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Introduction générale et objectifs

Les emballages font partie de notre quotidien, en effet, en Flarcsmsommation
d’emballages par habitant était estimée a 200 kg par a0@h (ADEME). Ils sont présents
dans plusieurs domaines en raison de leurs multiples fonctions. Seloadidve 94/62/CE
du 20 décembre 1994, un objet peut étre qualifié d’emballage s'il rehagplifonctions
suivantes : contenir et protéger un produit tout au long de son cycle.deesiemballages
sont constitués de différents types de matériaux (le veroarien, le bois, le plastique et le

métal)(figure 1)

Figure 1 : Différents types d’emballages (Sessi, 2006).

Ces derniéres décennies, la production d’emballages a connu unen@igmeapide
dans le monde occident@arnio et al ., 200§. Le marché mondial des emballages est estimé
a 560 milliards US$ (433 milliards €) en 20@h France, I'emballage est le premier domaine

qui utilise le plastique, environ 38 % de la consommation frangaise anriiggite 2).
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Figure 2: Quantité d’emballage mise sur les marchés francgais en 2002, 2Q096telon
TADEME (Agence de I'Environnement et de la Maitrise de I'Energie).

Les matériaux polyméres nommés aussi plastiqgues sont tlieésutians plusieurs
domaines d'application en raison de leurs propriétés mécaniques. Emchey
'augmentation considérable de ['utilisation d’emballages plastigieggine synthétique et
leur exploitation intensive pour des usages courants a pour conséqueccentilation de
déchets non biodégradables dans I'environnement. Ceci a causé un encomltesne
décharges, une pollution des sols et des milieux marins. Plusieuisrsoluit alors été mises
en place pour réduire leur impact sur I'environnement. Par exeihplegté donné une
nouvelle vie a ces polymeéres par recyclage pour la fabricatiamodeeaux matériaux ou
encore en valorisant le produit par incinération afin de produire degién&igure 3)
Cependant, la premiere méthode se heurte aux difficultés dedii retttoyage des matieres
rejetées. La valorisation énergétique par incinération se coafquaint a elle a la nécessité
du retraitement des fumées, en particulier pour les plastiquesaohtides halogenes ou du

soufre et a la réduction des émissions de dioxyde de carbondeissiatieres carbonées

fossiles.
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Mise en Réduction a la source : Incinération sans
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Figure 3. Réduction de lI'impact des emballages plastiques sur I'environndb?Neii3d29 a
13432 sont des numéros correspondant a ceux des normes européennes (Ehgntdacer
réutilisation et la valorisation des déchets d'emballages plasyidues chiffres sont ceux des
statistigues de 'ADEME (Agence de I'Environnement et de latridaide I'Energie) pour
'année 2006.

De nombreux travaux de recherche tendent a développer une alteviatine la
minimisation des quantités de matiéres plastigues non dégradabts ubstituant par des
polymeres biodégradablesutilisation des biopolyméres a base de ressources renouvelables
doit viser l'obtention non seulement d'un produit biodégradable maisdausgplastique a
faible colt. Plusieurs normes ont fixé des méthodes pour évalueodéagbadabilité des
matériaux plastiques avant leur mise sur le marché. En revalesh@erformances des
emballages a base de biopolyméres restent tres infériecetie des emballages synthétiques

notamment au niveau de leurs propriétés mécaniques et barriere aux gaz.

Objectif de ce travail

L’utilisation de 'amidon dans le domaine de la plasturgierana un grand essor ces
derniéres années dans I'objectif de substituer les polymeresginks synthétiques.
Cependant, I'obtention de I'amidon nécessite le passage par plusapes damidonnerie
consommant beaucoup d’énergie et d’eau donnant naissance a une prateiere plus
chére (300-500 euros/tonne). Pour pallier cela, le projet « EMABIO bdHage Alimentaire

Actifs et Biodégradable) labellisé par le péle de compétitidgda plasturgie Plastipolis a
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choisi de développer un matériau d’emballage biodégradable a basendede mais (105
euros/tonne) peu ou pas transformée. Il serait ainsi possible de gardpssmatériaux a bas
co(t pour venir concurrencer les matériaux déja commercialibdsead’amidon purifié, au
colt nettement plus élevé que celui d’'une farine brute (selon la littératunénéada mais est
composeée d’environ 80 % d’amidon, 11 % de protéines (la zéinepstéine majoritaire de
'endosperme de mais) et de 9 % de cellu(@sgoset al, 1982).

Le projet EMABIO a eu pour objectifs principaux :

v' d’obtenir des matériaux biodégradables a base de farine deeniganéliorer leurs
propriétés mécaniques en jouant sur le couple formulation/procédé.

v' de comparer les méthodes normalisées d’évaluation de la biodégtadedibbie ou
anaérobie avec des tests de dégradabilité par des enzymiedytiauies pour des
matériaux a base d’amidon.

Ce projet collaboratif a associé un ensemble de partenaires ieldugbur répondre a ces
objectifs igure 4):
= La sociétéCérégrain qui a fourni la matiere premiére. Elle commercialise des

produits transformés a base de céréales.

= Les entrepriseLlextral, MPR Polymeres, ROVIP et Plastigue RG qui sont
respectivement une entreprise spécialisée dans le domainetdssi@x en particulier
des produits céréaliers, une société spécialisée de compoundegsfleundage est
un procedé permettant le mélange par fusion de matieres plastigiedodifs) et des
entreprises de la plasturgie spécialistes de I'injection soses d’innover pour

diversifier leur production.

Pour compléter ce partenariat industriel, des partenaires fiqiesdi et techniques ont été

associés a ce projet :
= Le Pole Européen de Plasturgie (PEP) qui est un centre techinignenant a tous
les stades (formulation, extrusion et injection), de la phasectierohe, en passant

par I'étape de validation, jusqu’au produit fini.

= L’'Unité Mixte de Recherche INRA-Université de Reims Champadwdennes
Fractionnement des Agro-Ressources et Emballage (UMR FARE) jgolur mission
la production de granulés ciblés pour le thermoformage et I'optimisation du procéede.
» Le Laboratoire de Recherche en Génie Industriel Alimentaire (LRR@2A Université
Claude Bernard Lyon 1 qui a pour objectifs I'évaluation de la biodégjtaéades

matériaux développés en fonction du couple formulation-procédé d’élaboration e
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I'élaboration de matériaux antimicrobiens. Pour I'évaluation dedddgradabilité, le
LRGIA a fait appel au LGCIE qui est spécialisé dans le doendée I'évaluation de la

biodégradabilité et de I'impact environnemental des déchets industriels.

Farine de mais (Cérégrain) et plastifiant

Formulation Compoundage
PEP et INRA = W Clextral, PEP et MPR Polyméres
2 Granulés;

' Eg,__ Injection Thermoformage
X =" "Rovip, Plastiques RG et PEP INRA

4

Evaluation de la biodégradabilité et de 'activité an  timicrobienne
LGCIE et LRGIA

Figure 4 : Schéma représentant les différents partenaires impliqués dans le prajBt@&let
leurs missions.

Dans le cadre de ce projet, deux théses ont été préparées :

- Une these réalisée au sein de 'TUMR-FARE a Reims a partes matériaux a base
de biopolyméres du mais : interactions amidon-eau-plastifiant et fibrelsigjues

- Une seconde réalisée au LRGIA a constitué le cadre daved! de these. Elle a eu
pour objectifs de comprendre dans un premier temps comment le couple formulatial&procé
influence les propriétés physico-chimiques des matériaux adeafsegine de mais et dans un
second temps d’étudier les différents parametres jouant un roldadaunsceptibilité de la
farine de mais a I'hydrolyse enzymatique en fonction du taux steud&uration, du taux de
plastifiant et de la taille des particules. Finalement,itiestion de la biodégradabilité des
matériaux a été évaluée en utilisant differentes méthodes m#asal Ces tests normalisés

ont permis d’évaluer la biodégradabilité aérobie en milieu liquideaotide (compost) et la
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biodégradabilité par voie anaérobie en milieu liquide afin d’essiyeomprendre comment
le couple formulation-procédé influence la cinétigue de la biodégoaddé ces matériaux.
La réalisation de la plupart de ces tests nécessite desdanggies (plusieurs semaines a
plusieurs moais). Il est donc intéressant d’évaluer leur caoglatvec les cinétiques
d’hydrolyse par des enzymes dégradant de facon spécifique ihesp@ux biopolymeéres
constituant et structurant ces matériaux (I'amidon, la cellidb$es protéines de la farine de
mais).

Les aspects concernant I'élaboration de matériaux antimiaobidase de farine de
mais étant moins aboutis, ils seront simplement évoqués au nivéapatée consacrée aux
perspectives de ces travaux de thése. En cohérence avec celahubljographie tres
abondante sur le sujet des emballages antimicrobiens n’est dopepastée au niveau de la
synthese bibliographique qui est donc centrée sur les matériaugtaiddiéles et leurs
propriétés physico-chimiques en focalisant sur les matériaux naortede I'amidon, le
composant majeur de la farine de mais.

Ce manuscrit est structuré en quatre chapitres :

Le premier chapitre sera consacré a I'étude bibliographique sur les différents
biopolymeres utilisées pour la synthese d’emballages biodégragaltdess propriétés. Etant
donné que les matériaux a base de farine de mais élaboré® dausd de ce travail sont
essentiellement composés d’amidon, une grande partie sera dés&éeamposition, sa
structure, ses propriétés et sa mise en ceuvre.

Le deuxiéme chapitreprésentera les différents matériels et méthodes emplopés da
cette étude.

Le troisieme chapitre s'intéressera a I'étude des propriétés physico-chimiques, la
susceptibilité de I'amidon a I'hydrolyse enzymatique et la bicatégilité des matériaux a
base de farine de malkyva étre divisé en trois parties

= lLa partie | concernera la compréhension de [l'effet du couple
formulation/procédé sur les caractéristiques physico-chimiquemdgsiaux a base de
farine de mais et de glycérol.

= La partie Il présentera les différents facteurs influencant I'hydrolyse
enzymatique des matériaux a base de farine de mais. L'effettraiiement
thermomécanique et de l'aire spécifigue des matériaux sunétique d’hydrolyse de
I'amidon par des enzymes amylolytiques sera notamment mis éenéei Un cocktalil
d’enzymes spécifiques de I'amidon et des protéines a été emptay comprendre la

relation entre la déstructuration-structuration (provoquée par riterhent
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thermomeécanique) de la farine de mais et la sensibilité@oedon de la farine de mais a
I’hydrolyse par des enzymes amylolytiques.

= La partie Ill sera consacrée a I'évaluationldebiodégradabilité des matériaux
a base de farine de mais par des tests normalisés. Un ofbgectfte partie est d’étudier
la relation entre la cinétique de biodégradation en milieu aérapied ou solide et
anaérobie et les conditions d’élaboration (couple formulation-procédé) de téemma

Les matériaux a base de farine de mais ne manqueront pagsgmter certaines
faiblesses des matériaux a base d’amidon pur : (i) un cardotément hygroscopique, (ii)
des performances mécaniques limitées, (iii) et une évolutiamoans de la conservation des
matériaux qui peut étre reliée pour partie a la rétrogradatidiamélon. L’élaboration des
matériaux constitués de mélange de la farine de mais et destgolgera une voie possible
pour améliorer les propriétés meécaniques, réduire le caractgreshopique et ralentir le
phénomene de vieillissement.

Le quatrieme chapitre s’intéressera a I'étude des propriétés physico-chimiques des
mélanges farine de mais-glycérol-polybutylene succinate (PB&)netion du taux de PBS
ajouté dans la formulation. Des hydrolyses enzymatiques de césamatpar des enzymes
amylolytiques et une lipase ont été menées dans le but de compeeralatgion entre le taux
de PBS et par conséquence la morphologie et la cristallinitéB&ushr la sensibilité de
'amidon a I'hydrolyse enzymatique. En parallele, la cinétiqguebidelégradation de ces
matériaux sera évaluée par des tests normalisés dans diffaméiatix liquide ou solide par
voie aérobie ou anaérobie afin d'évaluer la corrélation entre Ug the PBS et la

biodégradabilité de ces matériaux.



Chapitre I. Synthese bibliographique

Chapitre |I. Synthése bibliographique

l. Introduction

A TI'heure actuelle, les matieres plastiques sont utilisées qdusieurs secteurs
(rautomobile, I'emballage, le batiment, la cosmétique, le biomédical, larattae...)(tableau
1). L'amélioration de la qualité des matériaux plastiques estjeh gui occupe actuellement
un grand nombre de chercheurs et de plasturgistes. C'est danspt&ftie que s’inscrivent
les différentes recherches pour obtenir de nouveaux matériaux pamferet mieux adaptés
aux besoins et aux exigences de la société tout en présamamonnement. Ces recherches
ont permis le développement de matieres plastiques a base de pslybdégradables

pouvant remplacer des matériaux a base de pétrole non biodégradables.

Tableau 1: Les principaux secteurs d’utilisation des matériaux plastiques/u@R de
l'industrie francaise de I'emballage, 2008)

Secteurs Part du tonnage francais des matériaux
plastiques employés par secteur
Emballage 25%
Batiment 21%
Industrie électronique et électrique 15%
Divers 11%
Colles, peintures, vernis 10%
Industrie automobile 7%
Ameublement 5%
Agriculture 4%
Articles ménagers 3%

ll. Les polymeres biodégradables
Il existe plusieurs types de polymeres revendiquant la promlétéiodégradabilité
gue I'on peut classer selon leurs originegufe 9:

» Les polymeres synthétiques d’origine fossile issus de la pétrochimie ;
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» Les polymeres d’origine naturelle, issus des agro-ressourcesnthétsses par des
microorganismes ;

» Les polyméres composites (mélange de polyméres différents).

Cellulose N
— Polysaccharides ~|: o s bI&
Amidon (malis, blé...) @
Issus d'agro- 5
ressourceqextraits . . - e S
de la bioS(masse) Lipides Triglycérides réticulés > %
o
o
. N ()]
" — Animales (collagéne ...) <
@ — Protéines {
o)
§ Végétales (zéine ...)
> _/
R)
e
2 L
< Polyhydroxybutyrate (PHB)
8 micr(l)sosrl;;?clr?iimes | | Polyhydroxyalcanoates | |  poly(hydroxybutyrate-co-
o | PHA
; (fermentation) ( ) hydroxyvalerate) (PHBV)
g d
Issus des Polyacides - ’g
biotechnologies | | (PLA) (dérivés des acides | Polyacides >
(monomeéres issus lactiques) (PLA) S.
de la biomasse) .5_3
N Poly-€-caprolactones
Issus de synthese (PCL)
| | (monoméresissus| | polybutyléne succinate || Polyesteramides (PEA)
de ressources (PBS)
fossiles) j

Figure 5. Classification des polymeres biodégradabbess(ous, 2001

[I.1. Polymeres synthétiques d’origine fossile issus de pgétrochimie

Les premiers développements de ces matériaux datent du débutndes 0. Il
s'agissait de développer des matériaux polyméres combinant less bpropiétés des
matériaux polymeres conventionnels (ex : PVC, PET..)) et la préfi&tre dégradés par les
microorganismes. Parmi une large gamme de ces produits, on B@Llqui est tres utilisé

dans la littérature et le PBS qui va étre utilisé dans cette étude.
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Il.1.1. Le poly(&-caprolactone) PCL

Le Polyg-caprolactone) est obtenu par polymérisation&édwaprolactone extrait a
partir du pétrole. Ce polymére linéaire posséde une propriété caoufcieoatiempérature
ambiante et sa température de transition vitreuse est d’envirofC-6lle PCL est semi-
cristallin, relativement hydrophobe et sa température derfusst de l'ordre de 65 °C
(Avérous, 2004; Bastiokt al,, 1998)

[1.1.2. Les polyesters aliphatiques : exemple du poly(butylene succinai@®BS)

Le PBS(figure 6)appartient a la famille des polyesters aliphatiques, il eshalypar
polycondensation du 1,4-butanediol avec le diméthyle succjmateguchiet al, 2002) La
synthese du PBS se fait en deux étapes : une esterificatioa duine polycondensation. Le
polybutylene succinate est un polymere cristallin de couleur blagicBa température de
fusion est comprise entre 90 et 120 °C. Sa température de transition vitreuse varia €-10
°C et sa masse moléculaire est d’environ 53000 Da. Il est printipatecommercialisé sous

le nom de Bionoll® par la société Showa High Polymer au Jaf@orérous, 2004)

0

frtd

o

Figure 6 : Formule chimique du PB&hahet al, 2008).

L’acide succinique(figure 7) nommé aussi acide butanedioique, est un dérivé du
pétrole utilisé pour la synthése du PBS et du PBSA (Polybutyfreinate Adipate).
Récemment, plusieurs industriels (DSM et Roquette Freregnséngeressés a la production
de cet acide en utilisant des matiéres premiéres renouwelablible colt. L'acide
succinique bio-sourcé peut ainsi étre obtenu par fermentation de lssb®(ganne, betterave

a sucre, mais, blé....).

0

y OJ\/\H/OH

O
Figure 7 : Formule de I'acide succinique

10
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Le 1,4 butanediol est constitué d’'une chaine de butane portant deux geatgpem
hydroxyle a chaque extrémitiigure 8) Il est obtenu par hydrogénation du but-2-yne-1,4 diol
ou par hydrogénation en phase vapeur des esters et des anhydaesddesmaléique et

succinique.

OH
HO™ >N

Figure 8 Formule du 1,4 butanediol.

Des travaux ont montré que la biodégradabilité du PBS est infleiepaé la
proportion d’'unités butylene succinate. Pour une concentration élevée emésytEinate,
les microorganismes dégradent difficilement le PBBn(et al; 2001, Zhacet al., 2005. En
revanche, une meilleure dégradation a été observée dans un environignuena pH 10,6
sans microorganismeélin et al.,200J). Une autre étude a montré qu’un taux de dégradation
de 30% est atteint apres 30 jours d’enfouissement du PBS dans du c@ripesal., 2009.
D’apres les résultats obtenus gaoi et al (1992) le PBS est facilement dégradable par
hydrolyse enzymatique par des poly-(hydroxybutyrate) dépolyméeageam des lipases qui
sont capables de rompre les liaisons esters en libérant le @xlgdtyl succinate, des traces

de l'acide succinique et du 1-4 butane diol.

[I.2. Polymeres d’origine naturelle
Les polyméres naturels appelés aussi biopolymeres sont issusardes,p des
microorganismes et des animaux. Selon 'ADEME (Agence deviiBnnement et de la

Maitrise de 'Energie), ils peuvent étre classés en deux grandekefamil

[1.2.1. Les biopolymeres synthétisés par des microorganismes

Plusieurs polyesters aliphatiques ayant des propriétés compasaiXeplastiques
conventionnels ont été développés ces derniéres années. Ces polgorgresbtenus
principalement par fermentation bactérienne. Il s’agit d’unehggek« in situ »de polymeres
qui s'accumulent dans le cytoplasme de certaines bactérses @n culture. Les matiéres
premieres fermentescibles sont principalement les sucré&sretidn. Parmi ces polymeres,
les plus connus sont le PHB (PolyHydroxyButyrate), le PHV (Pdlyblyy\Valérate), et le
PHBYV (3-PolyHydroxyButyrate 3-HydroxyValérate)dkiwaet al, 2009.

11
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[1.2.2. Les biopolymeres issus des agroressources

Les agro-polymeres sont issus principalement des plantes. &uttle fde polyméres
regroupe la lignine, les protéines et les polysaccharides. A adeiskeurs propriétés
hydrophiles, ils ne peuvent pas étre utilisés seuls et sont soméangés avec d’autres

polyméres plus hydrophobes.

a.Lalignine :

La lignine est un polymére aromatique amorphe. Sa structure dépdmdesdsource
botanique. Elle est souvent associée avec la cellulose donnant reiasangolymere
composite dont la matrice est composée de lignine renforcéelesdibres de cellulose
(Avérous, 2001

b. Les protéines :

Au début du XX™siécle, les protéines d'origine végétale ou anintalel¢au  sont
devenues tres intéressantes en tant que matiéres prepuerda fabrication des films ou des
matériaux plastiquesGuilbert et Biquet, 1986 La mise en ceuvre des matériaux a base de
protéines repose sur la formation d’'un réseau macromoléculairenwcoites études ont
montré que les protéines de masse moléculaire élevée présggrepropriétés filmogenes
intéressantes. Cependant, les protéines globulaires doivent étredéplant la formation
d’un réseauGuilbert et Graille, 1994

Avoir un matériau a base de protéines nécessite I'ajout d’unfiallastentrainant
généralement une diminution de sa résistance, de sa rigidiééses propriétés barriéres. Les
propriétés mécaniques de ce type de matériau dépendent esseatielie la distribution et
de I'intensité des interactions intra-, et inter-protéiques d'anegb d’autre part avec d’autres
constituants comme les lipides qui jouent un réle dans la stabilitééskau protéique
(Farnumet al, 197§.

12
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Tableau 2: Les différents types de protéines utilisées pour la fabrication de bioegasalla

Protéines Poids moléculaire (kDa) Références
Gluten de blé 30-80 Sosulski et Imafidon (1990
Zéine de mais 21-25 Sosulski et Imafidon (1990

Protéines de soja 185 Blodwell et Hopkins (1985)
Protéines d’arachide 330 Blodwell et Hopkins (1985)
Protéines de coton 10-25 Defromont (1985)

Kératine 10 Fraseret al. (1972)

Collagéne 300 Veis (1964)

Caséines 19-25 Sosulski et Imafidon (1990

Protéines de lactosérum 18 Braunitzeret al (1972)
Gélatine (type A) 3-200 Rose (1987)

c. Les polysaccharides :

Ce groupe de biopolyméres est représenté principalement patdiaet la cellulose

qui sont des polymeres composés d’'un enchainement de molécules de glucose.

- La cellulose La cellulose est un long polymeére linéaire constitué de redielis-
glucose dans lequel les molécules de glucose sont liées eldse par des liaisons
glucosidiques-(1-4) (Figure 9. Le degré de polymérisation varie de quelques centaines a
guelques milliers selon l'origine botanique de la plante. Les chaleesellulose sont
associées par des liaisons hydrogenes et des forces de vaaalerWorment des structures
solides ordonnée®(ier, 1985)La partie amorphe est d’environ 15% de la microstructure de
la cellulose alors que la fraction cristalline est variagelen I'origine de la celluloséélley,
1986.
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Figure 9 : La structure de la ceIIquse

L’amidon : L’amidon constitue I'’élément majeur des glucides du grain ds (@aFr
73%) Watson, 1991 Il est composé de deux macromolécules nommées amylopectine et
amylose. La composition de 'amidon varie considérablement selogitierbotanique de la
plante(Avérous, 2003 Généralement, 'amidon de mais contient 25-30% d’amylose et 70-
80% d’amylopectine. Ce dernier a une structure ramifiée casraimt a 'amylose qui se
présente sous une forme linéaire.

L’amylopectine est un polymére composé de molécules de gluéesedno (1-4)
avec des ramifications assurées grace a des liais¢hs) (5-6%) toutes les 20 unités de

glucose Gasparet al, 2005 (figure 10. La masse moléculaire de I'amylopectine est de

lordre de 16 a 10‘3g.morl (Bello-Pérezet al, 1999. Généralement, il y a deux types de
chaines dans I'amylopectine : des chaines courtes (de degré derfsatiore(DP) d’environ
15) et des chaines plus longues (DP d’environ 45). Contrairementydd&e, 'amylopectine

est insoluble dans I'eau bouillanteHandreet al.,1998.
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Figure 10 : Structure de 'amylopectine.

L’amylose est un polymere cristallin composé d'un enchainemegtile de

molécules de glucose (600 a 1000 molécules) liées @r4) figure 11. Il a une masse

molaire moyenne de ?a 1C§g.moflet un DP compris entre 300 et 5@Lprttiet al.,1998.
Les unités glycosidiques sont organisées selon une forme hélicaiadesix unités par tour
d’hélice. Grace a cette structure, 'amylose est capablerdef un complexe avec différents
composés comme les lipides, les alcools et I'iode. La quantitéyiiaendans I'amidon peut
étre déterminée en se basant sur la formation du complexe anupdles Hayashiet al.
1981). Dans le complexe amylose-lipide, 'amylose forme deuwia tours d’hélice entourés

de la partie non polaire des lipideé$afyashiet al. 1987).

Figure 11 : Structure de 'amylose
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La taille des grains d’amidon varie selon l'origine botanidigue 12. Selon les
images obtenues par microscopie électronique a balayage, lad&sllgrains d’amidon est
comprise entre 0,5 et 175 pverous, 2004 Pour 'amidon de mais, la taille varie de 1 a 7
pim pour les petites particules et de 15 a 20 um pour les gréiggee 13 (Sandhuet al.,
2009.

Figure 12 : Observations par microscopie €lectronique de grains d’amidon provenant de
différentes sources : riz (a), blé (b), pomme de terre (c) et maSidhet al, 2003.
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Figure 13 : Distribution de la taille des particules d’amidon de m&m@huet al.,2004).

La microscopie électronique a balayage a également mis éanéei I'existence de
pores au niveau de la surface des granules d’amidon de maiwgte, de blé, de seigle et
d’'orge Fannonet al.,1992. La taille de ces pores est comprise entre 0,1 et 1Hetbdrtet
al., 1996. Fannoret al (1993 ont montré que les pores sont ouverts sur des canaux de forme
serpentine ayant un diametre allant de 0,07 a 0,1 um. Ces canauk leetavité interne (8
nm de diameétre) a I'environnement extériedulferet al., 1997. Cette cavité interne a été
détectée par microscope optique et électronique au niveau de l'ad@doais et de sorgho
(Hall et al.,1970.

Concernant la forme physique, a I'état natif, 'amidon est ®eistallin et présente
généralement un degré de cristallinité compris entre 20%t Hizukuri et al, 199§. Des
observations au microscope électronique ont montré que I'amidon esitugode couches
concentriques dans les régions amorphes et semi-cristallin@sylbf@ectine est située dans
la région cristalline flgure 14 alors que ses ramifications sont dans la partie amorphe de
'amidon. En revanche, la plupart de 'amylose est localisée dartne amorphelénkinset
al., 1995. L'analyse aux rayons X a montré que dans le grain d’amidonoriglexe
amylose-lipide n’est pas cristallin mais il apparait miesdonné que les ramifications de
I'amylopectine Morganet al.,1995. L’état cristallin de I'amidon dépend de sa teneur en eau

et du traitement thermique qu’il subi@ggiacet al, 2003.
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Figure 14: Différents niveaux d’organisation au sein d’un grain d’amidamkins et
Donald, 1995).

Le chauffage d’'une suspension d’amidon a des températures entr@b8etonduit
a une gélatinisation de I'amidon qui est due a une pénétration delbeaudes graindigure
15) (Ahromit et al., 2007 . Ce phénoméne de gélatinisation se traduit par un gonflement des
grains d’amidon, une augmentation de la viscosité et une diminution d& adlegristallinité
(Arambulaet al, 1999. Une fois que le gonflement atteint son maximum, la rupture des
grains commence ce qui engendre une diminution de la viscBsitii£ziet al.,2007). Pour
des températures allant de 80 a 200 °C, le degré de polymérisati@mdion diminue
progressivement. Les changements des propriétés de I'amidon dugglatiaisation ont
notamment été déterminés par des observations micro- et mapiqesss, la calorimétrie

différentielle a balayage (DSC) et la diffraction des rayonswérhbulaet al.,1998.
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Figure 15 : Phénomeénes intervenant au cours de la gélatinisation de I'amidon

L’ensemble des changements qui surviennent dans l'amidon gélanssédu
refroidissement s’appelle rétrogradation. Celle-ci est gralement due a une réassociation
des macromolécule$idure 16. La rétrogradation est accompagnée par une augmentation du
degré de cristallinité, une formation d’'un gel ferme et un ratggl’eau (appelé synérese)
(Hoover et al.,, 1995, 201D Pour l'amylopectine, la rétrogradation implique une
recristallisation completement réversible. En revanche, lasteltisation de I'amylose est
partiellement irréversiblé/Nu Yue, 2009.

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour évaluer le diegétrogradation des
matériaux a base d’amidoKdrim et al, 2000Q. La DSC, la turbidimétrie, la diffraction des
rayons-X, la résonance magnétique nucléaire (RMN) et laostdopie €électronique a
balayage (MEB) permettent de mettre en évidence les chantgesuevenus dans la structure
de I'amidon suite aux traitements thermomécaniqlesif et al., 2000. Par exemple la
DSC a permis davoir des informations sur la cristallisation I'dmylopectine et le
changement de la mobilité de I'eau durant la rétrogradatidamelon. Il a été montré aussi
gue la rétrogradation de I'amylopectine est liée a la dissthon des branches externes (DP
14-18) a des températures allant de 40 a 10&Ka@rt et al, 2000.
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Figure 16 : Représentation schématique de la phase de transition de I'amidomt tura
processus de chauffage et de vieillissemelapfes Yuet al, 2005

lll. Les matériaux uniguement a base d’amidon

[1l.1. Procédés d’élaboration des matériaux a base d’amidon

L’élaboration de matériaux a base d’amidon nécessite une désitimt de sa
structure granulaire. Dans ce but, deux méthodes ont principalenéedévéloppées afin
d’obtenir un matériau homogene et dense en recourant a I'ajout déigpitsst Ces deux
méthodes se basent principalement sur la fusion des zonesigestdlk I'amidon. Le choix

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

[11.1.1. Le casting

Le casting est une technique qui nécessite Il'utilisation d'umsexteau dans la
formulation. Elle permet I'obtention des films par chauffage deniian au-dela de sa
température de gélatinisatiooo{urdinet al.,1997. A des teneurs faibles en eau, la fusion des
zones cristallines est aussi possible mais en utilisant dsatghniques plus puissantes

comme l'extrusion.

[11.1.2. L’'extrusion
L'extrusion est un procédé de fabrication mettant en jeu unenteit

thermomécanique lors du passage forcé de la matiere le long dsirgans fin. Cette
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technique est utilisée pour obtenir des matériaux thermoplasticaissaossi dans l'industrie
alimentaire pour obtenir des péates. En fonction de lintensité et gl dg contraintes
thermomécaniques appliquées lors de I'extrusion, la matiere subithdggements de

structure et par conséquence de ses propriétés physiques.

Dans le cas des matériaux a base d’amidon, la contrainteotnécanique appliquée
lors de I'extrusion conduit a la gélatinisation de 'amidon etféalgmentation des polyméres
(Chao-Chiet al., 2009. D’autres études ont montré que l'augmentation de lintensité du
cisaillement provoque une diminution significative de la masse noialée et par conséquent
la diminution de la viscosité intrinseque de lI'amidéhligtt et al.,1997. De plus,Diosadyet
al. (1985)ont mis en évidence I'existence d’'une corrélation du premier ordre k& masse
moléculaire de l'amidon et le degré de cisaillement empléyé de I'extrusion.
L’augmentation de la température durant I'extrusion fait augmesdasidérablement la
solubilité des sucres dans I'eau, ce qui se traduit par uneléemitén de son hydrolyse

enzymatique pard-amylase flercieret al 1973.

L’amidon thermoplastique présente plusieurs avantages par rappopobmxeres
synthétiques grace a son caractere biodégradable. Cependant, ilsidit&eind’eau et ses
faibles propriétés mécaniques limitent son utilisation. Poar del nombreux travaux ont été
engagés pour d'améliorer ces propriétés en le mélangeant dimatres polymeéres
synthétiques de type polyestéfs/érous, 200 D’autres travaux ont montré que le mélange
de 10% de PCL avec 'amidon thermoplastique n'améliore que pgudpsétés mécaniques
mais augmente la résistance a I'eau et accélere sa biddgnaGasparet al, 2005. La
méme étude a montré qu'un mélange amidon-zéine donne de meilleuregt@sopr
mécaniques.

L’amidon partiellement dépolymérisé, amorphe, est utilisé dandofeaine des
matériaux plastiques en présence de plastifiants ou en mélang#awees biopolyméres ou
polyméres synthétiques. L'obtention de I'amidon thermoplastique néreasitéstructuration
pour obtenir une phase amorphevérous, 2003 La déstructuration des grains d’amidon
peut étre réalisée par voie chimique ou thermomécanique (exiruka transformation de
granules semi-cristallins d’amidon natif en polymére plastidiguré 17 dépend des
conditions d’extrusion (température, pression..) et du taux de @atifiutilisé (eau,
glycérol...) (Gasparet al.,2009. Apres le traitement thermomécanique (extrusion), I'amidon
perd une partie ou la totalité de sa cristallinité selon sa composition (aragigkggectine).
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Figure 17 : Transformation de l'amidon natif en amidon plastifié (d'apgresitanen et
Forssell, 1996).
[11.2. ROle des plastifiants

Un plastifiant est défini comme étant une substance incorparéeun matériau pour
augmenter sa maniabilité et sa flexibilit€addition du plastifiant a un autre matériau
engendre des changements au niveau de ses propriétés physigéeareguesfigure 19.
Son utilisation conduit dans la plupart des cas a une diminution dettaintena la rupture,
du module d’élasticité et a 'augmentation de I'allongement éujfdure Gontardet al.,
1993.
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Figure 18 : Evolution de la contrainte maximale)(et de l'allongement a la rupture) (de

films d'amidon de pomme de terre plastifiés en fonction de la terewlycérol a 25°C
(d’aprésLourdinet al, 1997.
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Dans les systemes alimentaires, I'eau est le princigahtaplastifiant Johariet al.,
2003; Yueet al., 2009. La Tg d'une substance hydrophile (comme les glucides) diminue
lorsque la teneur en eau augmente. Pour I'amidon, I'eau estskifipid le plus”efficace
(Van Soestt al.,1996. Néanmoins, I'eau est un plastifiant volatil susceptible de gtrea
lors de la mise en ceuvre ou pendant le stockage des matériaugeRodrautres plastifiants
moins volatils sont utilisés comme les composés comportant desegrenfs hydroxyles.
D’apreés la littérature, outre I'eau (Tomka al., 1991; Van Soeusgdt al., 1996) et le glycérol
(Lourdin et al, 1997, 1998) qui est le plastifiant le plus utilisé, les glycBogrenet al.,
1992), les polyols comme le sorbitol (Gaudtral, 2000) ou le xylitol (Lourdiret al.,1995),
le fructose (Kalichevsky et Blanshard, 1993), des mélanges li@smat de glycérol (Follin
et al., 2006) ou d’éthylenebisformamide et sorbitol (Yagtgal., 2006) ont également été
employés.
Plusieurs théories ont été proposées pour expliquer les mécardsmgsn des
plastifiants a I'échelle moléculair®€rrier, 2005 ; Guilbert, 1999(figure 19:
e La lubrification : l'insertion du plastifiant entre deux chainegpdlmeéres conduit a
une réduction des interactions intermoléculaires.
» La théorie de Gels: le plastifiant empéche un certain nombirgemictions
intermoléculaires en masquant les centres de forces attractives du golymer
* La théorie du volume libre : Le plastifiant augmente le volume l®un cristal en
facilitant les mouvements des chaines principales par introdudtioniqgoie dans ces
chaines de segments de faible encombrement stérique, donc de gt m
(plastification interne), en augmentant le nombre ou la longueucitines latérales
(plastification interne) et par insertion entre les chaines abumposé ayant une bonne
affinité pour le polymére (plastification externe). Cetteotlepermet d’expliquer la
diminution de la température de transition vitreuse (Tg) d'unnpry suite a

l'addition d'un plastifiant.
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polymére + plastifiant —e polymeére plastifié

Figure 19 :Schématisation du mécanisme de plastification a I'échelle molécUleitegfion
et al.,1996).
[11.3. Interactions plastifiant-eau-amidon

Dans le cas de I'amidon, I'eau est toujours présente au sein drianatt influence
ses propriétés. On peut donc parler d’'un systeme ternaire présdiftarantes phases.
Certaines études ont montré qu’a forte teneur en glycérol iliye apparition de domaines
enrichis ou appauvris en glycérdlofrdin et al., 1997, 1998 Godbillot et al. (2006) ont
proposé un diagramme de phase pour le systéeme amidon/eau/glydérattem de la teneur
en plastifiants. Cette étude a permis de mettre en évidendéféesntes interactions pouvant
exister entre les trois composants du systéme amidon/eaudglyid&pres lafigure 2Q le
plastifiant peut se trouver sous différents états selon sa rdoaiben et selon I'humidité
relative. A faible teneur en humidité, le glycérol occupe less sle sorption de I'amidon
empéchant ainsi I'absorption d’eau. A forte humidité relativeldstifiant se trouve libre car
les sites de sorption sont saturés. En revanche pour des humaldité®es intermediaires, les

différents composés du systeme amidon/eau/glycérol interagissengextre
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Figure 20 : Isothermes de sorption d'eau d'amidon de blé a 20°C en fonction de lageneur
glycérol a différentes humidités relatives (HR) (0 11% HR33% HR,U44% HR,A 58%
HR, x 68% HR[B0%HR) d'apresodbillotet al. (2006).

