6. Applications générales de la chitine et du chitosane :
Comme la chitine est insoluble dans la plupart des solvants, ses applications sont trés

limitées. Le chitosane est un polysaccharide prometteur grace a ses groupements amine libres
contribuant a ses qualités biologiques et chimiques exceptionnelles. 1l faut souligné que les
chitosanes se distinguent entre eux essentiellement sur deux points: la longueur de leurs
chaines moléculaires et leurs degré de désacétylation (D.D). Ces caractéristiques déterminent
la spécificité de chaque produit , conditionnant le domaine de leurs applications.

Dresser une liste exhaustive des applications des chitosanes et leurs dérivés releverait de
I’impossible. En effet, la médecine, I’alimentation, la nutrition, le textile, I’environnement,
la cosmétologie et sans doute bien d’autres secteurs sont concernés par ces substances

aux multiples vertus (Payet et al., 2002).

111.6.1. Domaine médical :

Dans le domaine médical, les utilisations potentielles de la chitine, du chitosane et de
leurs dérivés sont nombreuses. Certaines commencent a trouver des débouchés industriels
(fil de suture, peau artificielle, lentilles de contact ...) tandis que d’autres en sont encore au

stade du laboratoire (effets immunostimulants et antitumoraux, membranes d’hémodialyse...).

111.6.1.1. Traitement du cancer :
La chitine et le chitosane conjugués au 5-fluoro-uracyl exhibent une activité

antitumorale considérable. En effet, conjugués, ils sont beaucoup plus efficaces et diminuent
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les effets secondaires du 5-fluoro-uracyl seul. Le chitosane, soluble, est connu comme étant

un agent anticancéreux (Felse et Panda, 1999).

111.6.1.2. Diminution du cholestérol :
Les chitosanes possédent une activité hypocholestérolémiante significative. En effet,

des études ont montré leur efficacité a réduire le taux de cholestérol dans le sang chez les
femmes et en particulier les plus agées (Bokura et al., 2003).

111.6.1.3. Effet cicatrisant :
Les chitosanes et leurs dérivés sont des agents de cicatrisation de blessures, brilures et

greffes. Ceci, laisse penser que ces produits pourraient étre utilisés sur des plaies & mauvaise
cicatrisation (ulcére) ou a cicatrisation lente.

Le caractére biodégradable du chitosane et ses dérivés les rend tres intéressant pour
des applications chirurgicales, comme des fils de suture dont I’atout est de résorber de fagon
naturelle apres cicatrisation (Seng, 1988).

Leur effet coagulant et hémostatique, et leur qualité de coalescence permettent, entre
autres, leur usage dans la fabrication de pansements, pommades, films et autres produits
(Drohan et al., 2000 ; Okamoto et al., 2002).

111.6.1.4. Lentilles de contact :
La biocompatibilit¢ du chitosane ainsi que ses propriétés physiques permettant

d’obtenir des membranes, sont a I’origine d’applications ophtalmiques. Des lentilles a base de
chitosane ont été testées : elles sont plus compatibles, permettent I’absorption de I’eau et sont
perméables a I’air. Elles peuvent respirer contrairement aux lentilles synthétiques. Ainsi, elles
peuvent étre portées plus longtemps et comme elles sont moins cheres, des modeles jetables

peuvent étre envisagés (Majeti et Kumar, 2000).

111.6.2. Traitement des eaux usées
Dans le secteur de la dépollution des eaux usees, la chitine et le chitosane, grace a leur

pouvoir chélateur, ont montré d’excellentes capacités de fixation des métaux lourds, tels les
transuraniens, issus des rejets polluants du cycle du nucléaire et les substances organiques

issues des industries agroalimentaires ( Falini et al., 2003).

111.6.3. Elimination des teintures :
Des bio adsorbants naturels et abondants tels que la chitine et le chitosane sont, sans

doute, appliqués avec succes pour I’élimination des teintures. En effet, I’élimination des
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teintures acides des effluents de la peinture domestique se fait par adsorption a travers un
mécanisme d’échange d’ions.

Des études ont montré que les particules de chitine sont trés efficaces pour
I’élimination des teintures phénoliques. Elles absorbent 2,45 fois plus de teintures que les sels

minéraux habituellement utilisés (Annadurai et al., 1999).

111.6.4. Autres applications
En agriculture, les chitosanes servent notamment a enrober les graines d’un film

protecteur contre les infections microbiennes et fongiques (Guizzardi et Marta, 1998). lls
jouent également un réle d’accélérateur de la germination et de régulateur du développement
de la plante (Bitteli et al., 2001).

L alimentation est aussi un terrain propice a I’emploi du chitosane et de ses dérives,
notamment pour I’enrobage des fruits, Iéegumes, viandes et autres produits périssables. Ce sont
des agents conservateurs qui assurent une action protectrice contre I’oxydation, I’humidité et
les attaques bactériennes (Johnson, 2002).

Un cas original de ce type d’application réside dans le prolongement de la durée de
stockage de péches, kiwi, fraises, ou les films de chitosane interviennent comme des
préservateurs de saveur, exhausteurs de goQt et agents de texture (Shahidi et al., 1999).

Dans I’industrie cosmétique, les chitosanes, polymeéres naturels, offrent des avantages
incontestables par rapport aux polymeres synthétiques couramment utilisés. Ils permettent de
former sur la peau ou les cheveux des films de meilleure stabilité a I’humidité ambiante, tout
en gardant une meilleure plasticité.

Aussi les chitosanes et leurs dérivés sont employés comme agents hydratants dans les
vernis a ongles et cremes, comme déodorants ou antipelliculaires, ainsi que dans les pates
dentifrices (Felse et Panda, 1999; Roller et Covill, 1999).

Dans le secteur textile, la chitine, le chitosane et leurs dérivés sont des agents de
stabilisation des teintures et de résistance au rétrécissement. Incorpores dans les tissus, ils
exercent un effet antibactérien et, donc, déodorant (Majeti et Kumar, 2000 ; Jeon et Shahidi,
2000).

Un dernier exemple, les fibres de chitine peuvent étres incorporées dans le papier
pour augmenter sa résistance a I’eau, sa force de tension et sa durabilité. Ceci permet de
réutiliser le papier aprés plusieurs recyclages sans effets négatifs sur sa qualité. La chitine est
facilement biodégradable par les bactéries du sol ce qui ne cause aucun danger pour notre

environnement (Allan et al., 1978).

30



IV) Chitosane en tant que bioemballage actif

IV.1.Définition des emballages actifs
L’emballage actif a été développé dans le domaine de I’emballage agro-alimentaire en Europe

depuis quelques années (Vermeiren et al, 1999; De Kruijf et al, 2002).

