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NOMENCLATURE

C (kg-m3) : concentration

k, : constante d’acidité

DA (%) : degré d’acétylation

K (m*kg"), a : constantes du systéme polymére/solvant
K’ : constante de Huggins

MM (g.mol™) : masse moléculaire

M, (g'mol™) : masse moléculaire viscosimétrique moyenne
M, (g'mol™) : masse moléculaire moyenne en nombre
M, (g'mol™) : masse moléculaire moyenne en poids

b : indice de polydispersité

my (g) : masse totale

n (mPa-s): viscosit¢ dynamique du polymere

Mo (mPa-s): viscosité dynamique du solvant

Nrel - Viscosité relative

Nsp : Viscosité spécifique

pH; :pH initial

pHs : pH final

Nint (m3 -kg'l): viscosité intrinséque

Psi (MPa): pression du séparateur i

Pa (MPa): pression de I’autoclave

Qchit (mg-s‘l): débit d’injection de la solution de chitosane
Qcoz (mg's™): débit d’injection du CO,

Ta (°C): température de 1’autoclave
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T, (°C) : température de cristallisation

Tee (°C) : température de cristallisation froide

T¢ (°C) : température de fusion

T, (°C) : température de transition vitreuse

AH. (J-g") : enthalpie de cristallisation

AH.. (J-g") : enthalpie de cristallisation froide

AH;(J -g'l) : enthalpie de fusion

AH{ (J-g™") : enthalpie de fusion théorique pour un polymére 100 % cristallin
xe0 (%0) : taux de cristallinité initial aprés extrusion

ver (%) : taux de cristallinité final aprées cristallisation froide

Am(%) : perte de masse

o (rad-s™) : fréquence angulaire

€ (%) : déformation

G’ (Pa) : module élastique

G’ (Pa) : module visqueux

tan o : facteur d’amortissement

E (MPa) : module de Young

20 (°) : angle de diffraction

ACRONYMES

Ac Ac: acide acétique

Chit: chitosane

PAC : Partially acetylated chitosan = chitosane partiellement acétylé
PDC : Partially deacetylated chitosan = chitosane partiellement désacétylé

Mass : massique
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Mol : molaire

EtOH : éthanol

FSC : fluide superciritque

CO;-sc : dioxyde de carbone supercritique

CaCO;s : carbonate de calcium

Na,COj; : carbonate de sodium

NaHCOs; : bicarbonate de sodium/hydrogénocaronate de sodium
HCI : acide chlorhydrique

NaOH : hydroxyde de sodium

KOH : hydroxyde de potassium

TPP : tripolyphosphate

FDA : Food and Drug Administration

RESS : Rapid Expansion of Supercritical Solutions
PGSS : Particles from Gas Saturated Solutions

SAS : Supercritical Antisolvent

SCASA : Supercritical CO, Assisted Solubilization and Atomization

SAA : Supercritical Assisted Atomization

SAA-HCM : Supercritical Assisted Atomization from Hydrodynamic Cavitation Mixer

PLA : poly (acide lactique)
P-D-LA : poly (D-acide lactique)

P-L-LA : poly (L-acide lactique)

P-DL-LA ou P-méso-LA : poly (LD-acide lacique) ou acide poly (méso-acide lacique)

ROP : polymérisation par ouverture du cycle

PHA : polyhydroxyalcanoate
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P(3HB) ou PHB : poly (3-hydroxybutyrate)

P(3HB-3HV) ou P3HB-HV ou PHBV : poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalérate)
P(3HB-co-HHx) ou P3HB-HHX : poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate)
P(3HO) ou PHO : poly (3-hydroxyoctanoate)

PC : polycarbonate

PE / bio- PE : polyéthyléne / bio-polyéthyléne

PEG : polyéthyléne glycol

PET / bio-PET : poly (éthyléne téréphtalate) / bio-poly (éthyléne téréphtalate)
POE : poly (oxyéthyléne)

PP : polypropyléne

PS : polystyréne

PEBDL : polyéthyléne basse densité linéaire

PVC : poly (chlorure de vinyle)

PCL : poly-¢e-caprolactone

PBS : poly (butyléne succinate)

PBAT : poly (butyleéne adipate-co-téréphtalate)

PBSA : poly ( butyléne succinate-co-butyléne adipate)

PLGA : poly (acide lactique-co-glycolique)

PBA : poly (butyléne adipate)

PVA : poly (alcool vinylique)

PVAc : poly (acétate de vinyle)

TPS : Thermoplastic starch = amidon thermoplastique

TECHNIQUES DE CARACTERISATION

ATG : analyse thermogravimétrique
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DRX : diffraction de rayon X

DMA : analyse mécanique dynamique

DSC : calorimétrie différentielle a balayage

MEB : microscopie électronique a balayage

GPC / SEC : chromatographie d’exclusion stérique

RMN : résonnance magnétique nucléaire

FT-IR : spectroscopie infrarouge a transformée de Fourrier

COT : mesure du taux de carbone organique total
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A I’heure ou les problémes environnementaux et écologiques prennent une place considérable
dans le monde, ’'Homme est de plus en plus confronté¢ a la nécessité¢ du développement
durable, notamment a 1’échelle industrielle, afin de ne pas rater le virage vers une vie prospere

a moyen et long termes.

Dans son application a I'ingénierie des matériaux polymeéres, le concept de durabilité impacte
le choix des mati¢res premiéres, la conception des procédés de mise en ceuvre et la prise en
compte de l'analyse du cycle de vie (ACV). Dans ce domaine et parmi les différentes
démarches réalisées en vue de cet objectif, une approche consiste a utiliser des matériaux
polymeéres biosourcés et a les structurer a 1’échelle micrométrique ou nanométrique — par
moussage ou par addition de charges micro/nanométriques, souvent inorganiques — dans le
but d’améliorer certaines de leurs propriétés spécifiques pour répondre aux cahiers des
charges techniques tout en respectant les contraintes environnementales. En effet,
I’assemblage d’au moins deux matériaux permettrait de réunir les propriétés spécifiques des
différents composants pour agir en synergie, et ce dans un nouveau matériau « composite ».
La dispersion de charges a 1’échelle nanométrique se révele particuliérement intéressante :
ayant des surfaces spécifiques importantes permettant 1’augmentation de 1’interface entre les
charges et la matrice, elles permettent une amélioration des propriétés du matériau pour des

faibles taux de charges par rapport a des charges micrométriques.

Les principales études réalisées jusqu’a présent sur des charges nanométriques ont été
consacrées aux nanocharges inorganiques telles que les argiles et les silices ou des charges
organiques comme les nanotubes de carbone. Une approche originale réside donc dans la
synthése de nanoparticules de polymeres biosourcés présentant des propriétés fonctionnelles
intéressantes qui pourraient étre utilisées dans le développement de composites nanostructurés

et totalement biosourcés.

C’est dans ce contexte que le projet qui a conduit a cette thése de doctorat est n¢, d’une
volonté de collaboration entre deux équipes de recherche, d’une part 1’équipe des fluides
supercritiques appartenant a 1’axe de recherche sur la génération du solide divisé par des
procédés innovants et durables du Centre RAPSODEE (UMR-CNRS 5302) de I’école des
Mines d’Albi-Carmaux et d’autre part le pole Matériaux Polyméres Avancés du centre C2MA
de I’école des Mines d’Ales. Ainsi, en combinant leurs compétences respectives et
complémentaires, 1’objectif est, de produire un matériau composite nanostructuré et

totalement biosourcé par des procédés innovants utilisant le CO, supercritique.
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Ce travail de thése s’est organisé en trois phases principales: la premicre a consisté en un état
de l’art des principaux polymeres biosourcés possédant des propriétés fonctionnelles
spécifiques, la deuxiéme a port¢ sur I’étude expérimentale de la mise en forme de
nanoparticules par un procédé de génération de particules assisté par CO, supercritique et
enfin la derniére a consisté a élaborer par un procédé en voie fondue, des biocomposites

nanostructurés par incorporation et dispersion des nanoparticules préalablement générées.

Le chitosane, un amino-polysaccharide dérivé par désacétylation de la chitine qui est un
polymeére naturel abondant extrait principalement des carapaces de crustacés et des parois des
champignons, a recu une attention particuliere dans cette étude pour la production de
nanoparticules : il est non seulement facilement disponible, mais également biocompatible et
biodégradable grace a ses deux fonctions chimiques, mucoadhésif avec activité

antibactérienne et cytocompatible.

Le PLA et le PHBYV, les deux principaux polyesters biosourcés diffusés sur le marché, ont été
choisis comme matériaux de la matrice du biocomposite : le PLA, synthétisé a partir d’acide
lactique obtenu par fermentation de sucres ou d’amidon et le PHBV est produit naturellement
par de nombreux microorganismes a partir de sources de carbone variées. La synthese de PLA
a ¢été optimisée et maitrisée depuis quelques années alors que le PHBV reste encore un
matériau prometteur dont la synthése nécessite encore d’étre optimisée. Ces bioplastiques
constituent une alternative intéressante dans le cadre du remplacement des polymeéres issus de

la pétrochimie et font déja 1’objet de plusieurs applications industrielles.
Le manuscrit de theése s’organise autour de quatre chapitres.

e Le premier chapitre est dédi¢ a une synthése bibliographique des différents thémes
abordés: les matériaux biocomposites et les procédés de génération de particules et
d’¢laboration de composites. Aprés une présentation générale et non exhaustive des
matériaux composites issus de ressources renouvelables, des matrices et des charges a
propriétés fonctionnelles, ce chapitre se poursuit par une description générale des
procédés utilisés pour générer des particules du polymére biosourcé choisi, le chitosane, y
compris les procédés assistés par CO, supercritique, ainsi que les procédés utilisés pour
¢laborer des composites thermoplastiques, en particulier le poly (acide lactique) PLA et le
poly- (hydroxybutyrate co-hydroxyvalérate) PHBV ; ce chapitre se termine par un
récapitulatif des différentes études portant sur les composites a base de ces deux

biopolyesters et du chitosane.
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e Le deuxiéme chapitre est consacré a la présentation des dispositifs expérimentaux et des
techniques utilisées pour caractériser les différents matériaux €laborés. Deux dispositifs de
génération de particules assistés par CO; supercritique sont décrits, ainsi qu’un procédé de
génération traditionnel utilis¢ comme référence. Le dispositif utilisé pour la mise en forme
des composites et les paramétres opératoires sont aussi exposés. Dans ce chapitre se
trouvent également les techniques de mesure granulométrique, de la structure cristalline et
du degré d’acétylation des particules de chitosane ainsi que des mesures des propriétés
morphologiques et fonctionnelles des films composites. Enfin, la derniére technique de
caractérisation présentée dans ce chapitre est celle de 1’évaluation des propriétés
antibactériennes des particules de chitosane et des films composites.