[1l.4. Le vieillissement des matériaux a base d’amidon
En plus du taux de plastifiant utilisé, les propriétés mécaniqeemderiaux a base
d’amidon sont influencées par les conditions de stockage. Trois fastmirsusceptibles de
provoquer des modifications au niveau de la structure de I'amidon:
» Latempérature
» Letemps
» L’humidité relative du conditionnement
L’amidon peut subir deux types de vieillissement en fonction denfgpérature de
stockage :
= Vieillissement physique ;

= Vieillissement par rétrogradation

Plusieurs auteurs ont montré que le vieillissement physique pouradégaux a base
d’amidon se produit a des températures inférieures a la tempédattransition vitreuse r
contrairement a la rétrogradation qui est observée a desrtgorpd supérieures a lg T
(Kalichevsky et al., 1992. SelonThieweset al. (1997) le phénomeéne de vieillissement

physique de I'amidon est le méme que celui observé dans le £gsolyenéres d’origine
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synthétique. Cette évolution physique des matériaux est possilole grdes mouvements
locaux macromoléculaires permettant aux molécules de retoumseleues états d’équilibre.
Van Soestet al (1996) ont montré que le vieillissement physique se traduit par une
diminution de I'élongation a la rupture et une augmentation de la rigidité.

Dans le cas ou les matériaux sont stockés dans un environnemete hufoidité
relative, la température de transition vitreuse se trouve au defstasempérature du lieu de
stockage. Ces conditions provoquent la rétrogradation des matériawse al’amidon qui
deviennent caoutchoutiqguesSniits et al, 2003. Selon Avérous et al. (2003, la
recristallisation(rétrogradation) dure plusieurs semaines avant la stabilisatiorm€gqour le
vieillissement physique, la rétrogradation est accompagnédesachangements au niveau
des propriétés mécaniques provoqués par la formation de structstefiimes de type B
(Van Soestt al.,19969.

De ces deux phénomenes de vieilissement résulte une densification ou une
recristallisation conduisant a une diminution des propriétés mécarafuesa rupture des

matériaux a base d’amidon.

V. Les mélanges a base d’amidon
L’amidon et les protéines (principalement la zéine) constittespectivement 80 % et
11% de la farine de mais. Il est donc particulierement irs@nésle présenter les résultats de

travaux concernant I'élaboration de matériaux a base d’amidon de mais etade zéi

IV.1. Amidon-zéine

Pour le mais, la zéine est la protéine majoritaire (6Q¥)ding 1989. Elle appartient
a la famille des prolamines et est divisée en 4 classe$- y-, et 5-zéine). Lo z€ine
représente 75 a 85% de la zéine. Grace a son caractére hydroplmiee présente un grand
intérét dans les propriétés des films obtenus sans aucun plagtisamt al., 1997. Pour
cette propriété, la zéine est mélangée avec de I'amidon poureéduisensibilité a I'eau
(Habeychet al ., 2009. La zéine a été mélangée avec I'amidon a différenissréd-20%)
afin d’étudier son influence sur les propriétés mécaniques duiawatdtenu par extrusion.
L’augmentation du pourcentage de zéine dans le mélange conduit a umentaigpn de la
force d’élongation et a une diminution de la force de traction. Dg, flaugmentation de
l'intensité de la contrainte mécanique (cisaillement) applique dier I'extrusion améliore
nettement la force de traction du mélange. Les observations en acojumsconfocale

montrent que l'utilisation d’un cisaillement fort conduit a une bonne digpeet agrégation
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des protéinesHigure 2) dans la matrice d’amidon ce qui diminue la fragilité du neatér
causée par la non miscibilité de la zéimaljeychet al ., 200§. L'incompatibilité entre
'amidon et la zéine a été observée a l'aide de la micros@ectronique a balayagig(re
22) parHabeychet al. (1996)
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Figure 21 Observations en microscopie confocale a balayage laser & Lef taux de
cisaillement et de la quantité de zéine (couleur orange)asunorphologie de matériau
amidon-zéine extrudés a 95°Babeychet al.,2008.
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Amidon

Zéine

Figure 22 Observation en microscopie €électronique a balayage du mélange amiden-z
(90 :10) extrudé a 95°CHabeychet al., 2008.

V. 2. Amidon-polymeéres synthétiques

Des polyméres composites attirent beaucoup d’attention ces deramgrées grace a
leurs propriétés mécaniques, leur large utilisation et leur biadégilité Han and Yan,
2010. Ce type de polymére est obtenu par un mélange de polymeérestiguethéet de
polymeres naturels comme I'amidon et la cellulose.

IV.2.1. Amidon-PCL

Afin d’obtenir de bonnes propriétés mécaniques et d’avoir un matdodégradable,
Chenet al (2010)ont élaboré un matériau par extrusion d’un mélange amidon-PCL qui a
montré une incompatibilité entre les deux polymefemile 23. La présence majoritaire de

'amidon dans le matériau composite accélére significativement la dégradatPCL.
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Figure 23: Représentation schématique de la morphologie des mélanges amidon
plastifié/PCL en fonction de la teneur en PCL.

IV.2.2. Amidon-PBS
Ces dernieres années plusieurs études se sont intéresséesédadges amidon-PBS

pour réduire I'hygroscopie, diminuer la rétrogradation et avoipdgsriétés mécaniques plus
intéressantes. Les travaux 8enet al. (2000) ont permis d’observer que l'ajout de PBS a
'amidon conduit a une diminution du module de Young et de I'élongalmyasekarat al
(2003) ont montré que l'ajout de I'amidon au PBS conduit a une accélératiameet

augmentation du pourcentage de biodégradation dans le compost.

IV.2.3. Propriétés physico-chimiques des mélanges de polymersmpatibilité entre

polymeéres

Les mélanges de polyméres peuvent présenter trois comportedii@tents en
fonction de la compatibilité entre leurs constituants :

» Les deux polymeéres forment deux phases bien distinctes dantalegmé@uelles que
soient les proportions de chacun et la température: les polymereslitsortnon-
miscibles ».

» Les deux polyméres forment soit une seule phase homogéne, soit dees phas
distinctes ou chacune des deux est enrichie en I'un des constitussigsalymeres
sont dits « partiellement miscibles ».

» les polyméres forment une phase unique dans le mélange en toutes gmeptet

polymeéres sont dits « totalement miscibles ».
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Le nombre de polymeres compatibles est faible. Dans le’'@as dompatibilité, les
propriétés des mélanges sont déterminées par la somme pondérgeopeétés des
constituants. Dans le cas contraire, le comportement s’éloigleelidearité et des effets de

synergie ou d’antagonisme peuvent apparaitre.

IV.2.4. Propriétés mécaniques des mélanges

Les propriétés mécaniques d'un matériau résultant d'un méldeg@olymeéres
dépendent de sa composition et de sa morphologie. De nombreux modélespoop@Etés
pour rendre compte de I'évolution du module de Young (E) d’'un mélange erofodetisa

composition YVillemseet al.,1999.

IV.2.5. Propriétés thermiques des meélanges
La température de transition vitreuseg)(®st une grandeur caractéristique d'un
polymére. Pour les matériaux composites trois cas peuvent étiaguds selon la
compatibilité entre les deux polymeres utilisés :
» Polymeéres "compatible$: le mélange présente uney Tnigue peu étalée en
température ;
» Polymeéregincompatible : le mélange présente deuxdifférentes ;
> Polymeres partiellement miscibles : les températures dsiticm vitreuse des deux
composants sont visibles avec un décalage par rapport a chaqueaterspéu

polymére seul.

V. Dégradation et biodégradation des matériaux a base de
biopolyméres

Selon le Comité Européen de Normalisation (CEN), la dégradatiaimgsrocessus
entrainant des changements significatifs et irréversibles tarstructure physique ou
chimique du matériau impliquant ainsi des modifications de ses pésprié¢ changement se
manifeste par une altération et une perte des propriétédasiiomme le poids moléculaire,
la structure moléculaire, la résistance a la traction et/ou fragmentation. Le terme
dégradation réunit donc I'ensemble des facteurs abiotiques et biotiegmensables des
changements au niveau du matériau. Les polyméres peuvent éteelédegar différents

mécanismes pouvant interagir entre ebgdriaud-Calmoret al, 1999 :
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V.1. Dégradation thermique

Selon Jacubowiczet al. (2003), les températures éleveées favorisent les réactions
abiotiques pour I'oxydation des films en polyéthylene. La dégradaitiiotique (dans de
'eau stérile) de I'acide polylactigue (communément appelé RLAférentes températures
(40 °C, 50 °C, 60 °C) a montré une diminution importante du pH a 6@\ganfal et al.,
1998. Cette baisse du pH est due a une désorption de 'acide ladticaat la dégradation
du PLA Williams et al., 198]). Agarwal et al. (1998 ont montré que I'absorption de I'eau
par le PLA augmente lorsque la température du milieu (60°Gasdé la température de

transition vitreuse du polymere favorisant ainsi I’hydrolyse chimique.

V.2. Dégradation par des microorganismes ou biodégradation

Le terme biodégradation est réservé au processus de dégradfatomomposé
organique mettant en jeu des microorganismes (bactéries, moisissaug agissent a travers
leurs systémes enzymatiques. Les produits finaux de la biodégradant des composeés
simples tels que ¥, CG, CH,4, H,, ou encore des produits organiques simples (métabolites)
tels que des acides organiques etc... Si la biodégradation du solusiratjue est totale, c’est
a dire qu’elle résulte uniguement de la formation de produits inorganigiseque LD, CQ,
CH4, Hy, on parle de minéralisationAflas, 1988; Pelmontet al., 1993). Le terme
biodégradabilité regroupe les qualités nécessaires a unenagbgidur subir un processus
d’altération microbienne.

L’altération microbienne ou bioaltération est une dégradation stipkef qui
provogue des modifications des propriétés mécaniques, physiques et chirdiegies
matériaux. Elle concerne non seulement les substances organigeesussiiles substances
inorganiques et résulte soit des attagues enzymatiques (acgotedies micro-organismes),
soit des modifications chimiques de I'environnement telles qu’'unetioaride pHqui ont
pour conséquence l'altération physique et/ou chimique (action indir&xeydon, 200R

V.2.1. Les différents facteurs influengant la biodégradation

Quelle que soit I'origine du matériau, les facteurs limisantiégradation peuvent étre
liés a ses propriétés intrinseques (structure et composittoauxe parameétres physico-
chimiques de l'environnement de dégradation. Pour cela, avant toute tiévalda la
dégradation, il est important de bien étudier le matériau (laenatess molécules qui le
constituent, sa porosité, sa cristallinité...) et le milieu deradizgion (température, pH,
humidité...).
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V.2.2. Mécanisme de la biodégradation : I'hydrolyse enzymatique

L’assimilation des substrats organiques par des microorganisesgossible que si
ces substrats pénetrent a l'intérieur de la cellule. Pote cetson, les microorganismes
synthétisent des enzymes permettant la dépolymérisation des pedyjugqu’a I'obtention

de substrats utilisables directement comme le glucose a partir dediam

a. Propriétés du matériau :

La composition chimiguela biodégradabilité dépend de la composition chimique du

matériau. Dans la mesure du possible, il est donc recommandé de&dgprag une
caractérisation chimique du matériau. Cependant, ces techniques sont s@sveolteuses.
La caractérisation chimique permet d’estimer théoriquemenauer tle biodégradabilité

potentielle du matériau.

La cristallinité : L'organisation structurelle du polymere influence sa suscepgibilit

d’étre dégradé. Selohgarwalet al. (1998),les régions amorphes d’un polymére se dégradent
en premier, ce qui se traduit par une augmentation des résidadlicsistion dégradés au
cours des tests de dégradation. Cela est di au degré d’organ&atiéndes chaines de
polymeres dans la région cristalline du matériau limitactgasibilité des liaisons a l'attaque
enzymatique. Les régions cristallines de I'amidon sont a ditteemple 20 fois moins
accessibles a I'hydrolyse enzymatique que les régions amofpinesins 1994. Li et al.
(1995)ont montré que la pénétration de I'eau dans la partie amorphe ded®lveilleure et

favorise sa dégradation.

La porosité :Nakazawaet al. (2003) ont montré qu’en plus du caractére amorphe
d’'une partie de I'amidon, la structure poreuse de I'amidon parneehydrolyse enzymatique
rapide. Un diameétre de pore d’environ au moins 50 A est nécessaire pmettpe la
diffusion des enzymes dans le substabria, 1992 L’attaque enzymatique commence a
partir d'une dépression au niveau du grain d’amidon avant la pémétde I'enzyme.
L’hydrolyse enzymatique prolongée provoque le développement d’'un woniveau de la
dépression, qui s’élargit dans la partie interne et est suivi dlisparition de la partie

extérieure de la surfacév@nget al.,1997.

L’hygroscopie :L'absorption de I'eau par les polyméres est une étape clé pour |

bioassimilation du polyo-hydroxyacide) par les microorganismeétakkaraineret al.,2002.

En revanche, tous les polymeéres hydrosolubles ne sont pas bioddegaetal’eau a titre
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d’exemple n’influence que peu le processus de la biodégradation duyedobyybutyrate-

co-hydroxyvalerate (PHBV) dans le compdsidsateret al.,1999.

La surface spécifiguela taille du matériau est directement liée a la surfiee

contact spécifique microorganismes-polymé&sattinet al. (2000)ont mis en évidence que la
vitesse de dégradation en milieu liqguide des plagues d’amidomdérs broyées est

nettement supérieure par rapport aux plaques entiéeres.

b. Les microorganismes :

De nombreux microorganismes présents dans le milieu naturel cepatbles
d’hydrolyser les polyméres naturels ou synthétiques par l'id@iaire de leurs enzymes. La
plupart des études menées sur la biodégradation des matériauxvibégigril’utilisation de
souches fongique€pmaet al, 1995) Deux raisons ont principalement guidé ce choix :

» Les matériaux sont facilement envahis par les moisissuresoqtinseux
équipées pour I'hydrolyse des polymeres et leurs hyphes leur tpamnee
pénétrer profondément dans les tissus ;

» Les bactéries présentent pour la plupart des cas des carguaéinegenes
nécessitant un équipement plus particulier et rendant plus difciteutilisation

pour les tests de biodégradabilité.

c. Le milieu de dégradation :

La température .La température du milieu est un facteur déterminant pour le

développement des microorganismes. Selon la tolérance a la tamgpérpiatre classes
microbiennes peuvent étre distinguées. Les microorganismes psychrgghilégeloppent a
des températures inférieures a 1° C, les psychrotrophes enti® 3@, les mésophiles entre
20 et 40 °C et les thermophiles au-dela de 60 °C. Il est donc néeasadaliser les tests de
dégradations dans des conditions propices au développement des micsomggaRiour une
dégradation dans le sol, la température doit étre comprise entr@ 28@ Grima, 2002. En
revanche, pour une dégradation qui se déroule dans du compost, plusiaurs drg relaté
une meilleure dégradation du PLA & 60 °Bg#érwal et al., 1999. Il est fortement
recommandé de travailler & des températures inférieures’@. 65u dela de cette valeur la

plupart des microorganismes meur@atima, 2002.

L’activité de I'eau (@) : L'activité de I'eau est un indicateur de la quantité d’eau

énergétiquement disponible dans un milieu donné. La teneur relative enestau

potentiellement un autre facteur limitant de I'hydrolyse enziguatd’'un matériau et de la
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croissance des microorganismes et donc du taux de dégradation d’uneneolgams
n'importe quel milieu. La plupart des réactions d’hydrolyse meatéent par exemple que si
'ay du milieu est supérieure a 0,2. Le pourcentage d’humidité relatiVaidenvironnant
favorise ou non la colonisation des matériaux par des microorganenpes la suite leur
biodégradation. Pour la plupart des microorganismes, I'optimum de croésest observe
pour des valeurs d’activité de I'eau comprises entre 0,92 et AiB%,(1988. Les activités
d’eau minimales requises sont différentes selon les microorgasmish91 pour les bactéries,
0,88 pour les levures et 0,80 pour les moisissures. Cependant, ceetspeess adaptées
peuvent présenter une croissance a deghks faibles comme les bactéries halophiles, les
moisissures xeérophiles et les levures osmophiles qui se développestirad'une @
respectivement égale a 0,75, 0,65, et 0,60.

Le pH :Le pH optimal pour le développement des bactéries est prochaeettalité.
Seules les bactéries acidogenes sont capables de croitrdedamsdlieux a pH inférieurs a 6.
Cependant, pour les champignons, le pH de croissance est compri3 enfelLe pH est un
facteur clé pour la survie des microorganismes et par conségudnbdégradation des
substrats. Plusieurs travaux suggerent d’utiliser un milieu aqutte ou faiblement basique
(Dayet al.,1998.

VI. Méthodes de mesure de la biodégradabilité des matériaux

Ces méthodes permettent I'évaluation de la biodégradabilité desiana par des
microorganismes aérobies ou anaérobies qualitativement en s& Isasal’'observation
visuelle ou quantitativement en mesurant la perte de masse, laté@ub®s ou de CQ
consommeée par les microorganismes lors de I'assimilation du dudbstémrader. Pour cela

différentes méthodes peuvent étre utilisées :

VI.1. Méthodes qualitatives

Ce sont des méthodes qui se basent sur le développement microbieiétpouiner
la capacité des microorganismes (bactéries ou champignonspradel® un polymere
particulier. Dans ce but, la croissance de ces microorganiesiemise en évidence en

mesurant I'utilisation du polymére comme source de carbone.

VI.1.1. La méthode des «zones claires»
C'est une méthode utilisée pour les tests réalisés sur igu mélosé. Le polymere

constitue la seule source de carbone dans le milieu de culture et il pel#p@tsé a la surface
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sous forme de film@almonet al, 1998 ou ajouté a la gélose sous forme de poubo&ifva

et al, 2006, ce qui rend dans ce cas la gélose opafiger¢ 24. Aprés inoculation avec le
surnageant d'une boue active ou d'un sol, la croissance des souahiete gyouvoir de
dégrader le polymére provoquera l'apparition de zones claires. Eanttiiette méthode,
Jareraket al (2003)ont pu isoleiSaccharothrix waywayandengjsi a la capacité de dégrader

jusqu’a 95% l'acide polyLactique (PLA) aprés 7 jours d’incubation dans un milieu liquide.

Figure 24 :Zones claires autour des colonies ayant dégradé le Phldva et al.,2006.

VI.1.2. La méthode d'envahissement

L'envahissement des polyméres par les microorganismes hrmmedttre en évidence
la sensibilité des matériaux étudiés a l'attaque microbierndilrh plastique a tester est
déposé a la surface d'un milieu gélosé apres étalement d’yrensiasm microbienne a une
concentration d’environ YAFC/mL (Unités Formant Coloniesf¢maet al.,1999. Grace a
cette méthode, il a été démontré que la souche ATCC 3118 appar@nagénre
Amycolatopsiest capable de dégrader 50% d’un film de PLA apreés 8 semaineshdition
a 30 °C [kura et al., 1999. L'estimation de la biodégradabilité basée sur la méthode
d’envahissement est fondée sur [I'observation directe du matériau epaahiles

microorganismes.

Que ce soient les zones claires ou I'envahissement, ces méthstdas qualitatives
mais sont faciles a mettre en ceuvre. Elles constituent urafgde qui permet I'orientation
des formulations polymériques vers du biodégradable et la sélectiGouldses dégradant

ces matériaux.
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VI.2. Mesure de la biodégradation par voie aérobie en méu liquide :
méthode respirométrique (1ISO 14851)

Les mesures respirométriques permettent de quantifier, en condiéoobies, la
dégradation du matériau plastigue dans un milieu liquide jusqu'a saittispgrace a son
assimilation par des microorganismes. La durée du test est @air28 ¢n revanche, selon
'OCDE (Organisation deCoopération et d®éveloppemenEconomique), le test peut étre
prolongé si nécessair€#élmon-Decriaucet al, 1998. Des études ont montré qu’avec cette
méthode la cellulose est biodégradée a 100% apres 50 jours entutiiséboue issue d’une

station d’épuration d’'une usin®lézzanotteet al., 2005.

La qualité, la source et la quantité de I'inoculum microbierctaifié Enormément les
résultats de la biodégradabilité d'un polymeére. Les sourcesndeuliim utilisées pour les
méthodes respirométriques sont trés variées : boue activéestitiom d'épuration d'une
usine, effluent secondaire, éluat de compost ou d'un sol, voire d'un méamgilums
(Calmon-Decriaudet al, 1998 ou des microorganismes sélectionnés par la méthode
d'envahissement ou des zones claires. L'inoculum peut étre introdatedient ou aprés un
prétraitement par filtration ou décantation afin d'éliminergiesses particules. Une aération
est toujours nécessaire pour purger le systeme du carbone organéisgret dans l'inoculum.
Une concentration supérieure a°10FC/mL donne une meilleure minéralisation (CEN,
2002).

VI.2.1. Mesure de la consommation d'oxygene

Les microorganismes aérobies consomment de l'oxygene pour oxychbtae du
polymeére sous forme de dioxyde de carbone. La mesure de la qdamyigene consommeée
permet d'évaluer le pourcentage de minéralisation. Cette quantitétpemesurée par une
électrode a oxygéne en l'introduisant dans le milieu de cultleezanotteet al, 2005 ou
par un respirometreReuschenbackt al, 2003. Dans le deuxiéme cas, le pourcentage de

minéralisation (Dtm) est calculé en utilisant la formule suivante :

NetDBO
Dtm=—x100
TotalThOD

Avec :

DBO est la demande biologique en oxygéne ;
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Net DBO : Différence entre la quantité d'oxygene consommeée ldaffescon contenant le
matériau et le blanc (inoculum sans matériau pour soustragenlsommation d’oxygéne
endogene par I'inoculum) ;

Total ThOD : Demande d'oxygene théorique.

VI.2.2. Mesure de la production de dioxyde de carbone

La mesure de la quantité de dioxyde de carbone produit pendanpilaties des
microorganismes en utilisant le matériau comme seule sourcariene est la technique la
plus utilisée dans les tests respirométriques. Le dioxyde Hermarssu de la biodégradation
du polymeére est utilisé pour le calcul du pourcentage de minéialisdtors de cette
méthode, I'inoculum microbien utilisé produit naturellement du dioxyde de carbone pendant
respiration endogene, cette valeur doit étre retranchée emnitilia témoin sans polymere.
De nombreux dispositifs pilotes ont été développés pour la emsplace de ce test de

biodégradation.

a. Mesure de C@par piégeage chimique :

C'est le moyen le plus simple de capter le, Gi&#ré pendant la minéralisation durant
la biodégradation d'un polymeére. Le £@st piégé dans une solution alcaline de soude
(Moheeet al., 2007 ou d'hydroxyde de baryunv@zquez-Rodrigueet al., 2006; lovino et
al., 2008 en large excés de concentration connue. Le dosage acido-basitpusdadietion
permet de quantifier la soude ou I'hydroxyde de baryum n‘ayanépgsavec l'acide. Par
conséquent, la quantité totale de Of@gagée déduite permet de calculer le pourcentage de

minéralisation.

b. Mesure de C@par infra-rouge (IR) :

La quantité de Cglibéré peut étre mesurée automatiquement en utilisant un detecte
infra-rouge (IR). Au moment de la mesure, I'air présent danslieu est purgé puis envoyé
vers I'analyseur IR qui comptabilise la quantité de,E@ppm dans le milieu d’ess&i(ma,
2002.

VI1.3. Compostage

VI.3.1. Généralités sur la méthode
Le compostage aérobie est un processus de dégradation controléemdééelte
organique en présence d'oxygene sous l'action des microorganismes. pestage se

déroule en deux phases bien distinctes : phase de décomposition et phase de maturation.
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La phase de décomposition correspond a la dégradation des molé&sulptud
facilement biodégradables qui seront utilisables par les micmisrgas ce qui favorisera
ainsi leur croissance dans le milieu. L’augmentation de Ipéemture liée a la forte activité
de ces microorganismes va provoquer une augmentation de la tengdmatpra 60°C.
Cette phase est caractérisée par une forte consommation d’oxgigenedégagement du

dioxyde de carbone qui dure environ trois mois.

La phase de maturation d’environ deux mois est caractérisameatiminution de
’lhumidité au sein du compost et une baisse de la température j5&jCaElle est favorable

au développement d’une flore microbienne mésophile.

Au cours du compostage, la température et le pH varient en fonctistade de
maturation et de I'activité des microorganismes présents darmripost. Ces variations se

déroulent en 4 étapes distinctes qui sont illustrées au niveadigieréa25.

L 5 1 18 El 2] W 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
— f'_) ——— e’ T

¥ (Semames) N N
Décomposition Maturation ‘ temps (jours)

Figure 25: Evolution de la température et du pH au cours du compostage (d’apres la
Fédération Nationale des Activités de la Dépollution et de I'Environnement (ENAD

Pour la température

 Etape 1 une phase mésophile caractérisée par le développement d'une flore
bactérienne mésophile qui commence le processus en libérannzigaes pour

hydrolyser les parois cellulaires des végétaux;
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« Etape 2 une phase thermophile caractérisée par la dominance desnmgarnsmes
thermophiles et la neutralisation des germes pathogénes a dmuaemontée en

température au dela de 60 °C pendant plusieurs jours ;

« Etape 3 une phase mésophile caractérisée par une chute de la tengpgragura
30°C favorisant la colonisation des champignons ;

« Etape 4 Pendant cette phase la température reste en dessous de Bactviat des
microorganismes est complétée par celle des organismes de rphdeg tailles

comme les vers et les acariens.

Pour le pH

 Etape 1 une phase d'acidocétose durant laquelle le pH diminue graces a

intense production de gaz carbonique et d’acides organiques ;

» Etape 2 une phase d’alcalinisation caractérisée par une augmentatipH et

une production d’ammoniac ;

» Etape 3 Durant cette phase le pH se stabilise au dessus de 8 dhaiiksation
de l'ammoniac par les microorganismes pour la biosynthése dé¢igrana

humiques ;

» Etape 4 Phase ou le pH est proche de la neutralité grace au pouvpioriade
I'hnumus. Elle correspond a la phase de maturation ou les réactionsirostie

lentes.

Selon la norme ISO 14855, le compost utilisé pour les tests de dégradation doit réunir
les critéres suivants :
* Mature : agé de 2 a 4 mois ;
» Talille des particules comprise entre 0,5al1cm;
* Porosité suffisante pour assurer une bonne aération ;
e Teneur en matiéres seches comprise entre 50 et 55% ;

« Teneur en matiéres volatiles d’environ 15% de matieres humides.

La teneur en humidité dans le compost utilisé influence sigrfezaent la vitesse de

biodégradation des matériaux. Pour des taux d’humidité de 60, 50 et 48¥pkenécessaire
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pour la dégradation totale de films d’acétate de celluloseespectivement de 6, 16 et 30
jours Guet al.,1993.

La température préconisée selon la norme est 58 #2°C, elle pmwresa la
température optimale du développement des microorganismes thermofibdewal et al.
(1998) ont étudié l'impact de la température sur la dégradation du Poé: €ela ils ont
étudié la dégradation a trois températures différentes (40, 50, 6@Chédultats obtenus ont
montré que 'augmentation de la température conduit a une dégradation thermsigbaides
de polymeres et donc a une diminution de la masse molécllayet al. (1998)ont imposé
une température extérieure de 35 °C, alors lgaggaet al. (1995)ont utilisé le profil de
températures suivant variant le long du test comme suit : 35 °C (1 jour), 58 °C (4 jours), 50 °C
(23 jours) et 35°C jusqu’a la fin du test.

Le pH est un facteur déterminant pour le développement des mianzongs dans le
compost. Sa valeur initiale doit étre neutre et comprise entr8.Cependant, sa valeur varie

en fonction des métabolites présents dans le milaln{on-Decriaud, 1998

VI1.3.2. Les changements de morphologie et la perte de poids du matériau

La mesure de la biodégradabilité par perte de poids consiste ralgpesasse de
I'échantillon avant et aprés son incubation. Pour avoir des résultafaisants, il est
nécessaire de soumettre le polymére a un nettoyage panfaét son prélévement pour ne pas
fausser la mesure de la masse. Le polymeére est suscefdibdorber de I'eau, il est donc
aussi nécessaire de le sécher avant la gésgawal et al, 1998. Il est important de noter

gue cette mesure ne reste valable que tant que l'intégrité du matédansestée.

Une comparaison de la structure de surface d'un film plastiqume etvapres le test
donne une information sur la dégradation de la morphologie liéeaciioti des
microorganismes. Le microscope électronique a balayage (MEB)epedimbserver le
développement des colonies microbiennes provoquant une dégradation impartaivieEaa
de la surfaceTokiwaet al.,20049.

VI.3.3. Mesure du CQ, libéré par les microorganismes

Au cours de la dégradation des matériaux plastiques dans le congmst,
microorganismes consomment de I'oxygene et libérent du dioxyderbene . Pour mesurer
ce CQdégageé plusieurs travaux se sont basés sur un dosage titrimefritfues d’exemple,
Szarazet al (2003)ont piégé le C@dans une solution de NaOH qui est ensuite titrée avec
de I'HCI.
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VI.4. Mesure de la biodégradation par voie anaérobie

Les tests de biodégradation anaérobie ont été développés pour déteaminer
biodégradabilité anaérobie de composés organiddesifet al., 1979 ; Bayarcet al.,2007).
lls sont également employés en tant que tests d’évaluation dutiBlodie Bio-Méthanisation
(PBM) des déchets ménagetda(ries et al., 200]). Harrieset al. (2001) ont fourni une

description détaillée des conditions opératoires a mettre en ceuvre pouPBMest

VI1.4.1. Les étapes de la méthanogenése
La dégradation anaérobie de la matiere organique comporte quatre phasetestisti

a. Phase d’hydrolyse :

En conditions anaérobies, I'étape d’hydrolyse est réalisée poadesies acidogenes
hydrolytiques par l'intermédiaire d’enzymes extracellulaii€ynoweth & Pullamma-
nappallil, 1999. Il s’agit en quelque sorte d’'une étape de préparation du substrat pour la phase
suivante d’acidogenése, réalisée par les mémes bactériedé@at solide, cette premiéere
phase de la dégradation est souvent considérée comme ['étapqueim&int limitante du
processus meéthanogéne dans son intégralavigstathis & Giraldo-Gomez, 1991
notamment dans le cas de taux élevés en hydrates de carbone gléssooimposants

organiques les plus lents & hydrolydeaylostathis & Giraldo-Gomez, 1991

b. Phase d’acidogeneése :

L’acidogenese est définie comme une réaction biologique anaépobdrictrice
d’acides sans accepteurs ou donneurs d’électrons additionnels inorgdBigistsneet al,
2002 ; Pavlostathis & Giraldo-Gomez, 199C’est le cas de la dégradation des sucres et des
acides aminés convertis principalement en formate (Hf@Cétate (CECOOQO), dioxyde de
carbone et dihydrogene. La dégradation du glucose en acétaexepaple, est schématisée

par la réaction suivant®étstonestal., 2002 :
CeH1206 + 2H,0 2CH3;COOH+ 2CO, + 4H>

Les composés avec un squelette a nombre impair d’atomes de carbonet peuve
toutefois étre a 'origine d’autres acides organiques telsegpepionate (CECH,COQO). De
plus, dans le cas d’'une accumulation du dihydrogéne (en cas deafdiblee des bactéries
I'utilisant, les méthanogenes notammaefitci dessous), la dégradation des sucres va conduire
a la formation de nombreux autres produits tels que le butyrdaetdée ainsi que des alcools
(Chynoweth & Pullammanappallil, 1996 ; Pavlostathis & Giraldo-Gomez,)1991
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La flore acidogene, responsable de ces deux premieres étapaslyfe/det
acidogenese) se développe rapidement comparativement aux florastesii De plus, les
bactéries qui la constituent sont en grande partie anaérobietatiaesl et tolerent des pH
relativement bas (jusqu’a 5) ce qui en fait des organismes aodpeetient peu contraignant
(Gourdon, 200p

Les acides gras formés au cours de I'acidogenése en condition didetooimd’H, et
ceux provenant de I'hydrolyse des lipides sont métabolisés par urutmageoupe bactérien,

les bactéries acétogenes, par oxydation anaérobie essentiellBatettr(eet al, 2009).

c. Phase d’acétogenése :

Cette phase est nommée ainsi car l'acétate est son primmipduit carboné.
Contrairement aux réactions décrites précédemment, les réavigssen jeu ici nécessitent
la présence d’'un accepteur d’électron inorganique : I'hydrogeaeldstathis & Giraldo-
Gomez, 199)sous sa forme ioniquBétstoneet al, 2009. Ces réactions générent ded’et
les bactéries qui les réalisent sont dites « productricesteblig’hydrogene sMata-Alvarez,
2003.

Acides et alcools formés précédemment sont transformés axteaceQ et H. Les
acides gras avec un squelette a nombre im@a# §) d’atomes de carbone (le valérate par
exemple) sont toutefois en partie convertis en propioriztgnoweth & Pullammanappallil,
1996 ; Batstonet al, 2002 qui sera a son tour converti en acétate; &. La dégradation

du propionate est schématisée par la réaction suivBatstgneet al, 2002 :
CH; CH, COOH+ 2H; O———» CHCOOH+ 3H, + CO,

Les micro-organismes acétogénes sont anaérobies strictssamgibles au pH, et
possédent un développement lent. lls réalisent de plus une réactiomoligasa
thermodynamiquement peu favorable. L'’hydrogene produit ne doit pesusialer sous
peine d’inhiber toute conversion. Il doit donc étre soustrait du milicfuraet & mesure de sa
production d’ou un lien tres étroit nécessaire, un développement syntrophigee cent
bactéries et les suivantes qui I'utiliseRaglostathis & Giraldo-Gomez, 1991 ; Chynoweth &

Pullammanappallil, 1996 ; Mata Alvarez, 2003

d. Phase de méthanogenése :

Cette étape correspond a la production de méthane et de dioxyddaleecarpartir
des produits organiques issus des étapes métaboliques précédentethdmmogénése est
assurée par les bactéries méthanogéenes qui sont des bactaéiexbies strictes et font partie
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de la classe des Archaebactéries. Elles ne sont capablesef'ujil’'un petit nombre de
substrats organiques nécessaires pour leur croissance et leloppénent tels que le

formate, 'acétate et le méthalamine.

Les bactéries méthanogénes constituent un groupe d’organismegcsiipaqu’elles
font partie d'un régne spécifique, les archéobactéries, séparéghe Mes bactéries
procaryotes par des caractéristigues métaboliques et une stmetmtgranaire particulieres.
(Chynoweth & Pullammanappallil, 19p6De nombreux substrats (mais tres spécifiques)
peuvent étre utilisésChynoweth & Pullammanappallil, 19R6Cependant, deux voies de
production du méthane sont prédominanBzggtonect al, 2002 :

* 'acétoclastie, a partir de I'acétate, selon la réaction :

CH3COOH ——» CH+ CO

* la réduction du dioxyde de carbone par I’hydrogéne selon :
4H, +CO > CH+2HO0

En digesteur anaérobie, I'acétoclastie est a I'originéxla 70% du méthane produit
(Pavlostathis & Giraldo-Gomez, 1991Les bactéries responsables de cette étape finale se
caractérisent, tout comme les acétogenes, par, un développentennlearactére anaérobie
strict et une forte sensibilité au pHs@urdon, 200 L'optimum se situe autour de la
neutralité. La fourchette optimale admise est plus ou moins $atga les sources : entre 6,8
et 7,4 seloBarlaz (1996kt entre 6 et 8 seldfl-Fadel (1996).