L'emballage actif est défini comme ( un emballage qui offre plus qu’une simple
protection. Il interagit avec I’aliment et dans certains cas répond a des changements du milieu
environnant ou du produit lui-méme) (Gontard, 2000). Alors que d’apres le reglement du
parlement européen et du Conseil N° 1935/2004 du 27 octobre 2004, les emballages actifs
sont définis comme (Les matériaux et objets actifs sont destinés a prolonger la durée de
conservation ou a maintenir ou & améliorer I’état de denrées alimentaires emballées). lls sont
concus de facon a incorporer délibérément des constituants qui libérent ou absorbent des
substances dans les denrées alimentaires emballées ou dans I’environnement des denrées
alimentaires. En dautres termes, les emballages actifs agissent sur I’aliment et son

environnement (Roussel, 2005)

IV.2.Les films d’emballages anti-microbiens
L’emballage antimicrobien est une forme d’emballage actif qui sert a réduire, inhiber

ou retarder la croissance des microorganismes présents éventuellement dans I’aliment emballé
ou dans le matériau d’emballage lui-méme ( Suppakul et al. 2003). Selon Vermeiren et al.
(1999), les emballages antimicrobiens sont utilises dans le domaine agro-alimentaire pour

emballer la viande, le poisson, le poulet, le fromage, les fruits et [égumes.

1VV.2.1. Activité anti-microbienne du chitosane
Le mécanisme exact de I’action antimicrobienne du chitosane est encore inconnu mais

certains mécanismes ont été proposés. L'activité antibactérienne du chitosane serait due
essentiellement a la charge positive du chitosane qui interagit avec les phospholipides
membranaires chargés négativement (Chen et al., 1996). L'interaction crée une perturbation
au niveau de la membrane avec une diminution des échanges de nutriments entre la bactérie et
le milieu extérieur qui entraine la mort cellulaire (Shahidi et al., 1999). Par ailleurs, Helander
et al. (2001) ont prouvé que la clé de I’activité antimicrobienne du chitosane provient de la

charge positive des groupements amine du carbone C2 (structure polycationique a pH < 6,3).
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1V.2.2. Activité Bactériostatique du chitosane
L’efficacité antibactérienne du chitosane augmente avec l'augmentation de sa masse

molaire, de son degré de désacétylation et de sa concentration employée( Liu et al., 2000). En
ce qui concerne l'influence du pH, I’activité antibactérienne du chitosane est plus efficace a
pH faible. En plus, Sudharsan et al. (1992) ont également rapporté que le chitosane et ses
dérivés n’ont pas d’effet bactéricide a pH 7, di a la présence d’une proportion importante de

groupements amine non chargés et a la faible solubilité du chitosane.

1V.2.3. Activité fongistatique
L’effet antifongique du chitosane sur la croissance in vitro des champignons

pathogénes dans les cerises a été examiné par EI Ghouth et al. (1992). D’aprés cette étude, le
chitosane (avec DA < 7,2%) peut diminuer la croissance radiale de Botrytis cinerea et
Rhizopus stolonifer ou I’effet d’inhibition est plus fort avec la plus grande concentration
employée. En outre, ces auteurs ont confirmé I’efficacité du grand nombre de groupes de

charge positive.

V) Fabrication du film de chitosane par voie humide (casting)
La formation des films a base de chitosane par voie humide se fait par coacervation d'une

solution filmogéne. La coacervation repose sur la séparation du matériau filmogene de la
phase solvant par précipitation ou par changement de phase sous l'effet du traitement
thermique et de Il'évaporation du solvant. La formation du film est le résultat de
l'augmentation de la concentration en polymeére, entrainant I'agrégation des molécules et la
formation d'un réseau physique tridimensionnel. Ce procédé, parfaitement maitrisé et appliqué
en laboratoire, nécessite I'étalement de la solution filmogene en couche mince (casting). Les
solvants utilisés pour le chitosane sont généralement les acides dilués (Caner et al., 1998). Les
propriétés des films de chitosane sont dépendantes des conditions de fabrication : solvant

utilisé, température de séchage, plastifiant, conditionnement (humidité, température).

V.1.Effet de la méthode de séchage
Srinivasa et al (2004) ont comparé les différentes méthodes de préparation des films

de chitosane en utilisant I'étuve conventionnelle (oven drying), I'étuve infra rouge a 80, 90 et
100 °C, et sans I'étuve (a la température ambiante, 27 °C). lls ont rapporté que les propriétés
mécaniques (la contrainte et I'élongation a la rupture) des films du chitosane préparés a la

température ambiante sont plus performantes que celle des films préparés en étuves.
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Cependant, la perméabilité a la vapeur d'eau et a I'oxygeéne des films préparés a la température
ambiante est plus importante que celles des films préparés en étuve (température plus élevée).
En effet, la cristallinité des films de chitosane préparés en étuve est plus élevée que celle des

films préparés a la température ambiante.

V.2.Effet des solvants utilisés
Le chitosane est soluble dans les milieux acides dilués par protonation des

groupements amine. Les acides les plus fréquemment utilisés sont I’acide acétique, I’acide
formique, I’acide lactique, I’acide propionique, I’acide malique.... Caner et al (1998) ont
étudié I’effet des solvants (acide acétique, acide formique, acide lactique et acide
propionique) sur les propriétés mécaniques et barriére du chitosane. Certaines propriétés, sont
présentées dans le Tableau 2 . D’apres ce tableau, nous pouvons noter que I’acide acétique
est le meilleur solvant pour obtenir des films de chitosane avec de bonnes propriétés
mécaniques.

Tableau 2. Effet des acides dilués (1%, v/v) sur les propriétés des films de chitosane

Type d’Acide Elongation a la Contrainte a la
rupture (%) rupture (MPa)
Acide Acétique 32,2 22,7
Acide Formique 27,9 22,1
Acide Lactique 28,4 18,9
Acide Propionique 24,6 8,6

Les films obtenus avec I’acide acétique possédent les propriétés barriére a la vapeur
d’eau et la contrainte a la rupture plus performantes. Ainsi, I’acide acétique est utilisé comme
le solvant du chitosane pour la plupart des études (Kittur et al., 1998; Butler et al., 1996;
Wiles et al., 2000; Despond et al., 2001; Kam et al., 1999).

V.3.Effet du degré de désacétylation et de la masse molaire du chitosane :
Chen et Hwa (1996) ont étudié I’effet des masses molaires du chitosane (240 ; 291 ;

340 ; 410 kg/mol) sur les propriétés mécaniques et barriere des films obtenus.
IIs ont rapporté que :
-plus la masse molaire du chitosane augmente, plus la contrainte a la rupture augmente,

-plus la masse molaire du chitosane augmente, plus la perméabilité a la vapeur d’eau diminue.
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Autrement dit, le chitosane de forte masse molaire posséde les meilleures propriétés
mécaniques et barriére, comparé a celui de faible masse molaire. Ces résultats sont
comparables a I’étude de Sarasam et Madihally (2005) qui ont comparé trois différentes
gammes de masses molaires du chitosane (50-190 kg/mol ; 190-310 kg/mol ; > 310 kg/mol).
Cette étude a montré que la résistance a la traction des films de chitosane augmente avec

I’augmentation de la masse molaire.

Quant au degré de désacétylation du chitosane, Wiles et al (2000) ont étudié I’effet de
trois degrés de désacétylation du chitosane (92 ; 84 ; 73 % DD) sur la perméabilité a la vapeur
d’eau. llIs ont conclu qu’il n’y a pas d’effet significatif sur la perméabilité a la vapeur d’eau. Il
parait que le DD du chitosane affecte beaucoup plus les propriétés antimicrobiennes des films

de chitosane que les propriétés mécaniques et barriére.