e Le troisieme chapitre est dédi¢ aux résultats expérimentaux de la phase de génération de
nanoparticules. Dans ce chapitre, les protocoles expérimentaux et 1’étude réalisée pour
déterminer les conditions favorisant la génération des particules par les procédés utilisant
le CO; supercritique sont exposés. Ensuite, les résultats des différentes caractérisations de
ces particules, générées et commerciales, seront détaillés et comparés a ceux disponibles
dans la littérature.

e Le quatriéme et dernier chapitre rassemble les résultats expérimentaux de la
caractérisation des composites obtenus dans le cadre de la deuxiéme phase du projet. Ce
chapitre s’articule autour de deux types de caractérisation : le premier concerne les
propriétés microstructurelles et morphologiques des composites, et plus précisément,
I’¢tat de dispersion des différentes particules dans la matrice, la morphologie des
particules aprés dispersion et 1’effet des particules sur la structure cristalline des matrices
polymeres ; le deuxiéme regroupe les caractérisations des propriétés fonctionnelles des
composites, comme les propriétés thermiques et thermomécaniques. On y trouvera
également une étude préliminaire sur les propriétés antibactériennes conférées au

composite par le chitosane.

Ce manuscrit s’acheve par des conclusions générales sur les travaux et les perspectives qui

peuvent en étre tirés.
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I. Généralités sur les bioplastiques

A. Définition
Le terme « bioplastique » englobe toute une famille de polymeéres qui sont biosourcés (par
exemple le bio-polyéthyléne (Bio-PE) ou encore le bio-polyéthyléne téréphtalate (Bio-PET)
issus de canne a sucre, qui posseédent ou non un caractére biodégradable comme les poly
(hydroxy-alcanoates) PHA (Figure 1). Il est important de ne pas amalgamer le terme
biosourcé qui désigne les polymeéres dont les matiéres premiéres sont partiellement ou
totalement issues de la biomasse végétale, animale ou microbienne et le terme biodégradable
qui est utilis¢€ pour montrer 1’aptitude d’un matériau a se dégrader et se décomposer sous
I’action des enzymes produites par des micro-organismes : le caoutchouc naturel par exemple

est un polymeére biosourcé mais non biodégradable.

Bio-sourcé

Non biodégradable Biodégradable
Plastiques
conventionnels
Ex: Ex:
PE, PP, PS, PET PCL, PBAT

Pétro-sourcé

Figure 1: Répartition des biopolyméres en différentes familles

Parmi tous les bioplastiques biodégradables, on peut distinguer trois grandes

catégories (Figure 2) :

e les polymeres naturels issus directement des ressources naturelles tels que les
polysaccharides (la cellulose, I’amidon, la chitine, 1’alginate, ...) et les protéines;

o les biopolyesters extraits directement des micro-organismes, produits par un processus de
fermentation, tels que le PHB (poly hydroxy-butyrate) ;

e les polymeres synthétisés par voie chimique ou biotechnologique a partir d’un monomere

biosourcé (ex : le poly(acide lactique) PLA).
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Biopolyesters:
PLA

l
O T

Fibres Autres polysaccharides: Huiles:
: : ;i ; Autres
naturelles amidon, alginate, chitosane soja, tournesol

‘ Cellulose Protéines

Figure 2: Les voies d'obtention de certaines familles de bioplastiques

B. Production et utilisations industrielles
Pour illustrer I’évolution des bioplastiques en chiffres, leur production mondiale se situait en
2012 autour de 1,5 million de tonnes alors qu’elle effleurait le million de tonnes en 2010, et
est estimée a plus de 6 millions de tonnes en 2018 (Figure 3). Il faut noter que cette

production ne dépassait pas les 250 000 tonnes en 2009 selon la méme source [1].

Au début des années 1990, les bioplastiques ont été utilisés pour fabriquer des produits a
courte durée de vie et a faible valeur ajoutée tels que les sacs de déchets, de compost et
I’emballage (essentiellement des bioplastiques a base d’amidon). Plus tard, poussés par une
demande croissante pour des solutions durables et pour des applications plus pointues
(souvent des performances mécaniques supérieures), les secteurs concernés par les
bioplastiques se sont €largis pour intégrer le textile, I’automobile, le batiment, le médical
(ingénierie tissulaire et la galénique) et le cosmétique pour n’en nommer que quelques-uns
(Figure 4). L’aspect «biosourcé » a pris le pas sur 1’aspect «biodégradable » des

biomatériaux.
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Figure 3: Evolution et prévision de la production mondiale de bioplastiques durant les derniéres années
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Figure 4: Les principaux secteurs du marché des biomatériaux en 2013 [1]
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La part des polyméres biosourcés non biodégradables comme le bio-PET et le bio-PE
représente déja la plus grande partie de la capacité mondiale de production de bioplastiques,
utilisée principalement dans la production d’emballage et de bouteille. Cette tendance va
s’amplifier dans les prochaines années, pour atteindre une estimation de 83% pour les
polymeres biosourcés non biodégradables. Quant a la part des polymeéres biodégradables, elle
devrait continuer a augmenter doucement dans les prochaines années. En effet, les matériaux
provenant de la biomasse sont encore trés souvent en retrait en termes de propriétés
mécaniques et de résistance par rapport aux polymeres pétro-sourcés, ce qui limite leur

utilisation.

Dans I’objectif d’améliorer les performances de ces matériaux pour répondre a un cahier des
charges demandé¢ (légereté, rigidité, tenue thermique ...), ’assemblage d’au moins deux
matériaux permet de réunir les propriétés spécifiques des différents composants pour agir en
synergie, et ce dans un nouveau matériau « composite ». Le cas le plus fréquemment étudié
est celui d’un polymere biosourcé dans lequel ont été incorporés des ¢léments de renforts tels
que les fibres de verre, de carbone ou des argiles pour augmenter les propriétés mécaniques
des matrices qui sont généralement moins résistantes aux sollicitations que les polymeéres
pétro-sourcés non renforcés. Dans la thématique de 1’écoconception, le remplacement des
charges et des renforts d’origine fossile ou minérale par des charges et des renforts organiques
biosourcés est en cours de développement dans le but d’améliorer les performances des
matrices polymeres comme dans le cas d’un composite pétro-sourcé. Dans ce cas, on peut
utiliser des farines et des granulats végétaux (bois par exemple) comme charge et des fibres
végétales comme renfort (nombreuses fibres dont le lin, chanvre, kénaf ...). Dans ce travail,
nous nous intéressons plus particulierement a des charges qui possédent des propriétés
fonctionnelles et qui ne se limitent pas uniquement au renfort mécanique qu’elles pourraient
apporter. En effet, certaines catégories de polymeéres biosourcés sont dotées a 1’état naturel de
certaines propriétés spécifiques, par exemple les protéines et les polysaccharides qui seront

décrits dans le paragraphe II.

Malgré 1’intérét apporté aux bioplastiques et les études réalisées dans ce domaine, la
proportion des études qui portent sur les biocomposites a base uniquement de polymeres
biosourcés (charge + matrice) reste tres faible face aux composites d’origine fossile, ce qui a

conforté notre intérét pour effectuer cette étude.
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II. Biocomposites : les constituants

Nous nous intéressons dans ces travaux aux polymeres biosourcés naturels ou synthétiques

pour I’élaboration de biocomposites nanostructurés (nanocomposites).

Depuis quelques années, les composites nanostructurés recoivent une attention particuliere de
par leur potentiel pour augmenter les performances des produits et élargir les applications
industrielles dans plusieurs secteurs, tels que le pharmaceutique (délivrance de médicaments)
et le médical (médecine régénérative), le packaging, les capteurs €lectroniques, ... [2,3] . Un
nanocomposite est un matériau dont au moins une de ses phases a une dimension
nanométrique et par conséquent, une surface spécifique significativement plus importante que
les charges micrométriques. Les nanostructures peuvent étre sous forme de structures
poreuses a I’échelle nanométrique (mousse, hydrogel, ...) ou sous forme de nanocharges
(fibrillaires, lamellaires, tubulaires, particulaires, ...) dispersées dans une matrice [2]. Nous
nous limiterons ici aux systémes nanochargés. La dispersion des charges a 1’échelle
nanométrique augmente 1’interface entre les charges et la matrice et améliore certaines
propriétés du matériau, comme par exemple les propriétés mécaniques ou thermiques [4], et
ce pour des faibles taux de charges en comparaison aux charges micrométriques. Dans le
domaine biomédical, les nanoparticules sont intéressantes pour leur faible taille comparée aux
cellules humaines (quelques micromeétres a quelques dizaines de micrometres), ce qui permet
une circulation plus aisée a travers les vaisseaux sanguins et une meilleure vectorisation des

médicaments [5].

De nombreuses études ont été réalisées sur la dispersion des charges inorganiques et leurs
effets sur la matrice [6—8]. Pour notre étude, les applications visées sont orientées vers le
biomédical, le pharmaceutique ou le packaging. Les nanocharges peuvent étre préparées a
partir d’une variété de matériaux. Le choix du matériau dépend de plusieurs facteurs dont la
taille et la morphologie des particules souhaitées, la charge surfacique et la perméabilité des
nanoparticules, le degré de biodégradabilité¢, la biocompatibilité et la cytotoxicité, et
éventuellement, la teneur ou la capacité a fixer des principes actifs et le profil de libération

désiré [9].