V1.4.2. Les facteurs influencant et inhibant la méthanogenése

Il existe de nombreux facteurs susceptibles d’influencer Vig&tbiologique au cours
de la biodégradation anaérobie de la matiere organique, tels queditéunte pH, la
température(figure 26) et les acides gras volatils (AGV). Ces facteurs influenda
croissance des microorganismes et leur développement dans iéel. nhies processus
biochimiques sont sensibles aux conditions du milir(hart, 1995
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Figure 26: Variations du taux de croissance relatif des microorganismes méthanogenes e
fonction de la températur8dtstoneet al.,2002.

La méthanogenése peut étre inhibée par les acides gragsvpAV), I'azote
ammoniacal et le sulfure d’hydrogene. Les AGV sont des produtigsnmédiaires de la
dégradation anaérobie de la matiére organifjgaré 27) L'effet inhibiteur des AGV n’est
pas uniquement du a I'acidification du milieu, mais égalemerax@ite de certains acides
organiques volatils Mata-Alvarez, 2008 L’azote ammoniacal produit au cours de la
biodégradation de la matiere organique azotée devient toxique pomicie®rganismes a
forte concentrationBurton & Watson-Craik, 1998 Le pH du milieu joue un r6le important
dans la forme inhibitrice de I'azote et de sa concentratiorbitnbe. L’inhibition de la
méthanogenese par le sulfure d’hydrogene n’est pas due a un effdieurhmais a une
compétition pour le substrat entre les bactéries méthanoggnéss bactéries sulfato-
réductrices Barlaz, 1995
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Figure 27: Les différentes étapes de dégradation anaérobie de la matiere organique.
(B1= Bactérie hydrolytique acidogenes; B2= Bactéries geéws ; B3= Populations
méthanogenes (a, hydrogénophiles ; b, acétoclastiques) ; B4=Badelfi@to-réductrices ;
B5= Bactéries dénitrifiantes.

VI.5. Evaluation de la susceptibilité a I’hydrolyse enzymatjue des

biomatériaux

L’approche enzymatique est utilisée essentiellement pour obiEsninformations sur

la susceptibilité d’'un substrat a I’hydrolyse par des enzympésifgjues dans des conditions

de concentration enzymatique, de température et de pH mieux confpdléeapport au

développement microbien. Ces méthodes sont relativement facilesndseptet peuvent

constituer des tests accélérés pour I'évaluation de la dégradabilité dé&nmannat

VI.5.1. Généralités sur les méthodes

Ce sont des méthodes qui donnent des informations sur la sensibiticdychére a

subir une hydrolyse enzymatique. Elles sont basées sur I'utilisation dissctgndés pures ou
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d'un surnageant issu d'une culture microbienne ayant démontré la €apatgrader le
polymere. La sélection des souches peut étre effectuée patHade des zones claires. Une
fois que l'isolement de la colonie formant la zone la plus grastleéalisé, I'hydrolyse
enzymatique du polymere peut étre réalisée en utilisant seul@&ramnageant de la culture
microbienne I(i et al, 2007 ou par application directe des enzymes responsables de

I'nydrolyse du polymeére apres leur purification.

VI1.5.2. Les étapes d’hydrolyse enzymatique de I'amidon

L’hydrolyse enzymatique de I'amidon pas lamylase commence par une érosion de
la surface du substrat suivie par une diffusion de I'enzyme @rignir de la molécule puis
une association entre I'enzyme et son subsHjitidlonet al.,200§.

a. Les enzymes spécifiques des liaisand-4) : lesa amylases

Ce sont des enzymes d’origine animale, végétale ou microbienneydrolyisent au
hasard les liaisone (1-4) des chaines d’amylose et d’amylopect{figure 28) Elle sont
aussi appelées endo-amylases, amylases liquéfiantes ou dartesi Ces produits
d’hydrolyse sont principalement constitués d'oligoholosides de degpélgaérisation (DP)
de 6 a 7 et du maltose. Selon leur origine, leur températurevid@ciptimale se situe entre

50 et 55 °C et leur pH optimum varie entre 4,7 et 5,9.

b. Les enzymes spécifiques des liaisarnd-4) eta (1-6) : les amyloglucosidases

Ce sont des enzymes appelées aussi glucoamylases, eli@ydemt les liaisons (1-
4) eta (1-6) de 'amylose et de I'amylopectine en libérant du D-glucBfies sont extraites
généralement des moisissures et agissent rapidement tées$ samgues chaines que sur les

courtes.
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alpha amylase

béta amylase

~— hydrolyse au hasard
Ny a e des liaisons alpha 1- 4
X 2
\ 3 /
hydrolyse pas a pas,
de l'exterieur vers

l'intérieur, des liaisons
dlpha 1- 4 avec

extremité reductrice

- pullulanase
formation de
maltose - hydrolyse des
vg liaisons alpha 1- 6

amyloglucosidase

hydrolyse pas a pas, de l'extérieur vers l'interieur,
des liaisons alpha 1- 4 avec formation de glucose

Figure 28 :Les mécanismes d’action des enzymes amylolytigoesil{etet al.,2000.

Tableau 3 :Différentes sources d’enzymes amylolytiques

Enzymes amylolytiques Source de microorganismesTempérature optimale (°C)
a-amylase (endoenzyme - Bacillus subtilis 50
hydrolyse la liaisom 1-4) -Bacillus amyloliquefaciens 70
-Bacillus licheniformis 90
amyloglucosidase (hydrolyse-Aspergillus niger 50
les liaisons 1-4 eta 1-6) -Aspergillus awamori 60
-Mucor rouxianus 55
-Penicillium oxalicum 55-60
-Rhizopus delemar 40

V1.5.3. Dosage des produits d’hydrolyse

Pour la méthode enzymatique, I'évaluation de la biodégradabili@ssesur le dosage
des produits dhydrolyseLi( et al, 2007 par dosage colorimétrique a lacide
dinitrosalicylique WMiller, 1959), par chromatographie liquide a haute performance (HPLC),
chromatographie en phase gazeuse (CPG) ou lidentification deutduse des différents

composés solubles par RMN.
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En ce qui concerne les polyméres a base d'amidon ou de eellelgourcentage de
biodégradabilité est évalué par dosage des sucres réducepisdtet al., 2001 apres une

hydrolyse enzymatique par la formule suivante :

Nombrede molesd'équivalentglucose produit »

% de biodégradailité = — .
Nombrede molesd'équivaleniglucose théorique

100

La méthode au DNS (Acide Dinitrosalicylique) est la plusséi pour doser les oses
réducteurs présents dans le miliddilier, 1959. Cependant, cette méthode ne permet pas
d'identifier la nature de ces oses et leur degré de polymig@niséDP), pour cela une
séparation par HPLC avec une détection réfractométrique estalggmént utilisée. La
guantité des sucres réducteurs dosée en utilisant le DNS pa3%ea&6% aprés 100 jours,
suite & I'hydrolyse d'un polymére & base d'amidon de maispar amylase a 50U.mt &
pH 7,4 et a 37°CAlberta Araujoet al, 2009. Aprés 48 jours de réaction enzymatique, le
pourcentage d'hydrolyse de [I'amidon thermoplastique (TPS) par dmylase et
I'amyloglucosidase atteint 58%&spalet al, 2005.

VII. Conclusion

Pour limiter les impacts des emballages non biodégradableseadbapolyméres
d’'origine fossile, plusieurs recherches visant le développement alériaux a base de
polymeéres naturels extraits d’agro-ressources ont été mersesernieres années. D’aprés
cette étude bibliographique, la plupart de ces travaux se sontsg#@gré I'amidon.
Néanmoins I'hydrophilie, les faibles propriétés mécaniques mstdbilité dans le temps
(vieillissement) constituent les principaux facteurs limitanjourd’hui [l'utilisation de
'amidon pour la fabrication de matériaux d’emballage. Cependant, pissa@iteurs ont mis
en évidence le fait que le mélange de I'amidon avec d'autrempodg synthétiques donne
naissance a des matériaux composites ayant des proprié@squés intéressantes. D’autres
études ont montré également une diminution de I'hydrophilie des metéribase d’amidon
meélangés avec la zéine (protéine majoritaire du mais). @ettdioration des propriétés
meécaniques a pour conseéquence une diminution de la biodégradabilité atlErsaur

composites par rapport aux matériaux a base d’amidon pur.

Un matériau d'emballage est qualifié de biodégradable si spaosiggn dans

I'environnement méne a sa disparition compléete par dégradationdége ricroorganismes.
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Pour estimer cette biodégradabilité, différentes méthodes sosgesilimais aucune n'est
standardisée. L'envahissement et la méthode des zones clairesttgrdrnd'estimer
gualitativement et de donner une idée rapide sur la sensibilité pdlymére a l'attaque
microbienne. Ces deux méthodes peuvent constituer des tests aqualeréstimer I'aptitude
d'un biopolymére a étre biodégradé ou encore pour orienter le chomid®®rganismes
pour constituer l'inoculum utilisé dans la méthode respirométrique. Qudat méthode
enzymatique, elle donne une idée sur la capacité d'un polyméefeag§menté sous l'action

d'une ou plusieurs enzymes d'origine microbienne.

La biodégradabilité d'un matériau plastique ne peut étre egpanéme seule méthode
du fait de la complexité biologique impliguée dans le phénoméne degtaodéion et du
nombre de paramétres a prendre en compte. Cependant, les tests rapides de liodggnada
voie enzymatique doivent étre confirmés par des tests de baaddign par voie microbienne
qui sont plus longs a réaliser. De plus, les tests menés dans tatdabgconditionsn vitro)
ne peuvent pas exclure la réalisation de tests dans des conditioralemt(conditionsn

Vivo).
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Chapitre Il. Matériels et méthodes

Ce chapitre présente les différentes techniques emplopées caractériser les matériaux
base de farine de mais élaborés dans le cadre de ce travail, |ésatifé tests enzymatique
et les méthodes d’évaluation de la biodégradatitrélaboration des ces matériaux a é

effectuée par extrusion de la farine de mais, du PBS et de I'eawu glycérol commé

plastifiant. L’hygroscopie et la porosité de ces matériaux ontrépectivement évaluées ¢

déterminant leurs isothermes de sorption d’'eau et l'adsorpti@sorption d'azote. L&
calorimétrie différentielle a balayage et la diffraction aux raysrX, ont permis d’analysel
l'influence du couple formulation/procédé sur la cristallité de I'amidon de la farine dé
mais. La spectroscopie infra-rouge a transformée de Fourier, et lerascopie confocale 3
balayage laseront permis d’'avoir une idée plus précise sur la structures ddifférents
composants de la farine de mais (amidon et protéines) et leur asgdion suite aux

traitements thermomeécaniques. La morphologie des mélanges fad@aemais-glycérol e

PBS a été analysée en effectuant des observations par microsétgagonique a balayage.

Des tests d’hydrolyses enzymatiques ont permis d'évaluendaeptibilité de I'amidon de 13
farine de mais aux enzymes amylolytiques en fonction du coupkhenulation/procédé
employé. Les cinétiques de biodégradation de ces matériaux ont éséirées par des

meéthodes normalisées en milieu liquide ou solide par voie aérobie ou anaérobie

3174

—F

"4}
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|. Elaboration des matériaux a base de farine de mais et de
glycérol

[.1. Matériels

1.1.1. Farine de mais
La farine de mais utilisée dans cette étude a été fournie par & soérégrain (Bourg

en Bresse, France). Elle a été obtenue par simple broyageaites de mais. La farine a été
soumise a un fractionnement par tamisage en utilisant desaaeadifférents diametres de
facon a évaluer la dispersion de sa granuloméfigare 29) La fraction | (D > 0,4 mm) est
riche en particules jaunes ainsi qu’en résidus cellulosiques brufractian 1V est constituée

de fines particules blanches. Les fractions Il et Il présenterdaegositions intermédiaires.

§ D : Diamétre

-Type | : D>0,4mm
-Type Il : 0,2<D<0,4mm

-Type Il : 0,1<D<0,2mm
-Type IV : D<0,1mm

o S

Figure 29 : Les différents diamétres utilisés pour le tamisage de la farine de mai

1.1.2. Glycérol
Le glycérol d’'une pureté de 99,5% utilisé pour plastifier laneade mais a été fourni

par la société Grosseron (Saint-Herblain, France).

[.2. Méthodes

1.2.1. Extrusion des mélanges farine de mais-glycérol-eau
Les matériaux utilisés dans cette étude ont été obtenus ayPREPEuropéen de

Plasturgie, Oyonnax), sous forme d’éprouvettes, par extrusion etionjel’'un mélange de
farine de mais (pré-conditionnée a 23 °C et 50% HR pendant au moirsema@e), de
glycérol et d'eau dans des proportions variables. L'extrusion afféiugée a lI'aide d’'une

extrudeuse bi-vis HT Evolum 32 (Clextral, Firminy) d’'un diamétee3@ mm et un rapport
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Longueur/Diamétre de 44idure 30. Un profil de température d’extrusion de 80 a 110 °C a

éte utilise.

Figure 30 : Extrudeuse bi-vis corotative congue pour traiter la matiére a hauéssions
(jusqu’a 275 bars) en continu et a hautes températures (jusqu’a 40(PEP). Oyonnax,
France)

Lors de I'extrusion, le mélange peut subir des étapes déerisat au fur et a mesure
gue la matiére avance dans le fourreau. Le cisaillement a poda hidtstructuration de
I'amidon et la dispersion des protéines de la farine de maiite & ce traitement, la matiere
obtenue est davantage amorphe et homogéne. A la sortie de I'esgutks joncs obtenus
ont été débités en granulés utilisés par la suite pour I'injection des éprouveiies tA.

Dans notre cas, le cisaillement a été assuré grace asdéisposant d’espaces de passage de
matiére tres étroits. Ces vis ont été intercalées emstrgdesans fin de I'extrudeuse selon deux
profils (figure 31):

* Une seule zone de cisaillement ;

* Trois zones de cisaillement.

52



Chapitre Il. Matériels et méthodes

. _ Vis de cisaillement Vig de eisniliement
A / 5]
r%n TE = S o in ""ig_.'{ i e D / _._.Z-.\__-_,—u._
= , — L , l'l'/: | r:/*]n : lrln i‘ll’l : ““/1- [IT] ']l | wb
_ \ \ n\m\\,.m.ﬁ\\‘.n - R RO | O ;
P SN NNV ol BNV il NN
\ \
7 i
[m— ;ST ————R———Ty— P’[ﬂ—-.\"! L e i T TH T \
LA AT AT Ty Yy r‘ P roaead WO T T T T TR OO '
f" \‘L\l‘\\\.\‘L‘l\\\\}l\l\\“.\\\‘&\\kk\\&\\\‘&\k\\s\\\\%\\x\\\1\\ ALEALARL U . 'A\!M Nl il Ul -W-‘L\N\a\t\*\kk\ﬂl i
y Y /
/
— Vis de cisaillement W ‘_
: A ! g
.................................... i AN
R ¢

Figure 31: Profil de vis avec A, une zone de cisaillement et B, 3 zones de cisaillement.

1.2.2. Injection des granulés

Les granulés ont été conditionnés a 23 °C et 50% HR pendant une seweihe

l'injection. Aprés reconditionnement des granulés de la farineutéstée (5 % glycérol),

l'injection a été réalisée sur une presse a injecter ENGEL (Allerhagne

Figure 32: Le moule utilisé pour obtenir des matériaux sous forme d'éproaveE,
Oyonnax, France).
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Extrusion Injection
Farine de mais et glycérol ~ Granulés Eprouvette

F

Figure 33: Etapes d’élaboration d’'un matériau plastique a partir d'une farine de mais

Tableau 4 :Formulations utilisées pour les matériaux a base de farine de mais.

) Farine de mais i o
Formulation Glycérol (m/m%) Eau ajoutée(m/m%)
(m/m%)
1 92 8 0
2 75 10 15
3 75 5 20

Seules les formulations 2 et 3 ont subi deux types de cisaillement : un profil avec une

seule zone de cisaillement et un deuxieme profil avec 3 zones de cisaillement.

ll. Elaboration des matériaux a base de farine de mais, de glycérol
et de polybutyléne succinate

[I.1. Matériels
Le polybutyléene succinate (PBS) utilisé dans les différefaiesulations est le PBE
001 fourni par la société Natureplast (Caen, France).
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Tableau 5: Les différentes formulations réalisées

_ Farine de mais Glycérol PBS
Formulation
(% m/m) (% m/m) (% m/m)
1 52,5 17,5 30
2 37,5 12,5 50
3 22,5 7,5 70
4 0 0 100

[1.2. Extrusion de la farine de mais, du glycérol et du PBS

Pour ce matériau, I'extrusion est réalisée en utilisant@mentype d’extrudeuse avec
un profil de vis constitué d’'une succession de plusieurs zones courtesdeyage et de
cisaillement. La température d’extrusion est comprise entreeild®5 °C. Les étapes de

I'extrusion sont schématisées ddéms$igure 34

(75%)  (25%) 1- Compoundage-Extrusion

Farine + glycérol PBs (30, 50, 70, ou 100%)

. l

Profil de température 100-135T

2 Injection

Eprouvettes

Figure 34 : Différentes étapes de I'extrusion
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Figure 35 : Les différentes éprouvettes (de type 1A) et les granuléB8eoBtenus par le
Péle Européen de Plasturgie (PEP) pour les différents formulakéofasine de mais, glycérol
et PBS.

lll. Caractérisation des matériaux a base de farine de mais
[11.1. Mesure des propriétés mecaniques

La caractérisation mécanique des matériaux a été effeatuPEP en traction sur des
éprouvettes de type 1Aidure 36§ (longueur de 85 mm, largeur de 10 mm et épaisseur de 4
mm) selon la normdSO 527-2(1993) a l'aide d’'un tensiométre Adamel Lhomargy DX30
(Division instrument S.A) équipé d'un capteur de force de 1 kN.

—— —

s 1 e — =
1

|
SUMINN

o T

Figure 36 : Eprouvette de type 1A.
Les éprouvettes ont préalablement été conditionnées a 25 °C dans osghanm a

50% d’humidité relative (HR) pendant 15 jours. Les éprouvettes onixées fentre deux
machoires puis étirées a une vitesse de 5 mm/min. Les courkeesi@tonnent I'évolution
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de la force (contrainte) appliquée sur I'éprouvette en fonction dédentition. Ces données
permettent de calculer le module de Young (Y) et la forcadptare (FR) selon les formules

suivantes :

pentedela courbe
sedion del'éprouvette

Y(MPa) =

La section (M) est égale au produit de I'épaisseur et de la largeur de I'éprouvette

La pente de la courbe est en Newton (N)

forcemaximale

FR(MPa) = _ -
sedion del'éprouvette

La force maximale est en N.

[11.2. Mesure de la porosité par adsorption/désorption

La porosité des matériaux a base de farine de maisd@tégninée sur des broyats
tamisés a 0,2 mm en utilisant le Sorptomat ASAP 2020 (Micror®rita I'Institut Européen
des Membranes (IEM) UMR5635 de I'Université Montpellier II). Avdiinalyse, les
échantillons ont été dégazés a 80 °C sous une pression de l'ordre deoflétries de Hg
jusqu’a I'équilibre. Afin de déterminer I'adsorption et la désorpdu gaz, les échantillons
ont été immergés dans de l'azote liquide (77 K). Les isothernagsatption/désorption ont
éte déterminées dans un intervalle de 0,06 a d(pression relative). La surface spécifique
(Sser) et la valeur de la monocouche{Qont été calculées a partir de I'équation de BET
(Brunaueret al., 1939 avec un intervalle de 0,06-0,2 p/ha surface cumulative, le volume
cumulatif et la moyenne des diameétres des pores ont été mhétempar la méthode de BJH

(Barettet al.,.1951) qui est valable pour des pores de diamétre moyen allant de 17 A.3000

[11.3. Activité de I'eau (a,,) des matériaux a base de farine de mais

Les mesures de l'activité de I'eau des matériaux ontégtiisées a 25 °C sur des
échantillons broyés a 0,2 mm a l'aide d’'yprmaétre FA-st/1 (GBX Scientifiques Instruments,
Romans, France). La cellule de mesure thermorégulée comprend wtirhéird a point de
rosée pour permettre la détermination dg &pres un temps d’équilibration de 'ambiance de

la cellule avec I'’échantillon.
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[11.4. Détermination des isothermes de sorption de I'eau

11.4.1. Technique de I'Autosorp™

Les essais de sorption ont été realisés au laboratoire EMMA (Eau -Uldsl@ctives -
Macromolécules —Activités, Université de Bourgogne) & l'aide d’un gard" (Biosystem
France), qui est constitué d’'une enceinte régulée en tempésdtane humidité pouvant
accueillir jusqu’a 30 échantillons simultanément. Cet instrument contientiarebalance de
Cahn a compensation électromagnétique, capable de détecter @dai®ngmrle masse de
l'ordre de 0,1ug (en valeur relative). Cette méthode consiste a mesureassemd’eau
absorbée par I'échantillon en fonction de la pression. L’échantiibplacé dans une capsule
en acier inoxydable. La capsule est ensuite placée dans I'dpp2®i°C puis I'échantillon
est séché jusqu’a une humidité relative de 0%. Une fois que I'étbrarst complétement
séché, I'humidité relative dans I'Autosdthest augmentée par des paliers de 10% en allant
de 0 a 90% HR (humidité relative). Le passage d’'une humidité relative a la suieépteie

lorsque la masse de I'échantillon ne varie plus.

l11.4.2. Méthode des bocaux

500 mg de matériaux broyés et tamisés secs sont pesésnavprecision de 0,1 mg
dans des coupelles en plastique. Les coupelles ont ensuite été plase 1 °C en bocaux
de verre contenant des solutions salines saturées permettant d’'différéintes @ : KOH
(av ~ 0,1); KCHsCO, (av ~0,22); KoCOs (aw ~ 0,43) Mg(NO3)2.6H0 (av ~ 0,52);
CuCh.2H,0O (ay ~ 0,6) ;KCI (ay ~ 0,85);BaClk (ay ~ 0,9)et K;SO, (ay ~ 0,98). L’absorption
d’eau a I'équilibre (g d’eau / g d’échantillon) a été détermimg@s séchage des matériaux

pendant une semaine a 60 °C.

[11.5. Caractérisation par spectroscopie Infra-Rouge atransformeée de
Fourier

Les échantillons ont été broyeés et tamisés a 0,2 mm puis séchés a 105 °C pendant 24 h.
Avant I'analyse, chaque échantillon (0,5%) a été mélangé dwddBr afin d’obtenir des
disques minces. Les pastilles obtenues ont été analysées allmidgectrométre Infrarouge
a Transformée de Fouri@FTLA 2000, ABB process, Monttuel, France). L’absorbance a été
mesurée entre 800 et 4000 tawvec une résolution de 4 ¢rChaque spectre est la résultante

de 32 accumulations. Les spectres ont ensuite subi une normalisationiellecet une
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correction de ligne de base (correction élastique) a I'aide doidb@PUS NT 5.5 (Bruker

Optic, Wissenbourg, France).

[11.6. Calorimétrie différentielle a balayage

La Calorimétrie différentielle a balayage (DSC) permetmettre en évidence les
changements d’état physique d’échantillons soumis a un traitehemique. Basé sur la
mesure de grandeurs thermomécaniques (quantité de chaleur) demuragtudiés, cette
technique consiste a mesurer le flux de chaleur nécessairdrdiema la méme température
de I'échantillon et d’'une référence thermique inerte. Dans Ilgeptéravail, cette méthode

calorimétrique a permis de déterminer la température de gélatinisatl’amidon.

La détermination du taux de déstructuration des matériaux albdaene de mais a
été effectuée a lI'aide d’'un calorimétre (DSC 2920, TA instrum@nt,ancourt, France) a
'Unité Mixte de Recherche INRA-Université de Reims ChampagAedennes
Fractionnement des Agro-Ressources et Emballage (UMR FAREaldnnage de I'appareil
a été réalisé par rapport a la température de fusionndubh 429,8 K (28,55 J%. Vingt
milligrammes d’échantillon préalablement broyé et tami®&amm et 80 mg d’eau ultrapure
ont été pesés directement dans un creuset hermétique afinrd@wtgporisation d’eau. Le
creuset de référence contenait 100 mg d’eau. Les creuset® ahiaéffés de -10 a 140 °C a
une vitesse de 5 °C.mtnL’enthalpie endothermique a été calculée & partir de I'iniégrde

I'aire des pics exprimée en J.de matiére séche.

[11.7. Diffraction des Rayons-X

Les diagrammes de diffraction ont été obtenus suite a I'andé/deg d’échantillon
broyé puis tamisé a 0,2 mm a l'aide d’'un diffractométre Bruk&rAldvance (Champs-sur-
Marne, France) fonctionnant a 40 kV et 40 mA. Un détecteur a sttiotilla été utilisé pour
contréler l'intensité des rayons diffractés. Tous les diffraatogies ont été normalisés a la
méme aire totale sous la courbe avec un angle de Bragg sineé38 et 30° (@). Les
analyses ont éeté effectuées a I'Unité Mixte de Rechetbli®A-Université de Reims

Champagne Ardennes Fractionnement des Agro-Ressources et Emballage.

[11.8. Microscopie confocale a balayage laser

La localisation des protéines dans la farine de mais avant &t &prtraitement
thermomeécanique d’extrusion a été observée par microscopie confdualkeyage (MCBL)
au Centre Technologique des Microstructures (CTu) de I'Unigetsfpnl. Avant toute

observation, une coupe d’'une épaisseur de 12,5 um a été réalisée pouréchagtidon a
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température ambiante a I'aide d’'un microtome. Les coupes obtenuessuite été placées
sur une lame en verre. La coloration des protéines a été eéalieé de la fuschine acide
(0,01% (v/v)) dissoute dans de l'acide acétig@bgnvrieret al.,2009. Aprés 5 minutes de
coloration les coupes ont été lavées a I'eau distillée. Les caupesnfin été recouvertes
d’'une lamelle fixée avec du vernis a ongle pour empécher leur desséchessearthantillons

ont été observés a l'aide d’'un microscope confocal a balayageCiakdt 510 META(Zeiss,

Oberkochen, Allemagne). Le microscope confocal a balayage uélilser He/Ne a une

longueur d’onde de 543 nm.

[11.9. Observations en microscopie électroniqgue a balayag de la
structuration des matériaux composites a base de farine de iiseet du PBS

Les observations de la structure des matériaux composites ardabsées a l'aide
d’'un microscope électronique a balayage (MEB)Hitachi S 800 feg) au Centre
Technologique des Microstructures a I'Université Lyonl sur deandéiions surfacés a

température ambiante. Le traitement d'images a été effectuéedogiciel Analyis 3.1.

I\VV. Evaluation de la biodégradation des matériaux

IV.1. Susceptibilité a I'hydrolyse enzymatique
IV.1.1. Enzymes utilisées pour I'hydrolyse des matériaux a base de farine o&is
Les enzymes utilisées au cours de ce travail ont été :

» Uneo-amylase dAspergillus oryza@48U.mg" (Sigma, A6211) ;
= Une amyloglucosidase Aspergillus nigera 31,2 U.mg (Sigma A7420) ;

» Une préparation enzymatiqueadamylase et d’amyloglucosidase a 24000U’mL
(Hazyme® DCL) (DSM Food Specialties, Seclin, France)) ;

= Une préparation enzymatigue de protéases BREWERS® BRhgillus
amyloliquefaciens(DSM Food Specialties, Seclin, France)).

Une unité da-amylase (U) et une unité d’amyloglucosidase (U) sont définie
respectivement comme étant la quantité d’enzyme qui libere 1 maliese ou de glucose a

partir de 'amidon en 3 minutes a 20°C et a pH 6.
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IV.1.2. Enzymes utilisées pour I'hydrolyse du PBS
Le polybutylene succinate est hydrolysé par une lipasBsgéeidomonas cepaci
50U.mg" (Sigma, 62309)Une unité (U) est définie comme étant la quantité d’enzyme qui

libére 1 umole d’acide oléique a 40°C et a pH 8,0 en une minute.

IV.1.3. Farine de mais et matériaux a base de farine de mais

La farine de mais (fournie par la société Cérégrain (BentBresse, France)) et les
matériaux extrudés préparés par le PEP ont été soumishydtetyses enzymatiques pour
évaluer l'effet du traitement thermomécanique d’extrusion ssr dmétiques de ces
hydrolyses. Les matériaux obtenus sont des éprouvettes de 4 mrandere, 6 mm de

largeur et 150 mm de longueur obtenues par extrusion.

IV.1.4. Traitement des échantillons

Avant I'hydrolyse enzymatique, certains des matériaux ont éy@&&ravec un broyeur
Polymix PX-MFC 90D (Kinematica, Lucerne, Suisse) réglé awutesse de 5000 tours par
minute pendant 30 s. Les broyats ont ensuite été tamisés avieenies différentes tailles

afin d’étudier I'influence de leur granulométrie sur la vitesse d’hydrolyse

IV.1.5. Conditions de mise en ceuvre de I'hydrolyse enzymatique

Des suspensions & 30 ¢.tHe matériau broyé ont été préparées dans un tampon acétate
de sodium & 0,05 moll (pH 5,5), de l'azide de sodium & 0,02 % (pour éviter tout
développement microbien) et 50 ppm de chlorure de calcium (pour stalibsenzymes
d’origine fongique) Comaet al., 1995. Les enzymeso(amylase et amyloglucosidase) ont
ensuite été ajoutées simultanément & la concentration finakéedésiou 50 U.mt). Les
tubes contenant le milieu réactionnel ont été incubés dans une ertbeinmtostatée a 50 °C
(température permettant une activité optimale des enzymegesi)isous agitation rotative (6
tours par minute).
IV.1.6. Suivi de la libération de sucres réducteurs au coursed’hydrolyse enzymatique
par méthodes colorimétriques
a. Dosage au DNS

Préparation de la solution de DN®our un litre d’'une solution DNS, 10 g d’acide

dinitrosalicylique (Sigma, D0550) sont mélangés a 2 g de phénol, 0,5yfde de sodium
(Sigma, S-0505), 500 mL d’une solution de NaOH a 2% et 200 g de taldrdike de sodium
et potassium. Une quantité suffisante d’eau distillée est aj@atér avoir un volume final de

1 litre. Le mélange est ensuite chauffé sous agitation jusgséaldiion complete de tous les
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composants. La solution de DNS doit étre stockée dans un flacon brbn ddé'da lumiere et

renouvelée tous les trois mois.

Les étapes du dosagé’hydrolyse enzymatique de la farine de mais et du matéria

correspondant a été suivie en mesurant la libération des swiueterés (comme le maltose,

le maltotriose et le glucose) dans le milieu réactionnel. ldngage a été effectué en
employant la méthode colorimétrique Bidler (1959) (DNS). Des prélevements de 400 pL
ont été réalisés a intervalles de temps réguliers, suitgualsx4 pL d’HCI (0,01M) ont été
immédiatement ajoutés pour stopper l'action de I'enzyme. Aprés d@encentrifugation a
10000 g et 4 °C, des dilutions adéquates du surnageant ont été réalisédsepdans la zone

de linéarité de la gamme étalon de 0,1 a 1g de glucose paBli@¢L de la solution de DNS
ont été ajoutés au surnageant avant chauffage a 100 °C pendant 15 n#s. Apr
refroidissement, une lecture de l'absorbance a 640 nm a étééeeajisice a un
spectrophotometre (JENWAY 6300).

b. Dosage du glucose

Pour un dosage spécifique du glucose, un kit enzymatique de dosage du glucose
(Sigma, GAGO-20) a été utilisé. La réaction a lieu en trois é{éigese 37).
- La glucose oxydase oxyde le glucose en acide gluconique et en geroxy
d’hydrogéne ;
- Le peroxyde d’hydrogene oxyde la o-dianisidine en formant un composé coloré ;
- La o-dianisidine oxydée réagit avec de l'acide sulfurique poumsgiiter et
stabiliser la coloration.
L’absorbance est mesurée par spectrophotométrie a 540 nm.
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Figure 37 : Principe du dosage du glucose par la glucose oxydase

c. Identification des produits d’hydrolyse de la farine de mais parll{P(Chromatographie

Liguide & Haute Performance)

La chaine d’analyse par HPLC utilisée dans cette étudmegiosée d’'une réserve de
solvant (eau ultra pure dégazée aux ultrasons), d’'une pompe binaire L@kl Elmer
Binary pump 250) dont le débit est réglé & 0,3 mLnitiun passeur d’échantillons (Perkin
Elmer Autosampler series 200), d’'une colonne d’'analyse (L :300mm X,@nm) PL HI-
Plex Na (Varian, Palo Alto, CA, USA) et d'un détecteur aéfometrigue Gilson 133
(Middleton, WI, USA). Le tout est relié a un systeme d’acqoisitie données TotalChrom
Navigator ®. Apres hydrolyse, les échantillons ont été filtréaide d'un filtre ayant un
diameétre de pore de 0,45 um et placés dans I'échantillonneur. ifickmdn des pics a été
effectuée par étalonnage externe avec le glucose (Dpl) (Fluka, 484138a/tose (Dp2)
(Sigma, M5885), le maltopentose (Dp5) (Sigma, 47876), le maltohexose (Bfiha,
47873) et le maltoheptose (Dp7) (Sigma, 47872).
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d. Identification des produits I'hydrolyse des matériaux a base du PBS

Le suivi de la libération d’'acide succinigue au cours de I'hydeobnzymatique a été
effectué par HPLC en utilisant une colonne Metacarb 87H (L : 300 ®@m & mm) a 35 °C.
La phase mobile utilisée était composée d'un mélange de métliHdid) et d’acide
sulfurique & 0,01N (90%). Le débit d’élution était de 0,45 mL neinle volume d’échantillon
injecté de 50 pL. La détection est réalisée grace a un détébtea 210 nm. L'identification
du pic correspondant a l'acide succinique a été effectuée panrége externe avec de
I'acide succinique (Sigma, S3674).

I\V.2. Biodégradation par voie aérobie en milieu liquide

IV.2.1. Mesure de la demande biologique en oxygene (DBO)

La Demande Biologique en Oxygéne (DBO) mesure la quantité d’'orygécessaire
pour la dégradation d’'un matériau par des microorganismes dans desmeggis fermeés
(Oxitop OC® 100). Elle nécessite que le matériau soit la seule sourcardene dans un

milieu d’essai. La mesure de DBO a été réalisée conformément a la r'8®n14851.

a. Milieu d'essai

Le milieu d’essai est composé de 10 mL de la solution AR 8,5 g.L™!, K-HPO,
21,75 g..* NH4CI 0,5 g.L'*, Na,HPO, 33,4 g.L*) et de 1 mL des solutions B (Mg$@2,5
g.L™"), C (CaC}, 2H,0 6,1 g.I'Y) et D (FeC} 0,25 g.I'*) pour 1 litre de milieu d’essai.

b. Inoculum

L’inoculum utilisé pour cette méthode est constitué d’'une boue acteepérée a la
station d’épuration de la ville de Bourg en Bresse. Cette bouarestérisée par sa matiére
séche qui est déterminée apres séchage a 105 °C pendant une nuititéanigrabiologique
de la boue est déterminée par dénombrement sur milieu gélosé PClagpbactéries (apres
incubation a 30 °C pendant 24 heures) et sur milieu Sabop@udles moisissures (apres

incubation a température ambiante pendant 48 heures).

c. La mise en oceuvre du test

Dans chaque respirometre de 500 mL, une quantité de 0,1 g de boue actié
ajoutée en tant qu’inoculum. Une masse de 55 mg de matériau (broyarpisis a 0,2 mm) a
eté introduite dans un volume final de 164 mL de milieu d’essai sauflp témoin (pour

évaluer la respiration endogéne des microorganismes). Durant #optidde d’'essai, les
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respirometres ont été placés sous agitation a 23 °C. Une aé&fatimiron 10 minutes des

respirometres a été réalisée pour introduire de I'oxygene dans lasxnaiéssais.

. Systéme d’acquisition
Manométre .