V.4 .Effet des plastifiants

V.4.1. Généralités sur les plastifiants
Les plastifiants sont des additifs utilisés pour améliorer la flexibilité ou la plasticité des

polymeres et pour faciliter le processus de la mise en forme d'un polymére (Daniel, 1989).
Certaines théories ont été proposées pour expliquer les mécanismes de I'action des
plastifiants (Verrier, 2005 ; Di Gioia et Guilbert, 1999):

a. La théorie de la lubrification postule que le plastifiant, par insertion entre deux chaines

de polymeres, réduit les interactions intermoléculaires.

b. La théorie de gels postule que la rigidité d'un polymere provient d'une structure

tridimensionnelle. Le plastifiant brise un certain nombre d'interactions intermoléculaires

en masquant les centres de forces attractives et en solvatant les chaines de polymeres.

V.4.2. Plastification du chitosane
La plastification du chitosane n'est pas encore largement étudiée comme celles de

I'amidon ou des protéines. Néanmoins, certains auteurs ont démontré l'efficacité de quelques
plastifiants pour les films de chitosane :

-Des plastifiants hydrophiles : polyéthyleneglycol (PEG) (Alexeev et al, 2000; Zhang
et al, 2002; Kolhe et Kannan, 2003; Caner et al, 1998), glycérol (Butler et al, 1996).

-Des sucres : sorbitol et sucrose (Arvanitoyannis et al, 1997).
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Butler et al (1996) ont rapporté que I'élasticité des films de chitosane plastifié avec le
glycérol diminue aprés 12 semaines de stockage, alors que Caner et al (1998) ont trouvé que
les films de chitosane plastifié avec le PEG sont stables jusqu'a 9 semaines. De ce fait, il est
nécessaire de déterminer les taux de plastifiants et la stabilité pendant l'utilisation ou le

stockage afin de connaitre I'efficacité d'un plastifiant.

V.5.Les Critéres de miscibilité des mélanges de polymeres
Les degrés de compatibilité d'un mélange de deux polymeres se présentent sous trois

différents niveaux (Hallary et Monnerie, 1986) :

- les deux polymeéres sont non-miscibles en toute proportion, et forment deux phases
distinctes dans le mélange quelle que soit la température utilisée,

- les polymeres sont partiellement miscibles,

- les polymeres sont totalement miscibles en toute proportion, et forment une phase unique
dans le mélange.

Il existe quelques critéeres simples pour discuter de la compatibilité ou de
I'incompatibilité des mélanges (Hallary et Monnerie, 1986). L'observation visuelle simple de
l'opacité d'un film peut étre révélatrice de la présence dhétérogénéité. Toutefois, la
transparence du film ne peut pas étre une preuve de compatibilité puisque le phénomeéne de
diffusion du rayonnement visible n'est perceptible que si la taille des domaines est proche de
100 nm et les indices de réfraction des deux polymeres sont trés différents. Ainsi, pour
caractériser un mélange de polyméres, il convient d'utiliser dautres techniques qui permettent

de déterminer le degré de compatibilité.

V.5.1. Observation microscopique des mélanges
La microscopie électronique a balayage (MEB) permet I'observation directe de la

distribution des phases et éventuellement des domaines démixés. Cette technique nécessite un
bon contraste entre les différentes phases du systéme. L'attaque chimique d'une phase du
mélange permet d'améliorer I'observation et donc l'interprétation. Cette technique est trés
utilisée par de nombreux auteurs pour évaluer le degré de compatibilité des mélanges de

polymeres.

V.6.Les mélanges chitosane/polyméres biodégradables
Le film de chitosane, comme la plupart des films a base de polysaccharides, possede une

bonne imperméabilité aux gaz mais une faible barriere a la vapeur d'eau, d0 a la présence de

nombreux groupes pouvant former des liaisons hydrogéne dans sa structure (Olabarrieta et al,
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2001). De plus, le film de chitosane est cassant. Ces deux points faibles du film de chitosane
empéchent ses applications dans le domaine de I'emballage. Il est nécessaire donc d'améliorer
I'nydrophobie et I'¢lasticité du chitosane sans perdre de sa biodégradabilité. Pour cela,
I'association du chitosane avec d'autres polymeéres biodégradables est envisagée. L'objectif de
ces mélanges est soit d'ameliorer la résistance a la vapeur d'eau, soit d'augmenter I'élasticité
du chitosane. Aucun mélange ne peut résoudre a la fois les deux points faibles du chitosane.
Dans le cas des mélanges chitosane/polymeres hydrophobes, on peut améliorer la résistance a
la vapeur d'eau mais pas I'élasticité du chitosane. Tandis que pour les mélanges chitosane/
polymeres hydrophiles, on peut augmenter I'élasticité du chitosane car ces derniers jouent le
role de plastifiants pour le chitosane, comme le PVA et le PEG. Pourtant, ils diminuent la
performance de la barriére a la vapeur d'eau. Dans les mélanges avec d'autres polysaccharides,
le chitosane est employé généralement pour augmenter la performance des polymeéres associés
ou pour conférer les propriétés antimicrobiennes. Dans le cas du mélange chitosane/amidon,

la présence de I'amidon permet de diminuer le prix des films obtenus.
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11.1. MATERIEL
11.1.1. Matieres premiéres :
Chitine commerciale: Obtenu a partir de carapaces de crabes. Fluka. Utilisé pour préparer le
chitosane
Chitosane commercial : Obtenu a partir de carapaces de crabes, produit (SIGMA Aldrich).

Ce chitosane a été utilisé pour synthétiser les films de chitosane.

11.1.2. Réactifs :

Polyéthyléne glycol : Matiére premiére a usage pharmaceutique, fabriquant: Roquette
Pharma. Poids moléculaire : 6000 g/mole.

Glycérol : réactif chimique commercial, Sigma, Poids moléculaire : 92 g/mole.

Tween 80 : réactif chimique commercial, Sigma, Poids moléculaire : 1310 g/mole.
Hydroxyde de sodium : Rréactif chimique commercial, Sigma.

Acide acétique 99% : Réactif chimique commercial, Carlo Erba. (Densit¢ a 25°C:
1.049g/mole)

Plastifiants : Glycerol (Gly), poly(éthyléne glycol) (PEG) et le Tween 80 avec les caractéristiques
reportées dans le TABLEAU

11.1.3. Equipements :

Etuve de sechage : Binder®

Plaque d’agitation magnétique / plaque chauffante.

Spectrophotométre infrarouge FT-IR, Perkin Elmer™ Spectrum 100 series (Intervalle de
lecture : 4000 cm™ & 450 cm™, Résolution : 0.5 cm™).

Semi-microbalance: Mettler Toledo™, Modeéle : XP105 D.Range®, Précision: 0.01 mg.
Microscope électronique a balayage : L'appareillage utilisé est le microscope électronique a
balayage JEOL JSM 6360 LV

Analyseure de traction : 8ZWEICK/ROELL piloté par un logiciel TESTXTERT.

Pied a coulisse digitale : précision de 0,01 mm
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11.2. Méthode Expérimentale

La chitine est le polysaccharide le plus abondant dans la nature apres la cellulose. Elle
représente le constituant principal des exosquelettes des crustacés tels que les crevettes, les
crabes....etc. La séparation ou I’extraction de la chitine a partir des sources variées de
crustacés suit géenéralement les mémes procédés avec quelques variations : élimination des
protéines comme premiére étape et élimination des sels minéraux (le carbonate de calcium est

le sel dominant dans la plupart des cas) comme deuxieme étape.