Dans ce cadre, les polymeéres naturels ont l'avantage d'étre, la plupart du temps,
biocompatibles de par leur similarité a des substances macromoléculaires reconnaissables par
I'environnement biologique et le métabolisme, ce qui réduit généralement les réactions

inflammatoires et la toxicité. En tenant compte de ces critéres, une liste de polymeéres
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biosourcés pouvant &tre utilisés comme charges se présente ; parmi cette liste, on peut
identifier des protéines comme le collagéne et la gélatine et des polysaccharides comme

I’amidon, I’alginate et le chitosane.

A. Les charges

1. Les protéines

Les protéines, généralement d’origine animale, sont constituées d’un arrangement de
plusieurs monomeres d’acides aminés naturels, tous porteurs d’un groupement amine et d’un

groupement carboxyle (Figure 5).

H;N—CH--COOH

R

Figure 5: Formule semi-développée de I'acide aminé

Les protéines sont structurées selon 1’ordre des acides aminés dans la chaine protéique
(structure primaire) selon un arrangement dii aux liaisons hydrogeénes et aux interactions
hydrophobes : d’hélice a, feuillets b ou pelote statistique (structures secondaires) et enfin

selon le repliement dans 1’espace de la chaine polypeptidique (structure tertiaire) [10].

Dans cette catégorie, on peut noter le gluten de blé, la kératine, le collagene, la gélatine, ...
Les deux dernicres sont les plus souvent utilisées dans le domaine des matériaux. Elles sont
biocompatibles et biodégradables. La limite majeure de cette famille de polymeres est leur

sensibilité a I’eau a haute température (phénomene d’hydrolyse).

Le collagéne est un polymere abondant, présent notamment dans la structure osseuse et la
peau animale et constitue 20 a 30 % de la quantité totale de protéines corporelles des
mammiferes [11]. C’est un polymere flexible et qui possede une structure hélicoidale qui rend
sa mise en ceuvre difficile sans avoir recours a des traitements chimiques. Ses propriétés
physico-chimiques et biologiques sont fortement modifiées lorsqu’il est couplé a une autre
protéine ou a des agents de réticulation [12,13], ce qui favorise son utilisation dans le
domaine biomédical sous forme de nanoparticules pour le transfert de certains principes actifs

ou sous forme d’hydrogel pour la régénération osseuse.

La gélatine, un dérivé du collagene, est un polymere non-irritant, faiblement immunogéne et

antigéne, trés sensible a 1’eau et soluble dans les milieux aqueux. Elle posséde plusieurs
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groupes fonctionnels dans sa structure chimique permettant son couplage a d’autres
composés ; elle est habituellement utilisée comme gélifiant ou films de protection dans le
domaine alimentaire ou pour produire des gélules et des nanoparticules dans le secteur

pharmaceutique pour transporter des principes actifs [14].

Des propriétés plus détaillées de ces deux matériaux se trouvent dans les revues faites par Lee

etal. (2001) [13] et par GOomez-Guillén et al. (2011) [15].

2. Les polysaccharides
Nombreux sont les polymeéres dans cette catégorie qui possédent des propriétés spécifiques ;

parmi eux, on peut noter :

L’amidon, un matériau semi cristallin peu cotliteux provenant principalement des pommes de
terre (on parlera de fécule) et des céréales, est composé de deux polymeres : linéaire pour
I’amylose (en général 20 a 30%) et branchée pour 1’amylopectine (70 a 80 %). Le motif

répétitif de ces polymeres, une molécule de glucose, est présenté dans la Figure 6 [16].

OH

Figure 6: Motif répétitif de I'amidon : le maltose

L’amidon n’est soluble dans les milieux aqueux qu’a partir de 70 °C suite au gonflement des
grains d’amidon ¢élémentaires (gélatinisation) accompagné d’une perte de cristallinité
(phénomeéne d’empesage) conduisant & une solution trés visqueuse. Apres dissolution et
refroidissement, les molécules subissent un phénomene de rétrogradation ou les chaines se
réarrangent, induisant une recristallisation partielle du polymere (I’amylose recristallise plus
rapidement que I’amylopectine et une augmentation de la viscosité. Pour cette raison, deux
variétés d’amidon composées majoritairement d’amylopectine (> 99% amidon de mais
cireux) ou d’amylose (> 65%) sont particuliérement intéressantes : la premicre permet d’avoir
une pate d’amidon plus stable et plus ductile et la deuxiéme permet d’avoir un matériau plus
résistant, d a la capacité d’enchevétrement des macromolécules linéaires, exploré dans les
domaines alimentaire et médical. Une étude plus détaillée sur la structure chimique est les

propriétés de I’amidon se trouve dans les travaux de thése de Monnet (2008) [17].
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L'amidon pur et sec ne se ramollit pas et ne fond pas. Cependant, il peut étre plastifié par des
molécules qui se lient a I’amidon par des liaisons hydrogenes, tels que I'eau, le glycérol et le
sorbitol ; on parle alors d’amidon thermoplastique (TPS ThermoPlastic Starch), qui peut étre
mise en forme a une température et une pression €levées sous forme de mousses ou matériaux
denses [18]. La principale utilisation de 1’amidon reste dans le domaine de I’emballage a
cause de sa forte biodégradabilité. Cependant, du fait de son caractere hydrophile et de sa
sensibilité a 1’eau, I’addition d’une proportion d’autres polymeres hydrophobes, d’additifs et
de plastifiants pour remédier a sa fragilité est indispensable pour permettre une mise en forme

stable et améliorer sa résistance mécanique [19].

L’alginate, un polysaccharide naturel linéaire (Figure 7) souvent extrait des algues brunes
(Phaeophyceae), est un polymere peu cher, mucoadhésif, biocompatible, non-immunogéne
qui se dissout et se biodégrade dans des conditions physiologiques normales [20]. Sa
solubilité dans I’eau dépend des cations présents et des micro/nanoparticules peuvent étre

facilement obtenues par gélification en présence d’ions calcium.

coo oH [ele]e] OH .
-0 H o OH o
o Q
© OH OH
0. Q
OH H
G G

cCoO coo

G G

-00C  oH “00C  oH
HO. o ~o H O--s
00C M

Figure 7: Les différentes structures chimiques de I'alginate : G-bloc, M-bloc et blocs alternés [20]

Il est utilisé comme agent épaississant, gélifiant ou stabilisant dans le domaine alimentaire.
Dans le domaine pharmaceutique, son utilisation est particuliérement intéressante dans le
transfert et la libération contrélée de principe actif dii a la structure poreuse des gels
d’alginates et dans la cicatrisation des blessures dii a I’humidité des hydrogels [21] ainsi que
la culture cellulaire et la régénération tissulaire dans le domaine biomédical en raison de sa

cytocompatibilité et sa biodégradabilité [22,23]

Le chitosane est un polysaccharide souvent obtenu par désacétylation alcaline de la chitine,

le polymére naturel le plus abondant apres la cellulose. Depuis les quatre dernieres décennies,
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I’utilisation de ce polymeére s’intensifie a cause de ses nombreuses propriétés, a titre
d’exemple sa biodégradabilité, sa biocompatibilité et sa non toxicité [24,25]. Ce polymere,
encore trés peu étudié sous forme de charge nanométrique, a fait 1’objet de notre étude et sera

décrit d’une manicére plus détaillée dans le paragraphe qui suit.

a.Le chitosane : origine et obtention
Le chitosane est le dérivé le plus industrialisé de la chitine (découverte au 18°me siecle). La
chitine est extraite généralement des carapaces de crustacés, des cuticules d’insectes et de la
paroi cellulaire des champignons. Le carbonate de calcium (CaCOs) étant I’un des principaux
composants des carapaces et enrobant la chitine, 1’extraction de cette derniére commence par
une ¢tape de déminéralisation en utilisant une solution acide (HCI par exemple) pour enlever
le carbonate de calcium [26]. Selon 1’origine, divers allomorphes de la chitine ont été
distingués (o, B et y) selon la différence d’organisation structurale/spatiale des chaines de la
chitine, ce qui induit une différence de propriétés [24,26-28]. La déminéralisation est suivie
d’une étape de désacétylation par une solution basique (souvent NaOH) pour obtenir le
chitosane. Une étape de purification est nécessaire et consiste en un traitement enzymatique
pour éliminer les protéines et un lavage supplémentaire pour supprimer le reste des pigments

[29].

b.Le chitosane : structure et propriétés
Le chitosane est un biopolymere macromoléculaire composé d’un enchainement hétérogeéne
de deux monomeres : D-glucosamine et N-acétyle-D-glucosamine, liés par des liaisons

3 (1-4) (Figure 8).

(a) CH; (b

(©

Figure 8: Structure chimique du N-acétyle-D-glucosamine (a), de D-glucosamine (b) et du chitosane (c)
[24]
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Le chitosane posséde une structure chimique trés similaire a celle de la cellulose ; la seule
différence se situe au niveau du carbone C2 ou le groupement hydroxyle de la cellulose est
remplacé par un groupement amine (NH,) pour le chitosane 100% désacétylé et acétamide
(-NHAc) pour le chitosane partiellement désacétylé. Les propriétés du chitosane dépendent
fortement de 1’origine de la chitine et de sa structure chimique et moléculaire [28,30]. Il est
ainsi nécessaire de définir les paramétres qui les qualifient, tels que la masse moléculaire et le

degré d’acétylation.
I. Parametres moléculaires

e Degré d’acétylation

La désacétylation industrielle de la chitine par la solution alcaline (méthode classique) n’est
pas totale pour des raisons chimiques et techniques (risque de dégradation des
macromolécules a fort taux de désacétylation ou oxydation du matériau) : des groupements
amines restent alors non désacétylés. Pour cette raison, le terme « degré d’acétylation »,
souvent not¢ DA (le « degré de désacétylation » noté DD est égal a 1-DA), a été introduit
pour permettre d’évaluer la quantité restante de groupements acétyles. Commercialement,
lorsque le DA du copolymére est supérieur a 50 %, on parle de chitine et le chitosane désigne
le copolymere dont le DA est inférieur a 50 %. Le DA est un parameétre fondamental qui a une
forte influence sur les propriétés du matériau a 1’échelle moléculaire et en solution, comme la
solubilité, la viscosité et la flexibilité des chaines [30]. Pour des applications trés spécifiques a
forte valeur ajoutée, surtout dans le domaine biomédical, le chitosane totalement désacétylé
est recherché¢ (DA=0%). Hormis ces applications, le chitosane obtenu par une désacétylation

incompléte de la chitine est souvent utilisé (cotit réduit).