Manchon en
caoutchouc

Piege CO,
(Pastilles de NaOH)

Volume gazeux

Déchet (0,1-0,5 g MS, fonction
de MV) en suspension dans
milieu DBO + inoculum
Barreau magnétique

Figure 38 : Différents éléments d’un respirometre fermé
*MV : matiére volatile
*MS : matiére seche

IV.2.2. Isolement et identification des souches dégradant lesat@riaux a base de farine
de mais par la méthode des zones claires

a. Mise en culture

Aprés 30 minutes de décantation de la boue (récupérée a la sta@gomation de
Bourg en Bresse), 100 pL de surnageant ont été étalés &aleesdiun milieu minéral gélosée
meélangé avec du matériau broyé et tamisé a 0,2 mm. Les miiguansuite été incubés a
45°C jusqu’a apparition de zones claires (halos) autour des coloniegéRligar un témoin
positif, une souche dBacillus licheniformis(ATCC 27811) productrice d-amylase a été

utilisée dans les mémes conditions.

b. Milieu minéral gélosé

Le témoin positif est réalisé sur une gélose a I'amidon etdeais sur un milieu de
base dépourvu d’éléments carbonés, additionné du matériau (92% deléantaés et 8% de

glycérol) broyé et tamisé a 0,2 mm. La composition du milieu dareutst la suivante (pour
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2L) : KH,PO,: 4,6 g; NaHPO,: 11,6 g; NHCIl: 2 g; MgSQ:1g; Fed: 0,2 g; Cad:
0,01 g; 30 gdagar; 2L deau distillée.

c. Révélation des zones claires

Apres incubation, le milieu gélosé est inondé avec du lugol afin de révglmries ou
le matériau est complétement hydrolysé par la souche. Le rtémositif de ce test a été

réalisé sur une gélose a I'amidon

d. Identification des souches sélectionnées

Les colonies entourées d’'un halo clair sont mises en culture danslien non
sélectif PCA (une colonie par boite). Aprés incubation a 30°C perfartteures, des
colorations de Gram et des tests catalase et oxydase @ftatttués. Les colonies ont ensuite
été mises en culture a 30°C pendant 24 heures dans deux milietitsseleddentification

de la souche a été réalisée a I'aide d’'une galerie API1 50CHB.

IV.3. Compostage

IV.3.1. Caractérisation du compost par dénombrement de la floreotale et mesure du
pH

La qualité biologique du compost a été évaluée grace a un dénombrement dessbactéri
et des champignons respectivement sur PCA et Sabouraud au débatfiet du test. Des
mesures de pH, selon un rapport substrat/eau de 1/5 (m/m), onteétééss au début et la

fin du test pour évaluer s’il y a eu une acidification du milieu.

IV.3.2. Evaluation de la biodégradation par mesure de la perte de poids (désigtéation)
Selon la norméSO/DIS 16929 un matériau plastique est dit biodégradable si, au bout
de 12 semaines (84 jours) d’enfouissement dans du compost, le pourcerdagmtdgration
dépasse 90%. Pour étudier la biodégradation du matériau, une 'ééhantllons (d’aire
spécifiqgue 0,65 mih dimensions de I'éprouvette : 45mm x 18mm x 4mm) ont été enfouis
dans du compost (récupéré a la déchetterie de la Tienne, Viriat, Francemni€ealétélace
dans une enceinte thermostatée a 40°C et a 90 % d'’humidité rdlms/eetournements des
déchets biologiques ont été effectués chaque semaine afin dedimeis agglomérats et
d’assurer une meilleure circulation de l'air et de I'eau dam®mhepost. Des mesures de perte

de poids des échantillons secs ont été effectuées tous les 15 jours.
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IV.3.3. Observation de la morphologiedes échantillons par microscopie électronique a
balayage environnementale.

La dégradation et la colonisation de la surface du matériaété@mibservées avec un
microscope électronique a balayage environnemental (MEBE) J6&l B&S (Jeol lItd,
Tokyo, Japon) réalisées au CTu (Centre Technologique des Mimtoses, Université
Lyonl). Ceci a permis d'observer I'évolution de la colonisation démréitlons et la
dégradation du matériau au cours de I'enfouissement. Pour les olosexvees échantillons

ont été nettoyés a I'aide d’'une brosse sans aucun autre traitement préalable
IV.3.4. Evaluation de la biodégradation par mesure du dioxyde de carbone libéré
a. L'inoculum

L'inoculum utilisé dans cette étude était un compost de déchdtsagdé de 3 mois.
Ce dernier a été broyé et tamisé a I'aide d’'un tamis ayadiamétre de pores de 1 cm pour
assurer une bonne circulation de I'air. Six grammes du matéongé bt tamisé a 0,2 mm ont
été meélangés avec 36 g de compost (selon un rapport massique déni)gIS® 14855))
d’'une humidité relative d’environ 50 % ajustée en ajoutant de I'eamdlange compost -
matériau a été introduit dans des jarfegute 39 d’'un litre contenant un bécher rempli avec
40 mL de NaOH (1 molL). Les jarres ont ensuite été fermées & l'aide des @btitsp et
incubées dans une étuve a 35°C. Les jarres ont été ouvertes peériodigieswien tous les

trois jours) pour renouveler la solution de soude et introduire de I'oxygene.

Figure 39 : Les jarres contenant du compost mélanggévec le matériau (LGCIE, EA 4126, INSA Lyon-
Université Lyonl).
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b. Mesure de la production de dioxyde de carbone par piégeage chimique

La mesure de la quantité de dioxyde de carbone produit pendant latiespiles
microorganismes en utilisant le matériau comme seule sourcariene est la technique la
plus utilisée dans les tests respirométriqiesdd et al.,2007). Le dioxyde de carbone issu de
la biodégradation du polymeére a été utilisé pour le calcul du pourcemeagenéralisation.
Pour cette méthode, l'inoculum microbien utilisé produit naturellechedioxyde de carbone
pendant la respiration endogene, cette valeur doit donc étre regabtieéa été déterminée

en réalisant un témoin sans polymere.

Le CO, a été piégé dans une solution alcaline de soude (1 Madh large excés de

concentration connue selon la formule suivante :

CQO2+2NaOF - Na2C0s+ H20

Le dosage acido-basique de la solution permet de quantifier laisaydat pas réagi
avec I'HCI (1 mol.r}). Par conséquent, la quantité totale de, @€yagée déduite a permis de

calculer le pourcentage de biodégradation selon la formule suivante :

(COz)T - (COz)B
ThCO2

Dt = x100

- CO; 1: Quantité de C® mesurée dans le flacon contenant le matériau ;
- CO, 5: Quantité de Cemesurée dans le flacon témoin sansdéériau ;
- ThCG : Quantité théorique de GGsusceptible d’étre produite par oxydation totale du

matériau calculée selon la formule suivante :
44
ThCO 2 = Mtot X Ctot XE

- Myt : Masse (g) de matiere seche totale du matériau introduit ldansécipients de
compostage ;

- Cot: Teneur relative en carbone organique par rapport a la maéehe totale contenue
dans le matériau (g/q) ;

44 et 12 sont respectivement les masses moléculaires et atometpir®s du dioxyde de

carbone et du carbone.
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IV.4. Biodégradation par voie anaérobie en milieu liquide

IV.4.1 Préparation du milieu nutritif

La solution minérale (ou Milieu Nutritif Minéral MNM) est aksée selon les
préconisations de la norme ISO 11734 (1995) relative a la mesure hiedégradabilité
ultime de composés organiques dans les boues de digesteur. Sa comgsisiicsuivante :
un tampon phosphate (0,27 g de 4Ry, 1,12 g de NaHPO,.12H,0) ainsi que des sels
minéraux (0,53 g de NI, 0,075 g de CagRkH,0O, 0,10 g de MgGI6H,O) dissous dans
1000 mL d’eau distillée. 3 mL d’une solution d’éléments traces conténagtL” de HBOs;,
5 mg.L* de ZnC}, 3 mg.L* de CuC} et 100 mg.[* de CoC}, 6H,0 ont ensuite été ajoutés

pour obtenir un litre.
IV.4.2. Préparation et caractérisation des echantillons

a. Détermination de la Matiére séche

Les échantillons testés ont préalablement été broyés ises&m0,2 mm. La matiére

séche a été déterminée aprés un passage a 105 °C pendant 24 h.

b. Détermination de la Matiére Volatile

La détermination de la Matiére Volatile (ou perte au feu, M%) également une
méthode gravimétrique basée sur la perte de masse d’'un échaetli@cisantillon issu de la
détermination de la MS) apres calcination dans un four a moufle a 58éndant 4 h (perte
au feu, NF U 44-160). La perte au feu est souvent considérée comenestimation
approximative de la matiere organique, la matiere résiduetks agppmbustion étant elle-

méme considérée comme la matieére minérale contenue dans I’échantillon.

c. Mesure du carbone organigue total (COT) des échantillons

Le COT a été déterminé selon la norme NF ISO 10694 (1995) par dionb@s0 °C
en utilisant un COTmeétre solide (Ol Analytical 2001). Avant amglies échantillons ont été
séchés a 110 °C pendant 24 h puis broyés et tamisés a 0,2 mm. Lestearbohaté

éliminés par une attaque acide avec da®f a 15%.

d. Demande chimiqgue en oxygene (DCO) des matériaux a base de farine de mais

La détermination de la demande chimique en oxygéne des anatéribase de farine
de mais a été réalisée par spectrocolorimétrie aprés tadyaa milieu sulfochromique du
carbone organique des échantillons séchés et broyés a 0,2 mm.eLd'gssai doit contenir

environ 30 a 40 mg de carbone a analyser. Le carbone organique présées dahantillons
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solides a été oxydé dans un mélange de 10 mL d’une solution de bidhenadtassium a
0,35 mol.L* et de 15 mL d’acide sulfurique & une température de 135 °C pendant 30 minutes
Les ions bichromates, qui colorent la solution en rouge-orangé, agdéiés en ions Cf ou

(Cr (1)) qui colorent la solution en vert si ceux-ci sont enesxd.'intensité du vert a été
mesurée par spectrocolorimétrie (Portable Data Logging $péctometer, Hach DR/2010,
Colorado, USA) a 585 nm. La gamme d’étalonnage a été réaiséélisant le glucose

comme source de carbone oxydable.

IV.4.3. Préparation et caractérisation de I'inoculum

L'inoculum utilisé pour cette étude est de la boue anaérobigpééde d’'une station
d’épuration. La conservation de la boue a été effectuée dans un taoréac35 °C ou
'activité méthanogéne de linoculum est suivie par des relevéeprdssions de facon
automatisée. Pour entretenir la boue (avant utilisation), 30 g afaa#it été rajoutés. Avant
de lancer le test du potentiel biométhanogéne, un jelne de la boue d’envimurslest
préconisé (jusqu'a ce que l'activité biométhanogéene de la boue devierleg hire
caractérisation de la boue par mesure de la matiere stctle la matiére volatile est

nécessaire avant utilisation.

IV.4.4. Lancement du test de mesure du potentiel biométhanogene

Une guantité de 1 g de matiére volatile séche (MVS) dbdigillon a été introduite
dans un flacon de 1000 mL a laquelle 60 mL de boue anaérobie et qsp 600 niledlu m
nutritif ont été rajoutés. A l'aide d’un dispositif de bullage, flasons ont été purgés sous
azote pendant quelques minutes puis fermés avec un septum et une halgstoee figure
40). La pression initiale a été mesurée a I'aide d’'un manometeflacons ont ensuite été
placés dans une chambre thermostatée a 35 £ 2 °C. Des flacansstéeans matériau)
contenant la boue et le milieu nutritif ont été réalisés adirpendre en compte l'activité
endogene des boues.

70



Chapitre Il. Matériels et méthodes

Manomeétre

Alguille
Septum caoutchouc +
Bague plastique

Volume gazeux

Echantillon +
Milieu de culture +
Inoculum microbien

Figure 40 : Dispositif permettant une incubation en anaérobiose (LGCIE,"BA26, INSA
Lyon-Université Lyon1).

Le volume de biogaz produit durant la biodégradation du matériau par lealiige

calculé selon la formule ci-dessous déduite a partir de la loi des gaitsparfa

ToAP

Vi =V
0992 ’ T1P1

- Vg: Volume du ciel gazeux (en mL) ;

- AP : Différence de pression entre deux jours successHg P

- P1: Pression (en mbar) dd'jour ;

- To: Température (en Kelvin) du premier jour (dans la chambre d’incubation) ;

- T1: Température (en Kelvin) du deuxiéme jour (dans la chambre d’incubation).

IV.4.5. Mesure et analyse du biogaz produit
Le volume de biogaz produit durant le test a été calculé a patéirplession mesurée

a l'aide du manometre et de I'analyse de sa composition é€8Q) effectuée a 'aide d’'un
micro-chromatographe en phase gazeuse (CPG). L'étalon utilisaréggaz composé de 60%
de CH, et 40% CQ.

V. Analyses statistiques
Toutes les expériences ont été réalisées en utilisant au mam®chantillons. Les

résultats présentés sont les moyennes et écarts-types quiéoral@ilés a partir de ces
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mesures réepétees. Les différences statistiques entre éessvalesurées ont été calculées en
utilisant le test de Fisher pour des échantillons indépendantgréptaics centurion XV _
software, version 15.0.10, Sigmaplus, Levallois-Perret, France).
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Chapitre Il : matériaux a base de farine de mais, d’eau et de
glycérol

Partie | : Effet du couple formulation/procédé sur les propriétés
physico-chimiques des matériaux a base de farine de mais

Cette partie rassemble les différents résultats de la ca&m&ation physico-chimique de

[

matériaux a base de farine de mais, d’eau et de glycérol obtenusepiusion. L’étude
révéle que ces matériaux somtéso- et macro-poreux avec un caractére hygroscopique| qui
augmente avec l'augmentation du taux de glycérol dans la foration. Suite aux
traitements thermomeécaniques d’extrusida structure initiale de la farine a connu des
modifications au niveau de I'amidon et les protéines. Les réasl de la calorimetrie
différentielle a balayage, la diffraction aux rayons X, la spectroscopiéra-rouge a
transformée de Fourier, et la microscopie confocale a balayage las¢mpermis d’observer
que l'utilisation d’'un profil a 3 zones de cisaillement ein taux de glycérol de 109

o

conduisent a une amorphisation de 'amidon et a la dispersitfiagrégation des protéines

qui entourent 'amidon a I'état native de la farine de mais. matériaux présentent dg

m/ wn

propriétés mécaniques trop faibles et vieillissent rapidemergdue le stockage s’effectue

une température et une humidité relative élevées.
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Introduction

La formulation comme le procédé peuvent influencer les proppétgsco-chimiques
des matériaux a base de farine de mais plastifiés avetydiraj et de I'eau. Avec pour
objectif de mettre en évidence une influence couplée formulationff@opdéux formulations
différentes a base de farine de mais et de 5 ou 10% de glyrdrété employées pour
I'élaboration des matériaux par extrusion-injection. D’'un point de vyzrattédé, deux types
de profil de vis ont été employés lors de I'extrusion : un proficawmee seule zone de
cisaillement et un profil avec trois zones de cisaillement.

La composition en azote, carbone, hydrogéne et soufre de la farieealbarit tout
traitement thermomécanique a été déterminée par analyse élémentaire

L’effet de la formulation au travers du taux de glycérol eprhcédé au travers du
cisaillement sur la porosité, I'hnygroscopie, la cristallinité, dtructure et les propriétés
mécaniques (élasticité, contrainte a la rupture et l'allonge@datrupture) des matériaux
extrudés puis injectés a été étudié. Pour simplifier 'appatlades différents matériaux la
codification suivante est utilisée :

> Les matériaux a 10% de glycérol cisaillés 1 et 3 fois sont appesfectivement
10G1C et 10G3C ;

» Les matériaux a 5% de glycérol cisaillés 1 et 3 fois seront dénonesigsctivement
5G1C et 5G3C.

|. Composition de la farine de mais

Les résultats du fractionnement par tamisage de la farineadebrute sont présentés
surla figure41. La farine est composée de 4 fractions différentes. Ladrat{D > 0,4mm)
est riche en particules jaunes ainsi qu’en résidus cellulosiques.ba fraction IV (D
<0,1mm) est constituée de fines particules blanches. Les fraiti®2 < D < 0,4 mm) et IlI

(0,1< D < 0,2mm) présentent des compositions intermeédiaires.

Fractions farine de mais
19,94%

30,23% HTypel D>0,4mm
H Type |l 0,2<D<0,4mm
Type lll 0,1<D<0,2mm

' 29.89%  WTypelV <01
19,80% ‘ Ypely b<g.tmm

Figure 41 : Les différentes fractions obtenues par tamisage de la farine de otais br
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Les résultats de I'analyse élémentaire des differensesidns correspondant a des
particules de granulométries variables de la farine de maiis &r de ceux de I'amidon sont
présentés danke tableau 6 Ce tableau montre que les différentes fractions de la farine
présentent une composition tres similaire. En revanche, la tenemondans les fractions
décroit progressivement lorsque la taille des particules dindeu@4 mm a 0,1 mm pour
atteindre une diminution d’environ 20%. Les pourcentages de protéinemni@® dans le
tableau 1 sont calculés a partir des teneurs en azote (N x 6,2Bactian | présente un
pourcentage de protéines d’environ 10 %. Ce résultat est proche deua(tdPb) obtenue
parAgroset al.(1982).

Tableau 6 : Composition élémentaire (en carbone, hydrogene, azote et soufre)tiesgsar
de la farine de mais en fonction de leur taille (fraction I (D>0,4mm), dratti(0,2 < D <0,4
mm), fraction Il (0,1< D < 0,2mm) et fraction IV (D<0,1mm)).

%Carbone | %Hydrogene %Azote %Soufre %Protéines

Type | 44,72 6,62 1,63 0,18 10,19

Type Il 45,21 6,67 1,53 0,19 9,81

Type llI 44,82 6,68 1,55 0,24 9,7

Type IV 44,44 6,78 1,35 0,21 8,4
Amidon de

mais 42,61 6,59 0 0 0

(référence)

ll. Effet du profil de cisaillement et du taux de glycérol sur la
porosité des matériaux

La figure 42 présente les isothermes a 77K (-136°C) d’adsorption d'azote des
matériaux broyés et tamisés a 0,2 mm a base de farineaide Elles présentent la méme
allure que les isothermes d’adsorption de I'amidon de mais anfee r@mpératuréJuszczak
et al, 2002).
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0,3

o
(S

Quantité adsorbée (crag’)

Pression realtive (p/p)
—8—5G1C —— 10G1C —e— 10G3C —=— 5G3C

Figure 42 :Isothermes d’adsorption d’azote a 77K des matériaux a base de farine de mais
broyés et tamisés a 0,2 mm.

Selon la classification établie pBrunauer, Emmett et Teller (1938gs isothermes
sont de type Il, caractéristiques des matériaux macroporeux ou neumxpéour ce type
d’isothermes, I'adsorption commence par la formation d’'une monocouclez gelgorbé a la
surface du matériau par des liaisons de van der Waals asfaitdssions relatives (0 a 0,05
p/m). L'augmentation de la pression relative go/p 0,05 provoque la formation de
multicouches sur la surface externe et dans les macroporesatigsanx(Seredychet al,
2003). La deuxieme partie de l'isotherme située entre 0,2 et Og8cpfpespond a la phase
linéaire ou le gaz est adsorbé sur la monocouche en formant uieuoualie sur le matériau.

En revanche, 'augmentation brusque de la quantité de gaz adsp#pe>a0,9 est due a la
condensation capillaigseredyctlet al, 2003).

Les matériaux broyés présentent des isothermes équivalentekepalgux taux de
glycérol (5 et 10%) pour un seul cisaillement. En revanche leagasie 1 a 3 zones de
cisaillement dans le profil d’extrusion augmente considérablengengubntité d'azote
adsorbée par le matériau broyé qui passe de 0,18 & 025 cpour le matériau & 5%
glycérol et de 0,13 & 0,15 émy”* pour le matériau & 10% de glycérol. Ce résultat est en accord
avecWIlodarczyk-Stasialet al (2009)qui ont observé que I'augmentation de la vitesse de la
vis et donc du cisaillement lors de I'extrusion augmente la dépdeil’amidon de pomme de

terre a adsorber de l'azote. Il a été mis en évidence au @edasméme étude que 'amidon
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extrudé avec une bi-vis adsorbe une quantité d’azote supérieure &@xielié avec une

Mono-vis.
La surface spécifique des matériaux a base de farinmaige est obtenue par la

meéthode de Brunauer, Emmett et Teller (BET) (1938) et lestaés@ont présentés dans la

figure 43

0,2 4

0,15

0,05 -

Surface spécifique (cﬁig'l)

5G1C 5G3C 10G1C 10G3C

Figure 43 : Evolution de la surface spécifique des matériaux broyés etd¢ami 0,2 mm a
base de farine de mais en fonction du taux de glycérol et dudéypesaillement appliqué.
(Les barres d’erreurs présentent les écarts types avec n=3).

L’analyse des résultats présentés darigjlae 43révele que le cisaillement augmente
significativement la surface spécifique des matériaux. s, gbour un méme type de
cisaillement, les matériaux a 5% de glycérol présentent ufi@csuspécifique légerement
supérieure a celle des matériaux contenant 10% de glycérol. nhéatgtion du taux de
glycérol conduit a une diminution significative de la surface sipéef D’apres les résultats
obtenus pawlodarczyk-Stasialkt al (2009),'augmentation de la vitesse de la bi-vis conduit

a une augmentation de la surface spécifique de I'amidon.

La distribution de la taille des pores est obtenue a l'aidéadeéthode de BJH
(Barrettt, Joyner et Halendal95]) et les résultats sont présentés danBglare 44. Cette
derniéreprésente I'évolution du volume cumulé des pores en fonction de leur taille moyenne.
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Figure 44 : Evolution du volume cumulé des pores en fonction de diamétre des pores pour les
matériaux a base de farine de mais broyés et tamisés an®,2Ajn B correspond au
grossissement de la région de diameétre de pores allant de 1,5 a 3 nm.

D’aprés les résultats obtenus, le volume cumulé des poresegstlévé pour des
diameétres compris entre 2 et 40 nm puis diminue considérablement pour des diaenéfres d
260 nm. D’apres la classification des pores, les matériaux contigpine de mésopores (2 a
50 nm) que de macropores (de plus de 50 nm de diamétres). Le volxineahtes pores
pour les matériaux 10G1C et 5G1C se situe entre 2 et 2,5 nm. Enheyvaour les
matériaux 10G3C et 5G3C le maximum de volume de pore corresporsl chadetres de
pores comprisent entre 1,7 et 2 nm. Cela est en adéquation avesulegsée/Nlodarczyk-
Stasiaket al. (2009)qui ont montré que I'amidon de pomme de terre natif et extrudé pésent
un maximum de volume pour des pores de diamétre compris entr@,2 Bin avec une
apparition des volumes de diametres de pore compris entre 1,7 etp@unrtes extrudats
obtenus avec une bi-vis. La méme étude a mis en évidence qu’une ei@sse de la bi-vis
fait augmenter le volume des pores de diameétre inférieur a 1,7 nm.

Par ailleurs, ces résultats révelent que I'augmentation du natelmisaillements pour
un taux de glycérol donné va dans le sens d’'une augmentation depargs (< 2 nm) et
diminue le nombre de macropores. Par ailleurs, 'augmentation du tagiycéeol contribue

a la diminution des macropores et engendre une porosité plus homogene.

78



Chapitre lll. Matériaux a base de farine de mais

lll. Influence du traitement thermomécanique et du glycérol sur
les isothermes de sorption de I'eau des matériaux

La figure 45présente les isothermes de sorption de I'eau (a 25°C) a différg de
la farine de mais native et des différents matériaux (a dasfarine de mais, d’eau et de

glycérol) extrudés-injectés broyés et tamisés a 0,2 mm.

] B
59 4
5]
704 2w
)
60 -

39 4

344

g d'eau/100g de matiére séchce

50

29 §

24

0,8 0,85 0,9

aw (25TC)
—<—Farine de mais ——5G1C ——5G3C 10G1C —m—10G3C

40

g d'eau/100g de matiére séchce

aw (25C)
—>¢— Farine de mais —e—5G1C —e—5G3C 10G1C —m—10G3C

Figure 45: Isothermes de sorption a 25°C de la farine de mais native et atésiamx
extrudés a base de farine de mais (broyés et tamisés an),2 B et 10 % de glycérol
cisaillés une ou trois fois (A) et le B correspond au gramsiest de la région des, a
comprises entre 0,8 et 0,9.

L’analyse de ces résultats montre que les isothermes s®setriblables jusqu’a une
ay de 0,6. En revanche, au dela de 0,7 une différence entre les isatlestrobservée. Cette
différence dans la quantité de I'eau absorbée sur les différetésiaux est liée au taux de
glycérol incorporé. Les matériaux a teneur plus élevée en gly@d€% glycérol) absorbent
plus d’eau que les matériaux a 5% glyceérol et que la farineaie mative. Il a été démontré
gu’un taux élevé en glycérol fait augmenter la capacité d’pbeard’eau par les matériaux a
base d’amidonLourdin et al., 1997) Dans le méme contexte, d’autre études ont mis en
évidence qu’a fortes humidités relatives (HR), les films pi@éstavec du glycérol présentent
un taux d’humidité tres élevé par rapport aux films non plastffiéang et al., 2004).En
comparaison a d'autre plastifiants, le glycérol présente une bafimi#é pour I'eau
(Godbillotet al.,2006).
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En plus du taux de glycérol, la contrainte mécanique appliquée ldfextieision
semble influencer la quantité d’eau absorbée par les matéfaugmentation du nombre de
zones de cisaillement dans le profil d’extrusion de 1 a 3 augraérgela quantité d'eau
absorbée a uneg,ale 0,9 de 50 a 57 g d’eau pour 100g de matériau (base seche) a 10% de
glycérol. Cette augmentation de la quantité d’eau absorbéegardtériaux cisaillés 3 fois
est probablement a relier a une plus grande diminution des forisiedlioes de 'amidon au
profit d’'une structure amorphe pour laquelle la quantité d’eau absesbgdus sensible aux
variations de 'humidité de I'ambiance. En revanche, pour les raak¢é 5% de glycérol le
taux de cisaillement ne présente pas d’effet significatifespourcentage d’eau absorbé a une

ay de 0,9 (45 g d’eau pour 100 g de matériau quelque soit le nombre de zone de cisaillement).

IV. Caractérisation structurale des matériaux a base de farine de
mais par spectroscopie Infra-Rouge a Transformée de Fourier

Afin d’étudier l'effet du nombre de zones de cisaillement lors I'dgtrusion
(parametre relatif au procédé) et du pourcentage de glycéaphngptre relatif a la
formulation) sur la structure des matériaux a base de farinmais, une analyse par
spectroscopie Infra-Rouge a Transformée de Fourier (IRTH§ &fectuéela figure 46
présente les spectres dans le moyen infra-rouge dera figimais native et des matériaux a

10% glycérol.
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Figure 46 : Spectres IR moyens normalisés de la farine de mais ebatésiaux extrudés a
10% de glycérol cisaillés 1 (10G1C) ou 3 fois (10G3C). La figure £pkésente la région
spectrale de 800 & 1350 ¢net la figure 47B représente la région spectrale de 1500 & 1700
cm® qui correspond aux bandes amide | et amide Il caractéristiquéa seucture
secondaire des protéines.

Le matériau 10G3C présente une absorbance supérieure aux(faninesnative et
10G1C) & 850 cih 1080 cn et 1155 crit. Cela est dii & 'augmentation de la vibration des
liaisons C-O-H et C-O caractéristiques du glug@deenet al,2008).SelonBello-Perezet al
(2005), la région située entre 800 et 1200 trefléte bien les changements de conformation
de I'amidon. D’aprés nos résultats, 'augmentation du nombre ddlesisants provoque un
changement tres prononcé au niveau de la structure de 'amidoe quéarsfeste par une
augmentation de I'absorbance & 850%¢080 cn et 1155 crit. Cette augmentation est liée
a la diminution du degré de polymérisation de I'amid®ellpn-Maurelet al.,1995. D’autres

études ont montré que l'intensité de cisaillement appliquée lomsxtiision de I'amidon fait
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diminuer sa masse molaire et augmente son taux de gélabinid&iilet et al, 1997; Barron
et al, 2001)

L’analyse de la région située entre 1500’cn1700 crit montre une différence entre
le matériau 10G3C, le 10G1C et la farine de mais native au niveguiadea 1540 (liaisons
N-H) et 1650 cnt (liaisons C=OYfigure 46B).Le spectre de la farine de mais native présente
une intensité supérieure aux deux autres. Les deux pics obsen&$0 &tl1650 cm
correspondent respectivement aux régions des amides Il et arf@eskeret al, 2003) Ces
résultats montrent que suite a I'extrusion, les protéines deiie fde mais ont subi une
dénaturation ou une agrégation. Ce résultat est en adéquation avacdes te~abienet al
(2000) qui ont montré que la dénaturation et I'agrégation des protéines pegvenbduire
lors de I'extrusion. Selon ces auteurs, la région comprise entre 800G cni donne une
information sur la structure secondaire des protéines. Lagteusecondaire en héliceest
caractérisée par une absorbance maximale des liaisons @nioe4650 et 1658 chnDans
notre cas, la protéine majoritaire de la farine de maitaegtine. D’apré£hen Yaoet al
(2009),la structure de la zéine présente une absorbance maximale armi6%émide 1) et a
1540 cn* (amide 1I) indiquant que la structure en héticest prédominante.

En revanche, pour les matériaux a 5% glycérol, les spe(imese 47) obtenus ne
révelent aucune différence significative entre la farine ddsnmative et les matériaux
extrudés et cisaillés 1 (5G1C) et 3 fois (5G3C). Ces observa@mblent donc indiquer
gu’'un taux élevé (10%) en glycérol augmente la déstructuratioramhedbn et des protéines

durant le processus d’extrusion.
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Figure 47 : Spectres IR moyens normalisés de la farine de mais ebatésiaux extrudés a
10% de glycérol cisaillés une (5G1C) ou 3 fois (5G3C). La figure dphésente la région
spectrale de 800 & 1350 ¢nret la figure 48B représente la région spectrale de 1500 a 1700
cm® qui correspond aux bandes amide | et amide Il caractéristiquda seucture
secondaire des protéines.

V. Microscopie confocale a balayage laser

La structure et I'organisation des protéines dans la farimeaile et dans les matériaux
extrudés ont été observées par microscopie confocale a balagagapaés marquage des
protéines par la fushine acide selon le protocole décriCpanvrieret al (2005) Pour la
farine de mais nativiigures 48 a et bles protéines forment une matrice continue autour des
grains d’amidon. En revanche, pour les matériaux extr{idgses 48 c, d, e, f, g, h, i et Ja
taille de cette matrice diminue considérablement avec I'apparition d’agrégat
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Couches de protéines entouran|
I'amidon

. Agrégats de protéines

Figure 48 : Observations en microscopie confocale a balayage laser @eirla tle mais
native (a (grossissement x10) et b (grossissement x 25)) enatesiaux a 5 et 10% de
glycérol (5G1C (c (grossissement x10) et d (grossissemeb))x 5G3C (e (grossissement
x10) et f(grossissement x 25)), 10G1C (g (grossissement xh0jgebssissement x 25)) et
10G3C (i (grossissement x10) et j (grossissement x 25))).
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Ces résultats sont en accord avec les observations effegaé€hanvrieret al.
(2005) La comparaison entre les matériaux cisaillés une et fo@smontre que la phase
continue des protéines disparait completement lorsque le profil usextrcomporte 3 zones
de cisaillement. Ces observations montrent que I'augmentation amiieinte mécanique
(nombre de zones de cisaillement) durant I'extrusion conduit & une atagioe significative
de la déstructuration et de I'agrégation des protéines. L'observdé@snimages montre
également que pour un degré de cisaillement égal, 'agrégatigmalémes est plus marquée
en présence de 10% de glycérol que de 5% de glycérol dansnialdton. En plus de la
contrainte mécanique, le glycérol favoriserait donc égalemerdéfructuration et la
dispersion des protéines.

Ces observations en microscopie confocale a balayage laseiokérgrtes avec les
résultats obtenus par spectroscopie infrarouge qui ont révélé une dmimportante de
l'intensité du pic correspondant aux bandes amide | pour les matéiauxié avec 10% de

glycérol comme plastifiant.

VI. Calorimétrie différentielle a balayage et diffraction des rayons
X

La figure 49présente les thermogrammes obtenus par calorimétrie difédle a
balayage (DSC) pour la farine de mais native et lesmaak extrudés et injectés. Les
résultats présentés ont permis de déterminer les valeurs deattialgélatinisationAH) de
I'amidon de mais (pic endothermique). lls peuvent étre class#sls@idre suivant AH tarine
naive (3,6 J.4") >AH 1061¢(0,35 J.¢) >AH 561c(0,07 J.¢) > AH 1063cet AH 563c(0 J.6Y).
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Figure 49 : Thermogrammes de la farine de mais native (a), et destldns (matériaux
obtenus par extrusion puis injection d’'un mélange de farine deetndésglycérol) 5G1C (b),
10G1 C (c), 5G3C (d) et 10G3C (e).

L’analyse de ces résultats met en évidence que quel que gaiklde glycérol (5 ou
10%) et le nombre de zones cisaillement (1 ou 3), le traitementdhecanique d’extrusion-
injection conduit a une importante diminution de la valeur Ald. L'enthalpie de
gélatinisation résiduelle par rapport a la farine native edtoddre de 8% pour le matériau
10G1C contre seulement 1,5 % pour le matériau 5G1C. Cependant, lesumaaési et 10%
de glycérol ayant subi 3 zones de cisaillement lors de I'ertt8IG3C ell0G3C)présentent
une enthalpie de gélatinisation proche de zéro et peuvent donc étre r&snsidéime
guasiment amorphes. Ces résultats sont confirmés par 'anplgbtative par diffraction des

rayons X (RX) présentée dalasfigure 50

86



Chapitre lll. Matériaux a base de farine de mais

19,6

16000 14’8 l )
Il
|+

14000 e | ‘

[ r
| ’(J M,/ \
N |
| \
12000 ‘ \ l
A
/ \
| W
Hﬂ

10000 ¥ 1

ﬂr N
‘O ! \
= f fi
0 / |
< 8000 ( v
[ 7,46 | ,
c | 1
- ‘ “J"r”u
"‘ M’”JH
6000 - | Ut
by W v a
vw\,« “ﬁmmnl
4000 -
P
Q ‘MMQAW
A S I b
20001 L\H\\w e e e
NP e
e
0 r r r r r r
0 5 10 15 20 25 30 35
20/degrees

Figure 50 : Diagrammes de diffraction des rayons X de la farine de maaitge(a), 5G1C (b),
10G1C (c), 5G3C (d) et 10G3C (e).

Le diagramme de diffractiotfigure 50)obtenu par analyse des rayons X de la farine
de mais native montre des pics &2 7,4°, 14,8°, 16,9°, 19,6° et 22,2° et qui diminuent
considérablement aprés extrusion—injection. S€lbanet al .,(2008)les pics a @ = 14,8°,
22,2 correspondent a un allomorphe de type A (une forme cristallifearddon) et les pics
ad=16,9° 19,6° a un allomorphe de type B (une forme cristalline de 'amidon).

La comparaison entre le matériau 10G1C et 5G1€=a19,6° confirme que le degré
de cristallinité résiduelle de 10G1@H = 0,34 J.g) est relativement supérieur & celui de
5G1C (AH= 0,07 J.g). Cependant, pour les matériaux cisaillés 3 faid {ocsc et AHsg3d,
les différents pics observés pour la farine native ont totalemspérdi ce qui confirme que
ces deux matériaux sont amorphes. Les résultats obtenus par DSC et RXéprsisémble,

montrent que 'augmentation de la contrainte mécanique lors deubet rend I'amidon de
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la farine de mais completement amorphe. D’autre part, le degcgistallinité résiduelle,
apres le traitement thermomécanique, est significativemettafpar le taux de glycérol. Ce
résultat est en accord avec celui obtenu\frar Soeset al. (1996) qui a montré que laH

résiduel augmente avec 'augmentation du taux de glycérol.

VIl. Rétrogradation de I'amidon de la farine de mais et stabilité
des materiaux dans le temps

La stabilité dans le temps des matériaux a base de figimeais a été évaluée par
calorimétrie différentielle a balayage pendant le stockagémtesivettes a 60°C (température
supérieure a la Tg de I'amidon) dans un environnement a 70% HR pendgnirs @our
accélérer le phénomene de vieillissemérd. figure 51 présente les thermogrammes des
matériaux a 5 et 10% de glycérol ayant subi un seul cisaillement.
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Figure 51 : Evolution de I'enthalpie de gélatinisationH) des matériaux durant 16 jours de
stockage a 60°C et 70% d’humidité relative (HR).