La chitine peut étre convertie en chitosane par différents procédés: la désacétylation
alcaline homogéne, hétérogéne et la désacétylation enzymatique, ou par d’autre nouvelles

méthodes telle que la methode TMC (Thermo-Mecano-Chemiocal)

Dans ce travail nous avons d’abord procédé a une optimisation de la désacétylation de la
chitine par un traitement alcalin par le procédé de la desacetylation heterogene (en faisant
varier 3 parameétres de réaction : le temps, la température et la concentration de NaOH). Apres
cela, le DD est calculé pour chaque chitosane préparé par spectroscopie infrarouge.et on les

comparent au degré de desacetylation du chitosane comerciale.

Dans la deuxiéme étape, nous procéderons a la préparation de membrane a base de
chitosane pure, ainsi que des membranes de chitosane plastifié. Les plastifiants utilisés sont :
le Polyéthylene Glycol (PEG), le Glycérol et le Tween 80 (ester de saccharose), et cela a
différentes concentrations.

L'élaboration de matériaux a base de chitosane pur et de mélange chitosane/Pastifiants
sous forme de films s'effectue par casting. L'étude bibliographique a montré que la solution
aqueuse de l'acide acétique est le solvant le plus approprié pour solubiliser le chitosane. En
effet, le film de chitosane avec l'acide acétique comme solvant a de bonnes propriétés

mécaniques et barriére a la vapeur d'eau.
Les membranes obtenues a partir du chitosane pur et plastifié ont été caractérisées par

microscopie électronique a balayage (MEB) et les propriétés mécaniques ont été étudiées

pour chaque film obtenu(pure et plastifié).
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11.2.1. Mesure du poids moléculaire :

L’utilisation de la méthode viscosimétrique nous a permis de déterminer le poids
moléculaire moyen de la chitine commerciale, ainsi que celui du chitosane commerciale. Les
mesures ont été réalisées a I’aide d’un viscosimeétre de type Ubbelohde (Technico, ASTM D.
445) de constante k= 0,01cS/s (Figure 6).

Figure 6. Viscosimétre de type Ubbelohde

Le viscosimeétre est constitué principalement par les trois parties tubulaires (1, 2 et 3),
le tube capillaire (7) avec la sphere de mesure (8), la sphere des avant coulants (9) (pour les
viscosimétres selon Ubbelohde) et le vase a niveau (5). Au-dessus et au-dessous de la sphére

de mesure (8), les marques annulaires M; et Mo sont imprimées sur le tube (1). Ces marques

définissent le débit de I'échantillon. Le tube capillaire (7) se termine dans la partie supérieure,
réalisée comme calotte sphérique (6), du vase a niveau (5). Par la surface intérieure de cette
calotte sphérique (6), I'échantillon s'écoule du tube capillaire (7) sous forme d'un film mince.

Pour remplir le viscosimétre, incliner celui-ci d'environ 30° sur la verticale, le réservoir (4)
se trouvant en dessous du capillaire (7) ; introduire ensuite suffisamment de liquide dans le
tube 3 pour amener le niveau jusqu'au trait inférieur lorsque le viscosimétre est redressé. Le
volume du liquide étudié sera toujours le méme. Pour faire monter le liquide dans le
viscosimetre, placer un doigt sur le tube 2 et aspirer a l'aide d'une propipette par le tube 1

jusqu'a ce que le liquide atteigne le centre du réservoir (9). Débrancher alors la propipette puis
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retirer le doigt du tube. Mesurer le temps d'écoulement du liquide entre les reperes M, et Mo,

a I’aide d’un chronomeétre.

Remargue : Le viscosimetre sera lavé a I’eau, puis séché a I’acétone entre chaque mesure.

Nous pouvons ainsi obtenir la viscosité réduite (n,) et la viscosité inhérente (n;) a

partir des relations suivantes :

n
no=7 AVEC...... o, N =1 —
r [C] sp 7
1 n
N =rxLh—
[C] Ns

Ou n représente la viscosité absolue de la solution de polymere (chitine ou chitosane) a la
concentration [C] et ns la viscosité absolue du solvant.

Pour un méme viscosimeétre, la viscosité cinématique (viscosité absolue) s’exprime par la
relation :

n=kt

k : constante de I’appareil et t : temps d’écoulement en seconde)

k peut se calculer a partir de la valeur connue de 1 (eau pure a 20°C ).

Le poids moléculaire moyen des polymeres préparés dans le cadre de ce travail, a été
déterminé a partir de I’équation de Mark-Houwink (Sabnis et Block, 2000) :
[n] = K.(M)*

Ou [n] représente la viscosité intrinseque du polymere, K et a sont des constantes qui
dépendent de la température et du solvant utilise.

Pour la chitine, le solvant utilisé est une solution de diméthylacétamide (Fluka)
contenant du chlorure de lithium (solution a 5%). Les constantes K et a correspondantes sont
respectivement 0,24 cm®/g et 0,69 (Mirzadeh et al., 2002).

Pour le chitosane, le solvant utilisé est un mélange d’acide acétique a 0,2 N et
d’acétate de sodium & 0,3N. Les constantes « K» et «a» relatives a ce solvant sont
respectivement 0,078 cm®/g et 0,76 (Mirzadeh et al., 2002).
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On a préparé cing solutions de concentrations croissantes de chaque polymére. Ces
concentrations sont exprimées en g/100ml de solvant et sont : 0,0223; 0,042; 0,065; 0,081; 0,1
On calcule n; et n; pour chaque solution puis on trace les droite n;= f([C]) et n,= f([C]).

On détermine I’ordonnée a I’origine pour chacune des deux droites tracées, et on calcule la

moyenne des deux valeurs. La moyenne, ainsi obtenue, correspond a la viscosité intrinseque.

11.2.2. Optimisation de la désacétylation de la chitine (préparation du chitosane)

La chitine peut etre convertie en chitosane par différents procedes :
-La desacetylation alcaline homogéne : la chitine subit un traitement alcalin a température
ambiante
-La desacetylation heterogene : la chitine subit un traitement alcalin avec chaufage.
-La desacetylation enzymatique : la chitine est converti en chitosane par I’enzyme de la
chitine déacétylase (CDA ; 3.5.1.41) qui catalyse I’hydrolyse des liaisons N-acétamidede la
chitine

C’est I’étape la plus importante qui consiste a la transformation de la chitine en
chitosane par traitement chimique en milieu fortement alcalin (solution de NaOH (p/v) )
(Miranda et al .,2004). Déja cité en bibliographie, la désacétylation est affectée par un grand
nombre de facteurs. Dans notre étude, tout en maintenant une agitation constante, nous nous

sommes intéresses a I’optimisation des paramétres suivants :
11.2.2.1. Variation de la concentration de soude :
Les valeurs testées sont les suivantes : 15, 30 et 50%. La température est maintenue a

100°C avec un temps de réaction de 120 minutes.

11.2.2.2. Variation du temps de réaction :
Des réactions de desacétylation ont été menées en faisant varier le temps entre 30,

60,120, et 180 minutes pour une température fixe de 100°C et pour une concentration de
soude a 50% .
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11.2.2.3. Variation de la température :
Les valeurs testées sont : 30 ; 60 ; 100 et 130°C pour un temps de réaction fixé a 120

min et une concentration de soude a 50%.