Plusieurs méthodes de détermination du DA peuvent étre utilisées : par mesure ¢lémentaire du
taux d’azote libre, par dosage potentiométrique, par diffraction des rayons X (DRX), par
spectroscopie infrarouge (IR) [31,32] et UV ou par résonance magnétique nucléaire (RMN)
[33]. Parmi toutes ces techniques, la spectroscopie IR est la plus utilisée car elle présente un

bon compromis entre la simplicité, la rapidité et la précision [28].

e Masse moléculaire

La masse moléculaire (MM) constitue le deuxiéme parameétre important : elle dépend du
procédé d’obtention qui peut induire une dépolymérisation ou une dégradation des chaines
macromoléculaires par effet mécanique ou chimique. Les chaines de chitosane ont souvent

des masses trés ¢élevées (de 1’ordre de 100 a 1500 kg.mol'l), mais le choix de la MM doit étre
15
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adapté a DI’application pour avoir un résultat optimal [34,35] : en effet, la MM affecte la
solubilité du chitosane et ses propriétés rhéologiques, notamment sa viscosité ; les solutions
trés visqueuses sont difficiles a manipuler : il s’agit alors de réaliser un compromis entre la
rigidité du chitosane solide (favorisée par des chitosanes de haute MM) et les propriétés

rhéologiques de la solution (mise en ceuvre / forme plus aisée pour des polymeéres de MM plus

faibles).

Pour déterminer la MM, il faut mettre le matériau en solution. Les méthodes classiques
utilisées sont des mesures viscosimétriques [36] ou des mesures chromatographiques par

perméation de gel (GPC) [33].

ii. Propriétés physico-chimiques et biologiques
Comme évoqué précédemment, les propriétés physico-chimiques du chitosane (Tableau 1)
dépendent fortement de sa structure et sa composition, plus particulierement de sa MM, de

son DA, de la polydispersité et de la distribution des groupements acétamides [37].

Tableau 1: Relation entre les paramétres structuraux et les propriétés du chitosane (DD = 1-DA) [37]

Propriétés Caractéristiques structurales
Solubilité ADD
Cristallinité VDD
Biodégradabilité VDD, ¥ MM
Viscosité ADD,
Biocompatibilité ADD
Biologiques

Mucoadhésion ADD, A MM
Analgésique ADD
Antimicrobien ADD, AN MM
Amélioration de la perméabilité ADD
Antioxydant ADD, ¥ MM

e Solubilité
La chitine étant insoluble dans la majorité des solvants habituels (ceci étant dii a sa forte
cristallinit¢ et aux fortes liaisons hydrogenes intermoléculaires présentes, qui rendent les
amines libres non protonables), elle est difficile a mettre en ceuvre, ce qui réduit son domaine
d’application. Elle est souvent remplacée par le chitosane, son premier dérivé industriel, qui

est plus simple a manipuler.

Le chitosane est un polyélectrolyte cationique (Figure 9), une caractéristique qui le distingue

des autres polymeres naturels qui sont souvent polyanioniques [37].
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Figure 9: Illustration de la protonation du chitosane lors de sa dissolution, montrant son caractére
cationique [37]

Il est insoluble dans 1’eau, dans les solutions alcalines et dans les solutions acides concentrées
(la faible quantité d’eau dans les solutions acides concentrées ne permet pas I’hydratation des
chaines moléculaires et leur ouverture pour permettre aux fonctions acides d’agir et dissoudre
le chitosane). Il est cependant soluble dans la plupart des solutions acides diluées (souvent de

I’acide acétique).

Il faut noter que la solubilité du chitosane est une propriété tres difficile a controler car la
valeur du DA influence fortement celle-ci : en effet, lorsque le DA diminue, le nombre de
groupements amines augmente, favorisant ainsi la solubilité. Le chitosane industriel, ayant le
plus souvent un degré d’acétylation inférieur a 30 %, posséde en moyenne un pK,' d’environ
6,3 ; donc il est généralement parfaitement soluble a pH=3-4 [28]. La solubilité¢ dépend aussi
de la nature de 1’acide utilisé et de la distribution des fonctions acétyles le long de la chaine

macromoléculaire [38].

e Cristallinité
Comme la chitine, le chitosane est une substance semi cristalline et son état cristallin dépend
de son origine. Différentes études ont permis de différencier 5 polymorphes du chitosane
(selon 1’agencement moléculaire et la teneur en eau dans les mailles unitaires) dont trois
hydratés (le tendon qui est le plus abondant [39], la forme II, la forme L-2) et deux anhydres

(annihilé et un autre sans nom).

Des études DRX ont permis de distinguer les structures cristallines du chitosane : les cristaux

hydratés sont marqués par un grand pic de diffraction a 26=10,4° (d=8,51 A) alors que les

[NH,][H307]

'Le pK, du chitosane est calculé a partir du K, : K, = NH]
3

et pK,= - log (K,)
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cristaux anhydres provoquent un pic important a 20= 15° (5,38 A) (Figure 10). De plus, un

halo vers 20° est observé pour la structure amorphe [39].

b ik 4
200°¢
160°C
100°C
| S . .
10 20 30
28(°)

Figure 10: Spectres de RX d'un chitosane commercial montrant ’apparition des pics des cristaux
anhydres et hydratés apres chauffage de la suspension aqueuse du chitosane [39]

La cristallinité et I’agencement moléculaire sont deux parameétres importants car ils contrélent
un certain nombre de propriétés comme la solubilité, la sorption et I’accessibilité des sites
internes des macromolécules, les propriétés de gonflement et de diffusion, ... Par exemple,
[40] ont noté qu’un chitosane trés riche en cristaux anhydres est trés difficilement dissous
dans les solvants du chitosane, cependant, il posseéde une forte résistance mécanique ; d’un
autre coté, la structure amorphe, étant perméable a la vapeur d’eau et 1’éthanol et soluble dans

les solutions acides, leur semble étre la plus adéquate pour la mise en ceuvre du chitosane.

Par conséquent, lors de son utilisation, il faut prendre en compte I’influence inévitable de

I’origine du chitosane sur ses propriétés [30].

De plus, des études ont montré la dépendance de la cristallinité du degré d’acétylation : le
taux de cristallinité ainsi que la taille cristalline augmentent avec le DA [30,41]. Selon
Jaworska et al. (2003), la chitine complétement acétylée (DA=100 %) a été¢ trouvée plus
cristallisée que la chitine partiellement désacétylée [30]. D’un autre coté, Ogawa et Yui
(1993) ont observé qu’un chitosane pur (DA=0) est plus cristallin qu’un chitosane modifié
(DA>0) obtenu par acétylation partielle du chitosane pur (PAC) ou par désacétylation
partielle de la chitine (PDC) [40].
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L’état cristallin du chitosane dépend aussi des procédés d’obtention. Ainsi, Ogawa et Yui
(1993) [40] ont constaté que, pour un méme DA final (DA=30 %) et pour une méme origine
de matériau, I’acétylation d’un chitosane pur permettait d’obtenir un matériau moins cristallin
que celui obtenu par désacétylation de la chitine : en effet, lors de la désacétylation de la
chitine, les groupements acétyles ont une distribution en « bloc », ce qui conserve une
certaine cristallinité, alors que l’acétylation du chitosane pur provoque une répartition
aléatoire des groupements acétyles réduisant ainsi sa cristallinité et en particulier, les cristaux

anhydres.

En addition a tous ces facteurs susceptibles d’influencer la cristallinité lors de la mise en
solution du chitosane, la cristallinité du produit final dépendra aussi du traitement secondaire
éventuel (précipitation, séchage, lyophilisation ...). La mise en solution du chitosane puis le
séchage affectent énormément 1’état cristallin du chitosane : malgré 1’aspect maintenu de la
structure cristalline apres la dissolution-séchage, une baisse de 1’intensité des pics de
cristallinit¢ a été observée par Jaworska et al. (2003) [30]. De plus, le séchage par
lyophilisation a provoqué une réduction plus séveére de la cristallinité du chitosane que le
séchage au four malgré une taille de cristaux plus importante. Aucune explication n’a été

fournie par les auteurs sur ce phénomene.

Ogawa (1991) a étudié ’effet du chauffage de la suspension du chitosane sur ses propriétés :
il a observé que le chitosane de faible poids moléculaire ou degré d’acétylation peut étre
cristallisé surtout en cristaux anhydres par ¢élévation de température de la suspension. Lorsque
le degré d’acétylation augmente, il devient difficile de produire des formes cristallines en
utilisant la méme technique. Il a aussi remarqué qu’a des températures industrielles standards,
pour des chitosanes de faibles DA, des premiers cristaux peuvent facilement se former, ce qui

pourrait éventuellement affecter certaines propriétés recherchées.

De plus, le chitosane, comme la majorité des polysaccharides, ne fond pas mais se dégrade
généralement a partir de 185°C. Sa structure chimique et son caractére cationique lui
conferent un pouvoir gélifiant, chélateur et adsorbant. De plus, ses groupements amines,
acétamides et hydroxyles lui donnent un caractére hydrophile tout en maintenant une

propriété barriere a I’oxygene et au CO,.

e Bioactivité et applications

Le chitosane posséde, a part ses propriétés physico-chimiques décrites précédemment, des

propriétés biologiques intéressantes [42] : c’est un polymére biocompatible, biodégradable et
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non toxique. Il est parfaitement adapté pour I’administration des médicaments comme support
de principe actif ou pour 'utilisation comme excipient alimentaire. Il est également muco- et
bio-adhésif : il adhére sur les tissus cellulaires souples et rigides, ce qui le rend intéressant
dans I’ingénierie tissulaire comme substrat de culture cellulaire. Chatelet et al. (2001) [43] ont
étudié Dl'influence du degré d’acétylation sur les propriétés biologiques des films de
chitosane : le DA joue un role déterminant dans I’adhésion cellulaire et la prolifération mais
ne modifie pas la cytocompatibilité¢ du chitosane. Ils ont remarqué que, quel que soit le DA,
tous les films de chitosane sont cytocompatibles avec les kératinocytes et fibroblastes.
Cependant, quand le DA augmente, 1’adhésion cellulaire, la prolifération (pour les
kératinocytes) et la croissance cellulaire sur les films diminuent. Les fibroblastes ne
proliférent pas sur les films de chitosane probablement a cause de la forte adhésion qui inhibe
la prolifération. Ceci rend le chitosane a faible DA un trés bon biomatériau pour la
cicatrisation : une fois placé sur la plaie, il adhére aux fibroblastes et favorise la prolifération

des kératinocytes provoquant la régénération de 1’épiderme.