L’analyse de ces résultats montre une augmentation plus imigoda I'enthalpie
endothermique dans le temps pour le matériau a 10% de glycérol quesjubir $%. Ceci
indique que le vieillissement par rétrogradation est plus marquélg@ooatériau a 10% de

glycérol. Cela montre que le taux de glycérol joue un réle irmppdans le phénomene de
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rétrogradation (recristalisation) de I'amidon de la farinendés en fonction du temps. Il a été
montré que I'augmentation du taux de glycérol accéléere lstakdisation de 'amidon quand

la température de stockage est supérieure a celle degartdnre de transition vitreuse (TQ)
(Van Soestet al, 1996. A faible teneur en eau, le glycérol interagit avec 'amidan e
augmentant la mobilité de ses chaines macromoléculaires a&lgence les propriétés des
réseaux formésMan Soestet al, 1996) Par exemple le stockage a 20°C et 90% HR de
'amidon mélangé a 20 % de glycérol pendant 10 jours est suffisanapeuwndre un taux de
cristallinité de35% (Van Soeset al, 1996).

VIIl. Propriétés mécaniques

Dans le contexte des emballages, les propriétés mécaniques gortaites pour la
protection de lintégrité des aliments. Notre objectif estudliér I'influence a la fois du taux
de glycérol et du taux de cisaillement sur I'évolution des pridwigécaniques. Pour cela, le
module de Young (module d'élasticité), la contrainte a la rupétirée pourcentage de
déformation (allongement) a la rupture ont été mesurés. Lat@asation mécanique des
matériaux a été effectuée en traction sur des éprouvettepelelsy au PEP (Oyonnax,
France) selon la norm&0 527-2(1993).

Le module de Young

L’évolution du module de Young selon le taux de glycérol dans la fationl des
matériaux a base de farine de mais et le nhombre de zonesailkeroent employé est
présentée dara figure 52

89



Chapitre lll. Matériaux a base de farine de mais

500 - b
400 -

300 -

200 ~

——

Module de Young E (MPa

100 -

5G1C 5G3C 10G1C 10G3C

Figure 52: Module de Young pour les matériaux 5G1C, 10G1C, 5G3C et 10G3C a 50% HR
et a 23°C. Les barres d’erreurs présentent les écarts ypesna3 et les résultats présentés
avec des lettres sont significativement différents selon le test de f#sh@,05).

L’'analyse des résultats montre que l'utilisation d’'un profil Zo8es de cisaillement
fait augmenter tres significativement le module de Youngeed'autant plus que la quantité
de plastifiant ajoutée est faiblgigure 52). Pour des matériaux a base d’amidon, une
diminution du module de Young lorsque le cisaillement augmente dstudilement
observée : celle-ci est la conséquence du plus grand nombre de codesirehaines
d’amidon. Dans le cas présent avec des matériaux a basendedininais, c’est au contraire
une augmentation du module de Young qui est observée. Ce resultat apgatremm
contradictoire pourrait s’expliquer par une compétition entre le phéne de coupure de
chaines et une meilleure homogénéisation des différentes phastsrslies de la farine de
mais. Pour les matériaux obtenus en utilisant une seule zonesaikemient (5G1C et
10G1C), l'augmentation du taux de glycérol n'a pas d'effet signifiicAt taux faible en
glycérol (5%), les matériaux sont rigides et présentent paegoast un module de Young
plus élevé. Habituellement, 'augmentation du taux de glycérol coaduit phénoméene de
plastification qui provoque une diminution du module de Young. Les travauxadesDal
(2010) ont mis en évidence une diminution du module de Young pour des films debase
farine de riz mélangée a 30% de glycérol (560 MPa) par rappcetix contenant 20% de
glycérol (22 MPa). Dans notre cas, cette diminution est obstxsspie le taux de glycérol

passe de 5 a 10% uniquement lorsqu’un profil de vis a 3 cisaillements est appliqué.
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= | a contrainte a la rupture

La figure 53présente les valeurs de la contrainte a la rupture des roatarlzase de

farine de mais.
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Figure 53 : Contrainte a la rupture pour les matériaux 5G1C, 10G1C, 5G3C et 106836 a
HR et a 23°C. Les barres d'erreurs présentent les écads pyec n=3 et les résultats
présentés avec des lettres sont significativement différents seést tetFisher (P< 0,05).

Contrairement aux résultats précédents sur le module de Youngslétats sur la
contrainte a la rupture(figure 53) ne mettent pas en évidence d'effet couplé
formulation/procédé. En effet, les résultats obtenus montrent queatésaux ayant subi 3
zones de cisaillement présentent des contraintes a la ruptueenemttplus élevées et ce
indépendamment de la formulation. L’'augmentation de la contraintenigéeaau travers du
nombre de zones de cisaillement durant I'extrusion conduit probablemerd éneilleure
homogénéisation des différentes phases de la farine de naaimetonne déstructuration de
'amidon. En revanche, le taux de glycérol n’a pas ou peu affectnteainte a la rupture des
matériaux ce qui est en contradiction aw@as et al. (2010)qui ont mis en évidence une
diminution significative de la contrainte a la rupture en augmelddatix de glycérol de 20 a
30% dans les films a base de la farine de riz. Cependant, notonssgtaix de glycérol
employés dans notre cas sont beaucoup plus faibles ce qui peut cortrédxpdiquer cette

différence.
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= Allongement a la rupture

Les valeurs d’allongement a la rupture obtenues pour les nixtérizase de farine de
mais sont présentées au nivealedegure54.
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Figure 54 : Pourcentage d’allongement pour les matériaux 5G1C, 10G1C, 5G3C et 10G3C a
50% HR et a 23°C. Les barres d’erreurs présentent les éqaetsdyec n=3 et les résultats
présentés avec des lettres sont significativement différents seést tetFisher (P< 0,05).

L’analyse de ces résultats montre que I'utilisation d’'un prddilzanes de cisaillement
fait diminuer l'allongement a la rupture des matériaux et eamitdht plus que le taux de
glycérol est moindre. L'utilisation d’'un profii & 3 zones de cisaiknt conduit a un
échauffement et donc a de probable coupure des chaines d’amidon m®wpgue une
diminution de l'allongement. Les matériaux a 10% de glycérol pré&senin pourcentage
d’allongement supérieur a ceux a 5% de glycérol. L’augmentatioauctude glycérol semble
donc donner naissance a des matériaux moins rigides présentant unntpgerce
d’allongement a la rupture plus élevé. D’autres travaux ont montré’apgmlentation du
glycérol fait augmenter I'allongement a rupture de films sebde farine de rigDiaset al,
2010)
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IX. Conclusion

Les difféerents résultats présentés dans ce chapitre montrentlequepuple
formulation/procédé influence les propriétés physico-chimiques,trlectgration et les
propriétés mécaniques des matériaux a base de farine de mais.

v' Les matériaux a base de farine de mais sont des matériaox edénacro-poreux. En
revanche, I'augmentation du taux de cisaillement conduit a unebdigin plus
homogeéne de la taille des pores en faisant apparaitre dexpaones et diminuant le
nombre de macropores.

v L'utilisation d’'un taux élevé en glycérol (10%) augmente la capatds matériaux a
absorber une grande quantité d’eau a des fostesigoeut atteindre 57% (a ung de
0,9).

v' L'augmentation du taux de glycérol (10%) et I'utilisation d'un prdféxtrusion a
trois zones de cisaillement facilitent probablement la déstatcdn de I'amidon par
traitement thermomécanique. Il a été observé que les protéimeantoune phase
continue autour de I'amidon de la farine de mais native sont dérmairéespersées
rendant sans doute plus facile la déstructuration de I'amidon.

v' Dans le méme sens, le glycérol et le cisaillement augmidetenodule de Young et la
contrainte a la rupture. En revanche, l'augmentation des zonessaideiment
provoque la scission des chaines d’amidon conduisant a une diminution de
I'allongement des matériaux.

v' La stabilité dans le temps et la durée de vie de ces matémst directement
influencée par la rétrogradation provoquée par le stockage dansieun minide et a
une température supérieure a la Tg de I'amidon. Ce phénoménéllissement est
accéléré par un taux plus élevé du glycérol. Il a été montrdequieillissement se
traduit par une diminution de l'allongement, une augmentation de laaguet@a la
rupture et du module de Youifigan Soeset al., 1996)

Malgré ces essais d'amélioration, la forte hygroscopicitée®tfaibles propriétés
mécaniques des ces matériaux restent un grand handicap pour lisatiati pour la
fabrication d’emballages alimentaires pour des produits humides.pRdi@r ce probléme,
des mélanges avec un polymére synthétiques hydrophobe (PBS) soés iiatis le chapitre
IV afin d’améliorer ces propriétés mécaniques et de dimimueadactere hygroscopique de la

farine de mais.
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Plusieurs travaux ont montré que les propriétés physico-chimigqueesndiriaux
influencent la biodégradation. Dans ce contexte, une étude de laqunéde la
biodégradation par voie enzymatique des matériaux a base de fanrasdet de glycérol en
fonction de la formulation et du procédé sera I'objectif de la partie || dbaggtre.

Dans la partie Il, une approche enzymatique va étre mis eregeour essayer de
comprendre comment les changements provoqués par le couple formulatiédéprau
niveau des propriétés physico-chimiques de la farine de maigno#nt les cinétiques
d’hydrolyses enzymatiques de I'amidon et de mettre en évidiEscelifferents facteurs

limitant I'accessibilité de 'amidon aux enzymes amylolytiques.
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Chapitre Il : Matériaux a base de farine de mais, d’eau et de
glycérol

Partie Il : Evaluation de la dégradation enzymatique des
matériaux a base de farine de mais

Dans cette seconde partie du chapitre Ill, des enzymes quidlydent spécifiquement les
liaisons a (1-4) eta (1-6) entre les molécules de glucose de I'amylose et I'apsdtine
constituant de I'amidon et les protéines ont été employées puattre en évidence les
différents facteurs limitant I'accessibilité de I'amidode la farine de mais aux enzymes

amylolytiques. Aprés extrusion, la vitesse initiale d’hydrolyde 'amidon présent dans la

Ul

farine de mais par des enzymes amylolytiques est multigige8. D’aprés les résultat
présentés dans la partie | de ce chapitre, 'augmentation de Isss#el’hydrolyse est liée qu
passage de I'amidon d'un état semi cristallin a un état amorphe plus, I'ajout des
protéases aux enzymes amylolytiques a permis une meilleydedyse de la farine de malis
et des matériaux extrudés. Cela indique que les protéinesadarine de mais constituent

une barriere contre I’hydrolyse de I'amidon par des enzymes aMmtiues. Des hydrolyse

5 O

enzymatiques des matériaux présentant différents aires sigieé ont permis de mettre €
évidence l'existence d'une relation exponentielle entre liéesse initiale d’hydrolyse d

D

'amidon et I'inverse de l'aire spécifique au carré.
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Introduction
L’élaboration des matériaux a base d’une matiére premiéengid®magricole telle que

la farine de mais nécessite de modifier la structurealitie cette farine de mais pour
reformer une nouvelle structure. Suite a cédiestructuration-restructuratioobtenue par des
traitements thermomeécaniques tels que I'extrusion-injectiondestituants de la farine de
mais que sont par exemple I'amidon et les protéines peuvent avogtéyshysique et/ou
leurs associations modifiées. Il a ainsi été observé au courbagitre précédent par des
techniques telles que la diffraction aux rayons X, la caloriméifférentielle a balayage ou
des observations en microscopie confocale a balayage laser gtraitessents pouvaient
provoquer la fusion des grains d’amidon, son amorphisation ou une dispersiayetiagrde
protéines. En complément de ces techniques, la spécificité desemnpguor leurs substrats
peut également étre employée pour étudier la structure dé&wedif constituants de la farine
de mais et des matériaux €laborés a partir de cette matiere ptemier

En effet, il existe des préparations d’enzymes amylolytiquesypydrolysent que
certaines liaisons de I'amidon et des préparations d’enzymes ptimp@es qui n’hydrolysent
gue les protéines. Un suivi cinétigue de I'hydrolyse de la fatenais ou des matériaux
obtenus peut ainsi potentiellement apporter des informations sur la structureidert'@t les
protéines de la farine. A titre d’exemplEBmmins et al. (1994)ont montré que les formes
amorphes de I'amidon sont hydrolysées environ 20 fois plus rapidementesgUerses
cristallines. L’amorphisation des formes cristallines de lkkmide mais que provoquent les
traitements thermomécaniques appliqués pour élaborer les matgoiauait ainsi se traduire
par une accélération de leur hydrolyse par des enzymes amylolytiques.

Un autre intérét de I'emploi d’enzymes qu’'une meilleure commsbe de la
modification de la structure des biopolyméres constitutifs deardiad de mais suite aux
traitements thermomécaniques pourrait aussi résider danstleuRiles processus de
dégradation par voie microbienne de ces matériaux reposent suon’ad®nzymes
microbiennes aptes a hydrolyser leurs constituants, il est probgahie certain degré de
corrélation entre la cinétique d’hydrolyse enzymatique et de bicdk#gya par voie
microbienne de ces matériaux existe. Si c’était le caginésiques de dégradation par voie
enzymatique pourraient étre établies de facon beaucoup plus rapides (deiquelques
heures) que celles par voie microbienne (plusieurs semaines ieupusnois). En
conséquence, des tests enzymatiques pourraient étre employés ppreroigee évaluation
rapide de la biodégradabilité.
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Cette partie de ce chapitre rassemble donc les résdltaisensemble de suivis
cinétiques d’hydrolyse de matériaux a base de farine mais ésenge d’'un ensemble
d’enzymes spécifiques de différents constituants de la farineail® eamployées seules ou
associées. Les informations qui peuvent découler de ces résultédsstuicturation de ces
matériaux et la compréhension des paramétres conditionnant tiguende leur dégradation

par voie microbienne sont ensuite respectivement discutées.

|. Choix des enzymes

La figure 55présente le pourcentage d’hydrolyse en sucres réducteurs ddobads
la farine de mais. L’analyse de cette figure révele gne snzyme, peu de sucres réducteurs
sont libérés a partir de la farine de mais. Ceci est cohgventle fait que I'amidon natif est
majoritairement insoluble et contient peu de groupements glucoselewscextrémités

réductrices libres.

50 1

40 J_ amylase + amyloglucosidase
-
L .

30 - —=— amyloglucosidase

mais (%)

—e— amylase

sans enzyme

Pourcentage d’hydrolyse en sucres
réducteurs de I'amidon de la farine de

Figure 55 : Evolution du pourcentage d’hydrolyse en sucres réducteurs de I'amidtan de
farine de mais par des enzymes amylolytiques (50U)raL50°C et & pH 5,5 en fonction du
temps
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Les résultats obtenus montrent que I'associationodaniylase et I'amyloglucosidase
permet d’obtenir un meilleur taux d’hydrolyse de la farine aprés 6h et qugibssm@t donc en
synergie positivéfigure 55).L'analyse des vitesses initiales d’hydrolyse enzymatiquia de
farine de mais native permet de préciser ces observatidmsau J.

Tableau 7 : Evolution des vitesses initiales d’hydrolyse de la farinendés en fonction des
enzymes utilisées.

, o amylase+
sans aamylasle amyloglucoslldase amyloglucosidase
enzyme 50U.mL 50U.mL 50U mL-*
Vi (en g.L'* min
équivalent glucose| 0,003+0,001 0,23+0,03 0,30+0,01 0,22+0,03
libére)

Les résultats obtenus montrent que la vitesse initiale d’hysdrolyar
I'amyloglucosidase (0,3+0,01 gliimin?) est plus élevée que celle para-Emylase
(0,23+0,03 g.'.min™"). En revanche, la vitesse initiale d’hydrolyse par les dewyrees
ensemble est similaire a celle obtenue paralhylase seule ce qui montre que les deux
enzymes rentrent en compétition pour hydrolyser les liaiso(ls4). L'a-amylase (endo-
amylase) hydrolyse au hasard les liaisand-4) des chaines d’amylose et d’amylopectine.
En revanche, 'amyloglucosidase agit plus rapidement sur leadargyde chaines que sur les
courtes chaines et hydrolyse les liaisar{$-4) plus rapidement que les liaisangl-6). Pour
ces raisons, I'amyloglucosidase présente plus d’affinité auratlpstr rapport a & amylase.
Selon la littérature, I'amidon de mais est essentiellemenpasénd’amylopectine (70 a 80%)
qui présente des ramifications assurées grace a des liaigbity rendant difficile I'acces de
I’ amylase aux liaisons (1-4). En présence de I'amyloglucosidase qui peut hydrofysssi
les liaisonsx (1-6) I'attaque des liaisons(1-4) est ensuite plus facile.

Kong et al. (2003) ont montré que le taux d’hydrolyse des grains d’amidon de mais
par I'a-amylase est plus élevé que ceux de pomme de terre et d¥ampzes les mémes
auteurs, ceci est d0 a I'existence de pores au niveau de leesdefa grains d’amidon de mais
(Helbert et al., 1996) ce qui faciliterait I'nydrolyse de ce substrat pat-dmylase. Afin
gu'une enzyme puisse diffuser a I'intérieur du substrat, un diameimimal des pores du
substrat de I'ordre de 50 A est indispensafilenfa, 1992 Dans notre cas, les matériaux a
base de farine de mais possédent une porosité majoritaire aoraptis 20 et 200 A de
diameétre et B-amylase a un rayon de giration de 26,9 $infon et al., 1974. Pour ces
matériaux, la porosité semble donc suffisante pour permettreddratton des enzymes dans

le matériau.
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ll. Effet de l'aire spécifique

La cinétigue de dégradation par voie enzymatique d’un matériau leu fguide
dépend notamment de son aire spécifique qui conditionne la surface det eomtacles
enzymes solubles et leurs substrats initialement insolublesmbésles d’érosion-diffusion
ont d'ailleurs été proposés par certains auteurs pour modélisemtggues d’hydrolyse
enzymatique de matériautl{Rabadiet al.,2009.

L’aire spécifiqgue des matériaux peut donc influencer de fagdarrdinante leur
vitesse d’hydrolyse enzymatique. Pour évaluer I'effet de carmgdra, des hydrolyses par un
cocktail d’enzymes amylolytiquesifamylase et amyloglucosidase) des matériaux ont été
effectuées sur des suspensions de particules de matériaux plusngufimes obtenues par
tamisage (apres broyage) et des morceaux de matériaux nos.Hdrayigure 2 présente le
suivi de la quantité de sucres réducteurs libérée en fonctioaidedpécifique des particules.
Les résultats obtenus révelent que la quantité de sucres réduitiérés est nettement plus
élevée pour les aires spécifiques supérieures a 2* rffigure 56) Comme indiqué
précédemment paRémondet al (2004) sur le grain de mais, 'augmentation de l'aire
spécifiqgue accélére la vitesse de I'hydrolyse enzymatiquendésriaux a base de farine de
mais.

40

[sucres réducteurs] (en g.Ll)

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Temps (en minutes)
—e— Aire spécifigue 30 mm-1 —=— Aire spécifigue 3mm-1 Aire spécifique 2 mm-1

—x— Aire spécifique 0,74 mm-1 —e— Aire spécifique 0,97 mm-1

Figure 56 : Evolution dans le temps de la concentration en sucres réducteugs Jucres

réducteurs .1Y) au cours de I'hydrolyse & 50°C et pH 5,5 d'une suspension & 3L

matériau a base de 92 % de farine de mais et 8 % de glyddiftdrantes aires spécifiques
par une préparation enzymatiqgue commerciale Hazyme® DGl-amilase et

amyloglucosidase a 50 U.rt)L
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D’aprés les résultats présentés danfigare 57 la vitesse initiale d’hydrolyse est
multipliée par 62 lorsque l'aire spécifique passe de 0,74 & 2.r&m revanche, la vitesse
initiale (Vi) n’est multipliée que par un facteur de 3 lorsquéeesil passe de 2 & 30 nim
Cependant, les résultats ne peuvent étre directement compacéseaxedeBlasel et al.
(2006)car les particules de grain de mais n’avaient pas subaiientient thermomécanique

ce qui modifie la porosité et la cristallinité de I'amidon par exemple.

2,00 -
1,60 -
1,20 -

0,80 -

Vi (g.L ™ min™)

0,40 -

0,00 ‘ ‘ T T \ \
0 5 10 15 20 25 30

aire spécifique (mrril)

Figure 57 : Effet de I'aire spécifique des matériaux a base de faltnenais sur la vitesse
initiale (g de sucres réducteurs libérés.min™) d’hydrolyse de I'amidon par des enzymes
amylolytiques.

Cela montre qu’au dela de 2 nin'augmentation de I'aire spécifique n’accélére que
peu la vitesse d’hydrolyse enzymatique. Ce résultat est erdanoeeBlaselet al. (2006)qui
ont montré que I'hydrolyse enzymatique de I'amidon est influencée paidadied particules.
Le degré d'accés de I'amidon (DSA) passe de 1068 & 15 gikand la taille des particules
des grains de mais augmente de 370 a 400(Blamelet al, 2006) D’aprés ces auteurs, cela
est d0 au tégument sec qui présente une barriere contre I'hydesiggmatique de I'amidon
intact. Les mémes auteurs ont mis en évidence une augmentafd@®Add’'un facteur de 70

lorsque Il'aire spécifique passe de 1,5 Tanl6,2 mn.

Dans I'objectif de proposer un modele mathématique pour établielat®n entre la

vitesse initiale d’hydrolyse enzymatique de I'amidon (Viya&te spécifique des matériaux a
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base de farine de mais (A), le logarithme de Vi en fonction dé (A aire spécifique en

mm* (mnf/mm°) est présenté datesfigure 58

2
y = -2,8581x + 0,3988
R? = 0,9954

Ln (Vi)

VA% (mm?2)

Figure 58 : Représentation du logarithme de la vitesse initiale d’hydrayggmatique en
fonction de l'inverse de l'aire spécifique au carré des matériaux.

La linéarité de cette représentation montre que l'aire $géeitst mieux adaptée que
la concentration en substrat pour mesurer I'accessibilité dedbena I'hydrolyse par des
enzymes amylolytiqgues. D’autre part, la relation exponentieliere la vitesse initiale
d’hydrolyse de I'amidon (Vi) et l'aire spécifique indique quactessibilité de 'amidon est
probablement limitée par la diffusion des enzymes dans le suli3¢railus,Helbertet al
(1996) ont montré que I'hydrolyse enzymatique de I'amidon de mais peaaniylase de
Bacillus licheniformis se déroule selon le mécanisme d'érosion-diffusion suivant: (i)
adsorption de I'enzyme a la surface des granules, (ii) début irdllise a ces points, (iii)
formation des pores suite a une hydrolyse radiale, (iv) les pong8chent la diffusion libre
de I'enzyme vers I'extérieur conduisant a la formation de canauattpignent le centre des
grains d’amidon. D’autres études effectuées sur l'orge et gheoont également mis en
evidence que la digestion de I'amidon par un mélangeaniylase et d’amyloglucosidase
d’Aspergillus nigerest controlée par le transfert de I'enzyme dans les padidaldarine et
que cette limitation peut étre modélisée en faisant I'hypotiieése limitation diffusionnelle.

Il est ainsi possible par une solution simplifiée de la deuxi@indd Fick d’identifier un
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coefficient de diffusion apparent des enzymes amylolytiques @sngagticules : celui-ci est
alors respectivement 9 et 4 fois plus faible pour le sorgho etel'que le coefficient de
diffusion de la-amylase dans I'eau calculé en appliquant la loi de Stokesekir{at-Rabadi
et al.,2009.

D'apreés la loi de Stokes-Einstein, le coefficient de diffus{@en nf.s') est relié au

rayon hydrodynamique (R) des protéines globulaires (cas desnesgyselon la formule

suivante : D - KT (kg : est la constante de Boltzmanm (k1,3806503 x 16° m? kg s?
6TNR

K™, T: la température (en K), R : le rayon hydrodynamique (palen’enzyme, ef;: la
viscosité a la température T du milieu (en Pa.s)). Dansaadeecde ce travail, les poids
moléculaires de ti-amylase et de I'amyloglucosidaseAdpergillus nigeremployées n’ont
pas été déterminés et il conviendrait de le faire partidtvasur gel ou électrophorese sur gel
de polyacrylamide. Cependant, des poids moléculaires de 43 a 11&&ékshmiet al.,
2009 ; Toledoet al, 2007 pour desa-amylases et de 78 a 90 kDa pour des
amyloglucosidases Vandersall et al, 1995, Teotiaet al, 200) dautres souches
d’Aspergillus nigersont rapportés par d’autres auteurs dans la littérature. $aibese, il est
possible d’estimer que le rayon hydrodynamique de ces enzympsokablement compris
entre 3 et 4,5 nm. L’application de la loi de Stokes-Einstein conldug a estimer que leur
coefficient de diffusion dans I'eau est compris entre environ?.01,5.10° m?.s* & 50°C
(température a laquelle les hydrolyses enzymatiques ont étéaghlisé

Une relation linéaire entre l'inverse de la constante de eit@sydrolyse (k) par des
enzymes amylolytiques de I'amidon du sorgho et de l'orge et I1é dardiametre moyen des
particules de farine a été mise en évidence par Al Rataali (2009). Ces auteurs ont fait
I’hypothese d’une cinétique d’hydrolyse de 'amidon pardmylase du premier ordre(€1
— e avec Gqui est la fraction hydrolysée en sucres réducteurs dediami un temps t et
ki qui est le coefficient de vitesse de formation de la fraction hydrolyséeea tracant In (1-
Ci) en fonction du temps d’hydrolyse, une droite de pente &é obtenue ce qui a permis
d’identifier k pour chaque aire spécifique. Dans l'objectif d’évaluer ce modéldesur
particules de matériaux a base de farine de mais broyéesamisees plus ou moins
finement, l'identification de k(figue 59 a été effectuée pour les trois fractions de particules

obtenues correspondant respectivement & des aires spécifiques excédant 30, 3.et 2 mm
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30 40 50 60
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y = -0,0293x - 0,161
R? = 0,9678

30 40 50 60

y = -0,0187x - 0,1208
R? = 0,9103

70

In (1-fraction d’amidon non hydrolysé€)

0,1 4 30 40 50 60
-0,2 1
034 C
-0,4 1
-0,5 1
-0,6 1
0,7 1
-0,8 1
-0,9 1

y = -0,0151x - 0,0343
R? = 0,9921

Temps (min)

70

Figure 59 : Représentation des résultats d’hydrolyse des matériaux aedifémires
spécifiques selon une réaction d’hydrolyse enzymatique du premier ardr&0 mrit (@ <

0,2mm), b: >3 mM(@ <2 mm) et ¢ : >2 mh(@ < 3 mm).

Les résultatsle la figure 59montrent une cinétique d’hydrolyse de 'amidon dans ces

particules qui est probablement également compatible avec udélisation par une

cinétique de vitesse d’hydrolyse du premier ordre.
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70 - y = 128,98x + 35,904
R? = 0,9678

60 -
50
40 ~
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UKi (h)

20 A
10 -

0 0,05 0.1 0,15 0,2 0,25
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Figure 60 : Représentation de 1/ki en fonction de I'aire accessible.

La représentation de ki en fonction de l'aire interfaciale deagcpkas (qui correspond
a l'inverse de l'aire spécifique au carré) est égalemeraitindfigure 60. Ceci suggére que
les résultats obtenus sont cohérents avec une hypothése déolindifitisionnelle, basée sur
une relation entre le temps et une diffusion de I'enzyme suivaetiigeme loi de Fick de la
surface de la particule sphérique vers son cceur. Cependant, nbfautque seules 3 aires
spécifiques ont été considérées et que celles-ci sont des \slaafrestimées car I'hypothese
faite pour le calcul de ces valeurs est que toutes les pastisont sphériques et ont un
diameétre égal au diametre du tamis employé : il faudraiertest plus grand nombre de
fractions de particules de matériaux de distribution de fognhds tailles mieux définies pour
réévaluer cette relation . Une solution simplifi€e maigresgi comme valable a un ordre de
grandeur prés est de la formk;:= 6 D /d avec D (coefficient de diffusion apparent) et d
(diametre apparent des particules). Le coefficient de diffugparant identifié est alors de
3,25.10' 2,07.10° et 1,8.10° m?.s* respectivement pour les aires spécifiques excédant 30,
3 et 2 mnt. Les coefficients de diffusion apparents des enzymes amylolstidaes le
matériau ainsi identifiés (avec cependant toutes les lirdigesette approche déja en partie
soulignés précédemment) sont donc significativement inférieursiiede@s I'eau pour l'aire
spécifique excédant 30 mhet analogues & celui dans I'eau pour les aires spécifiquestde 3
2 mm®. Ceci peut refléter le fait que les mouvements des enzymgslgiques dans le
réseau meéso et micro-poreux des particules de matériaux sonblprobat peu limités (des
diamétres de pore de 2 a 180 nm ont en effet été mesurés dantidatepale matériaux par
mesure de la porosité par adsorption d’azote) et ces diamétésdeak largement le rayon

hydrodynamique estimé (3 a 4,5 nm) des enzymes amylolytigugssetla question de la
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subsistance d'un tel réseau dans des particules de matériau de daoth8 mm apres
broyage. Il convient cependant de rester prudent quant a la pegtisheces observations : en
effet, comme indiqué précédemment, des fractions de dispersiorlldedés particules
devraient étre analysées. De plus, cette modélisation purenaginématique des résultats
repose uniquement sur une hypothese de diffusion dans un milieu homogefaditdaest
nettement plus complexe, ces phénomeénes diffusionnels ne concernanté&gealeporeux
ouvert et accessible a 'enzyme a l'intérieur des particldematériau. Les phénomenes de
capillarité, de mouillage et de gonflement des particules dériaax, puis d’érosion du
matériau au cours de son hydrolyse doivent notamment égaleneeob@sidéerés. Il est donc
prudent de ne pas vouloir donner une signification physique au modéle ntignéma

propose.

lll. Effet du traitement thermomécanique

La susceptibilité a I'hydrolyse par des enzymes amylolytigedsamidon de la farine

de mais native et des matériaux extrudés-injectés a été confareeql)

[EEY
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o
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Sucres réducteurs solubles (%)
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O " = I I I I 1
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Temos (h)
farine de mais matériau extrudé
—e—farine de mais +enzymes —B— matériau extrudé+ enzymes

Figure 61 : Evolution du pourcentage de sucres réducteurs libérés pendant 24h de sé&our da
un tampon acétate (pH 5,5 et a 50°C) sous agitation avec ou sans ebegrhgdrolyses
enzymatiques sont effectuées par une préparation enzymatique caatertéazyme® DCL
(a-amylase et amyloglucosidase a 50 Uht’une suspension & 30g'lde la farine de mais

et du matériau extrudé (92% de farine de mais et 8% glyceérol) broyéessgtsan®,2mm.
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Les résultats obtenus révelent que le traitement thermomécatiexirision a un
effet marqué sur le comportement de la farine de mais dansilieu fiquide. Avant
extrusion, peu de sucres réducteurs sont hydrosolubles dans la(5a8ir®,2% de sucres
réducteurs solubles) aprés 24 h dans un tampon acétate a pH 5,5 et al&®°Gu'apres
extrusion, une augmentation importante de sa solubilité (32,6 £1,0% de sédueteurs
solubles aprés 24 h dans les mémes conditions) est observée. En pdsserymes, la
vitesse initiale d’hydrolyse enzymatique passe de 0,22+0,04git* & 1,84+0,06g..min™
(soit une multiplication par un facteur 8) aprés extrusion-injectiota darine de mais. De
plus, aprés 6 heures, le taux d’hydrolyse enzymatique passe 42% patiindade mais a
74% pour le matériau. Ces résultats montrent que le traitememotinécanique (extrusion-
injection) accélere significativement I'hydrolyse de I'amidonladarine de mais. Ceci est
probablement a relier au fait que I'amidon de la farine de ssislors plus amorphe donc
plus sensible a I'action des enzymes amylolytiques.

Il a été montré que le stress mécanique permet de réduiegliéades particules
(augmentation de I'aire spécifique), de changer la morphologigrdesles et de diminuer la
cristallinité de 'amidon(Wu et al, 2009, ce qui facilite I'érosion mécanique et augmente la
disponibilité du substrat aux sites actifs des enzymes amylobgifzevedoet al, 2003.
SelonTimminset al. (1994),les régions cristallines sont 20 fois moins sensibles a Khyske

enzymatique que les régions amorphes.

lll. 1. Identification des produits d’hydrolyse enzyatique par HPLC
Dans le but d’identifier les composés solubles libérés dansfmtaen présence et en
absence d’enzymes amylolytiques a partir du matériau extnjieleié composé de 92% de

farine de mais et 8% de glycérol, une analyse par HPLC a été effdgjuse62)
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Figure 62: Les chromatogrammes HPLC (séparation des sucres sur célariikePlex Na)
du matériau extrudé-injecté (92% farine de mais et 8% glycgraht et aprés hydrolyse par
une préparation enzymatique commerciale Hazyme® Dedn{ylase et amyloglucosidase a
50 U.mL?Y) d’'une suspension & 30¢‘ldans un tampon acétate pH 5,5.4 50°C.

Le chromatogramme obtenu en absence d’enzymes présente un pie puansles
DP >9, des pics de faible aire pour des DP situés entre 9% ein® @bsence quasi-totale des
DP 4, 3, 2 et 1(Figure 62a) En revanche, apres 5 minutes d’hydrolyse enzymatique, le
glucose (DP1) est le produit majoritaire détecté, accompdigné faible quantité de maltose
(DP2) et du maltoheptose (DPTlrigure 62b) Les deux chromatogrammes révélent la
présence d’'une quantité faible de glycérol qui augmente apdeslyge enzymatiqueCeci
suggere que, bien que le glycérol soit soluble dans l'eau, I'érosiomaigaye du matériau
acceélere sa diffusion et donc sa sortie du matéAaavedoet al.,2003.

Afin de confirmer que le glucose est le produit principal dedrblyse enzymatique,
des comparaisons entre les résultats des dosages des sucresiedtides dosages a l'aide
d'un kit de dosage du glucose par la glucose oxydase ont été effecAmres 5 minutes

d’hydrolyse enzymatique la quantité de glucose libéré est de (p8Us 30% de sucres
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réducteurs dosés a l'acide dinitrosalicyliqye). Ceci indique guglucose est le produit

majoritaire de I'hydrolyse par le cocktail d’enzymes amylolytiques.

l11.2. Effet du profil de cisaillement employé pendafiextrusion sur la
susceptibilité de 'amidon a I'hydrolyse enzymatique

Il a été montré que l'intensitdu cisaillement appliqué pendant I'extrusion conduit a
une diminution de la taille, a des modifications au niveau de lawsteuet a la gélatinisation
de I'amidon(Willett et al., 1997. Pour évaluer I'impact du profil de cisaillement utilisé lors
de l'extrusion, des hydrolyses des matériaux (5G1C, 5G3C, 10G1C &C)Qgtar des
enzymes amylolytiques ont été effectuées. Les pourcentages difsgdr@lle sucres
réducteurs libérés a partir de 'amidon de la farine de nodiEnus sont présentés dams
tableau 8

Tableau 8 :Pourcentage d’hydrolyse de I'amidon présent dans le matériau a base de farine de
mais par des enzymes amylolytigues des matériaux (brogénise a 0,2mm) aprés 6 heures
d’hydrolyse par une préparation enzymatique (Hazym€L contenant 50 U.mtk & 50°C

pH 5,5.

o % d’hydrolyse de I'amidon aprés
Matériau*
6h d’hydrolyse
5G1C 60+2
5G3C 86+1
10G1C 65+1
10G3C 8115

* . matériaux a 5% de glycérol obtenus en utilisant un profil déleiseent avec 1 ou 3 zones
de cisaillement sont respectivement 5G1C et 5G3C. Matérid0%@ade glycérol obtenus en
utilisant un profil de cisaillement avec 1 ou 3 zones de cisatérsont respectivement
10G1C et 10G3C.