Au terme de la réaction, la solution est filtrée sur un tamis ; le chitosane retenu est lavé
en continu a I’eau distillée afin d’éliminer la soude résiduelle, et ce jusqu’a ce que le pH de

I’eau de lavage atteigne la neutralité. Puis séché a I’étuve a 80°C durant 48 heures

11.2.3. Mesure du degré de désacétylation :

La chitine ainsi que le chitosane ont été caractérisés par la technique de la
spectroscopie infrarouge a Transformée de Fourier (ou FTIR : Fourier Transformed Infra Red
spectroscopy). C’est I’une des techniques les plus utilisées pour I’identification des matériaux,
c’est une méthode de choix pour le suivie de la conversion de la chitine en chitosane . Elle
permet également via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons, d’effectuer
I’analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau (Silverstein et al., 1998). En
mettant en évidence I’apparition ou la disparition de certaines bandes de fagon tres
significative au cours de la synthese du chitosane

L’échantillon a analyser a été préparé comme suit: Nous mélangeons 2 a 3 mg de chitosane ou
de chitine avec 300 mg de KBr et compresse par la suite sous une pression de 10 tonnes. Ceci
permet d’obtenir une pastille préte a étre analyser.

Les mesures ont été réalisées par spectrophotomeétre FTIR (Perkin Elmer Spectrum 100)
d’intervalle de fréquence entre 4000 cm™ et 450cm™.

Le degré de désaceétylation du chitosane et de la chitine a été calculé en utilisant la formule de
Limaetal,. (2003):

DD =97,67 —[26,486x Am“’} ------------- @)

3450

Asgss : absorbance de la bande Amide-1 a 1655 cm™ donnant la mesure des groupements N-
acétyle.

Aasso : absorbance de la bande Hydroxyle a 3450 cm™ indiquant le standard interne pour la
Correction)
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11.2.4. Préparation des membranes de chitosane

L’élaboration de matériaux a base de chitosane sous forme de membrane s’effectue par
plusieurs méthodes, presque identique, proposées par plusieurs chercheur, mais la plus
employée est celle présenté par Mudzzareli. On ce qui hous concerne nous avons suivie celle
de Miranda et al, (2004)

11.2.4.1. Préparation des membranes de chitosane pure :
Le processus de la fabrication des films (casting) est schématisé dans la Figure 7. Une

solution de 2% (w/v) de chitosane est préparée en solubilisant 2g de chitosane en poudre dans
100 ml d’une solution d’acide acétique a 1%(v/v) sous agitation magnétique de 300 (tpm)
pendant 2 heures. Ensuite 21 ml de la solution sont moulés dans des boites de Pétri de 10cm
de diameétre et séchée a température ambiante (25°C) durant 72 heures ; les films formés sont
démoulés puis stockés a 23°C et 50% HR, en humidité relative Miranda et al., (2004).
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!

Evaporation

!

Obtentionde
membranes

Figure 7. Préparation des membranes de chitosane pure et plastifiées (a).

11.2.4.2. Préparation des membranes de chitosane plastifié :

11.2.4.2.a. Plastification du chitosane :
L'objectif de ce travail est de déterminer les taux de plastifiant et la stabilité des

matériaux plastifiés pendant I'utilisation ou pendant le stockage afin de trouver le plastifiant le

plus efficace pour le chitosane
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La plastification du chitosane n'est pas encore largement été etudiée comme celles de
I'amidon ou des protéines. Néanmoins, certains auteurs ont démontré I'efficacité de quelques

plastifiants pour les films de chitosane :

Les plastifiants hydrophiles : polyéthyleneglycol (PEG) (Alexeev et al, 2000; Zhang et
al, 2002; Kolhe et Kannan, 2003; Caner et al, 1998), glycérol (Butler et al, 1996).

Butler et al (1996) ont rapporté que I'élasticité des films de chitosane plastifié avec le
glycérol diminue aprés 12 semaines de stockage, alors que Caner et al (1998) ont trouvé que
les films de chitosane plastifié avec le PEG sont stables jusqu'a 9 semaines. De ce fait, il est
nécessaire de déterminer les taux de plastifiants et la stabilité pendant l'utilisation ou le
stockage afin de connaitre I'efficacité d'un plastifiant.

Les propriétés des plastifiants utilisés pour cette étude sont représentées dans le tableau 3.
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Tableau 3. Propriétés des plastifiants utilisés

Glycérol Poly  Ethyléne | Tween 80 (tensioactif)
Glycol
CeaH124026
Structure OCH CH(OH HO(CH2CH20),, ‘JOCHQCHQ},OH
2 CH,(OCH,CH,) OH y
chimique ) CH,OH 0" “CH(OCHzCH,),0H 9
CH20—(CHzCH,0),.1~ CH2CHz0-C—CH,(CH2)sCH2CH=CH
Sumofw+x+y+2z =20

Masse
molaire 92 6000 1310
(9/mol)
Température
d'ébullition | 290 - > 100
°C)
Teneur en

0.5 - <3
eau (%)
Solubilité . .

Complete Complete Complete
dans l'eau

11.2.4.2.b. Choix des plastifiants

1) Le Polyéthyléne glycol (PEG) :

Un polymére trés répandu soluble dans I’eau , dont la formule chimique est la suivante :

HD\/\{O/\/]/D\,/\DH

C’est un polymere linéaire, neutre, inerte chimiquement, se presentant sous forme de poudre

blanche, ayant une toxicité modéré et un poids moléculaires moyens compris entre 2000 et

20000.

2) Le Glycérol

Le glycerol se présente sous la forme d'un liquide transparent, visqueux, incolore, inodore,

non toxique et au godt sucré.

a7


http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89dulcorant

Le glycérol peut se dissoudre dans les solvants polaires grace a ses 3 groupements
hydroxyles. 1l est miscible dans I'eau et I'éthanol ; et insoluble dans le benzéne, le chloroforme

et le tétrachlorométhane et c’est un plastifiant et lubrifiant utilisé dans la fabrication du papier.

HzC— OH
H'i3—DH
Hz C— OH

Schéma de la Formule développé du Glycérol

3) Le Tween 80 (ester de saccharose) :

C’est une molécule non ionique ne comportant aucune charge net, tres fréquemment
utilisée en chimie et en biologie, le Tween 80 ou ester de saccharose fait partie de la famille
des esters de sucre ; ceux-ci sont constitués d'un groupement osidique hydrophile et d'une
chaine grasse hydrophobe. Les esters de sucre ont plusieurs avantages en tant que
tensioactifs :

e matieres premieres peu codteuses et renouvelables

o biodégradabilité compléte en aérobiose et en anaérobiose

o molécules ne présentant ni toxicité ni caractére irritant

e absence de godt et d'odeur

e molécule non ionique

« large gamme de structures disponibles

o utilisé dans I’enrobage fruits, ils en préservent la fraicheur et prolongent la durée de stockage

11.2.4.2.c. Méthode de plastification :