Selon certains auteurs, le chitosane est un polymeére bioactif qui résiste aux attaques
bactériennes et aux inflammations : il posséde un caractére antifongique et antibactérien qui
inhibe la croissance et la propagation des parasites [44,45]. Takahashi et al. (2008) ont étudié
I’influence du DA sur la croissance bactérienne. Ils ont remarqué que la diminution du DA
induit un effet bactéricide du chitosane qui est plus marqué sur les bactéries de gram-positif
(S. aureus) que sur les gram-négatif (E. coli) [46]. 1l a aussi été utilis¢ dans le ciblage et le

traitement des tumeurs (ex : cellule cancéreuse du colon HT29) [47,48].

Une étude réalisée par Xin-Yuan et Tian-Wei (2004) [49] a montré que le chitosane possede,
en plus de sa biocompatibilité et de sa faible antigénicité, une transparence et une bonne
possibilité de correction optique, une stabilité mécanique, une perméabilité aux gaz surtout a
I’oxygeéne et une mouillabilité permettant son utilisation comme lentille de contact dans

I’ophtalmologie.

Dans le secteur de la diététique, certaines études présument que le chitosane favorise la perte
de masse graisseuse [50,51]: en effet, le chitosane chargé positivement, formerait des
complexes avec les corps gras et les lipides chargés négativement, ce qui empéche leur
absorption par le corps et favorise leur élimination. Ce mécanisme reste toujours en question

[52].
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L’utilisation du chitosane se trouve aussi dans de nombreux autres domaines, comme le
traitement des eaux [53], la photographie, le traitement des textiles, ... Des listes plus
exhaustives sur les domaines d’application du chitosane et de la chitine se trouvent dans les
publications de Ravi Kumar (2000) [25], Senel et McClure (2004) [42], Khor et Lim (2003)
[54] et Guibal (2004) [55] .

Pour résumer, le chitosane est dérivé d’un polysaccharide naturel renouvelable et abondant, la
chitine. Il a un fort intérét économique et technique comparé aux autres polysaccharides
naturels pour ses propriétés physico-chimiques qui le rendent polyvalent. Il est présent dans
divers domaines comme 1’alimentaire, le traitement des eaux, la cosmétique, ... Son
utilisation dans le domaine biomédical est en plein essor grace a ses nombreuses propriétés
biologiques qui ont donné lieu a plusieurs publications et applications. Les applications
récentes du chitosane sont souvent sous forme d’hydrogel poreux (dans I’ingénierie tissulaire
pour fabriquer des tissus [56,57] ou des membranes) ou sous forme particulaire (vectorisation
de médicament, renfort dans les composites, ...). Dans le domaine de I’emballage, il est parmi
les bioplastiques les plus prometteurs a cause de ses propriétés filmogeénes et son activité

antibactérienne.

Malgré tous les atouts précédemment cités, il posséde des propriétés qui limitent son
utilisation seul dans 1I’emballage et le biomédical : sa perméabilité a la vapeur d’eau ainsi que
sa sensibilité¢ a I’humidité et ses faibles propriétés mécaniques (fragilité et faible flexibilité)
comparées a d’autres matériaux [58,59]. Une approche efficace pour améliorer les propriétés
physiques et mécaniques du chitosane est de former des composites par 1’incorporation dans
une matrice de chitosane, de charges métalliques ou minérales telles que ’argile ou des

nanotubes de carbones [60], I’hydroxyapatite [61]...

Une autre approche consiste a réaliser des mélanges de polymeére en associant le chitosane

avec des polyméres ou des molécules organiques. On peut citer :

e des polyesters (PCL, PBS, PBTA, PBSA, PLA, PHB, PLGA) [62-66],

e des polysaccharides [67] tels que I’ amidon [19,68], 1’alginate [69], la lignine [70], la
gomme de xanthane [71], la cellulose microcristalline [72],

e des protéines comme la gélatine [73],

e des plastifiants comme le sorbitol [74] et le glycérol [75], etc.

Néanmoins, a notre connaissance, parmi toutes ces €tudes, trés peu ont essayé d’exploiter les

propriétés du chitosane en [’utilisant sous forme de charges particulaires solides dans une
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autre matrice biosourcée. Par conséquent, dans ces travaux, nous nous intéressons a la
génération de nanoparticules de chitosane dans le but de I’incorporer, a 1’état solide, dans une

matrice biosourcée, comme nous le présentons dans la suite du manuscrit.

B. Les matrices
La famille des polyesters aliphatiques, approuvée par la Food and Drug Administration
(FDA), est la plus utilisée parmi les polymeéres biocompatibles et biodégradables [76]. Parmi
cette famille, on peut noter le PLA, le PLGA, le PHB et leurs copolyméres. Ce sont des
polymeres compostables et/ou biodégradables grace aux liaisons ester qui s’hydrolysent en

métabolites naturels non toxiques.

Dans cette étude, nous avons fait le choix de travailler avec le PLA et le PHB. Seuls ces deux

polymeéres seront donc décrits par la suite.

1. Le poly (acide lactique) — PLA

a.Origine et obtention
Le poly (acide lactique) (PLA) est un biopolyester aliphatique thermoplastique produit a partir
de I’acide lactique (C3HgO3) issu généralement de la fermentation bactérienne de I’amidon et
des sucres simples (Figure 11). L’acide lactique (LA) est une molécule chirale (L-LA et
D-LA), ce qui induit la formation de différentes structures lors de la polymérisation de PLA :
le P-L-LA, le P-D-LA et le P-DL-LA (nommé¢ aussi P-méso-LA) ; les formes L-LA (isomére
majoritaire a 99,5%) et D-LA (0,5%) sont naturellement obtenues alors que la forme DL-LA
est synthétisée chimiquement. Une forme particuliere du PLA, qui a fait I’objet d’un brevet
[77], est le P-L-LLA-co-P-D-LA qui est formé par stéréocomplexation des chaines de P-L-LA
et de P-D-LA, dont les propriétés mécaniques et thermiques se distinguent considérablement

des autres formes.

Deux voies de synthése sont pratiquées pour obtenir le PLA a partir de 1’acide lactique : la
polycondensation et la polymérisation par ouverture du cycle (ROP) du lactide, i.e. du dimere
cyclique de I’acide lactique. Le principal désavantage de la polycondensation initialement
utilisée, mise a part la longue durée du procédé, est la formation d’eau durant la
polymérisation nécessitant une phase continue d’évaporation sous vide en présence d’un
solvant. La polymérisation par ouverture du cycle est une méthode plus rapide et continue
[2,16,78]. De plus, la polycondensation du lactide conduit a des faibles masses moléculaires

du polymeére synthétisé alors que la polymérisation par ouverture de cycle permet d’atteindre
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des masses moléculaires plus importantes. Cette nouvelle méthode de synthése de PLA a
permis une réduction significative du prix du PLA, qui est a présent compétitif avec d’autres

matériaux dégradables et pétro-sourcés.

HO—CH, HO—CH;

0, o o
Ao ) Hydrolyse oH Fermentation  wo Po!}merzsanon >/L
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OH
n OH
Amidon Glucose Acide lactique

Figure 11: Méthode de synthése du PLA

b.Propriétés
Des études ont montré que les propriétés du PLA, comme la cristallinité, la résistance
mécanique et la tenue thermique, dépendent fortement, non seulement de sa masse
moléculaire, mais aussi de sa composition chimique et sa structure, en particulier des fractions

des isoméres L, D et DL présents, appelé aussi degré de pureté optique [79].

i. Structure cristalline
Selon Loomis et Murdoch (1999), le P-L-LA et le P-D-LA purs possédent une forte
cristallinité, ce qui n’est pas le cas du copolymére P-DL-LA : la semi-cristallinit¢ du PLA
nécessite une pureté des monomeres et une faible fraction de D-LA (cas le plus fréquent) ou
de L-LA; I’augmentation de cette fraction réduit progressivement la cristallinit¢ du matériau a
cause de la présence de deux énantiomeres opposés dans une méme structure, jusqu’a
atteindre une limite ou le matériau devient complétement amorphe [77]. Cette limite de
semi-cristallinité n’est pas commune a tous les auteurs : dans le cas ou D-LA est la phase
minoritaire, pour Auras et al. (2003) [80], la limite vaut 7%, alors qu’elle est a 10% pour
Loomis et Murdoch (1999) [77], a 15% pour Lunt et Shafer (2000) [78] et 20% d’apres
Reddy et al. (2013) [2]. En jouant sur les proportions de L-LA et D-LA, il est possible de
produire une variété de PLA allant d’un polymeére complétement amorphe jusqu’au polymere

40% cristallin.

Dans le cas du P-L-LA-co-P-D-LA, Loomis et Murdoch (1999) ont trouvé que la
stéréocomplexation des chaines des énantiomeres opposés engendre une distance entre
chaines plus faibles que celle entre les chaines du méme énantiomére, ce qui produit une
cristallinité plus forte que les polymeres purs, identifiée par un point de fusion ¢élevé, et ceci,

pour toutes les masses moléculaires testées [77].