Les résultats montrent un pourcentage d’hydrolyse de I'amidoenmatt plus élevé
pour les matériaux ayant subi 3 zones de cisaillements lorsexkeuion. Cela met en
evidence l'influence du cisaillement sur la sensibilité deikepn a I'attaque enzymatique.
L’augmentation du taux de cisaillement provoque une meilleure désttioch de I'amidon
en le rendant probablement complétement amdfgiseltat observé dans le chapitre Ill partie
) et par conséquent une hydrolyse enzymatique plus rapide. Dansedeoht été montré
gue I'amidon amorphe est plus susceptible a I'hydrolyse enzymajiguéamidon cristallin
(Wu et al.,2004) Les vitesses initiales d’hydrolyses sont de 2,45+0,09, 3,24+0,02, 3,21+0,03
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et 4,03+0,08 g de sucres réductetifsniin™ respectivement pour les matériaux 5G1C, 5G3C,
10G1C et 10G3C. Le cisaillement accélere donc significativetitgmirolyse de I'amidon.
De plus, la comparaison des matériaux ayant subi le mémeléypisaillement montre que
les vitesses initiales d’hydrolyse des matériaux a 10% aemglysont plus élevées que celles
des matériaux a 5% de glycérol. Cela est di probablement ddeende de structure des
deux types de matériaux. Il a été montré que I'augmentatioauwtude plastifiant, comme le
glycérol, favorise la déstructuration de I'amid@warvalhoet al.,2003).

D’aprés les observations en microscopie confocale a balagsge(thapitre Il partie
), 'amidon est entouré d’'une phase continue de protéines qui diminoaaioh du taux de
cisaillement et du taux de glycérol. Ceci suggére que ledipest pourraient constituer une

barriere contre I'attaque enzymatique de I'amidon.
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IV. Susceptibilité de 'amidon de la farine de mais a I'hydrolyse
enzymatique par des enzymes amylolytiques : role barriére des
protéines

Afin d’évaluer cette hypothése d'un effet barriere des protéiae$attaque
enzymatique de I'amidon, des hydrolyses simultanées par des enaynmgolytiques et
protéolytiqgues ont été réalisées. Les cinétiques de libératiossiales réducteurs a partir
d’amidon en présence denzymes amylolytiques seules ou associ€ées &nzymes

protéolytiques ont donc été compardegute 63)
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Figure 63 : Vitesses initiales d’hydrolyse de 'amidon par des enzymeagodytiques seules
ou associées a des enzymes protéolytiques a 50°C, pH 5,5 de laléartas native et des
matériaux extrudés-injectés broyées et tamisés a 0,2 mm (beS)ésultats présentés avec
des lettres sont significativement différents selon le test de Fish€ Pk

La vitesse initiale d’hydrolyse de I'amidon de la farine désmative par des enzymes
amylolytiques seules est trés faible par rapport a cellesr@eriaux extrudés. Cependant,
apres l'utilisation du cocktail composé d’enzymes amylolytiquebesizymes protéolytiques
une augmentation significative de la vitesse d’hydrolyse de 'amidon estébs

Pour les matériaux extrudés, les résultatmdgure 63mettent aussi en évidence une
augmentation significative de la vitesse initiale d’hydrolgeesucres réducteurs de I'amidon
qui passe de 2,45+0,09 a 3,41+0,03 pour le matériau 5G1C et de 3,21+0,03 a 3,64+0,03 pour

le 10G1C apres ajout d’enzymes protéolytiqgues aux enzymes angielytiCependant, pour
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les matériaux 5G3C et 10G3C, la présence des enzymes protéolyiiqueslere pas la
vitesse initiale d’hydrolyse de I'amidon par des enzymes amylolytiques.

Comme il a été observé en MCBL, que dans les matériaux aylain8 szones de
cisaillement, la phase continue des protéines a completement dispkruexplique que
I'utilisation des protéases ne provoque alors aucune accélératitrydielyse de I'amidon.
Ces résultats confirment que les protéines de la farineadke jpuent un réle barriére contre
lattaque enzymatique de I'amidon. A faible taux de cisaillemestte couche protéique
persiste en rendant difficile l'acces des enzymes a I'amidoajout d’enzymes
protéolytiques accélére alors significativement la cinétiqugdddlyse de I'amidon par les
enzymes amylolytiques.

Pour la farine de mais native, la vitesse d’hydrolyse esipiiédt par un facteur de
3,8 aprés utilisation des protéases soulignant le réle important derdates protéines
lorsque la structure native des grains d’amidon de mais est cansémétraitement
thermomécanique accélére la cinétiqgue d’hydrolyse de I'amidoa emdant plus amorphe.
La calorimétrie différentielle & balayage a permis de neesume enthalpieAH) de 3,6J.9
plus élevée pour la farine native par rapport aux autres maté@gagui est probablement a
relier au fait qu’'un amidon plus cristallin est plus difficilethéydrolysable qu’'un amidon

amorphe.

V. Conclusion

Cette partie a permis d'élucider les différents paramépesgvant influencer
'hydrolyse enzymatique des matériaux a base de farine @& ertrudé-injectés. Dans un
premier temps, il s’est avéré que le choix des enzymes escteurf essentiel qu’il faut
prendre en compte lors des essais d’hydrolyse enzymatique. htinitisd’'un meélange
d’enzymes amylolytiques composéweimylase et d’amyloglucosidase aboutit a un meilleur
taux d’hydrolyse de I'amidon de la farine native. Néanmoins,Ur tBhydrolyse aprés 6h
reste faible : 42%. Apres le traitement thermomécanique, laseitegiale d’hydrolyse en
sucres réducteurs de 'amidon est accélérée d'un facteur [danBidon amorphe est plus
facilement hydrolysable que I'amidon cristallin. L'utilisation d'ymmofil a 3 zones de
cisaillement provoque la déstructuration totale des grains d’amidorleenrendant
complétement amorphes et plus faciles a hydrolyser.

A l'état natif, I'amidon dans la farine de mais est entouré dpmese continue de

protéines. Cette derniere forme une barriere contre |'attaogynatique de I'amidon par des
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enzymes amylolytiques. En conséquence, l'utilisation d’'un mélange deszgmylolytiques
et protéolytiques accélére significativement la vitesse initialgdddtyse de 'amidon.

Par ailleurs, la taille des matériaux constitue un factémitant I'hydrolyse
enzymatique de I'amidon. Une augmentation de l'aire spécifiquendédriaux de 0,74 a 2
mm™* multiplie la vitesse initiale d’hydrolyse de I'amidon par 62.rhedéle mathématique
obtenu met en évidence l'existence d’une relation exponentielle Entvitesse initiale et
I'aire accessible. D'aprés plusieurs autgislbertet al, 1996),I'hydrolyse de I'amidon par
des enzymes amylolytigues se déroule selon un mécanisme d'érdiisiodi
L’augmentation de l'aire spécifigue augmente probablement lacgude contact entre le
substrat et I'enzyme et rend plus rapide la diffusion de I'enzyriatérieur des grains de
I'amidon.

En dehors de ces retombées applicatives, des informations sirutdure des
matériaux peuvent également étre obtenues en exploitant la gpédété des enzymes.
Ceci est particulierement intéressant dans le cadre de naixraen effet, la matiere
premiére employée, la farine de mais est constituée notandfaemition, de cellulose et de
protéines. Il existe des enzymes capables d’hydrolyser am fegecifique ces différents
biopolymeres. Il est donc ainsi envisageable d’employer cesmaszypour évaluer dans
guelle mesure ces biopolyméres font barriere a I’hydrolyse dériaat De plus, la structure
de biopolyméres tels que I'amidon (cristallin ou amorphe) ou le<ipest (natives ou
dénaturées) peut également étre affectée par les traitetimememeécaniques appliqués avec
comme conséquence I'évolution de la sensibilité a I'hydrolyseyneaizque de ces
biopolyméres. A titre d’exempleTimmins et al. (1994) ont observé que I'hydrolyse
enzymatique de I'amidon est 20 fois plus rapide lorsque celui-ci est amorphe clincrist

Dans la partie Ill, un suivi de la cinétique de la biodégradatiomdésriaux a base de
farine de mais et de glycérol par des méthodes normaliséEs/ement longues dans
différents milieux seront présentées afin d'évaluer les lebivas avec les cinétiques
enzymatiques qui pourraient alors constituer des tests rapides!'@aaiuation de la

biodégradation.
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Chapitre Il : Matériaux a base de farine de mais, d’eau et de
glycérol

Partie Il : Evaluation de la biodégradation des matériaux a base
de farine de mais en mode aérobie et anaérobie

Au cours de la partie précédente de ce chapitre les hydrolgeegmatiques se sot
révélées comme des tests rapides qui peuvent étre employégngolire la biodégradation
des matériaux. Dans I'objectif de trouver des corrélations ertes tests enzymatiques et

meéthodes de biodégradation normalisédgférents tests d’estimation de la biodégradati

en milieu liquide ou solide (par voie aérobie ou anaérobie) ont &tgloyes pour le suivi

des cinétiques de biodégradation des matériaux a base de farine de mea#j dt de
glycérol en fonction du couple formulation/procédées résultats obtenus ont révélé q
guel que soit le milieu, le taux de biodégradation des matériauxsasttement lié a ses
propriétés physico-chimiques. Les observations par microscopietrélaque a balayage
ont mis en évidence que les régions amorphes sont dégradées lagardtgions cristallines
De plus, 'augmentation de l'aire spécifique accélére sigadfiivement la biodégradatio

des matériaux a base de farine de mais.
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Introduction

« Un matériau est dit biodégradable si sous l'action d’organismastsj il peut se
décomposer en éléments divers dépourvus d’effets dommageables siliele natiurel »
Journal Officiel du 12 avril 2009. Le caractere biodégradable de imateau dela de son
intérét environnemental parfois discutable tant que des fileesi sélectif ne permettent
leur orientation vers des filieres spécifiques comme le congmstat aujourd’hui devenu un
argument marketing auprés des consommateurs poussant a lannomevee de matériaux
biodégradables et/ou recyclables répondant aux attentes des conamsaiete ce domaine.
Un certain nombre de tests normalisés de biodégradabilité ont été développés.

Les matériaux développés dans le cadre du projet EMABIO solisesement a base
de matiéres premiéres biodégradables: de la farine de ohaiglycérol et de I'eau.
Cependant, leur cinétique de biodégradation en fonction des conditions denmisavre
(aire spécifigue des matériaux, mode aérobie ou anaérobie appligmdiezn liquide ou
solide (compostage)) doit étre évaluée.

Des suivis cinétiques de biodégradation sur des durées allant j@sqoés suivant
différentes normes employées pour évaluer la biodégradabilitédifésents matériaux
développés ont donc été effectués dans le but d’évaluer si lesagtiddific biodégradable »
ou « compostable » par exemple pouvaient étre employés. Cedetdstxiégradabilité étant
particulierement longs (jusqu’a 3 mois), il est apparu inténés$avaluer leur corrélation
avec les cinétiques d’hydrolyse par des enzymes dégradanbdesfagcifique les principaux
biopolymeres constituant et structurant ces matériaux (I'amidaselliddose et les protéines
de la farine de mais).

Evaluer le degré de corrélation entre les méthodes nornsaéisées tests d’hydrolyse
enzymatique permettrait si la corrélation était suffisaletelisposer d’'une méthode rapide de
criblage a un stade précoce du développement de matériaux pour dxahdeessité de
réaliser un test normalisé souvent plus long et colteux sur uniqueleemhatériauxa
priori” biodégradables.

Au dela de cet intérét purement applicatif, pour qualifier laatare biodégradable
d’'un matériau, le suivi de leurs cinétiques de biodégradation par vici®bmenne ou
enzymatique est également a méme d'apporter des informati@tseyses sur leur

structuration, leur sensibilité & I'eau qui sont des parametresomuiitionnent notamment
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leurs propriétés d’'usage avant leur fin de vie puis leur dégradatienl’davironnement ou
par des filieres de traitement par voie biologique des déchets.

L’élaboration de matériaux a base de biopolyméres repose sur umbémgbétapes
de déstructuration plus ou moins poussées de matériaux biologiques pouerefosuite de
nouvelle structures en recourant a des procédés physiques teltegqueaitements
thermomécaniques et [l'adjonction d'intrants (notamment des pladifiadans les
formulations pour favoriser cette restructuration et”paocessabilité de ces matieres
premiéres.

Une originalité de ces travaux consiste a mettre en regarskinble des propriétés
physiques, biologiques et de composition chimique des matiéres premnegierdes pré-
matériaux élaborés. Ceci doit permettre de mieux comprendrémigscts des couples
formulation procédé a chaque étape de déstructuration-restrioctudts matériaux sur
'ensemble de leurs propriétés. Ainsi, dans le cadre de ce ehdptcent a été mis sur
'étude de l'impact du nombre de zones de cisaillement en tant qaméiae associé au
procédé d’extrusion et I'impact de la teneur en glycérol en tamtpguametre associé a la
formulation. Chacun de ces impacts sera évaluée selon trois méttiédekiation de la
biodégradation que sont le compostage (par mesure de perte de Eoitkgpitometrie
aeérobie (par mesure de DBO) et la respirometrie anaérobre nfpaure du Potentiel
BioMéthanogéne BMP).

1. La biodégradation en milieu aérobie

La biodégradation aérobie peut étre évaluée selon deux modes :
» Aérobie en milieu solide (compostage) par mesure de perte de poidsGiy dbéré
pendant la minéralisation du matériau.
» Aérobie liquide par mesure de la demande biologique en oxygene consonmres pa
microorganismes dégradant le matériau.
Dans cette étude, la biodégradation des matériaux a baseirde da mais a été
estimée en utilisant les deux modes aérobies afin de compresddiffézents facteurs

influencant la biodégradation des matériaux selon le milieu (solide ou liquide).

1.1. Le compostage
La plupart des travaux qui concernent la biodégradation des polymeérdsasésatsur

un enfouissement dans le sol, une simulation de décharge ou de compostérmeeur une
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simulation dans un environnement aqueux. L’enfouissement des matériendesx injectés
dans le compost peut donc constituer un test de dégradation proche desnsorgkiles de
la biodégradation dans I'environnement. Certains facteurs comme tgeainé&robienne, la
température et '’humidité influencent la dégradation des matédans le compost. L'effet

de ces parametres sera donc pris en compte tout au long du test d’enfouissement.

1.1.1 Evaluation de la biodégradation par mesure de la perte de poids
Les mesures de perte de poids des matériaux extrudéssni{actiase de 92% de
farine de mais et 8% de glycérol) enfouis en fonction de laires spécifiques sont

présentées sla figure 64
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Figure 64 : Suivi de la perte de poids des éprouvettes du matériau extjedéi(a base de
92% de farine de mais et 8% de glycérol) pour différentes ssfiqgues dans le compost a
40°C et 90% d’humidité relative en fonction du temps d'enfouissement.

Apres 30 jours d’enfouissement, le pourcentage de perte de poids Hi@datpour
les éprouvettes d'aires spécifiques de 0,97 et 0,74 pontre seulement 39% pour celles de
0,65 mm'. Pour cette derniére, il faudra 60 jours pour atteindre un pourcentage uki
perte de poids d’environ 88,8+0,5%. Au dela de 60 jours d’enfouissement,da gaes
matériau devient difficile du fait de sa transformation comg@atparticules fines intimement
mélangées au compost et par conséquent impossibles a extraire pqeséae Selon la
définition de la norme ISO/DIS 16929, le matériau (a base de 92%ime d@ mais et 8% de
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glycérol) est biodégradable dans les conditions testées (a 409D% d'HR) et ce
indépendamment de son aire spécifique.

Les résultats obtenus montrent que le taux de biodégradation ultime dépend
essentiellement de l'aire spécifigue des matériaux. La ntémeance avait été observée
précédemment lors des suivis des cinétigues d’hydrolyse dedBanpar les enzymes
amylolytiques (partie Il du chapitre 1ll). L’'augmentation tsré spécifique rend le substrat
plus accessible a l'attaque enzymatig@eson tour, I'hydrolyse de ces substrats pourrait
acceélérer la croissance des microorganismes qui vont produird'@hzymes amylolytiques

et par conséquent engendrer une augmentation de la vitesse d'hydrolysedetsaiits.

1.1.2. Observations visuelles de I'évolution du matériau a base de farine de mais dans
le compost

Les observations visuelles du matériau tout au long de I'enfougsgéableau 9pont
montré un début d’érosion apres 15 jours sans aucune colonisation par slesures. Aprés
30 jours, les échantillons ont totalement été colonisés par dessnoes de couleur verte.
L'épaisseur du matériau est passée de 4 a 2 mm apres 45 gpnficudEsement. Au dela de
60 jours, il est devenu difficile de récupérer le matériau du congaost s’est entierement
transformé en particules trés fines. Les résultats présgandse tableau 9montrent que la
population bactérienne aprés 60 jours d’enfouissement est dix foisesmpér celle présente
initialement. En revanche, le nombre de champignons et le pH n’'ont pag @elfacon
significative.

Tableau 9 : Evolution du matériau (a base de 92% de farine de mais et &¥yodeol) de
dimension 45mm x18mm x4mm et de la qualité du compost durant 'enfouissement.

Temps Epaisseur Erosion Coloni_sation oH Moisissur_(i:s Bactérie_sl
(jours) (mm) fongique (UFC.mL™) | (UFC.mL"™)
0 4 absente non 8,1y  1,85110| 1,55.1d
15 4 faible non n.d n. d. n. d.
30 3 marquée totale n. d. n. d. n. d.
45 2 forte totale n. d n. d. n. d.

60 0 totale totale 819  1,65%0 | 16,3.1d

n.d : non déterminé
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1.2.3. Observations en microscopie électronique a balayage environnementale des
matériaux enfouis

La dégradation et la colonisation de la surface du matériaéténobservées en
microscopie électronique a balayage environnementale. Cette teclanpgprenis d’observer
I'évolution de la colonisation des échantillons et la dégradation @ésrimux au cours de

I'enfouissemen(figure 65)

Figure 65 : Observations microscopiques du matériau a base de farine slexrddférents
stades d’enfouissement dans le compost. AB : avant enfouissemenap@3 15 jours, EF :
apres 30 jours et GH : aprés 45 jours d’enfouissement (grossissement x 100).
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D’aprésla figure 65 le matériau a subi une dégradation importante dans le compost.
En effet, pendant les 15 premiers jouigures 65C et 65 D la dégradation est simplement
due a une érosion suivie ensuite d’'une forte colonisation par dessnoés figures 65 E et
65 B. Ensuite, les mycéliums et les spores envahissent complétienmeateriau provoquant
ainsi sa dégradation. Les parties lisses qui ne sont pas dégradéspondent probablement
a des régions cristallines. D’apréShandra et al (1998), la dégradation du PCL
(polycaprolactone) par les moisissures s’effectue de manieigé en attaquant en premier
lieu les parties amorphes avant les parties cristallines.efiat, les microorganismes
produisent des enzymes extracellulaires responsables de ceteadiégr sélectiveCette
sélectivité peut étrgustifiée par le fait que les régions amorphes sont moins ordomhées
moins denses ce qui facilite par conséquent I'acces des enaumebhaines des polymeres
(Chandraet al, 1998) Sur la totalit¢ des échantillons, les observations en MEBI de
structure des filaments et des spores de moisissures indiquérg’agiti tres probablement

de champignons appartenant a la familleAlgsergillus(figure 66)

Développement de moisissures de couleurs vertes

Figure 66 : Observation de la colonisation du matériau par des moisissures de couleur vertes

De plus, la couleur verte des spores (selon les observations es¥uetdique qu'il
s’agirait d’Aspergillus oryzagui est connu pour coloniser des produits céréaliers. Ce type de
champignon, tout commaspergillus nigemproduit des enzymes appartenant a la famille des
glucosidases qui hydrolysent les liaisond-4) eta (1-6) de 'amidonligamet al.,1995.
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1.1.4. Etude de I'influence de la formulation (taux de glycérol) et du cisaillement sur la
biodégradation des matériaux a base de farine de mais dans le compost

Les microorganismes (bactéries, actinomycetes, champignons,qaioészet algues)

d’origine tellurigue dégradent la matiére organique durant le puEesscompostagéda la

production d’enzymes. La composition et la granulométrie de la magiremiéere, I'espace

lacunaire, la diffusion d'oxygéne, la température, 'humidité et e gonstituent les

parameétres majeurs influencant le bon déroulement du compostagaterviennent

simultanément au cours du processus de compostage. Le contrble garametres est

essentiel pour mener a bien I'évolution de la matiere organique etirobige bonne

dégradation de la matiére organique. Les microorganismes, paadivité modifient ces

parameétres au cours de I'opération de compostage. Pour cette uaisoiivi de la qualité

biologique et physigque du compost est nécessaire

Avant d’évaluer I'influence du taux de glycérol et du cisaillensmtla cinétique de

biodégradation, le compost, avant et apres enfouissement des différatéigaux est

caractérisé au travers de la mesure du pH et de I'évolution dbreae bactéries et de

moisissureslLe tableau 10egroupe ces différents résultats.

Tableau 10 : Evolution du nombre de bactéries (sur milieu PCA) et de champigsans (
milieu Sabouraud) et du pH avant et apres la dégradation des matériaux en compost.

Caractéristiques du compost apres 25 jours de compostage

03

Caractéristiques i -
du compost avant En présence de matériau
compostage et en En
I'absence de I'absence . _
matériau de Matériau a 10% glycérol Matériau a 5% glycérol
matériau
3zonesde| 1zonede | 3zonesde| 1zonede
cisaillement | cisaillement | cisaillement | cisaillement
pH 7,9 00,04 8,25+0,38 5,46+0,2 5,81+0,05 5,83+0,01 5,880,
(Blj‘gée:'ff_l) 1,8.10 1,8.10 2,0.16 1,6.1¢ 2,6.1d 3,0. 14
?{'JOF'f:'S;“Lr_?)S 0,8.16 0316 |43.16 15.16 2,116 0,4.16

Le pH relativement basique (7,9) du compost utilisé dans cette €stidesté stable

apres 25 jours d’incubation a 35°@lfleau 10)En revanche, le pH des mélanges compost-
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matériau a baissé jusqu’a 5. Cette acidification du milieu est probableéesatlé production
d’acides organiques durant le processus de la dégrad&immkrouneet al., 2004) Le
dénombrement des microorganismes dans le compost seul montre une delatécenne
par rapport aux moisissures avant et apres incubation a 35°C. Cepeodanes melanges
compost - matériau, une augmentation de la population des moisissu&Eriment des
bactéries a été mise en éviden@bleau 10)Cette augmentation est liée a I'acidification du
milieu qui le rend plus favorable a la croissance des moisisguresit un pH optimum de
développement compris entre 5,5 et 7,5.

La figure 67présente I'évolution du CQibéré durant les 25 jours de dégradation des

matériaux élaborés en compost a 35°C.

CO2en mole

0 4 8 12 16 20 24 28
0 4 8 12 16 20 24 28

Temps en jours Temps en jours

—&— Compost ——10G3C 10G1C —=— Compost ——5G3C 5G1C

Figure 67 : Evolution de la biodégradation d’'un matériau a base de farine de& d&i
glycérol et de I'eau par mesure du Zidéré en fonction du nombre de cisaillements aprés 24
jours de compostage a 35°C (les barres d’erreur corresponderhid t¥pe avec n = 3).
10G1C et 10G3C : matériaux extrudés-injéctés a base de 10%oglggant subi 1 ou 3
zones de cisaillement. 5G1C et 5G3C : matériaux extrudés-mjadbdse de 5% glycérol
ayant subi 1 ou 3 zones de cisaillement.

Quels que soient la formulation ou le nombre de cisaillements¢lenge compost-
matériau montre une production de L£g@lus importante par rapport au compost seul. En
revanche, la comparaison des matériaux cisaillés 1 ou 3 foiéveée aucune différence
significative concernant le nombre de moles de (M§&¢rées. Aprés 25 jours d’incubation les

matériaux ont atteint un pourcentage de biodégradation liankeau 11)
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Tableau 11 :Pourcentages de biodégradation ultimes apres 25 jours d’incubation entcompos
a 35°C.

10G1C 10G3C 5G1C 5G3C

Pourcentage de biodégradation | 99+99, | 101 +5%| 105+6% 107 + 4%
apres 25 jours

Ces résultats indiguent que ni la formulation, ni le cisailleméonit un effet sur le

taux de biodégradation en compost apres 25 jours.
En se basant sur la norme ISO 14855/1999 qui exige un pourcentage de

biodégradation ultime de plus de 70% au bout de 45 jours, les matériasa debfarine de

mais sont biodégradables par minéralisation en compost.
1.2.Respiromeétrie aérobie en milieu liquide par mesueeld demande
biologique en oxygene (DBO)

1.2.1. Activité de I'inoculum selon la saison
La figure 68montre que la demande biologique en oxygéne de l'inoculum varie de

facon remarquable selon la saison. Au mois de mars la boue a wité adtis faible qu’au

mois d’avril, cette activité étant elle méme inférieure a celles desar mai et juin.
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Figure 68 : Evolution de la demande biologique en oxygene de la boue aérobie en fonction
des périodes de lI'année.

Ce résultat est probablement a relier a 'augmentatiora dentipérature a partir du

mois d'avril. Ces résultats révelent une limite de la méthodpirmmétrique puisque la
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biodégradation des matériaux va dépendre aussi des saisons et tudenetaélisée en hiver
ne sera pas comparable a une autre réalisée en printemps t& Eiaétres études ont
montré que la qualité et la source de l'inoculum microbien afferBmnsignificativement les
résultats de la biodégradabilité d'un polymékdezzanotteet al, 2005) Par ailleurs,
Stanojlovic-Davidovic (2006a mis en évidence une faible reproductibilité de la DBO pour
'amidon liée a I'hétérogénéité de la biomasse de la boue eeduaduit par un temps de
latence variable. Cependant, si des tests sont lancés simétangvec plusieurs matériaux
et le méme inoculum, des différences de biodégradabilité pourront béeat&ibuées aux

difféerences entre matériaux.

1.2.2. Isolement de souches microbiennes dégradant les matériaux a base de farine de
mais a partir de la boue en utilisant la méthode des zones claires

Dans I'objectif d’isoler des souches dégradant les matéribasé de farine de mais a
partir de la boue aérobie, un ensemencement avec de la boue d’'urgéids@ mélangé avec

du matériau broyé a été effectué. Grace au lugol, il et fliobserver les grains de matériau

broyé présents dans la gélg¢Bgure 69)

Figure 69 : Apparition des zones claires autour des colonies dégradantdganga base de
92% de farine de mais et 8% de glycérol). (a) Boite de &mtes 2 jours d’incubation, (b)
apres 5 jours et (c) aprés 6 jours d’'incubation

Apres 48h d’incubation, I'hydrolyse et la diffusion des enzymes ne mBitassez
avancees pour permettre I'observation de halo, la gélose est donc rexale/grains de
matériau colorés en bleu. En revanche, apres 5 jours, on observe netteatiem des
enzymes sur le matériau et donc la disparition des graingdba. Ce phénomeéne est encore
plus marqué apres 6 jours d’incubation. Il est a noter que pour la @élaseidon (témoin

positif), 3 jours ont suffi a I'apparition d’'un hafbigure 70)
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Figure 70 : Apparition d'une zone claire aprés 2 jours d’incubation autour de la colonie
hydrolysant I'amidon.

Cette différence de temps d'incubation est probablement due diféaence de
disponibilité de I'amidon dans les deux milieux. En effet, pour le témositif, 'amidon est
directement disponible alors que dans la gélose contenant le mnaf@rsdon est entouré
d’'une couche de protéines le rendant plus difficilement accessiblenaymes amylolytiques
synthétisées par les microorganismes de la boue.

L’identification de la souche présentant le plus grand halo, aemigvidence un
bacille Gram, catalase positive et qui hydrolyse 'amidon. D’aprés lesltaés de la galerie
API 50 CHB, il s’agit deBacillus subtilisa 98,9 %. D’aprédligam et al (1995),Bacillus
subtilisfait partie des microorganismes producteussathylase et d’amyloglucosidase.

1.2.3. Evaluation de la biodégradation des matériaux a base de farine de mais :
influence du matériau et du procéde

Dans un premier temps linfluence du traitement thermomécanique émparsle
procédé d’extrusion-injection sur la biodégradation en milieu liquide atérrau (a base de
92% de farine de mais et de 8% de glycérol) a été évahrédep essais en respiromeétres

fermés(figure 71)
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Figure 71 : Evolution du pourcentage de biodégradation de la farine de mais avpréslea
traitement thermomécaniques d’extrusion et d’injection.

Lafigure 72montre qu’apres 20 jours d’incubation, la farine non extrudée aftednat
de biodégradation contre 85% pour le matériau extrudé-injecté. Ceatrdmelt en évidence
une augmentation de 10% du pourcentage de biodégradation suite au mtaiteme
thermomécanique. Ce résultat s’explique probablement par leqtet le traitement
thermomécanique rend I'amidon amorphe et faciliterait ainsi sorolygér par les enzymes
amylolytiques synthétisées par les microorganismes présentslaldmmie. Ces résultats
rejoignent ceux deStanojlovic-Davidovic (2006)qui a montré qu’'au bout de 31 jours
d’incubation, I'amidon expansé atteint un taux de biodégradation ded’del73% contre
21% pour I'amidon natif

Dans un second temps, l'influence de la formulation d’'une part etauki de
cisaillement lors de I'extrusion d’autre part sur la biodégradat été évaluée par mesure de
la demande biologique en oxygemnea figure72).
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Figure 72 : Evolution de la demande biologique en oxygene a 23°C des matériaux 5G1C,
5G3C, 10G1C et 10G3C broyés et tamisés avec un tamis de dia&tram. 10G1C
et 10G3C: matériaux extrudés-injectés a base de 10% glycértl sylai 1 ou 3 zones de
cisaillement. 5G1C et 5G3C: matériaux extrudés-injectéseadmd% glycérol ayant subi 1
ou 3 zones de cisaillement.

Les résultats obtenus révelent que les matériaux cisaigsfois ont une demande
biologique en oxygene significativement plus importante que cellmd&siaux cisaillés une
fois. L’analyse des résultats présentés damabieaul2 montre que le cisaillement améliore
significativement le processus de la biodégradation pour les eaté&ii base de farine de
mais quelle que soit la formulation. De plus, les matériaux a 108bydérol présentent un

taux de biodégradation plus élevé que ceux a 5% de glycérol.

Tableau 12 :Evolution de la biodégradation dans le temps selon le profil de cisaillement

Matériau Pourcenta}ge de_ biodégradation
apres 20 jours (%)
10G1C 95+10,2
10G3C 110+11,3
5G1C 88+9,6
5G3C 93+3,6

Selon la norme ISO 15851/1999, un matériau plastique est considéré hiathézen
utilisant le test de DBO en milieu aqueux dans un respirométreéfei le taux de
biodégradation ultime dépasse 60% en fin de l'essai (quand la DRMtaih niveau
stationnaire). Dans notre cas, quels que soient la formulatioteetd@e cisaillement utilisés

les matériaux a base de farine de mais sont biodégradables en milieu licuiie aé
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2. La biodégradation en milieu anaérobie

Afin d’évaluer la biodégradabilité des matériaux a base deefate mais dans un
milieu anaérobie liquide, des tests de biodégradation utilisant la dmagrobie comme
inoculum ont été réalisés par mesure de la capacité de l'imcalproduire du méthane en

utilisant les matériaux comme seule source de carbone.

2.1. Caractérisation du matériau et de I'inoculum
Le tableau 13présente les valeurs de la matiere seche, de la mat&xtevet le

pourcentage de carbone organique total de la farine de mais et daauraxtrudés-injectés
a base de farine de mais ainsi que de la boue anaérobieeutdise des essais de
biodégradation.

Tableau 13 :Pourcentages de matiere séche et de matiere volatile seche ded@chantile
la boue anaérobie.

Pourcentage Pourcentage Pourcentage de
- - . carbone DCO en mg
de matiére matiere volatile oraaniaue total O./a MS
séche (MS) |  séche (MVS) ganiq 29
COT
Boue anaérobie 2,00 £ 0,03 53,54 + 0,63 - -
farine de mais 92,52 +0,78 97,47 + 1,40 42,15 £ 0,62 1243 1 40
10G1C* 91,71 £0,51 98,56 + 0,37 42,30 + 0,93 1252 +|40
5G1C* 91,31 £ 0,47 98,77 £ 0,04 42,31 = 0,56 1235 +43
8G* 93,59 £ 0,55 99,08 £ 0,80 43,41 + 2,17 1190 £ 8

* 10G1C: matériaux a base de 75% de farine de mais, 10% glycérol et 1&&u abtenus en
utilisant 1 seule zone de cisaillem&@1C: matériaux a base de 75% de farine de mais, 5% glycérol
et 20% d’eau obtenus en utilisant 1 seule zone de cisaille@@ntmatériaux a base de 92% de
farine de mais et 8% glycérol.

L’'analyse des résultats montre que ni la formulation, ni le déoaextrusion-

injection n’ont une influence significative sur le pourcentage deémeaséche, de matiere

volatile et du carbone organique total. Les valeurs de demande chiemgue/gene (DCO)

obtenues vont servir pour le calcul du pourcentage de méthane théoriqdevipii étre

produit par les échantillons si leur biodégradation était totaldadue anaérobie utilisée pour
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les tests biométhanogenes est quant a elle constituée de sedgmdmimatiere seche dont

53% était de la matiére volatile.

2.2. Evaluation de la biodégradation par mesure de protibn de biogaz de
matériaux a base de farine de mais
2.2.1. Influence du traitement thermomécanique

L’évolution de la production de biogaz durant l'incubation de la fanaité/e et du
matériau extrudé-injecté (92% de farine de mais et 8% glyast présentée dafes figure
73.
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Figure 73 : Evolution de la production de biogaz durant 48 golars de la biodégradation
anaérobie a 35°C de la farine de mais non extratées matériaux élaborés par extrusion
puis injection d’'un mélange de 92% (m/m) de farine de ntaie 8% (m/m) de glycérol. (Les
barres d’erreur correspondent a I'écart type avec n = 3).

En premier lieu, il est noté que la production deghz pour les deux échantillons
testés ne présente pas la phase de latence hkdniteiet retrouvée pour d’autres matériaux
tels le PLA et le PCLYagi et al ., 2009. Par ailleurs, les résultats obtenus montrent une
production finale aprés 48 jours d'incubation d&6E5,6 mL.g"MVS de biogaz pour le
matériau extrudé-injecté contre seulement 551+18lL47*"MVS pour la farine n’ayant subi
aucun traitement thermomécanique. En revanche la asitign du biogaz produit ne

présente aucune différence entre le matériau extetida farine native avec une dominance
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marquée du CPet une phase de latence de la production du méthane d’environ 10 jours
(figure 74)

Ratio VCHs/VCO,

O I I I I 1

0 10 20 30 40 50
Temps (jours)

—A— farine de mais-®— matériau extrudé-injécté

Figure 74 : Evolution de la production de G@t de CHdurant 48 jours de la biodégradation
anaérobie a 35°C en fonction du traitement therncamgue.

SelonMassardier-Nageottet al. (2006), cette phase de latence correspond au temps
nécessaire a 'adaptation de I'inoculum au suhsi#d fin du test, le rapport G/HCO, atteint
une valeur de 2,24 ce qui est du méme ordre dedguet que les résultats obtenus par ces
mémes auteurs sur la cellulose dans les mémestiomsddpératoires.

Les 10 premiers jours correspondent a I'étapeidi@enese et d’'acétogenése qui sont
connues par la production du €@ar des bactéries acidogénes et acétog@adstoneet al,
2002) Les produits de dégradation issus de la phadega®e sont utilisés par les bactéries
méthanogenes qui ne sont capables d’utiliser qpetit nombre de substrats organiques
nécessaires pour leur croissance ce qui expligyghése de latence de la production du
méthane.

Le tableau 14évéle une augmentation du pourcentage de biodéipa ultime de 11

% apres le traitement thermomeécanique de la falenmais.
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Tableau 14 : Evolution du pourcentage de biodégradation en fonction du traitement
thermomeécanique (les pourcentages de biodégradation correspondent gefmende 3
essais et sont suivis de I'écart type).

Pourcentage de biodégradation
Echantillon apres 48 jours d’incubation a
35°C
farine de mais non extrudée 85,1+8,0
matériau extrudé-injecté (farine 92% -glycérol 8%o) 96,9+0,8

Le traitement thermomécanique généré par le procédé diexitingection semble
donc améliorer la biodégradation du matériau testé. Ce résultat detla méme facon que
pour les résultats obtenus pour ces tests de biodégradation pavmespe aérobie, a la
déstructuration de I'amidon au cours du procédé rendant le matériamquessible aux

enzymes synthétisées par les microorganismes anaérobies.