Les membranes de chitosane plastifié sont préparées en utilisant deux plastifiants hydrophile
(polyéthylene glycol 6000 (PEG), le glycérol (GLY) et un plastifiant a caractére hydrophobe
le Tween 80 a différentes pourcentage 0,1; 0,2; 0,4; 0,6%. L’objectif est d’améliorer les
propriétés mécaniques (I’élasticite) des films de chitosane et de diminuer sa perméabilité a la
vapeur d’eau. Nous avons choisi ces trois substances pour leur utilisation agréée dans
I'industrie agro-alimentaire, leur disponibilité, leurs non toxicité et leur faible codt.
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Le chitosane a été plastifié en utilisant la méthode de Miranda et al (2004). Le processus
de fabrication des films est illustré dans la Figure7(a). La solution de 2 % de chitosane ou de
chitosane/plastifiant a été préparée en ajoutant 2 g de chitosane en poudre + x g de plastifiant,
ou X est la quantité massique de plastifiant, dans 100 ml de I'acide acétique 1%, puis mélangée
a l'aide d'une agitation magnétique jusqu'a l'obtention d'une solution homogene qui va étre,
filtré pour éliminer les impuretés et les bulles d’aire a I’aide, d’un systeme de filtrage équipé
d’une pompe sous vide. Les compositions de chitosane/plastifiant sont 2/0,6 ; 2/0,4; 2/0,2, et
2/0,1 (w/w). Puis, 21 ml de cette solution est moulés dans une boite de Pétri de 10 cm de
diamétre suivi par I'évaporation du solvant a la température ambiante. Les films obtenus sont
stockés dans une enceinte climatique (MINDER, Allmagne) 8 50 + 5 % HR et 23+2 °C.

11.2.5. Méthodes d’évaluation des membranes de chitosane pure et plastifié :

11.2.5.1. Analyse par microscopie électronique a balayage (MEB)
C'est la méthode la plus directe pour observer des domaines démixes, celle qui permet

la mesure précise des dimensions des différentes phases. Cependant, elle n'est efficace que s'il
y a un contraste nécessaire a l'observation et donc a l'interprétation. Son principe ressemble a
celui de la microscopie optique en lumiére directe. Lorsque le faisceau d'électrons est focalisé
sur I'échantillon, une partie des électrons le traverse et le reste est réémis. Le résultat est une
représentation en pseudo tridimensionnel de la surface de I'objet étudié. Cette technique a été
utilisée pour observer la compatibilité chitosane-PEG ; chitosane-GLY ; chitosane-Tween 80
dans les films plastifie et le film de chitosane non plastifié.

-L'appareillage utilisé est le microscope électronique a balayage JEOL JSM 6360 LV.
Les micrographies ont été obtenues en appliquant un voltage de 5 kV avec un grossissement
x 250 en suivant la méthode de Olabarrieta et al. (2001).

11.2.5.2. Epaisseur des films
-L’épaisseur des films a été mesurée a I’aide d’un pied a coulisse digitale en 5 points

différents sur chaque film avec une précision de 0,01 mm.

11.2.5.3. Propriétés mécaniques
La caractérisation mécanique des films a été effectuée en traction sur des rubans

découpés a partir des films de chitosane (Pure et plastifiée). Le ruban a une géométrie utile de
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70 x 10 x 0.06 mm (longueur X largeur X épaisseur), cette épaisseur varie pour chaque film de
chitosane pure ou bien plastifié. Les films sont conditionnés a une humidité relative et une
température : 23°C ; 58% HR pendant 24 heures avant les tests. Ils sont testés a l'aide d'une
machine de traction 8ZWEICK/ROELL piloté par un logiciel TESTXTERT. La vitesse de

traction est fixée a 2 mm/minute. (Miranda et al.,2004)

50



CHAPITRE 111
RESULTATS

&
DISCUSSION



I11) Résultats et discussion
111.1. Caractérisation de la chitine et du chitosane :

I11.1.1. Le poids moléculaire
Le poids moléculaire moyen de la chitine est compris entre 1,03x10° et 2,5x10°

Daltons (Majeti et al., 2000). La chitine commerciale utilisée dans le cadre de notre travail,
présente un poids moléculaire de 740 KDa. La chaine de chitine peut subir une
dépolymérisation durant son extraction qui implique, souvent, un double traitement, 1’un

acide et I’autre alcalin (Kurita , 2001).

Le poids moléculaire du chitosane est compris entre 5x10* et 2x10° Daltons (Chenite et al.,
2001).

Le poids moléculaire du chitosane commerciale utilise pour la fabrication des films de
chitosane, présente un poids moléculaire considerable de 470 KDa.

111.1.2. Le degré de désacétylation
Les spectres infrarouges de la chitine et du chitosane commerciale sont représentés sur

la figure 8.
Ces spectres sont similaires a ceux publiés dans la littérature (Bough et al., 2004 ; Rinaudo.,
2006 ).

Les absorbances aux fréquences théoriques 1655 cm™ et 3450 cm™ sont responsables
de la détermination du degré de désacétylation (Sabnis et Block., 1997). Le rapport
d’absorbance (A 1655/ Assso) donne des meilleurs résultats pour les DD inférieurs a 97% (
Kurita , 2001 ; Lima et Airoldi, 2003).

Les fréquences que nous avons obtenues pour le chitosane commerciale est de
1628cm™ pour la fonction carbonyle représenté par I’amide (1) et 3430 cm™ pour la fonction
hydroxyle ( -OH), ses résultats sont proche des fréquences théoriques. En se basant sur les
valeurs d’absorbance des deux bandes, I’équation (1) nous a permis d’obtenir un degré de
désacétylation du chitosane égale a 81% ., D’une maniere générale , le DD du chitosane varie
de 56 4 99% avec une moyenne de 80%(Fernandez-Kim,2004).
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Pour la chitine commerciale, les fréquences obtenues sont : 1648 cm™ pour la fonction
amide | et 3430 cm™ pour le groupe hydroxyle qui sont aussi proches des valeurs théoriques.
On obtient un degré de désacétylation de (35%) cette valeur est relativement élevé , cela
suggere que la chitine commerciale aurait subit, dans une certaine mesure lors de son
extraction , une désacétylation , ce qui justifierait la valeur du DD obtenu.

0630
062

0,60

A

1063,87

1635,18

2924,12

215,17

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1g00 1600 1400 1200 1000 =00 600 450,0

Figure 8. Spectre Infrarouge de la chitine (en vert) et du chitosane (en rouge)

11.1.3. Optimisation de la désacétylation :
On a calculé le degré de désacétylation Pour les différents chitosanes obtenus apres

traitement de la chitine commerciale en faisant varier les parameétres de réaction et en les
comparants au chitosane commercial. Les résultats obtenus sont représentés dans les

histogrammes suivants.
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Figure 9. Evolution du DD en fonction du temps : T= 100°C, [ NaOH ]=50%

D’apres les résultauts obtenu dans la (figure 9) on constate que le degré de
désacétylation du chitosane préparé a ateind un taux de desacetylation considerable
DD=84,82% , et cela des les premieres 30 min de la réaction et cela pour une temperature de
100°C, au dela de ce temps on observe une stagnation du degré de désacetylation qui varira
trés faiblement cela est sans doute associee a une degradation de la chaine polymerique .

On peu deduire de ces resulats que : 30 min de réaction, 50% de NaOH ont pérmit d’avoire
un degré de desacetylation relativement élevé( DD=84,82) comparable a celui du chitosane

commerciale( DD=81%).