23



CONTEXTE DU PROJET ET ETAT DE L’ART

Kolstad (1996) a remarqué I’influence négative de D-LA et méso-LA, formés lors de
I’élaboration du polymeére, sur la cristallinité et la cinétique de cristallisation [81]. Ce résultat
est en accord avec 1’étude de Huang et al. (1998) qui montre que 1’ajout de 6,6% de D-LA au
lieu de 0,4% réduit de 60 fois la vitesse de cristallisation du polymere a 117°C et I’ajout de
méso-LA provoque une réduction de 340 fois pour les méme proportion a 137°C, ce qu’ils ont
expliqué par la réduction de la température de fusion a I’équilibre sous I’effet des méso-LA
[82]. De plus, Dorgan et al. (2000) ont étudi¢ le comportement de deux types de PLA a une
teneur en D-LA de 4%, 'un linéaire de M,=111 kg.mol'1 et 1’autre ramifié avec
M,=149 kg.mol™; ils n’ont pas observé d’effet de la ramification sur les températures de
transitions (T, et Ty), cependant, une apparition d’un large pic exothermique de
recristallisation et une augmentation significative du pic endothermique de fusion ont été
signalées pour le polymeére ramifié, signe d’une meilleure aptitude a cristalliser par rapport au

PLA linéaire [83].

En tenant compte de ces effets, il est alors possible d’améliorer la structure et les propriétés
du PLA en modifiant sa composition et sa structure chimique dans le but d’élargir son

domaine d’utilisation

ii. Propriétés mécaniques
Une comparaison a ¢été réalisée pour évaluer la tenue mécanique de deux grades de PLA par
rapport a d’autres polymeres pétro-sourcés fréquemment utilisés dans l’industrie et plus
spécialement, dans I’emballage (Tableau 2). Le PLA a treés faible taux de D-LA (4030-D)
posseéde un module de traction et une contrainte maximale en traction élevés mais son
¢longation a la rupture est trés faible. Son comportement est trouvé similaire a celui du

polystyréne [80].

Tableau 2: Comparaison des propriétés mécaniques du PLA et d'autres polyméres pétro-sourcés : 4030-D
(98% L-LA), 4040-D (94% L-LLA), MD (sens machine) et CD (sens travers) [80] (reprise)

4030-D 4040-D PS PET
MD CD MD CD biaxial
Contrainte maximale (MPa) 72 65 84 74 55-82 275
Allongement au seuil d’écoulement (%) 4,7 4,5 3,4 4,2 - =6
Allongement a la rupture (%) 10,7 5,5 78,2 96,9 3-40 60-165
Module élastique (GPa) 2,11 2,54 2,31 287 3,2 2,8-4,1

Ce grade de PLA a une bonne rigidité, mais son caracteére fragile limite son utilisation dans
certains domaines. Toutefois, ces propriétés mécaniques sont facilement modifiées par

modification de la structure du PLA : I’augmentation du taux de D-LA (4040-D) augmente
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remarquablement la ductilité¢ du matériau. Schmack et al. (1999) ont également étudié 1’effet
du degré de pureté optique sur les propriétés mécaniques des filaments de textile a base de
PLA ; ils ont trouvé qu’un PLA a 99,8% de L-LA est moins étirable qu’un PLA formé par
92% de L-LA et 8% de DL-lactide [84].

Le P-L-LA-co-P-D-LA posséde des propriétés mécaniques plus performantes que le P-L-LA
et le P-D-LA et plus spécifiquement le 1/1 P-L-LA-co-P-D-LA, li¢ a la présence de la phase
cristalline a haut point de fusion, comme le montre le Tableau 3 [77]: ce copolymére
stéréocomplexé possede une contrainte a la rupture de 50 MPa alors qu’elle n’est qu’autour de
30 MPa pour le P-L-LA et le P-D-LA. Le module de traction et 1’allongement a la rupture ont

subi une amélioration similaire.

Tableau 3: Comparaison des propriétés mécaniques de différents types de copolyméres
P-L-LA-co-P-D-LA [77] (reprise)

Ratio molaire Contrainte a la rupture Module de traction Allongement a la
P-D-LA /P-L-LA en traction (MPa) (GPa) rupture (%)
1/0 31,05+ 1,38 1,83+0,14 3+1
3/1 36,57 + 1,38 1,94 £ 0,06 10+5
1/1 50,37 + 6,21 2,35+0,28 12+3
0/1 29,67 + 1,38 1,79 +0,17 3+1

Les différences entre les valeurs présentées dans le Tableau 2 et le Tableau 3 pourraient étre
liées aux conditions de mise en ceuvre qui impactent fortement les propriétés mécaniques

finales du matériau [79].

Le P-L-LA et le P-D-LA sont des formes cristallisées du polymeére, naturellement obtenues
par la fermentation, ce qui les rend tres intéressantes industriellement. Elles sont préférées
pour des applications nécessitant une résistance mécanique comme 1’emballage ou le textile.
La forme stéréocomplexée de PLA, ayant des propriétés plus performantes, est aussi adaptée

pour de telles applications.

iii. Propriétés thermiques
Les propriétés thermiques du PLA, comme la transition vitreuse et la température de fusion,

ont été étudices en fonction de la stéréochimie du polymére.

Perego et al. (1996) ont trouvé que la stéréochimie du PLA n’affecte pas significativement sa

température de transition vitreuse qui reste comprise entre 55 et 65°C [85].

La température de fusion quant a elle est fortement affectée par le degré de pureté optique du

PLA et par sa structure. Les énantioméres d’une méme famille de polymére possédent
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généralement le méme point de fusion, qui a tendance a baisser lors de I’ajout des
énantiomeres opposés. La température de fusion du P-L-LA pur de haute cristallinité peut
dépasser 190°C ; ceci génére inévitablement une dégradation des chaines moléculaires et une
dégradation thermique, ce qui réduit donc la plage de processabilit¢ du P-L-LA. Une
réduction de point de fusion est alors nécessaire et facilement réalisable par 1’ajout d’une
fraction de P-D-LA ou de P-DL-LLA (Tableau 4). Le seul inconvénient est la baisse de la
cinétique et du taux de cristallisation engendrée. Une baisse significative de la température de
fusion, d’environ 50°C, a été rapportée par 1’ajout de 8% de 1’énantiomere opposé a un

énantiomere pur [77].

Une loi empirique traduisant la chute de la température de fusion en fonction de la fraction de

DL-LA a été rapportée par Auras et al. (2003) et est la suivante [80] :
T, (°C) = 175-300* W,,

ou Wy, est la fraction de DL-LA et 175 °C est la température de fusion du P-L-LA. Il en

résulte des polyméres de PLA avec une large gamme de valeurs de dureté et de rigidité.

Tableau 4: Effet de la stéréochimie du PLA sur ses températures de transition vitreuse et de fusion [79]

Ratio de copolymere T, (°C) T¢(°C)
100/0 (L/D,L) -PLA 63 178
95/5 (L/D,L) -PLA 59 164
90/10 (L/D,L) -PLA 56 150
85/15 (L/D,L) -PLA 56 140
80/20 (L/D,L) -PLA 56 125

Loomis et Mardoch (1999) ont observé un double pic de fusion a 174°C et 220°C pour tous
les films de P-L-LA-co-P-D-LA, ce qui n’a pas été le cas du P-L-LA et du P-D-LA qui n’ont
montré qu'un seul pic de fusion a 174°C [77]. Apres plusieurs cycles de chauffe au-dela de
240°C suivie d’une trempe, ils ont remarqué un décalage du pic de fusion initialement a
220°C vers des plus basses températures et une disparition du pic de fusion de faible
température ; un comportement qu’ils ont attribu¢ a la formation d’une nouvelle forme
cristalline, par la complexation des chaines des différents énantiomeres, qui a un point de

fusion plus élevé que celle obtenue par les énantiomeres seuls.

Les mémes auteurs ont noté¢ une meilleure tenue thermique pour le PLA stéréocomplexé par
rapport aux polymeres références a base d’un seul énantiomere : apres 217 minutes a 230°C,
une perte de 3,8% en masse a été mesurée pour le 1/1 P-L-LA-co-P-D-LA alors qu’elle est de

9,5% pour le P-D-LA et 11,3% pour le P-L-LA.
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Industriellement, le PLA souvent utilisé¢ est obtenu a partir d’'un mélange de L-LA et de
DL-LA. Selon les proportions de DL-LA, il est soit amorphe, soit faiblement cristallin avec un

point de fusion compris entre 150 et 180°C.

En plus de ces propriétés mécaniques et sa biocompatibilité, le PLA est un matériau
hydrophobe, transparent avec de trés bonnes propriétés optiques légerement supérieures a
celles du PS et du PET [86], ce qui le rend prometteur pour le domaine de I’emballage. Grace
a son aptitude a s’hydrolyser dans le corps humain et son caractére résorbable sans laisser des
résidus toxiques, le PLA a trouvé des nombreuses applications dans les domaines médical et
pharmaceutique [2,77,86] telles que les fils de sutures, implants, peau artificielle et systéme
de libération de médicament. Son caractére compostable le rend tres attrayant et le place
parmi les premiers polymeres biosourcés sur le marché avec un bon compromis entre les

performances et le cott.

Cependant, le PLA seul reste tres fragile et présente une faible cristallinité par rapport a
d’autres matériaux, ce qui limite son utilisation pour des applications nécessitant une haute
résistance mécanique et tenue au choc. La stabilité thermique du PLA, surtout au-dela de son
point de fusion, est limitée, engendrant un risque de dégradation et d’hydrolyse des liaisons
esters par des procédés de mise en ceuvre tels que I’extrusion [86]. De plus, le PLA posseéde
des faibles propriétés barrieres et une tension de surface autour de 40 mN/m (dans les
conditions ambiantes) équivalente au polystyréne, supérieure aux polyoléfines mais inférieure

aux polyamides.

Pour surmonter ces limites, des travaux ont essayé d’incorporer des polymeéres et des additifs
naturels dans le PLA afin de combiner leurs propriétés pour générer un nouveau biocomposite
fonctionnel [86,87]. Parmi ces charges, on peut noter les argiles et les silices lamellaires [88—
90], le PEBDL et montmorillonites [91], I’hydroxyapatite [92], les nanofibrilles et
nanoparticules de cellulose [93], particules de chitosane [62,64], particules d’amidon et la

farine de bois [94].