2.2.2. Influence de la formulation (taux de glycérol) et du procéedé (taux de
cisaillement) sur la biodégradation anaérobie

De la méme facon que précédemment, pour mettre en évidenceelicdl de la
formulation et du procédé sur la biodégradation anaérobie des mat@remse de farine de
mais, deux taux de glycérol et deux profils de cisaillement éntitdisés pour produire des
matériaux. L’évolution de la production de biogaz pour chacun des 4 matésiaprésentée

dans lafigure 75
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Figure 75 : Evolution de la production de biogaz durant 48 jours de biodégradation anaérobie
a 35°C des matériaux extrudés-injectés en fonction du taux ddeomsmit appliqué. A
correspond au matériau a 10% glycérol cisaillé 1 (10G1C) ou 31fai3C) et B correspond

au matériau a 5% glyceérol cisaillé 1 (5G1C) ou 3 fois (5G3CE€}s Vhleurs de biogaz
reportées correspondent a la moyenne de 3 essais et Esdiarreur correspondent a I'écart

type).
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Pour la formulation a 10% glycérol, I'utilisation d’un profil a @ es de cisaillement
au lieu d’une seule fait passer le volume de biogaz ultipreé$at8 jours) de 584 mL{yIVS
(pour le matériau 10G1C) & 675 mL:\VS (pour le matériau 10G3igure 75 A).

Pour la formulation a 5% de glycérol, la quantité de biogaz elpnoduite est de
554,81 mL.gMVS (+5,43) pour le matériau 5G1C et 632 mitMyVS (+15,05) pour le
matériau 5G3C(figure 75 B) Par conséquent, pour les deux taux de plastifiant testés,
laugmentation du cisaillement favorise significativement la prodocde biogaz et la
biodégradation.

Par ailleurs, pour les quatre matériaux (10G1C, 10G3C, 5G1C et 5@ hase de
latence d’environ 10 jours est observée pour la production du méthane qup@adres
probablement au temps d’adaptation de I'inoculum au substrat a dédeadeant les 10
premiers jours le biogaz produit a été essentiellement comp@s@.dégure 76) L'analyse
des résultats présentés dans la figure 13 montre que la campasitbiogaz produit n’est

affectée ni par le taux de glycérol, ni par le profil deitessaent des matériaux au cours de

I'extrusion.
2,4
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S 27
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5
S 1,2
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= 0,8 -
x
0,4 -
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Figure 76 : Evolution du ratio Cll CO, produit durant 48 jours lors de la biodégradation
anaérobie a 35°C en fonction du taux de glycéraluiehombre de cisaillements (les barres
d’erreur correspondent a I'écart type avec n = 3).

Le tableau 15assemble les pourcentages de biodégradationeutllies 4 matériaux

élaborés a base de farine de mais.
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Tableau 15 :Evolution du pourcentage de biodégradation en fonction de la formulation et
profil de cisaillement.

Matéri Pourcentage de biodégradation aprég
ateriaux ? - .
48 jours d’incubation
5G1C 68,5+4,6
5G3C 79,2+4,2
10G1C 83,216,8
10G3C 100,6+8,3

Les résultats obtenus mettent en évidence une augmentationgméative du
pourcentage de biodégradation (de 17% pour les matériaux a 10% delgiycke 10% pour
les matériaux a 5% de glycérol) lorsque 3 zones de cisaillemelfieu d’'une seule sont
présentes dans la zone de convoyage de I'extrudeuse. La comparaidenxd&gmulations
montre que la formule a 10% de glycérol présente un pourcentageddgtaidation ultime
plus élevé que la formule a 5% quelque soit le profil de @gadnt utilisé. Cela pourrait étre
lié a la structure des matériaux. En effet, la formule a 10%ld=trol est plus facilement
dégradée par les microorganismes par rapport a la formule adé&%lycérol car
laugmentation du pourcentage de glycérol et du taux de cisaitem@nduit a une
déstructuration plus poussée de I'amidon et des protéines (cf pawtiehiapitre 111) facilitant
ainsi probablement I'accessibilité des microorganismes.

Contrairement a I'étude par respirometrie aérobie, on note’infiuénce d'un
couplage formulation/procédé sur la biodégradabilité dans le senstauixlele cisaillement
ameliore la biodégradation et ce d’autant plus que la farine teasiaformulée avec un taux
de glycérol plus important.

Quels gue soient la formulation et le profil de cisaillementsés| les matériaux a
base de farine de mais peuvent étre considérés biodégradabldgeerana@érobie selon la
norme ISO 11734/1995 qui exige une dégradation en biogaz d’au moins 50% daunzater

bout de 2 mois.
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2.2.3. Adaptation de lI'inoculum & son substrat

La dégradation des matériaux chimiques ou organiques en milieu apagégobssite
une phase de latence qui correspond a la durée mesurée en jounsdupbhiut de I'essai
jusqu'a I'adaptation et/ou la sélection des microorganismes resglensde la dégradation.
Cette phase dure jusqu'a ce que le pourcentage de biodégradation daunmatéigne
environ 10% du niveau maximal de la biodégradation. En revanche, la duréétmeut
variable d’'un inoculum a un autre. Afin de pallier au probléeme dedaepbe latence de la
production de méthane, un deuxieme ajout du matériau a été effectiifisamt le méme
milieu que le premier test. L'objectif était ainsi d’évalseune adaptation de I'inoculum au
substrat influencait la durée et le pourcentage de biodégradatioredudtsits présentés dans
la figure 77mettent en évidence une accélération de la production de bmtghzjuels que

soient la formulation et le profil de cisaillement employe.
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Figure 77 : Evolution de la production de biogaz durant 21 gade biodégradation anaérobie
a 35°C en fonction du nombre de cisaillements epalurcentage de glycérol aprés (2
rajout de matériau (les barres d’erreur corresponaééecart type avec n = 3).

La production de biogaz atteint le plateau au l®uR0 jours au lieu de 48 jours. De
plus, la production initiale de méthane est acéélé@e 20 fois par rapport au premier ajout
(figure 78. Dés le premier jour, la quantité de Cptoduite est égale a celle de {is elle

passe au dessus a partir du dixieme jour.
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Figure 78 : Evolution du ratio Ch CO, produit durant 21 jours de la biodégradation
anaérobie a 35°C en fonction des traitements thmdwaniques (1 ou 3 zones de
cisaillement) et de la formulation (mélange derfarde mais-glycérol a 5 ou 10%) des
matériaux aprés I€"2°rajout de matériau.

2.2.4. Influence de I'aire spécifigue du matériau

Les cinétigues d’hydrolyse enzymatique des maitgre base de farine de mais par
des enzymes amylolytiques présentées dans la plagiechapitre Il ont montré I'existence
d’'une relation exponentielle entre la vitesse atti d’hydrolyse de l'amidon et [laire
spécifigue ce qui a suggéré que l'accessibilitd’almidon est probablement limitée par la
diffusion des enzymes dans le substrat. Dans cexient’influence de l'aire spécifique des
matériaux a base de farine de mais sur le tauxia#edpradation en milieu anaérobie a

également été étudiétglure 79).
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Figure 79 : Evolution de la biodégradation anaérobie en fonction de I'aire fepéxidu
matériau (& base de 92% de farine de mais et de 8% g)yermaldé-injecté apres 48 jours
d’incubation a 35°C en conditions anaérobies (les barres d’erreurpmrdent a I'écart type
avec n = 3).

La figure 79montre une augmentation significative du pourcentage de biodégradation
liée a 'augmentation de l'aire spécifique du matériau. Leslt@s obtenus révelent que
laugmentation de l'aire spécifigue des matériaux conduit a unmentgtion de 36% du
pourcentage de biodégradation lorsque celle-ci passe de 0,64 & 3@tnpour une aire
spécifique de 30 mrhau bout de 48 jours le pourcentage de biodégradation de 97,0 + 2% est
tres proche de 100% et peut donc étre considéré comme ultimer Btagefinement les
matériaux pour augmenter l'aire spécifique constitue donc aussioyannpour réduire la

durée des tests de biodégradation par voie microbienne.

3. Conclusion générale

Les différentes méthodes d’évaluation de la biodégradabilité (aémsbienilieu
liquide, compostage (aérobie en milieu semi solide) et ana@obielieu liquide) employées
dans cette étude ont permis de mettre en évidence plusieurateegutitressants tant sur
'influence du matériau au travers de la formulation que $oftuence du procédé. Il a été
montré que le traitement thermomécanique d’extrusion/injection @aimédé pourcentage de
la biodégradation des matériaux a base de farine de mais qusguée milieu de
biodégradation. De plus, la formulation et le profil de cisaillemefitencent aussi la

biodégradation.
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L'utilisation d’'un profil avec trois zones de cisaillement et amxtéleve en glycérol
(10%) accélérent significativement la biodégradation en milieobas et anaérobie liquide.
En revanche en compost, ni la formulation, ni le taux de cisaillenmeesemblent avoir un
effet sur le taux de biodégradation. Néanmoins, les observations ek ME=B2volution des
matériaux au cours du compostage ont révelé que la dégradatiomatiriaux est effectuée
par des moisissures dont les enzymes dégradent d’abord les régmpdesnEn effet, les
résultats des hydrolyses enzymatiques des matériaux par gesesramylolytiques ont aussi
révélé que le traitement thermomeécanique accélere la viteake d’hydrolyse de I'amidon.
Le traitement thermomeécanique (extrusion/injection) rend I'amidatrepament amorphe ce
qui facilite I'attaque enzymatique des matériaux par des eezyamylolytiques synthétisées
par les microorganismes présents dans le milieu de dégradatigmuddéaugmentation du
stress mécanique (nombre de zones de cisaillement) permet wnehesation totale de
I'amidon (AH=0J.g") et une dénaturation des protéines qui a I'état natif, jouent un role
barriere contre l'attaque enzymatique de I'amidon. Il a déjmétéré que 'amidon amorphe
est plus facilement hydrolysable que I'amidon cristallin. Lesténmiaux a 10% glycérol
présentent un pourcentage de biodégradation plus élevé que ceux a 5%éda. glys
résultats de la calorimétrie différentielle a balyage (D8€ la diffraction des rayons X (RX)
et de la microscopie confocale a balayage laser (MCBL)mmitré que I'augmentation du
taux de glycérol conduit a une meilleure déstructuration de I'ametlales protéines et par
conséqguent a une meilleure accessibilité de 'amidon a I'attaque miarel@eenzymatique.

En plus du traitement thermomécanique, l'aire spécifique deérimat influence
significativement le taux et le temps de biodégradation. Riire I5pécifique est grande, plus
la biodégradation est accélérée. Plusieurs études ont rediéiagh phénomene d’érosion-
diffusion Helbertet al., 1996, Al-Rabadet al., 2009) Dans un premier temps, le substrat
insoluble subit une érosion de la surface qui facilite par la buddfusion des enzymes. En
revanche, le temps nécessaire a la biodégradation des matégaaussi conditionné par la
méthode de dégradation employée. Quelle que soit la méthodeeutil@mégmentation de
I'aire spécifigue des matériaux a base de farine de mais candug diminution du temps
nécessaire pour atteindre 50% de biodégraddfiignre 80) La relation entre le temps
nécessaire pour obtenir 50% de biodégradation et l'aire spécifigsiepas linéaire pour les
tests en milieu liquide (dégradations enzymatique et anaérobig)ld® deux tests anaérobie
et enzymatique, une accélération légére du processus de biodégrastatioseevée pour des
aires spécifiques comprises entre 1 et 3’ m@ela indique que pour des particules ayant un

diamétre supérieur & 6 mm (aire spécifique inférieure a )mlm farine de mais contenue
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dans le matériau extrudé est difficlement accessible gents de la biodégradation
(enzymes et/ou microorganismes). En revanche, le caragtgreshopique du matériau, le
gonflement dans I'eau et 'amorphisation de I'amidon suite au rimaite thermomécanique
pourraient favoriser le phénomene d’érosion-diffusion par les enzymasuas du processus
de la biodégradation. La relation entre I'aire spécifique etdddgradation par enfouissement
dans le compost pour des aires spécifiques comprises entre 1 eh’3G’'anpas pu étre
mesurée. Cependant, pour I'enfouissement dans le compost qui estden iexiégradation
réalisé en milieu solide ou semi solide, la limitation du temsfe matiére est probablement

différente de celle en milieu liquide.
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Figure 80 : Temps nécessaire pour atteindre 50% de biodégradation des nxadéhase de
farine de mais en fonction de leurs aires spécifiques pour la baoiddign anaérobie, le
compostage et enzymatique.

L’inoculum s’est aussi avéré étre un facteur influencantales tet le temps de
biodégradation des matériaux a base de farine de mais. Pour lssaBonlges, I'activité de
'inoculum (demande biologique en oxygéne) est directement liéesaisan ce qui peut
perturber les résultats obtenus. Pour pallier cela, il estrabfééde réaliser les tests de
biodégradation avec le méme échantillon de boue. En plus de la saidom)desanaérobies
ont besoin d’'une adaptation au préalable au substrat afin de ré&dpiade de latence pour

accélérer le processus de biodégradation.
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Quelle que soit la méthode employée pour estimer la biodégiseldie matériaux a
base de farine de mais, les résultats obtenus convergent vers les mémemesmgluent pu
révéler que le taux de biodégradation des matériaux est seittdid@ a ses propriétés
physico-chimiques. Les tests enzymatiques ont permis de donner enerédése sur |'état
physique de I'amidon (semi cristallin ou amorphe) et sur I'orgdinis du réseau protéique
autour des grains d’amidon en fonction de la formulation et du pretémdénplétent ainsi les
résultats obtenus par la DSC, RX et la MCBL. En plus deuatstie des matériaux, les tests
enzymatiques peuvent constituer un test rapide d’estimation de démgradiss matériaux a
base de farine de mais.

Le caractere hygroscopique des matériaux a base de farinaisi@ent étre propice
au développement des microorganismes a leur surface. L'ajout daagdirthicrobiens dans
la formulation pourrait limiter ce risque. Des résultats prékiines visant a incorporer des
agents antimicrobiens biodégradables dans la formulation avant leemtat
thermomécanique d’extrusion sont présentés dans le paragraphe suivant.

Matériaux antimicrobiens a base de farine de mais

En vue d’une application pour le conditionnement de produits alimentaicesywvient
gue les matériaux a base de farine de mais ne constituent pasctiass potentiels de
contamination des aliments par des flores d'altérations ou patho@nasque pouvant étre
accru dans le domaine des matériaux biodégradables, I'intégratimondervateurs naturels
également biodégradables a été envisagée. D’aprés Appestdiai (2002), les voies
traditionnelles utilisées pour obtenir un emballage actif sontiesrdes: (i) addition dans
'emballage de sachets/pads contenant des agents antimicroli@nsdépodt des
antimicrobiens sur la surface du polymére, (iii) immobilisatios datimicrobiens sur le
polymére par des liaisons ioniques ou covalentes et (iv) incorporatiectedid’'un agent
antimicrobien volatil ou non volatil dans le polymere. Pour cette degriigrcorporation se
fait habituellement par voie solvant ou casting. En revanche, dans utiss é€centes,
l'incorporation de I'agent antimicrobien avant extrusion a été éeate qui fait subir a la
molécule antimicrobienne un stress thermique et mécanipra ét al., 2007 mais rend le
processus industrialisable. Au cours de cette étude, il a étévélupee la teneur en eau de
'amidon de pois influence l'activité antimicrobienne du lysozyme.faranulation a 40%
d'eau a préservé jusqu'a 48% de son activité initiale aprées extras90°C. En revanche,
I'application d’'un cisaillement fort a conduit a une inactivation detivité antimicrobienne

du lysozyme. Dans la méme optique, 1% de lysozyme a été inéatpos la farine de mais
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préalablement plastifie a des taux variables en glycérol putsudée a différentes
températures. Il a été possible de faire varier la teneaaeren pré-conditionnant la farine
plastifiee dans des atmospheres d’humidités relatives compnisesH8 et 75% pendant 72h
a 25°C. L'objectif de ce travail était d’évaluer l'influence dutamient thermomécanique
d’extrusion, du taux du glycérol et du taux de I’hnumidité relativelawstabilité de I'activité
du lysozyme.

L’activité résiduelle du lysozyme, préalablement incorporé alafs le matériau puis
extrait du matériau extrudé par une hydrolyse par des enzynysdigues, a été dosée en
mesurant la diminution d’absorbance a 450 nm d’'une suspension de paradief@eséde
Micrococcus lysodeikticugkn effet, le lysozyme catalyse I'hydrolyse les liaisondigses|3-
(1-4) entre I'acide N-acétylmuramique (M) et la N-acétykcgsamine (G) du peptidoglycane
de la paroi bactérienne. Cela entraine une diminution de l'absorltengeii permet de
déterminer I'activité catalytique de I'enzyme.

Les influences de la température d’extrusion (de 90 a 120°C), dd'faumidité et du
taux de glycérol sur l'activité résiduelle du lysozyme ontéi@uées. L’augmentation de la
température d’extrusion a diminué significativement I'activésiduelle du lysozyme avec
une inactivation quasi-totale pour des températures supérieures a (fRQAE 81). Le
pourcentage de glycérol a également influencé l'activité dgriaantimicrobien, avec une

activité résiduelle divisée par 7 lorsque la concentration enrglydéns le matériau passe de
30% a 25%f{gure 81).
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Figure 81: Evolution de l'activité résiduelle du lysozyme en fonction de la teatpée (90,

100, 110 et 120°C) d’extrusion et du taux de glycérol dans la farine de(2%aét 30 % de
glycérol). La farine de mais est pré-conditionnée a 50% HR avant extrusion.
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Par ailleurs, un conditionnement préalable de la farine de mastfipéa & des

humidités relatives supérieures a 50% a favorisé l'inactivatiotyshzyme au cours de
I'extrusion (figure82).

Activité

Activité résiduelle
résiduelle (%)

(%)

8
8 7
: 6
5 5
4 4
3 3
2 2
1 1
0 25% glycérol 0 % alveérol
50%HR ¢a00 R R 58%HR o0 o 20% glycérol

75%HR

Humidité relative (%) Humidité relative (%)

Figure 82 : Evolution de l'activité résiduelle du lysozyme en fonction du pourcentage
d’humidité relative (HR) des matériaux a 20 et 25% glycérol extrudé a 90°C.

Pour compléter cette étude, la vérification du caractérerimsttdique des matériaux
antimicrobiens a base de farine de mais contenant du lysozyrdesssouches bactériennes
sensibles est envisagée. Le choix du lysozyme a été baséfacilité du dosage de I'activité
résiduelle aprés extrusion, il est donc nécessaire a ce dwifiectuer la méme étude sur
d’autre molécules comme la nisine tres étudiée au laborat@mi2yBilA ou des composés
antifongiques comme le sorbate de potassium car ce sont surtoubidssumes qui risquent

de se développer sur la surface des matériaux a base de farine de mais élaboré
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Chapitre IV : Matériaux a base de mélanges de farine de mais, de
glycérol et de polybutylene succinate (PBS)

Dans le chapitre précédent, la caractérisation des matériaux a lbesdarine de mais
montré qu’ils présentent une hygroscopie élevée etfdddes propriétés mecaniques. Afin
d’améliorer ces caractéristiques, le polybutylene succinate ypster) a été ajouté a |
farine de mais plastifiée. Dans ce chapitre, I'impact du taux IBS sur les propriété
physico-chimiques et la biodégradation des matériaux a été évdlaé.observations p
microscopie électronique a balayage ont montré que la farine de nedite PBS son
incompatibles. Pour cela trois types de morphologies ont ainsi @béervées :(i) d
'amidon dispersé dans une matrice de PBS, (ii) de 'amidon forame phase co-continu
avec le PBS et (iii) le PBS dispersé dans une matrice dthmi Cette incompatibilité est g
I'origine des faibles propriétés mécaniques de ces mélanges. rdepe, une diminution
significative de I'hygroscopie aprés l'ajout du PBS a la farine deais a été observée.
L’hydrolyse enzymatique de 'amidon de la farine de mais par dezysres amylolytique
en présence ou absence d’enzymes lipolytiques aptes a hydrédgskaisons ester du PB
ont permis de montrer que le PBS forme une barriere limitafdcces des enzymes
amylolytiques a I'amidon et ce d’autant plus que les matériganésentaient un taux élev
de PBS dans les formulations mises en oeuvre. Pour finirs ldifféerents tests d
biodégradabilité ont mis en évidence la faible biodégradation du PBS setfalenulations
contenant plus de 50% de PBS.
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Introduction

L’hydrophilie, le vieilissement et les faibles propriétésécaniques limitent
I'utilisation des matériaux a base d’amidon dans le domaine dédlage. Pour pallier ce
probléme, il est nécessaire d’améliorer les propriétés girgsimiques de I'amidon par
modification chimique ou par de l'incorporation de charges ou densiiLiu et al., 2009).
Cependant, les stratégies envisagées doivent préserver letei@@ractrinséquement
biodégradable de ces matériaux biosourcés. Le recours aux matenmestitués de mélanges
de polyméres issus d’agroressources s’est fortement dévelopgérogses années, avec un
intérét croissant pour les matériaux polyesters/ami{fam et al., 2006). Cette étude s’est
focalisée sur les mélanges farine de mais/PolyButyleneirfatedPBS) pour son caractere
semi-polaire et ses propriétés mécaniques intéressantes. ldajdBS a la farine de mais
plastifiée a pour but de lui conférer des propriétés mécaniquemarasl(module de Young
et contrainte a la rupture plus élevés) plus en adéquation avagpléesations envisageables

dans le secteur des matériaux en contact des aliments.

Les formulations retenues sont présentées lgatableau 6 (Chapitre Il.1).e rapport
farine de mais/glycérol est choisi constant dans les proporticssiquas 3/4-1/4. A ce pré-
mélange ont été ajoutés 30, 50 et 70 % de PBS pour obtenir des rmé&lédngmmeés PBS 30,
PBS50 et PBS 70, la formulation PBS 100 constituant un témoin pur RBS farine
/glycérol préparée dans des conditions identiques). Les différeidsiana ont été élaborés
par extrusion selon un profil de température compris entre 100 et 136Vie, dune étape
d’injection-moulage sous forme d’éprouvettes halteres standags (A

L’objectif de ce travail sera donc étudier I'effet de diffésetaux de PBS (mélangés a
de la farine de mais et du glycérol) sur les propriétés pirghicniques (hydrophilie,
cristallinité, propriétés mécaniques et morphologie) et laiguetde biodégradation de ces
matériaux élaborés a partir des mélanges PBS-farine degiyeésol afin de déterminer le
taux de polyester nécessaire permettant de réduire 'hydeplalia farine de mais tout en
préservant le caractére biodégradable des matériaux obtenus.

Des essais d’hydrolyse enzymatique de ces matériaux panggses amylolytiques
et/ou lipolytiques (des lipases) ont été menés pour détermingné&gues d’hydrolyse. Des

tests de biodégradabilité aérobie (compostage et respirongttaeaérobie ont été également
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mis en ceuvre pour évaluer I'effet du pourcentage de PBS swd@gbadation des matériaux
composites.

En préalable, 'hydrophilie des matériaux a été évaluée enndéant les isothermes
de sorption d'eau a 25°C. Le degré de cristallinité a été dékermpar calorimétrie
différentielle a balayage (DSC). La morphologie des matérzhtenus a également été
observée en microscopie électronique a balayage. Pour ces diffénealieses, les matériaux
ont été broyés et tamisés pour obtenir un substrat identique a ceux utilisés pgdrdgses.
Ensuite, des mesures des propriétés mécaniques en traction dfecitees afin d’évaluer
I'effet de I'ajout du PBS sur le module de Young, la contrainte upture et I'allongement

de ces matériaux.

|. Caractérisation physico-chimique des matériaux PBS-farie de mais-
glycérol

I.1. Isothermes de sorption de I'eau des matériaux

La figure 83présente les isothermes de sorption d’eau a 25°C des matéliasg de

farine de mais plastifiée et de PBS.
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Figure 83 : Isotherme de sorption a 25°C des matériaux broyeés et tamisés a 0,2 mm

Les résultats obtenus montrent de facon attendue que le PB&bserhe peu d’eau

guelle que soit I'p. En revanche, I'ajout de la farine de mais (a 25% de glycérgihente
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significativement la quantité d’eau sorbée. A upel@ 0,98, le matériau a 30% de PBS sorbe
jusqu'a 72 £ 2,7 contre 51 £1,3, 19 +2,2 et 4 0,1 g d’eau/100g de matiére sénh&dau
respectivement pour les matériaux a 50%, 70%, et 100% de PBS.

Ces résultats montrent que le PBS diminue significativemdrydrophilie des
matériaux a base de farine de m&spendant, il est nécessaire d’ajouter un taux élevé de
PBS dans la formulation pour réduire notablement le caractere hggigse des matériaux
(figure 84).Par exemple, a partir d'une concentration critique seuil end@BR%, les taux
d’hydratation des matériaux sont quasi identiques a celui du RBSD8autres travaux ont
egalement montré que l'incorporation de polyester conduit a 'augticentie I’hydrophobie

de matériaux a base d’amidon thermoplasti@uerouset al.,2001).
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Figure 84 : Evolution du taux d’hydratation en fonction de la teneur en BRiSférentes
humidités relatives (a 25°C).

I.2. Cristallinité des matériaux a base de farine dei®, de glycérol et de PBS

Les thermogrammes de matériaux a base de farine de nEsP8S sont présentés
dans la figure 85 Les enthalpies de fusion endothermiques mesurées par calorimétrie
différentielle & balayage (DSC) permettent de détermintaube de cristallinité pour chaque
matériau(tableau 17)

Le pourcentage de cristallinité correspond au rapport entre dlpighendothermique

(AH) de fusion obtenu par DSC etAd#l théorique (obtenu par le calcul selon la théorie des

145



Chapitre IV. Matériaux a base de farine de mais/PBS

contributions des groupes) du PBS 100% cristallin qui est de I'ordid@a.g* (Nikolic et
al., 2003).D’apreés les résultats dableau 17les pourcentages de cristallinité des matériaux
augmentent évidemment avec [lintroduction du PBS semi-cristalliepe@ant, les
pourcentages de cristallinité relatifs aux pourcentages de mE8uits et obtenus pour les
meélanges (PBS 30, PBS 50 et PBS 70) ne sont pas constants. Ils teomémiginférieurs aux
valeurs théoriques. Pour le PBS 70, seuls 50% sont capables désenislaés pourcentages
de cristallisation atteignent 35% et 19% respectivement pdeB& 50 et le PBS 30. Cela
montre que I'amidon empéche partiellement la recristallisatioRRIB, et ceci d’autant plus
gu'’il est présent dans le mélange en faible taux. L’ajout deifeefde mais au PBS conduit a
une fusion et une cristallisation plus précoce se manifestant pdraisse de la température
de fusion et 'augmentation de la température de cristallisatibieau 15
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Figure 85: Thermogrammesles matériaux a base de farine de mais et de PBS obtenus par
extrusion et injection.
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Tableau 16 : Enthalpie de fusion et taux de cristallinité du PBS en fonctionduda PBS
incorporé dans le matériau.

PBS 30 PBS 50 PBS 70 PBS 100

AH de fusion J.g" 7,91 14,64 20,80 41,00

Pourcentage de cristallinité du
matériau 7,19 13,30 18,90 37,27
(PBS + farine)

Pourcentage de cristallinité

2,15 6,65 13,23 37,27
relatif au PBS seul
Température de fusion (°C) 90,62 91,66 93,75 100
Température de
37,00 31,25 35,00 25,00

recristallisation(°C)

D’une part, la diminution de la cristallinité du PBS liée gpliade la farine de mais et
du glycérol va favoriser 'augmentation de la sorption d’eaugsamélanges sachant que les
régions cristallines sont imperméables a I'eau par rapportéginns amorphes. D’autre part,
cet effet est important car il peut modifier la sensibiig¢ ces matériaux a I'hydrolyse
enzymatique : les domaines cristallins du PBS sont moins acessailbhydrolyse que les
domaines amorphes et par conséquent la cinétique de biodégradatiétreoeftuencée par
cette morphologie différentiée du PBS au sein des différents mélanges.

I.3. Propriétés mécaniques

= Le module de Young

La figure 86 présente le module de Young (MPa) (en traction) en fonction de la
guantité de PBS ajoutée a la farine de mais plastifice. lysmale ces résultats met en
évidence une augmentation significative du module de Young apres ajoeB$uEn
revanche, a partir de 70% de PBS le module de Young reste stable et égjatia &S pur.
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Figure 86 : Evolution du module de Young en fonction de la quantité de PBS ajoutée a la
farine de mais plastifiée.

Ces résultats sont en adéquation avec les trad&dwerous et al. (2001) qui ont
montré que pour un amidon thermoplastique ayant des teneurs en glgodpaolses entre 18
et 35 %, I'ajout de PBSA (PolyButylene Succinate Adipate) conduiieaaugmentation du
module de Young. Cependant, d’autres études ont montré que pour desbflsesdiamidon
non plastifie, I'ajout de PBSA conduit a une diminution du module de Y@dagoet al.,
1999).

= La contrainte a la rupture

La figure 87montre I'évolution de la contrainte a la rupture en fonction de |ati@a

de PBS ajoutée au mélange farine/glycérol.
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Figure 87: Evolution de la contrainte a la rupture en fonction de la quantit@8eafutée a
la farine de mais plastifiée.
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Les résultats obtenus montrent que jusqu'a 70% de PBS ajouté, tairden& la
rupture augmente tres progressivement, améliorant les propgigigsture du matériau de
maniere notable (8%). Cependant, la contrainte a la rupture du PBStpoeaucoup plus
élevée témoignant d’'un matériau pur et homogene, la farine ddenfedgilise méme si seuls
30% sont ajoutés (division par 4 de la contrainte a la rupture en pdssBBS pur au PBS
70).

SelonKim et al. (2009, la diminution de la contrainte a la rupture en ajoutant le PBS

a la farine de riz serait due a une faible adhérence erfagria et PBS ce qui entrainerait la
formation de microfissures au niveau des interfaces ou leutitler transfert des contraintes
meécaniques a l'interface. La méme étude a montré que la dionirdgila taille des particules
de la farine conduit a une augmentation de la contrainte a laeuptaugmentation de la
surface spécifigue mene a une dispersion des particules dangritee da PBS et améliore
'adhésion entre les deux polymér@sm et al.,2005. Cela met en évidence I'importance de
la morphologie du mélange pour les propriétés mécaniques du matériau.

= | 'allongement a la rupture

Le pourcentage d’allongement a la rupture des différents neSasg présenté dans la
figure 88
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Figure 88: Evolution du logarithme (Log) de I'allongement & la rupture entiomae la
guantité de PBS ajoutée a la farine de mais plastifice BAprésente I'évolution de
l'allongement & la rupture (%).

Les résultats obtenus mettent en évidence une augmentation olegéatient avec
'augmentation de la quantité de PBS ajoutée. A 100% de PBS, unermagjon brusque de

I'allongement est observée pour atteindre 800%.

Ces résultats sont en adéquation avec les travaRattieet al.(1999)qui ont montré
gu’a des teneurs faibles en PBS, les valeurs d’élongation desripiosites a base d’amidon
et de PBSA sont faibles par rapport a la valeur d’élongation du RBSWLiu et al, 2009).
En général, le comportement contrainte-déformation pour les biocosgesit non linéaire
en raison de la déformation de la matrice du polymerefKB8 et al.,2005).Dans le cas
présent, la présence de farine de mais rend les matérigilesralors que le PBS est ductile.
La présence de plus de 70% de PBS semble nécessaire pous quddeges PBS-farine de

mais donnent des matériaux ductiles.
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I.4. Propriétés morphologiques des matériaux élaboggartir de PBS, de
farine de mais et de glycérol

L'observation de la morphologie des différents matériaux a éndiséé par
microscopie électronique a balayaba.figure 89révele une différence manifeste de structure
entre les trois matériaux contenant 30 %, 50% et 70% de PBS. Poatdsau a 30% de
PBS, le PBS est dispersé dans la farine de mais. Cette moiphpmsge d’'une phase de PBS
dispersée dans une phase amylacée continue (PBS 30%) a une pbastnae- pour le
matériau a 50% PBS. L'augmentation du taux de PBS a 70% danséeamamntraine une
inversion de phase et donc une morphologie pour laquelle la farinaideest dispersée dans

la matrice de PBS.

Farine de mais ¥ ‘ Farine de mais

PBS

pes <

Figure 89: Observations en microscopie électroniqgue a balayage desamatéomposés
d’'un mélange de farine de mais, de glycérol et de PBS en proportions variables
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Schwachet al. 004)ont montré que les mélanges amidon de blé-PCL et amidon de
blé-PBSA sont non compatibles et donnent aussi naissance a une morplooiolgs
polyesters (PCL ou PBSA) a faible teneur passent d'une phasesdsmans une matrice
d’amidon a une phase co-continue pour une teneur de PCL d’environ 40% te\eess en
polyester supérieures a 60 Shinet al.,(2004)ont montré que dans ce cas, la morphologie
passe d’'une phase ou I'amidon est dispersé dans la matrice PCL a une phase co-continue

Cette incompatibilité observée entre le PBS et la fatmenais explique les faibles
propriétés meécaniques obtenues pour ces mélanges. Pour pallier ob&emer
d'incompatibilité, il est suggéré dutiliser un comptabilisant commia
carboxymeéthylcellulose (CMC) qui peut transformer un mélangampatible en un matériau
compatible en réduisant la tension de surface et en créamtictestructures plus stables qui

présentent une résistance mécanique améelibtéri et al., 1998).

II. Etude de l'effet du PolyButylene Succinate (PBS) sur la cin&ue
d’hydrolyse enzymatique de I'amidon de la farine de mais par desnzymes
amylolytiques

L’évaluation de l'influence de la présence de PBS sur l'adubésside 'amidon a
I'hydrolyse a été effectuée en réalisant des hydrolysesigmrenzymes amylolytiques-(
amylase et amyloglucosidase) seules ou associées apase llePseudomonas cepacia
(Sigma, 62309) qui permet I'hydrolyse des liaisons esters du P&Sslicres réducteurs
libérés au cours de I'hydrolyse de lI'amidon ont été dosés eisantil une méthode
colorimétrique (DNS)et les résultats sont présentés dengigure 90 En revanche, cette
méthode ne permet pas de doser les produits issus de la dégradatRBSd('acide
succinique et le 1, 4- butanediol). Dans ce but, un suivi de la libératitacdie succinique a

été réalisé a I'aide d’'une analyse par HPLC sur colonne Metacarb 87H a 35 °C.
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Figure 90: Evolution des sucres réducteurs libérés pendant 24h au coursydelibe
enzymatique des matériaux a base de farine de mais et déaP®BSC, pH 5,5) par un
cocktail d’enzymes amylolytiquesi{amylase et amyloglucosidase 50U:mDSM Food
Specialties, Seclin, France) et lipaseRdeudomonas cepadi0U.mL?). Les barres d’erreur
correspondent a I'écart type (n= 3).
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Les résultats présentés dandidmre 90 montrent que I'hydrolyse enzymatique des
matériaux a base de farine de mais et de PBS par une lgudseaggmente la solubilisation
des sucres solubles de I'amidon dans le milieu réactionneldautant plus que le PBS est
présent en forte proportion dans le matériau et donc plus suseeagsilihire barriere a I'eau
pour la solubilisation des composés hydrosolubles (en particuliesudess réducteurs) de la
farine de mais. D’autre part, I'utilisation conjointe d’un cocktalindymes amylolytiques et
de lipase augmente significativement la libération de suérhscteurs issus de I'hydrolyse
de I'amidon(figure 90)par rapport a l'utilisation d’enzymes amylolytiques seulese&t de
facon d’autant plus importante que le taux de PBS dans le nuagstizglevé. Ce résultat est
cohérent avec I'existence d’'une matrice de PBS entourant I'an@idtimitant I'acces des
enzymes amylolytiques a ce dernier. Cette situation est obdersgee le PBS est présent a
plus de 50% dans la formulation. Par exemple, I'analyse des réspitdentés darie
tableau 17évele que le pourcentage d’hydrolyse de I'amidon dans la formukati@® de
PBS reste faible (< 50%) malgré I'utilisation du cocktail $ip@t enzymes amylolytiques. Ce
résultat peut étre expliqgué par le fait que I'amidon, dans fauiation a 70% de PBS, est
difficilement accessible aux enzymes amylolytiques, a cdusBBS qui forme une phase
continue autour de I'amidaffigure 90)

Tableau 17 : Evolution du pourcentage de solubilisation des sucres réducteuesmi@oh

des matériaux a base de farine de mais et de PBS au bout dieyaf#tblyse a 50°C selon la
nature des enzymes utilisées. (moyenne +/- écart type (n=3)).