Degré de désacétylation % DD

100 -~
90
80
70
60
50
40
30
20
10

= 15% NaOH

= 30% NaOH
= 50% NaOH

®m Chitosane Commercial

15 % NaOH 30% NaOH 50% NaOH Chitosane
Commercial

Figure 10. Evolution du DD en fonction de la concentration en NaOH,
T=100°C, Temps = 120 min
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Nous avons constaté par contre que la variation de la concentration de soude, joue un
role dominant sur I’influence du taux de désacétylation pour le chitosane préparé
(Figure.10) . On remarque que le degré de désacétylation augmente continuellement avec la
quantité de NaOH qui atteint sa plus grande valeur pour une concentration de soude de
50%, ou le DD =84,82% .

Degré de désacétylation % DD
100 -
90 -
A 7 A
80 - B
70 - o
130°C
60 - R .
A m60°C
50 - — . B
/ ®100°C
40 - _ S
/ ®130°C
30 - - o
/ ® Chitosane Commercial
20 - . B
10 / .
S L g
0 T T T T 1
30°C 60°C 100°C 130°C Chitosane
Commercial

Figure 11. Evolution du DD en fonction de latempérature ;[NaOH]=50%, Temps=120min

Quant a la température, lorsque la quantité de NaOH et le temps sont fixés, son
élévation entraine une augmentation continuelle du taux de désacétylation du chitosane
préparé au détriment du colt de I’opération qui atteint un degré de désacétylation proche
DD=81,61% pour une température de 130°C. Ceci s’explique par le faite qu’une élévation de
la température diminue la viscosité de la solution alcaline et augmente sa réactivité en

intensifiant le mouvement des particules.

On peu deduire de ces resulats que : 30 min de réaction, 50% de NaOH et une
température de 100°C ont pérmit d’avoire un degré de desacetylation relativement élevé (

DD=84,82) comparable a celui du chitosane commerciale( DD=81%). Cela permet au
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chitosane d’etre trés soluble dans la solution d’acide acetique pour la formation des film et

d’avoire I’effet antibacterien car on obtenu un DD élevé.(Wiles et al., 2000)

111.2. Plastification du chitosane :

Les études bibliographiques ont montré qu’il est nécessaire de plastifier le chitosane afin
d’améliorer son élasticité en évitant au film de se casser pendant son application comme
décrit par (Garcia et al 1998). De plus, la nature du plastifiant et sa teneur sont des facteurs
importants dans I’application du chitosane en tant qu’enrobage ou film comestible. Ainsi,
I’objectif de ce travail est de déterminer les taux de plastifiants et leur stabilité afin de trouver

le plastifiant le plus efficace pour le chitosane.

111.2.1. Caractérisation des films :

111.2.1.1. Apparence :
Les solutions de chitosane préparé avec ou sans plastifiant sont transparentes et sans bulles

d’aire
Les films de chitosanes obtenu sont transparent, compacte avec une surface lisse sans
pores ni fissures (figure 12) et ils sont facile a démouler de la boite & pétrie aprés séchage,

semblable aux films de chitosane obtenu par Wong et al .,(1992).

Figure 12.Photographies de films de chitosane

56



111.2.1.2. Epaisseur :

Le tableau 4 montre que I’épaisseur des films de chitosane augmente quant certain
composés sont ajouté, la plus faible étant pour les films de chitosane a 2% et la plus élevé
pour le film de chitosane a 0,6% de Tween 80, on observe que I’épaisseur augmente entre

20% a 70% selon le plastifiant et la concentration utilisée.

Tableau 4. Epaisseurs des films de chitosane pure et plastifiés

Films Epaisseur en mm
2% Chitosan 0,05
2% Chitosan + 0.1% PEG 0,067
2% Chitosan+ 0.2% PEG 0,070
2% Chitosan+ 0.4% PEG 0,070
2% Chitosan + 0.6% PEG 0,075
2% Chitosan + 0.1% Glycerol 0,060
2% Chitosan + 0.2% Glycerol 0,065
2% Chitosan + 0.4% Glycerol 0,075
2% Chitosan + 0.6% Glycerol 0,080
2% Chitosan + 0.1% Tween 80 0,070
2% Chitosan+ 0.2% Tween 80 0,077
2% Chitosan + 0.4%Tween 80 0,080
2% Chitosan + 0.6%Tween 80 0,085

111.2.1.3. Les propriétés mécaniques :

Les propriétés mécaniques des différents films de chitosane (avec et sans ajout de
plastifiants) sont présentées sur le tableau 5.
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Tableau 5 . Propriétés mécaniques des films de chitosane

Films Force de traction | Allongement a la
(N) rupture (%)

2% Chitosane 25,39 5,39

2% Chitosane + 0.1% PEG 19,29 5,24

2% Chitosane + 0.2% PEG 20,92 9,59

2% Chitosane + 0.4% PEG 21,96 8,45

2% Chitosane + 0.6% PEG 22,31 9,25

2% Chitosane + 0.1% Glycerol | 25,69 6,70

2% Chitosane + 0.2% Glycerol | 24,20 10,76

2% Chitosane + 0.4% Glycerol | 26,81 13,65

2% Chitosane + 0.1% Tween 80 | 24,52 5,69

2% Chitosane + 0.2% Tween 80 | 23,67 5,42

2% Chitosane + 0.4% Tween 80 | 21,41 418

2% Chitosane+0,6% Tween80 17,46 1,29

La force a la rupture la plus faible est observee pour les films de chitosane plastifier

avec 0,6% de Tween 80 et la plus élevée pour le glycerol 0,4%.

Cette force de traction des films plastifie avec le Tween 80 diminue avec
I’augmentation de la concentration du plastifiant qui donne des films fragile et cassant
(phénomeéne d’anti plastification) pare rapport au film de chitosane pure. Cela peut étre
expliqué par la nature amphiphile du Tween 80 qui contient une chaine hydrophile (polaire) et
une chaine hydrophobe apolaire. Cette chaine apolaire va diminuer I’élasticité du film (déja

citée dans le chapitre I).

Le glycérol 0,4% montre la plus grande valeur de I’allongement & la rupture est 150 %
plus élevé que celle du chitosane non plastifie.ces résultats concordent avec ceux obtenu par
Miranda et al (2004).

Pour les films plastifiés avec le PEG, on remarque aussi que I’allongement a la rupture est

40% fois plus élevé que celle du témoin.
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Ce qui nous amene a dire que le Glycérol est le plastifiant le plus efficace pour le
chitosane. En effet il a présenté un meilleur résultat que le Tween 80 et le PEG pour
augmenter son élasticité. Cela est probablement d0 & la nature hydrophile du glycérol
(présence de trois fonctions hydroxyle -OH). Certaines théorie on été proposé pour explique

les mécanismes de I’action des plastifiants (Verrier, 2005 ; Di Gioia et Guilbert,1999) :

Théorie de la lubrification : qui postule que le plastifiant par insertion entre deux
chaines de polymeres , réduit les interactions intermoléculaire et par conséquent on peu
deduire que la plastification du chitosane avec le glycerol et le PEG a permit de facilité les
mouvements de la chaine polymérique du chitosane ce qui favorisera I’allongement des film
de chitosane qui atteindront la plus grande valeur pour le Glycérol 0,4%. (Guilbert, Cugq.,
1998 ; Zhongl et al., 2007).