2. Le Poly(Hydoxybutyrate-co-hydroxyvalérate) — PHB-HV

a.Origine et obtention
Les poly (hydroxy-alcanoates) (PHA) (Figure 12) sont des biopolyesters linéaires produits
biologiquement par des micro-organismes a partir de substrats carbonés, dans des conditions
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de vie déséquilibrées, en proportion qui peut parfois atteindre 80% de leur masse seche

[95,96].
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Figure 12: Formule développée du PHA

Le groupement alkyle (R) présent sur le troisieme carbone du monomere varie selon les
sources bactériennes, les métabolismes et les substrats utilisés, ce qui influence la masse
moléculaire et les propriétés du polymere : un PHA dont le groupement R contient moins de 6
carbones posséde des propriétés similaires a des thermoplastiques conventionnels alors qu’un
groupement R avec plus de 6 carbones engendre les propriétés d’un élastomere [97]. Le
P3HB est ’homopolymere le plus habituel du PHA et il est produit quand des éléments
nutritifs (azote, phosphore, oxygene ...) sont limitants alors que les produits carbonés sont en
exces. Ses copolymeres — les poly(3-hydroxybutyrate-co-hydroxyalcanoates) — sont souvent
utilisés pour leur facilité de mise en ceuvre, comme le
poly(3-hydroxybutyrate-co-hydroxypentanoate) connu habituellement sous le nom de
poly(3-hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) (P3HB-HV ou PHBV) et le
poly(3-hydroxybutyrate-co-hydroxyhexanoate) (P3HB-HH ou PHBH) (Figure 13) [97,98].
Avec le développement de la biotechnologie, il est devenu possible de synthétiser une large
variét¢ de copolymeres de P3HB [99]; cependant, leur récupération a partir des
micro-organismes et leur purification restent encore des étapes trés contraignantes (5 a 10 fois
plus chéres que pour les polyméres pétro-sourcés [97,100], ce qui explique le colit encore

¢leve de ce polymere.
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Figure 13: Formules développées du P3HB-HV et P3HB-HH
b.Propriétés
Le PHA est un matériau biosourcé qui posséde une cinétique de biodégradation élevée en
conditions naturelles et qui devient plus importante en conditions de composte. La structure et
les propriétés physico-chimiques des PHAs varient selon la nature et les proportions des
monomeéres présents, ce qui permet d’obtenir une large gamme de biopolymeres pour des

applications diverses.

Le Tableau 5 présente les propriétés d’un P3HB-HV commercial contenant 7%mol de HV.

Tableau 5: Propriétés d’un P3HB-HV commercial Biopol D400G contenant 7% mol de HV [6]

P3HB-HV Biopol D400G
(HV=7%mol)

Densité 1,25
T (°C) 153
T, (°C) 5
Taux de cristallinité (%) 51
Module élastique (MPa) 900
Allongement a la rupture (%) 15

i. Structure cristalline
Le P3HB est un polymeére fortement cristallin avec un taux de cristallinité qui dépasse les
50% ce qui apporte un caractére fragile au matériau. Selon De Koning et Lemstra (1993), le
P3HB, apres la mise en forme, subit une seconde cristallisation a température ambiante, qui
provoque le perfectionnement des cristaux et ainsi la réduction de la mobilité des chaines

amorphes entre les cristaux, induisant la fragilisation du matériau [101]. En 1994, De Koning
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et al. (1994) ont proposé une annihilation du P3HB afin de limiter la seconde cristallisation :
les auteurs ont étudié ce phénomene et I’ont expliqué par une réduction de I’épaisseur de
I’interphase entre les cristaux et la phase amorphe, ce qui restreint la perfection des cristaux et

préserve une certaine mobilité de la phase amorphe [102].

Les copolymeres du P3HB ne possédent pas la méme cristallinité : Doi et al. (1995) ont
montré que 1’ajout de 25%mol de 3HH au P3HB a provoqué une chute importante du taux de
cristallinit¢ de 60% a 18% [103]. Abe et Doi (2002) ont testé 1’effet de plusieurs
co-monomeres sur la cristallinit¢é du P3HB [104]. IIs ont constaté que 1’augmentation de la
longueur des chaines latérales des co-monomeéres provoque une réduction de la distance
lamellaire et de la vitesse de croissance des sphérolites. Ceci montre que la présence des
chaines latérales du co-monomere entraine une réduction de la cristallinité par encombrement
stérique, ce qui est en accord avec les résultats de De Koning et Lemstra (1993) [101] et
Gunaratne et Shanks (2005) [105]. De plus, parmi les copolyméres de PHB testés, ces auteurs
ont rapporté un caractere isodimorphe du P3HB-HV uniquement, ou les deux monomeres co-

cristallisent dans un seul réseau cristallin.

ii. Propriétés mécaniques
Les films de P3HB obtenus par évaporation de solvant ou par extrusion sont généralement
fragiles en raison de la forte cristallinité du matériau. Bauer et Owen (1988) ont testé la
résistance en traction du P3HB entre 20 et 150°C et ils ont constaté que 1’¢longation du
matériau ne dépasse pas 10% pour tous les échantillons [106]. Cette fragilit¢ du matériau

limite sa mise en ceuvre et son utilisation.

Plusieurs démarches ont été¢ proposées pour améliorer les propriétés mécaniques du P3HB :
De Koning et al. (1994) ont annihilé le P3HB pur a 128°C pour réduire sa cristallinité et
augmenter la mobilité des chaines amorphes, ce qui a permis d’augmenter I’allongement a la

rupture jusqu’a 30% (Figure 14) [102].
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Figure 14: Effet de ’annihilation sur les propriétés mécaniques en traction du P3HB : (a) 0 min,
(b) 60 min a 95°C, (c¢) 60 min a 115°C et (d) 30 min a 128°C [102]

Kusaka et al. (1999) ont étudié 1’effet de 1’étirage a chaud sur les propriétés mécaniques des
films de P3HB : ils ont utilis¢ un P3HB de trés haute masse moléculaire (M, = 3000 a
11000 kg.mol™), obtenu en recombinant les génes de deux bactéries différentes ; ils ont
constaté que 1’étirage permet d’améliorer les propriétés a partir d’un certain seuil (Figure 15)
et qu’un étirage de 400% permet d’avoir une contrainte maximale de 100 MPa alors qu’elle
n’est que de 41 MPa pour le film non étiré. Ils ont attribué cette amélioration a 1’orientation

des cristaux lors de 1’étirage du film [107].
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Figure 15: Evolution de la contrainte élastique d'un film de P3HB de haute masse moléculaire en fonction
du taux d'étirage [107]

Une étude similaire a été réalisée par Iwata et al. en 2003 pour évaluer I’effet d’un étirage a
froid de 1000% autour de la transition vitreuse suivi d’une phase d’annihilation sous tension,
sur des films de P3HB obtenu a partir d’une préforme amorphe [108]. Ils ont obtenu un film

unidirectionnel dont la contrainte maximale, 1’élongation a la rupture et le module élastique
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valent 237 MPa, 112% et 1,5 GPa respectivement. Ils ont attribué¢ cette amélioration non
uniquement a I’orientation des chaines moléculaires durant I’étirage mais aussi a la formation

d’une conformation en zigzag des cristaux.

Une méthode différente, plus fréquemment utilisée, consiste a utiliser des co-monomeres
comme le HV et le HH. Contrairement au P3HB, ses copolymeéres sont plus ductiles et
flexibles : Bauer et Owen (1988) ont constaté que 1’ajout de 17%mol et de 25 a 30% de HV a
permis d’augmenter la déformation de la rupture a 400% [106]. De méme, I’ajout de 17%mol
de HH au PHB a provoqué une chute de la contrainte élastique en traction de 43 a 20 MPa,
alors que cette méme fraction a permis d’augmenter I’allongement a la rupture de 6% a 850%.
I1 faut retenir que les propriétés sont modulables en fonction de la nature et des proportions de
chaque monomeére [97,106,109]. Cette technique reste la plus utilisée de par les meilleures
propriétés mécaniques qu’elle procure au matériau, malgré le colt de production des
copolymeéres qui reste supérieur a celui de la production du P3HB et la baisse de cristallinité

qu’elle provoque.

iii. Propriétés thermiques
Le P3HB pur posséde une température de transition vitreuse autour de 5°C et un point de
fusion élevé par rapport aux autres polyesters conventionnels, compris généralement entre
170°C et 180°C, proche de son point de dégradation, ce qui rend étroite la fenétre de mise en

ceuvre [110].

L’ajout des co-monomeres au P3HB réduit sa cristallinité et, par conséquent, son point de
fusion. Par analyse thermomécanique, Bauer et Owen (1988) ont observé que la température
de ramollissement du copolymere P3HB-HV diminue quand la fraction du monomére HV
augmente [106]. Abe et Doi (2002) ont noté un comportement similaire lors de 1’étude de
plusieurs copolymeres a base de P3HB [104] : "augmentation de la masse moléculaire des

chaines latérales provoque la diminution de la T, T, et Ty, (Tableau 6).

Tableau 6: La masse moléculaire et la température de transition vitreuse du P3HB et de trois de ses
copolymeres [104] (reprise)

Masse moléculaire T, (°C)
M, (kg.mol™) M,/M,
P(3HB) 300 2,3 4
P(3HB-co0-6 mol% 3HV) 183 2,4 0
P(3HB-co-6 mol% 3HHx) 350 2,7 -2
P(3HB-c0-6 mol% mcl-3HA)" 605 2,3 -9

“ mel : longueur de chaine moyenne (medium chain length) ; mcl-3HA composé de : 3% mol de 3HD, 3% mol d’acide
hydroxydodécanoique, 3HO (<1% mol), acide 3-hydroxy- cis -5-dodecenoique (<1%mol).
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En raison des meilleures propriétés qu’il possede par rapport au P3HB et aux autres
copolymeres, qui sont comparables au polypropyléne, le P3HB-HV reste le polymere le plus
commercialis¢ des PHA. Sa biocompatibilité et sa forte biodégradabilité encouragent son
application dans le domaine de 1I’emballage, du médical (ingénierie tissulaire, fil de suture ...)

et pharmaceutique [98], malgré le colit de production qui reste encore €levé.