Matériau
PBS 30 PBS 50 PBS 70
Enzymes
Témoin sans enzymes 11,3+£0,3% 4,6 +0,3% 3,5£0,1%
Lipase dePseudomonas
_ 22,8 £0,2% 35,8 £ 0,9% 16,9 +1,2%
cepacia
Enzymes amylolytiques 81,5+ 3,8% 61,0 £6,2% 27,6 £1,1%
Enzymes amylolytiques
+ lipase deP°seudomonas 89,1 +6,2% 86,7 £ 2,1% 47,9 + 0,8%
cepacia
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L’analyse des produits d’hydrolyse des différents matéria®s (B0, PBS 50 et PBS
70, PBS 100) par HPLC a mis en évidence l'apparition de I'acideirsque aprés 24h
d’hydrolyse par la lipas@igure 91)

PBS 30

Acide succinique

PBS 50

Acide succinique

\
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PBS 70

Acide succinique
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Figure 91 : Profils chromatographiques des produits d’hydrolyse des matéauta lipase
au temps 0 h (a) et apres 24 h (b). Les échantillons sont anpbisétPLC sur colonne
Metacarlb 87H a 35 °C avec 0,01N acide sulfurique/méthanol (9 :1 v:v) pakébitrde 0,45
mL.min™.

Ce résultat indiqgue que la lipase hydrolyse bien les liaisstegssedu PBS. Cela

contribuerait a rendre I'amidon plus accessible aux enzymes atiglels. Cependant, la

guantité d’acide succinique libéré est trés faible pour le PBS1@0 RBS70. Cette faible

capacité d’hydrolyse des liaisons esters par la lipase ebalgement due au degré de
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cristallinité de ces deux matériaux (PBS100 et le PBS70) ¢ples élevé par rapport au
PBS 50 et au PBS 30. Il a été montré que le PBS subit uneligihielyse enzymatique par
des lipases a cause de sa cristallinité et de I'orientat@éculaire de ses chaindsaiguchi
et al.,2002.

[ll. Evaluation de la biodégradabilité des matériaux compoges a base de
farine de mais et de PBS

[11.1. Par minéralisation dans le compost

Les résultats présentés dansfiure 92 montrent I'évolution du pourcentage de
biodégradation des matériaux par minéralisation dans le compestZpjours d’incubation
a 35°C. Pour le matériau a base de 100% PBS et celui a 70% ddeRRfsircentage de
biodégradation atteint 21 + 9% et 33 £ 6% contre 58 +3% et 62 + 9%ctiespeent pour les
matériaux a 50 et 30 de PBS

80

70 -

60

50

40

-
|

10 -

——

% de biodégradation

O PBS100 OPBS 70 @mPBS 50 m PBS 30

Figure 92 : Evolution du pourcentage de biodégradation des matériaux (broyésrpisésta
0,2 mm) a base de farine de mais et de PBS a différents ptages compris entre 30 et 100
apres 33 jours d’incubation a 35°C et 50% d’humidité relative dans du compost.

Ces résultats réevelent que les matériaux a faibles teepUP8S se dégradent mieux
en compost que ceux a fortes teneurs. Il est utile de rappeletPgue qu'un matériau
d’'emballage soit compostable par minéralisation, il faut atteidre 70% de
biodégradation en moins de 45 jours selon la norme ISO 14855/199®ans le cas

présent, I'ajout d’'un taux élevé (supérieur a 50%) de PBS ralémitnéue le pourcentage
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de la biodégradation dans le compost rendant ainsi le matériau non cblgesion la
norme I1SO 14855/1999. D’autres travaux ont montré qu’aprés 45 jours de raaté@naldans
le compost a 58°C, le PBS atteint un faible pourcentage de biodégra@di?o) lié a sa
cristallinité et son hydrophobicit¢Han et al .,2008) Dans la méme étude, il a été observé
gue l'ajout de silice au PBS conduit a une augmentation de I'hydme@miéliorant ainsi la

susceptibilité des polymeres a I'attaque microbienne.

[11.2. Cinétique de biodégradation par respirométria enilieu aérobie

La figure 93 présente I'évolution de la demande biologique en oxygene (DBO) pour
les différents matériaux en fonction du temps. L’'analyse de &giiee montre que le
matériau a base de 30% de PBS présente la DBO la plus dlesénatériaux a base de 50 et

70% de PBS ne présentent pas de différences significativesrande demande biologique

en oxygene.
400
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'
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Figure 93: Evolution de la DBO & 23°C entre 0 et 42 jours d’une suspension a 0;3desL

matériaux broyés et tamisés a 0,2 mm. 100, 70, 50 et 30 correspomxig@uiuacentages de
PBS dans les matériaux.
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Tableau 18 : Pourcentage de biodégradation des matériaux apres 33 jours d’ianubati
évalué par respirometrie

. Pourcentage de biodégradation
Materiaux . _ _ _
apres 33 jours d’incubation (%)
*PBS 0 (75% de farine, 10% de glycérol et
15% d’eau) 100 £11
PBS 30 64 +6
PBS 50 47 + 2
PBS 70 45+5
PBS 100 25+4

» Essais effectués précédemment sur un matériau a base de 75%ndedmanmais,
15%’eau et 10% glycérol (en utilisant 3 zones de cisaillement lors de I'extrusion).
D’aprésle tableau 18le pourcentage de biodégradation des matériaux décroit de fagon

significative quand le taux de PBS augmente dans le matériauesidtats révelent que le
PBS, peu biodégradable seul, entraine une diminution de la biodégradibiliéarine de
mais. Il faut signaler a ce niveau que contrairement au PBPR3@& présente un pourcentage

de biodégradation nul aprés 30 jours d’incubation en milieu aérobie liddédk @l.,2000.

[11.3. Cinétique de biodégradation par voie anaérobie

L’évolution des volumes de biogaz produits au cours de biodégradation par voie
anaeérobie par les différents matériaux a base de farine deetndé@ PBS incubés en milieu
liquide anaérobie a 35°C est présentée dafigure 94 L’analyse de cettégure 94montre
une production finale (aprés 33 jours) respectivement de 53,5 (13%), (+ 3,8), 254,6 (+
11,6) et 354,3 (+ 0,8) mL.gMV5&de biogaz pour le PBS pur, le PBS 70, le PBS 50 et le PBS
30.
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Figure 94 : Evolution du volume de biogaz produit durant I'incubation des matériaugea ba
de farine de mais et de PBS a 35 °C en conditions anaérobies. 100, 780 s0reespondent
aux pourcentages de PBS dans les matériaux.

Ces résultats montrent que le taux de PBS influence sidivingent la quantité de
biogaz produite. Pour des taux élevés en PBS, la production de biogataliéégradation du
matériau par des microorganismes anaérobies est faibteal{s® du biogaz produit par CPG
(chromatographie & phase gazeuse) montre aussi une faible prodigctioéthane pour les
matériaux PBS 100 et PBS {fiyure 95)
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Figure 95: Evolution du volume de méthane produit durant I'incubation des matériawe a ba

de farine de mais et du PBS a 35 °C en conditions anaérobies. 100, 780 S0reespondent
aux pourcentages respectifs de PBS dans les matériaux
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La figure 96 présente les pourcentages de biodégradation des matériaux a base de

farine de mais et de PBS aprés 33 jours d’incubation a 35°C. Le p@mgeede
biodégradation est le rapport entre le volume de €Hla DCO théorique pour chaque

matériau.
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N
o
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0

Figure 96: Pourcentage de biodégradation des matériaux a base de fanésdaastifiée a
25% de glycérol mélangée a du PBS en pourcentages variables (d@@gapres 33 jours
d’'incubation a 35°C en milieu liquide anaérobie. 100, 70, 50 et 30 correspondent aux

pourcentages de PBS dans les matériaux.

Pour le matériau a 100% PBS, le taux de dégradation atteininesl6,0 + 0,6% au
bout de 33 jours contre 34,2+1,5% pour le matériau a 30% PBS. Pour lenzatikgaux la
tendance est la méme puisque le taux de biodégradation augmeriteasiggrinent lorsque

le pourcentage de PBS dans le matériau diminue.
IV. Conclusions

Cette étude a permis de mettre en évidence que la formulatitmenice
significativement les caractéristiques physico-chimiquea btddégradation d’'un matériau a
base de farine dmais et de PBS. L'augmentation du taux de PBS diminue I'hydretil
ameliore significativement les propriétés mécaniques desimatekes résultats de DSC ont
montré que la farine de mais empéche la recristallisation BS. ®’autre part, les

observations en MEB ont révélé une incompatibilité entre la falinenais et le polymere
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PBS. Les interfaces entre les deux peuvent constituer des zofragilik® ce qui nécessite
d’envisager l'utilisation éventuelle d’un compatibilisant comme deébaxyméthylicellulose
(CMC).

Les résultats des hydrolyses enzymatiques des différentsianatéarine de mais-
PBS ont montré que le PBS est bien sensible a I'hydrolyse malipdeses. Cependant,
probablement en raison de sa cristallinité (37%), I'hydrolyseyreatique du PBS reste
limitée. L’analyse des produits d’hydrolyse par la lipaseHRLC a permis de confirmer que
la lipase hydrolyse bien les liaisons ester du PBS en libkaaitte succinique. Cependant la
guantité libérée de ce dernier est variable selon la formulddierplus, ils ont permis de
montrer que selon le pourcentage de PBS utilisé, la sensibilitéardedn vis-a-vis de
I'hydrolyse par des enzymes amylolytiques est variable. Peum&ériaux a 70% de PBS,
I'hydrolyse par des enzymes amylolytiques est tres faiblegmport aux matériaux a 30 et
50% PBS. L'utilisation d’'un cocktail enzymatique composé d’enzymegodytiques et de
lipase augmente plus significativement I'hydrolyse de I'amidon pesimatériaux a 30 et
50% de PBS que pour le matériau a 70% de.RRS résultats suggérent que le PBS forme
une barriere contre l'attague enzymatique de I'amidon du matél& R. Selon les
observations en microscopie électronique a balayage, la morphologes drnier montre
gue I'amidon se retrouve en phase dispersée dans le PBS ceand lmains accessible aux
enzymes. Alors que pour le PBS 30 et le PBS 50 I'amidon est biess#tnle aux enzymes du
fait que c’est le PBS qui est dispersé dans la matrice amidon (PBS 30) ewfwmhase co-
continue avec I'amidon (PBS 50).

Pour le PBS 70 et le PBS 100, la lipase n’hydrolyse que peu idenbaesters
probablement a cause de la cristallinité plus élevée de ces rdatériaux. L’'attaque
enzymatique de 'amidon de la farine de mais et des liaisters €1 PBS est influencée par
la morphologie et le degré de cristallinité du PBS qui varidahda formulation utilisée. Les
tests d’hydrolyse enzymatique ont permis de comprendre commianixiele PBS agit sur la
cinétiqgue d’hydrolyse enzymatique. Ces données peuvent apportéémests d’explication
des résultats de la biodégradation obtenus par les différentes méthodes employées

Les différents tests de biodégradation utilisés dans cette éntdmontré que le
pourcentage de biodégradation est influencé par la formulation. Urleureibiodégradation
est atteinte pour des matériaux a faible teneur en PBS. didtaté obtenus ont révélé que le
milieu de biodégradation affecte aussi le pourcentage de biodégna@lonle tableau 19
guelle que soit la formulation, la biodégradation des matériauylestfaible en milieu

anaeérobie qu’en milieu aérobie (liquide et compost).
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Tableau 19 : Pourcentage de biodégradation atteint aprés 33 jours d’incubatioren
fonction de la méthode utilisée.

Formulation

. PBS 100 | PBS 70 PBS 50 PBS 30 *PBS 0
Milieu de

biodégradation

Aérobie liquide 30,5+1,2%| 54,8+6,5%| 58,4+0,8%| 76,5+4,0%]| 100,6+11,3%

Aérobie solide

21,2+9,4%| 33,4+6,0%| 58,7+3,0%| 62,3+9,0%| 100,4 +4,5%
(compost)

Anaérobie liquide | 6,4+0,6% | 13,7+2,8%] 24,2+4,8%| 34,5+1,0%| 99,5+5,2%

* Essais effectués précedemment sur un matériau a base de 75% de farine de mais, 15%’eau
et 10% glycérol (en utilisant 3 zones de cisaillement lors de I'extrusion).

En conclusion, la biodégradation de ces matériaux composites dépend essentielleme
de trois paramétres :
= La morphologie
= Le degré de cristallinité
= Le milieu de biodégradation
Si 'augmentation du pourcentage de PBS dans les matériaux ctespdsninue
'hydrophilie et améliore les propriétés mécaniques, cette anttion limite la
biodégradabilité des matériaux. Il est donc nécessaire adeedgdrouver un bon compromis
entre les caractéristiques physico-chimiques et la bioddgltélade ces matériaux

composites.
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Discussions et Conclusions générales
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L’intensification de l'usage des polymeéres d’origine pétrochimique poubite&ion
d’emballages plastiques a conduit a des problemes de gestion Hetsdébe plus,
I'épuisement des ressources de pétrole engage a trouver d'aoiessalternatives pour
remplacer les plastiques d’origine fossile. Une des perspeestabutiliser des polymeres a
base de ressources renouvelables. Dans ce contexte, des matgdmskwement a base
d’agro-ressources ont été élaborés dans ce travail par extaeside farine de mais en
utilisant I'eau et le glycérol comme plastifiants. Dansttarkture, plusieurs travaux se sont
intéressés a élaborer des matériaux a base d’amidon, stadi@saux a base d’amidon de
mais comme le Mater-bi® de Novamont, sont commercialisés. Emateal utilisation
directe de farines pour élaborer des biomatériaux a moindre daiitlabjet d’'un nombre
plus limité d’études(Kim et al., 2005). Les farines de céréales étant composées trés
majoritairement d’amidon (a plus de 70% dans le cas de la fdeimaais) mais contenant
egalement des protéines, de la cellulose et des matieressyiasgact de la présence de ces
autres composants sur la structure et les propriétés d’'usageatietaux élaborés se devait
d'étre évalué.

L’ensemble des résultats obtenus dans ce travail de theyatbstisé pafa figure 97
qui résume les différentes relations entre la nature dendtere premiere, le couple
formulation/procédé et I'aptitude des matériaux élaborés a I'nyglrobnzymatique et par

conséquent a la biodégradation.
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Figure 97: Schéma explicatif des différents liens entre lenatériau, son accessibilité a I'hydrolyse
enzymatique et sa biodégradation.

1. Propriétés physico-chimigues des matériaux a base de farine de mais

L’objectif de ce travail était de comprendre comment le coiguhaulation (taux de
glycérol) /procédé (nombre de zones de cisaillements lors g&ukeon) influence les
caractéristiques physico-chimiques des matériaux a baseide & mais, de glycérol et
d’eau. Les différents résultats obtenus ont pu montrer que la morghdegiructure et les
propriétés mécaniques sont directement liees a la teneur eéroglyet au profil de
cisaillement (1 ou 3 zones de cisaillement) employé pour laudéstation de la farine de
mais durant I'extrusion. Deux formulations a 5 et 10% de glycérol ont été étudiées.

La mesure de la porosité par adsorption d’azote a révélé queati&sanx sont méso-
et macro-poreux. De plus, les isothermes de sorption ont migdanée que l'utilisation de
10% au lieu de 5% de glycérol dans la formulation augmentecéractére hygroscopique a
forte activité de I'eau et accélére leur rétrogradationsthailité dans le temps et la durée de
vie de ces matériaux est directement influencée par lagréttation de I'amidon accélérée
par le stockage dans un milieu humide et a une température supériautempérature de
transition vitreuse (Tg) de I'amidon. Ce phénomeéne de vieillisseawa@iéré par un taux

plus élevé de glycérol provoque une diminution de l'allongement aupéure, une
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augmentation de la contrainte a la rupture et du module de Y®amgSoeset al, 1996.
Les mesures des propriétés mécaniques des matériaux ontgéegél@ugmentation de la
proportion de glycérol et du nombre de zones de cisaillement augmeéékasticité et la
contrainte a la rupture. En revanche, 'augmentation des zonesailiegient provoque une
diminution de l'allongement a la rupture des matériaux probablen@nglune plus grande
scission des chaines d’amidon au cours du traitement thermomécanique.
* Influence du couple procédé/formulation sur I'état de I'amidon et des pnosi

L’étude de I'effet du glycérol et du cisaillement sur Iatdécturation de la farine de
mais par analyse calorimétrique différentielle a balayagédfedction aux rayons X a montre
gue l'utilisation d’'un profil a 3 zones de cisaillement conduit a Wsrdcturation totale de
'amidon qui devient complétement amorphe. L'augmentation de 5 a 10%»dddaglycérol
favorise également la déstructuration de I'amidon. Ces résutat®té veérifies par une
analyse de la structure des matériaux a base de farimaideglycérol-eau par spectroscopie
Infra-Rouge a Transformée de Fourier. Les résultats obtenus on#éngoetd’augmentation
du nombre de cisaillements provoque un changement trés prononcé au niveatrusuiee
de I'amidon qui se manifeste par une augmentation de I'absorb&@%@® G, 1080 cnit et
1155 cm'. Cette augmentation est probablement liée & la diminution du dégré
polymérisation de I'amidon Bellon-Maurel et al., 1995. D’autres études ont montré
gu’augmenter I'intensité de cisaillement appliqué lors de I'extrusioradadon fait diminuer
sa masse molaire et augmente son taux de gélatinisstidiet(et al, 1997; Barroret al,
2001).

A I'état natif de la farine de mais, I'amidon est entouré damehe de protéines. Les
observations en microscopie confocale a balayage laser ont révélé queshsatipn de 1 a 3
zones de cisaillement (lors de I'extrusion) conduit & une dispeesiame agrégation tres
prononcees des protéines. De plus, la comparaison entre les mab@tinxs en utilisant le
méme profil de cisaillement (1 zone de cisaillement) a mogréne plus importante
dispersion et agrégation des protéines est obtenue pour une teneueydesell glycérol
(10%). Le résultat de ces observations microscopiques est cohéentuae analyse de la
farine de mais native et des matériaux a base de farineigl@y@erol-eau par spectroscopie
Infra-Rouge & Transformée de Fourier. L'analyse de la régio@esentre 1500 chet 1700
cm™* montre une différence entre le matériau & 10% de glycisaillé 3 fois, le matériau a
10% de glycérol cisaillé 1 fois et la farine de mais nagiveniveau des pics a 1540 tm

(liaisons N-H) et 1650 cth (liaisons C=0) : le spectre de la farine de mais nativeepté
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une intensité supérieure aux deux autres. Les deux pics observés ant's548 ¢650 crit
correspondent respectivement aux régions des amides Il et amleskefet al, 2003. Ces
résultats indiquent probablement que suite a I'extrusion, les protérlasfarine de mais ont
subi une dénaturation ou une agrégation. Ce résultat est en adéquatidesavacaux de
Fabienet al (2000)qui ont montré que la dénaturation et I'agrégation des protéinesnpeuve
se produire lors de l'extrusion. Une autre étudabeychet al, 200§ a montré que
I'utilisation d’un cisaillement fort conduit a une bonne dispersion egfgagion des protéines
dans la matrice d’amidon ce qui diminue la fragilité du maécausée par la non miscibilité

de la zéine (protéine majoritaire de la farine de mais).

L’élaboration des matériaux a base de farine de mais a nédagnodification de la
structure initiale de la farine pour reformer une nouvelle ®&trac Suite a cette
"déstructuration-restructuratibonobtenue par des traitements thermomécaniques tels que
I'extrusion-injection, les constituants de la farine de mais quepssnéxemple I'amidon et
les protéines ont eu des changements dans leur état physique@tsoaskociations ont été
modifiées : (i) amorphistaion de I'amidon et (ii) dispersion eégation des protéines. Ces
changements sont trés certainement a l'origine des modificatien& susceptibilité de
'amidon de la farine de mais a I'hydrolyse par des enzyanegolytiquesWu et al. (2004)
ont montré que I'amidon cristallin est moins sensible a l'acticmettrymes amylolytiques
gue I'amidon amorphe.

2. Relation entre état de I'amidon et des protéines suiteaux traitements
thermomécaniques et sensibilité a I'’hydrolyse enzymatigue de I'ddon

= Etat de I'amidon et sensibilité aux enzymes amylolytiques

Les résultats de la solubilisation de la farine de mais datempon acétate (pH 5,5)
a 50°C ont montré qu’a I'état natif, la farine de mais contient gesutres réducteurs
hydrosolubles. En revanche, dans les mémes conditions, apres exaupi@miité de sucres
réducteurs passe de 5 a 32% apres 24h d’'incubation. Comme il arété précédemment
par les analyses des propriétés physico-chimiques, leneitethermomécanique rend
'amidon amorphe conduisant & son gonflement et facilitant la nadioét de I'eau a
lintérieur et la solubilisation des sucres réducteurs. De plustress mécanique peut
provoquer la fragmentation de I'amidon en donnant naissance a des pdedodstes tailles
et solubles dans le tampon. Le suivi des cinétiques d’hydrolyse paremsgnes

amylolytiques de I'amidon de broyats de matériaux a base de fde mais a montré que
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celle-ci était plus rapide que dans la farine de mais nativeédee granulométrie. Apres les
traitements thermomécaniques d’extrusion, la vitesse initialddlyse de I'amidon de la
farine de mais est ainsi multipliée parT@nmins et al. (1994) ont observé que I'hydrolyse
enzymatique de I'amidon est 20 fois plus rapide lorsque celut-@nesrphe que cristallin :
ceci suggere que I'amorphisation de I'amidon de la farine de mds aux traitements
thermomécaniques d’extrusion est probablement responsable de oedtération de
I'hydrolyse enzymatique de I'amidon.

» Role barriere a I'hydrolyse enzymatique de I'amidon des prot@es de la farine de

mais
L'utilisation d’'un cocktail composé d’enzymes amylolytiques et goiytiques a

conduit a une augmentation significative de la vitesse d’hydrolys€adedon par les
enzymes amylolytiques dans le cas de la farine de mais eatikes matériaux a base de 5%
et 10% de glycérol obtenus en utilisant un profil avec 1 zone didletisent. En revanche,
pour les matériaux obtenus en utilisant un profil avec 3 zones ddeamsant, I'ajout
d’enzymes protéolytiques aux enzymes amylolytiques n’a eu affetiser la vitesse initiale
d’hydrolyse de I'amidon. Cela est tres probablement lié a fardifce de structure de ces
matériaux observée en microscopie confocale a balayagectagpeésence de fuchsine acide
pour marquer les protéines. Dans le cas de la farine de mais native, la couhagnotacte
constituerait une véritable barriére vis a vis de I'hydrolgieel’amidon par des enzymes
amylolytiques. L'utilisation d’'un profil a 1 seule zone de cisailent pour le matériau a 5%
de glycérol ne provoque qu’une dispersion et une agrégation partielle desgwetéte serait
donc pour cette raison que l'ajout des enzymes protéolytiques aux enaymytolytiques
augmente encore alors significativement la vitesse d’hydraigs’amidon de la farine de
mais. Au contraire, pour les matériaux ou l'utilisation d'un proféxttusion a 3 zones
cisaillement a conduit a une meilleure dispersion et agrégation desmesatéipar conséquent
a une meilleure accessibilité des enzymes amylolytiquéan@dbn, I'ajout des enzymes

protéolytiqgues aux enzymes amylolytiques n’a alors plus aucun effet ateatér

En compléments de méthodes de caractérisation physique (analysdpique
différentielle et diffraction aux rayons X) et d’observationEnoscopiques des matériaux
(microscopie confocale a balayage laser), les tests d’hgedr@gzymatique de I'amidon par
des enzymes amylolytiques seules ou en présence d’enzymesypicpiésiont donc permis
d’obtenir une vision plus précise de I'état physique de I'amidon {sgstallin ou amorphe)

et de l'organisation du réseau protéique autour des grains d’amiddonetion de la
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formulation et du procédé d’élaboration des matériaux. En plus d’apmtas informations
sur la structure des matériaux, les tests enzymatiques peuvent aussiaromssittests rapides
d’estimation de la biodégradabilité des matériaux a base de farine de mais.
= Influence de I'aire spécifique sur I'hydrolyse enzymatique de #midon

En plus de I'état physique des constituants de la farine de lm&éddle des matériaux
est un facteur limitant I'accessibilité de I'amidon aux enggnPlusieurs études ont montré
gue le stress mécanique d’extrusion permet de réduire la datleparticules\Wu et al,
2004) ce qui facilite I'érosion mécanique et augmente la disponilalit&substrat aux sites
actifs des enzymes amylolytiques. Dans le méme contdgtbertet al (1996)ont démontré
gue I'hydrolyse de I'amidon par des enzymes amylolytiques smildéselon un mécanisme
d’érosion-diffusion. De plusil-Rabadiet al (2009)ont mis en évidence une relation entre la
taille des particules de l'orge et du sorgho et la cinétiqueddihyse de I'amidon qui est
contrélée par la diffusion de 'enzyme dans le réseau poreux a l'intérieuridu gra

Pour les matériaux a base de farine de mais, I'augmen@iofaire spécifique
(réduction de la taille des particules) 0,74 & 2 hmmultiplie la vitesse initiale d’hydrolyse de
'amidon par des enzymes amylolytiques par 62. Le passage d'urepaciique de 2 a 30
mm* (particules de 3 & 0,2 mm de diamétre) multiplie la vitesisiale d’hydrolyse par 3.
Au dela de 2 mm, l'augmentation de I'aire spécifique n’accélére donc que peiitdase
d’hydrolyse enzymatique. Les hydrolyses par les enzymes apigleds du matériau extrudé
a difféerentes aires spécifiques ont révélé I'existence d'etaion exponentielle entre la
vitesse initiale de libération de sucres réducteurs a partitaohédon et l'aire accessible
minimale estimée en faisant I'hnypothése de particules ifrfant sphériques et de méme
diameétre que les tamis employés pour le tamisage des pestiaplés leur broyage. Le
coefficient de diffusion des enzymes amylolytiques dans I'easugsirieur aux coefficients
de diffusion apparent dans le matériau. Ceci reflete probablemiit dgie les mouvements
des enzymes amylolytiques dans le réseau meso et mico- porepartiesies de matériaux

sont limités.

= Biodégradation des matériaux a base de farine de mais

L’évaluation de la biodégradabilité par des méthodes microbiennégek rque la
biodégradation des matériaux a base de farine de mais sui€iteesmendances que les
résultats obtenus par les hydrolyses enzymatiques. Le traitethentnomécanique

d’extrusion accélere la biodégradation de ces matériaux &iqoel que soit le milieu et le

170



Conclusions & Discussions générales

mode (aérobie ou anaérobie) de biodégradation. Les observations escop@electronique
a balayage environnementale de I'évolution des matériaux au coursigostage ont révelé
gue la dégradation des matériaux est d’abord effectuée par déssmas dont les enzymes
dégradent d’abord les régions amorphes.

De plus, l'augmentation de 1 a 3 du nombre de zones de cisailldansnte
I'extrusion conduit a une augmentation significative du pourcentagaodi€gradation en
milieu liquide aérobie et anaérobie. En revanche, I'estimatida dedégradation en milieu
aerobie semi solide (compost) n’a révélé aucun effet du profiisgdllement et du taux de
glycérol sur le pourcentage de biodégradation. La limitation ne wwred alors plus
l'intérieur du matériau comme suggéré en milieu liquide, maidingdtations de transfert de
matiére seraient alors externes au matériau a dégrader.spaniilité de I'amidon du
matériau ne constituerait alors probablement plus un facteurdim@zci semble cohérent
avec le fait que les limitations de transfert de matiaresadin milieu environnant semi-solide
sont plus importantes qu’en milieu liquide pour une biodégradation par voie microbienne.

Comme par les tests enzymatiques, les méthodes de biodégragdatiovoie
microbienne aérobie ou anaérobie ont montré que plus l'aire spécifiguradériaux a base
de farine de mais est grande, plus la biodégradation est aecé&lérplus, le temps nécessaire
a la biodégradation des matériaux reste aussi conditionné parthadméde dégradation
employée.

Malgré ces essais d’amélioration des propriétés physico-gigsien jouant sur le
taux de glycérol et le profil de cisaillement, I'hygroscopiéydlution dans le temps (le
vieillissement), les migrations non spécifiques, les faibles @téisr mécaniques et la
biodégradation accélérée de ces matériaux a base de farmaisleestent les principaux

facteurs empéchant une éventuelle utilisation pour 'emballage de produiniaires.

Matériaux a base de farine de mais de glycérol et de PBS

Une stratégie d’amélioration des propriétés mécaniquesratrbagt de diminution du
caractere hygroscopique a impliqué I'utilisation du polybutyléneisaiec (PBS) en mélange
a la farine de mais-glycérol. Trois pourcentages ont é&st88, 50 et 70% de PBS. L'ajout
du PBS a des taux supérieurs a 50% diminue drastiquement I'’hydroghilrevanche, plus
le taux de la farine de mais est élevé dans le meélange, 'plmgddn empéche la
recristallisation du PBS. A 70% de PBS, seuls 50% du PBS sortlesmie recristalliser.
Cependant, les pourcentages de recristallisation atteignent seule8b&o et 19%

respectivement pour le PBS 50 et le PBS 30. L’'ajout de la fdenmais au PBS conduit a
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une fusion et une cristallisation plus précoce se manifestant pdraigse de la température
de fusion et 'augmentation de la température de cristallisation.

D’une part, la diminution de la cristallinité du PBS liée fplade la farine de mais et
du glycérol va favoriser 'augmentation de la sorption d’eauggamélanges sachant que les
régions cristallines sont imperméables a I'eau par rapportégions amorphes. D’autre part,
cet effet est important car il peut modifier la sensibitigé¢ ces matériaux a I'hydrolyse
enzymatique : les domaines cristallins du PBS sont moins acessailthydrolyse que les
domaines amorphes et par conséquent la cinétique de biodégradatiétrepeftuencée par
cette morphologie différentiée du PBS au sein des difféerents mélanges.

L'observation de la morphologie des différents matériaux (30, 50 et dORBS)
réalisée par microscopie électronigue a balayage a révé@édifiérence manifeste de
structure entre les trois matériaux. Cette morphologie passe ¢ghase de PBS dispersée
dans une phase amylacée continue pour 30% de PBS a une phase co-pontirid®o de
PBS. L'augmentation du taux de PBS a 70% dans le matériau entraimeversion de phase
et donc une morphologie pour laquelle la farine de mais est disknss la matrice de PBS.
Ces différentes morphologies obtenues montrent une incompatibiiieéla farine de mais et
le PBS qui nécessiterait probablement I'ajout d’'un compatibilisant.

L’augmentation du taux de PBS dans le mélange conduit a une r@agjore du
module de Young, de la contrainte a la rupture et de I'allongemiantugpture. Néanmoins
cette augmentation reste faible par rapport aux propriétéanmgées obtenues dans le cas du
PBS seul. Cela est lié aux interfaces (observées par nopiesélectronique a balayage)
résultant de I'incompatibilité entre la farine de mais ePBS qui fragilisent les propriétés
mécaniques de ces mélanges.

L’hydrolyse enzymatique du PBS par une lipasdPdeudomonas cepaca montré
une faible sensibilité liee probablement a sa cristallinitéegtide I'ordre de 37%. Pour les
mélanges farine de mais-glycérol-PBS, I'augmentation du talB& dans la formulation
conduit a diminuer I'hydrolyse de I'amidon de la farine de mais ¢@s enzymes
amylolytiques. Cependant, l'ajout de lipase aux enzymes amyodgi augmente
significativement le pourcentage d’hydrolyse de 'amidon sauf Baoas du matériau a 70%
de PBS. Cela montre que le PBS présente une barriere coonteskilité des enzymes
amylolytiques a I'amidon. Pour le matériau a 70% de PBS, la dispede la farine de mais
dans une matrice continue de PBS (observée par MEB) et la &bkbilité du PBS a
'hydrolyse par la lipase (du fait de sa cristallinité) redifficile 'acces des enzymes

amylolytiques a I'amidon.
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L’attaque enzymatique de I'amidon de la farine de mais elialesns esters du PBS
par la lipase est influencée par la morphologie et le degogistallinité du PBS qui varient
selon la formulation utilisée. Les tests d’hydrolyse enzymatapiepermis de comprendre
comment le taux de PBS agit sur la cinétique d’hydrolyse ertiyiea Ces données peuvent
egalement apporter des éléments d’explication des résultatoelégradation obtenus par
les différentes méthodes employées.

Les différents tests de biodégradation utilisés (aérobies eobares dans cette étude
ont montré que le pourcentage de biodégradation est influencé par tetglycérol dans le
matériau. Une meilleure biodégradation est atteinte pour desianat@ faible teneur en
PBS. Les résultats obtenus ont révélé que le milieu de biodégradifecte aussi le
pourcentage de biodégradation. En milieu anaérobie, quelle que soit laatwmula

biodégradation des matériaux est plus faible qu’en milieu aérobie (liquide et compost

Il ressort de ces différents résultats qu’il existe un 8etre les propriétés physico-
chimiques et la susceptibilité de I'amidon a I'hydrolyse enziygua. Deux modes
d’hydrolyse enzymatique peuvent étre considérés : (i) 'enzyadsatbe ou diffuse dans le
substrat insoluble (catalyse hétérogene) et (ii) le sub&udistrat soluble) s’adsorbe sur

'enzyme (catalyse homogeéne).

Dans le premier cas, la taille des pores du matériau dstcteur déterminant. Pour
gue I'enzyme puisse diffuser dans le matériau il faut que k& sait inférieure a celle des
pores de matériau. Dans le cas contraire, I'enzyme doit commaémeerosion de la surface.
Plus l'aire spécifiqgue du matériau est grande plus le phénomene d’érosusnddiiést rapide.
D’autres facteurs peuvent constituer un obstacle a I'accésedeythe a I'amidon: la
morphologie des matériaux qui dépend essentiellement de leur comp{isitiérogéne) et du
traitement thermomécanique qu’ils ont subi: (i) phase co-continugyliee accéde plus
facilement a son substrat, (ii) le substrat est dispersé dae autre matrice continue et
'acces de I'enzyme & son substrat est difficile. De plus, les enzydedysent difficilement
les substrats cristallins. Ainsi, le traitement thermomécaniquéddtiydrolyse enzymatique
en provoquant une amorphisation du substrat et/ou par fragmentation du subkgnatndant

soluble.

Pour la biodégradation par des microorganismes, d’'autres facteuestesm jeu :
température, pH du milieu et humidité relative (dans le cas d'ureumsolide) qui
conditionnent la croissance des microorganismes et par conséquesiylaheses d’enzymes

a l'origine de I'hydrolyse des biomatériaux.
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Plusieurs perspectives peuvent étre déduites de ces travaux :

A court terme, plusieurs études pourrait étre réalisées afiordpléter ce travail : (i)
'évaluation par filtration sur gel de la fragmentation de I@on suite aux différents
traitements thermomeécaniques appliqués pourrait valider I'hypothesé solubilisation de
I'amidon apres extrusion est due en partie a la fragmentatioard&l6n, (i) la mise en place
d'un plan d’expériences pour étudier de facon plus systématiquéudince de l'aire
spécifigue des matériaux et employer des tamis plus fins fiannd’obtenir des diametres
de particule inférieurs & 0,2 mm, (iii) la mise en place d’'un glaxpériences pour évaluer
les corrélations entre les cinétiques d’hydrolyse enzymatiquadee biodégradations
microbiennes, (iv) l'identification des facteurs limitant lsod#gradation dans le milieu
environnant. Pour les matériaux a base de PBS et de farineate hajout dun
compatibilisant pourrait contribuer a 'amélioration des propriétésamiques des matériaux
a base de farine de mais et de PBS. Il serait égalemérdgsisant d’évaluer s'il existe un
compromis acceptable entre la biodégradabilité des matéridajoat du PBS a la farine de

mais pour en améliorer les propriétés mécaniques et diminuer I’lhygroscopie.
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