111.2.1.4. Caractérisation des films de chitosane par MEB

Les micrographes des surfaces des films de chitosane pur et plastifie avec le Gly
(0,6%) ; PEG (0,6%) et Tween 80 (0,6%) sont représentés sur la figure 12.

Les films de chitosane pur et plastifié avec le Tween 80 montrent une surface
homogene et réguliére dépourvue de micro pores (distribution uniformes des molécules de
chitosane et de Tween 80) contrairement au chitosane plastifié avec le glycérol et le PEG ou
on observe des petites particules qui sont dispersés dans la matrice cela est peu étre di a une
mauvaise homogénéisation lors de la préparation des solutions de chitosane plastifié. Car ce ci
n’est pas en accord avec les résultats obtenus pour les tests de traction qui montre que c’est le
glycerol et le PEG qui sont les meilleurs plastifiants pour le chitosane. Et donc qu’il devrait y
avoir une bonne complexation. Car le glycerol et le PEG contiennent des fonctions
hydroxyle qui peuvent interagirent avec les les groupements fonctionnelles du chitosane(-OH
et —-NH,) .

La formation d’un mélange homogene entre le chitosane et le Tween 80 est
probablement d0 a I’interaction des groupements fonctionnels de ces deux composés (la
fonction -OH et — NH;) dans le chitosane et la fonction (-OH) pour le Tween 80. Ceci

nous permet de conclure qu’il y’a une bonne complexation entre le chitosane et le Tween 80,
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mais ne nous permet pas de dire que ce dernier est un bon plastifiant pour le

chitosane.(allongement a la rupture le plus faible pour le Tween 80 a 0,6% ; voir les résultats

des tests mécanique cité au préalable ).

Film de chitosane et glycérol

Film de chitosane et PEG Film de chitosane et de Tween 80

Figure 13. Micrographes des membranes de chitosane par MEB
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Annexes :
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. Evolution du DD en fonction de la concentration en NaOH,

T=100°C, Temps = 120 min

61



1 «— Fonction -OH
ax I
|1
034 [ |
oM .
am Ff |
o | |
o ! . .
} | Fonction amide I
% I | 4 /
ooy
A gag I i i
| 1
am [ | [
| Y f |
an | ;_,' ] 2l
| \‘l " { r‘,].u |
oz I f ™ .
s | WY\ [\ N TN
el -.\ L — | Ik"a, J-J\f A f"w'\'d\-'g-. v\/ .
W™ - 4 : h il g
aiz ) _ﬁf “-BQ-_-.:_ | o \'\.-'\_J"'/K Mﬁgwmﬁ.é-}'&‘l-.! i,
— T T - Ay b
i
000 0 ) o) a0 o 1= 1500 1400 130 oo ) @0 Lol

chiére fre SFMe0r 500 1 B0min Bm
e Tre SPLMaOH B0 e 2 001
ohlre e SrsaiH 10ROl

Figure 15.

043
04
044
04
o
0=
0.3
034
032
030
0.z
026
024
0z
L
04
LAl
LA

01z

0,100

Evolution du DD en fonction du temps : T=100°C, [ NaOH ]=50%

/ Fonction -OH

/Foncﬁon amide I

ehitine e SU%NSOH 1 30°C 120 he
ehititen T SURNEOH B 1 X Fas
chtine fne SIrSMNeCH 3G 1 .0mn s

hitines fine SIrEMeOH 1 00°C

4 i 104

Figure 16. Evolution du DD en fonction de la température ;[NaOH]=50%,
Temps=120min

62



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’ objectif général de notre travail était a I’origine de valoriser des sous produits
marins (Carapaces de Crabs), en vue de les utiliser pour la conservation des produits
agroalimentaire.

Le chitosane obtenu par cette voie posséde un degré de désacétylation élevé (84%) ce
qui nous a permit d’obtenir des membranes (films) et de les utiliser en tant qu’emballage
biodégradable.

Ce matériau est bien connu pour ces propriétés filmogene et antimicrobienne, mais il
présente I’inconvénient d ‘étre sensible a I’humidité et cassant, limitant ses applications dans
le domaine de I’emballage.

L’ objectif de notre étude était d’améliorer la résistance a I’eau et I’élasticité des
membranes de chitosane en le plastifiant avec deux plastifiants hydrophile : le Glycérol, le
PEG et un plastifiant a caractére hydrophobe : le Tween 80.

Le Glycérol et le PEG peuvent améliorer la ductilité du chitosane quelque soit la
quantité du plastifiant sauf pour le Tween 80, qui a clairement montré un phénomeéne d’anti
plastification, d’apres les résultats obtenu pour les tests de traction.

Les travaux de cette étude sont loin d’étre terminés et plusieurs aspects doivent étre
approfondis :

-La perméabilité de I’eau pour les films de chitosane pur et plastifiés (application sur
des fruits et legumes frais).

- étudier la complexation entre le chitosane et les différents plastifiants par
spectroscopie Infra rouge, pour démontrer si il y'a présence d’interactions spécifiques.

- étudier I’activité microbienne des chitosane pur et plastifiés qui pourrai étre diminué
ou neutraliser par I’ajout de plastifiant.
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Résumé :

L’objectif général de se travail est de valoriser des sous produits marin (carapaces de crabes),
en vue de les utiliser pour la conservation des produits agro alimentaire.

Nous avons préparé le chitosane et les conditions optimales relative a la désacétylation de la
chitine sont : 100 ml de NaOH a 50% pour 1g de chitine pendant 30 min entre 100°C-130°C.

Nous avons par la suite fabriqué des membranes a base de chitosane pur et plastifié avec le
Glycérol, le Polyéthylene glycol et le Tweene80 a différentes concentrations.

Des tests de traction ont été évalué pour ces films, d’apres les résultats obtenus on remarque
que le polyéthylene glycol et le glycérol ont considérablement amélioré la ductilité des films
de chitosane quelque soit la quantité du plastifiant sauf pout le Tween 80 qui a clairement
montré un phénomene d’anti plastification.

Les résultats obtenus par le MEB montrent qu’il y’a une bonne complexation entre le
chitosane et le tween 80 mais pas avec le chitosane/glycérol et le chitosane/PEG.

Mots clés :chitine , chitosane ,films de chitosane ,épaisseur, propriétés mécanique

Abstract :

The purpose of this study is to valorise the fish solid waste (crab’s shells) in order to use them
as packaging for food processing industry.

The conversion of chitin to chitosane was performed with 50% NaOH for 30 min with a solid
to solvant ratio of 1g : 100 ml. Then, we prepare the chitosane films, based on pur chitosan
and plasticised chitosane with different concentrations of Polyethylen Glyco, Glycerol and
Twenn 80. The traction tests were evaluated for the films. The results shows that the
chitosane films with Polyethylen Glyco and Glycerol have an best elongation even the
concentration of the plasticizer, while the chitosane films with Tween 80 shows the lowest
percentage of elongation.

The results obtained by MEB shows a good complexation with chitosane and tween 80, but
not with chitosane and Glycerol, neither for chitosane and polyethylen glycol.

Key words chitine,:chitosane, chitosan films,thickness,mechanical properties.
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