Néanmoins, mis a part la fragilité¢, le P3HB et ses copolyméres classiquement utilisés
manquent de groupes fonctionnels réactifs, a part les groupements hydroxyles et les
groupements carboxyliques en bout de chaines. Par conséquent, pour des matériaux
d'emballage, de l'ingénierie tissulaire, et d'autres applications spécifiques, 1’hydrophilie, les
propriétés physiques et mécaniques des PHB doivent étre diversifiées et améliorées. La forte
sensibilité a I’humidité du PHB, liée a I’hydrolyse des liaisons esters, limite sa fenétre de mise
en ceuvre. Pour ces raisons, ces polymeéres ont été soit modifiés chimiquement soit mélangés
avec d’autres polymeres (polyéthyléene oxyde PEO, polyacétate de vinyle PVAc, I'alcool
polyvinylique (PVA), PLA, ...) ou charges (argiles et silice) fonctionnelles [6,111,112].

Pour éviter de s’éloigner du fil conducteur de ces travaux, dans la suite du manuscrit nous,
nous allons nous limiter aux études concernant les mélanges PLA/chitosane et
PHBV/chitosane. Des plus amples informations se trouvent dans les revues de Armentano et
al. (2013) [86] et de Raquez et al. (2013) [87] sur les nanocomposites a base de PLA et dans
les revues de Avella et al. (2000) [95] de Bordes et al. (2009) [6] et de Sinha Ray et Bousmina

(2005) [113], sur les composites et nanocomposites a base de P3HB et ses copolymeres.

III. Biocomposites : les procédés de génération

A. Procédés de génération des particules de chitosane
La génération de particules solides constitue un intérét industriel majeur vu leur large
utilisation dans plusieurs secteurs. Malgré toute I’attention consacrée par les scientifiques, la
génération des particules, leur formulation ainsi que le controle des propriétés restent encore

non suffisamment maitrisés.

Pour obtenir des solides divisés, deux grandes voies traditionnelles sont possibles : a partir de
1’¢état solide avec des procédés tels que le broyage, ou a partir de 1’état liquide par atomisation,
cristallisation et précipitation. Des procédés de cristallisation en milieu supercritique

constituent aussi une nouvelle voie de production de particules solides fines [114].
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Dans le paragraphe suivant, les méthodes de génération des particules de chitosane sont
détaillées ; ceci comporte les méthodes traditionnelles en voie liquide et les méthodes moins

conventionnelles assistées par le CO, supercritique.

1. Particules obtenues par méthodes traditionnelles
Dans les applications thérapeutiques du chitosane comme vecteur de médicament, les

micro/nanoparticules sont les structures les plus recherchées : en effet, la voie orale est la plus

répandue pour 1’administration des médicaments, vu sa simplicité et sa commodité.

Le choix de méthodes de génération de particules doit étre basé sur les propriétés recherchées,
comme la taille des particules, la stabilité thermique et chimique, la nature du principe actif, la

reproductibilité, la toxicité résiduelle, ...

a.Réticulation en émulsion (emulsion cross-linking)
Elle est basée sur la réactivité fonctionnelle du chitosane : les fonctions amines vont interagir

avec les molécules fonctionnelles de I’agent de réticulation.

Elle consiste a créer une émulsion d’une solution aqueuse de chitosane dans une solution
organique en présence d’un surfactant pour stabiliser les gouttelettes aqueuses. Ensuite I’ajout
d’un agent de réticulation permet de rigidifier les particules qui seront ensuite filtrées, lavées a

I’alcool et séchées (Figure 16).

Agent de
Solution aqueuse g

de chitosane < - réticulation o

0 Séparation
000 de particules
Phase d'huile
(grand volume) ) 0 0 0 [—————4 )
2 Agitation v
Emulsification Rigidification des gouttes

(Emuision (W/0))

Figure 16: Principe de génération de particules de chitosane par réticulation en émulsion [37]
La taille des particules dépend des parametres du procédé de préparation : Akbuga et Durmaz

(1994) [115] ont produit des microparticules de chitosane de 350-690 um de diametre.

L’inconvénient de ce type de procédé est I'utilisation de I’agent de réticulation (comme le
cinnamaldéhyde) qui pourra éventuellement interagir avec un agent actif incorporé dans le

matériau et I’élimination de son exces qui n’est pas toujours facile.
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b.Méthode de gélification ionique (ionic gelation)
Cette méthode consiste a complexer le chitosane polycationique avec une solution
polyanionique : la solution de chitosane/acide acétique est rajoutée goutte a goutte dans une

solution polyanionique comme le tripolyphosphate (TPP), sous agitation continue.

L’interaction électrostatique entre les fonctionnalités a charges opposées provoque la
gélification ionique du chitosane qui précipite sous forme de particules sphériques (Figure

17).

Solution de
chitosane

— Support

Vo o .. 0 Solution polyanionigue
009% 0 o4 ¢
100 = 0 & particules de

| chitosane

Forte agitation

Figure 17: Principe de génération de particules de chitosane par gélification ionique [37]

Shu et Zhu (2000) ont utilisé la gélification ionique pour produire des particules contenant du
chitosane et de la gélatine. La taille moyenne des particules était d’environ 1,2 mm (Figure

18) [116].

Figure 18: Images obtenues par MEB d’une bille de chitosane/TPP préparée par gélification ionique [116]

Xu et Du (2003) ont aussi étudié le complexe chitosane/TPP : des particules sphériques de

tailles allant de 20 a 200 nm ont été observées par microscopie électronique en transmission

(MET) (Figure 19) [35].
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Figure 19: Image obtenue par MET des particules de chitosane préparées par gélification ionique [35]

c. Coacervation/précipitation
Cette méthode est basée sur I’insolubilité du chitosane dans une solution basique conduisant a

sa précipitation lors de la mise en contact de ce type de solution.

La solution de chitosane est soufflée par de I’air comprimé a travers une buse dans une
solution alcaline, ce qui provoque sa coacervation en petites particules. Les particules sont
ensuite filtrées puis lavées a I’eau (Figure 20). Le diametre de la buse et la pression de

pulvérisation sont les parametres les plus déterminants de la taille des particules.

Soufflerie / Purification
s _— e Farticules

Solution
alcaline

Solution
de chitosane

Figure 20: Principe de génération de particules de chitosane par coacervation/précipitation [37]

Mao et al. (2001) ont utilisé cette technique pour fabriquer des nanoparticules composites de
chitosane-ADN : en étudiant les paramétres du procédé, les concentrations, le pH et les
températures, ils ont réussi a obtenir, pour certains ratios chitosane/ADN, des particules de

tailles comprises entre 100 et 250 nm [117].

d.Atomisation- séchage (spray-drying)
C’est une méthode classique de génération de particules a partir d’une solution ou d’une

suspension. Elle consiste a sécher les particules pulvérisées par un flux d’air chaud.

Dans le cas du chitosane, il est dissous dans une solution d’acide acétique et mélangé

éventuellement a un principe actif avec un agent de réticulation. La solution est ensuite
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pulvérisée dans un flux d’air chaud, provoquant la formation des particules suivie d’une étape

de séchage, réduisant ainsi leur taille (Figure 21).

La taille des particules formées dépend de nombreux paramétres du procédé comme le
diametre de la buse et le débit de pulvérisation, la température de 1’air chaud, la pression...

Les particules obtenues sont toutefois souvent a I’échelle micrométrique.

He et al. (1999) ont réussi a générer des microparticules sphériques de taille inférieure a

10 um en utilisant cette méthode [118].
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Figure 21: Principe de génération de particules de chitosane par atomisation séchage [37]

e. Emulsion-coalescence
Comme son nom I’indique, cette méthode est basée sur les deux principes d’émulsion et de
coalescence. Contrairement a la génération de particules solides de chitosane par ajout
d’agent de réticulation en émulsion, c’est le rajout d’une solution alcaline qui va gélifier les
gouttelettes de chitosane dans 1’émulsion : en effet, deux émulsions dans I’huile séparément
préparées, 1'une contenant les gouttelettes de chitosane et I’autre des gouttelettes de NaOH,
sont mélangées sous forte agitation. Le contact entre le chitosane et la soude provoque la

précipitation des particules qui seront ensuite récupérées et lavées (Figure 22).

Tokumitsu, et al. (1999) ont étudié I’effet du DA sur la taille des particules formées : ils ont

constaté que la taille augmente avec le DA. Pour un chitosane complétement désacétylé
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=0), des particules de taille moyenne de nm, contenant o de principe actif, ont ete
DA=0), des particules de taille moyenne de 452 45% de principe actif, ont été

formées [119].
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Figure 22: Principe de génération de particules de chitosane par émulsion-coalescence [37]

f. Méthode de micelles inverses
Les micelles inverses sont un mélange thermodynamiquement stable d’eau, de solvant
organique et de surfactant : un surfactant est dissous dans une solution organique a laquelle la
solution de chitosane, et éventuellement le principe actif, sont rajoutés. Une fois la solution
transparente, un agent de réticulation est ajouté. Apres une longue agitation, le solvant est
évaporé pour récupérer les particules de chitosane solides et le surfactant. Une phase de
purification est nécessaire pour éliminer le surfactant (Figure 23). Les particules sont ensuite

récupérées par centrifugation.
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Figure 23: Principe de génération de particules de chitosane par méthode de micelles inverses [37]

Les particules préparées par la méthode classique de réticulation ont généralement une taille
moyenne supérieure a 200 nm. La méthode de micelles inverses permet d’obtenir des
particules de taille plus réduite. Mitra et al. (2001) ont produit des particules de chitosane
contenant le complexe dextrane-doxorubicine pour limiter la cardiotoxicité de doxorubicine
libre : la taille de ces particules ¢était de 1’ordre de 100 pm avec une distribution de taille

étroite [120] .

g. Méthode de tamisage
C’est une méthode développée par Agnithotri et Aminabhavi en 2004 dans 1’objectif initial
d’encapsuler les molécules de clozapine: elle consiste a réticuler la solution de
chitosane/acide acétique pour former un gel, et a le tamiser ensuite (Figure 24). Les particules
sont récupérées sur le tamis et ont une forme irrégulicre dont la taille varie entre 543 et

698 um [121] .

C’est une méthode simple a mettre en ceuvre, moins fastidieuse que les autres méthodes de

génération de particules.
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Figure 24: principe de génération de particules de chitosane par tamisage [37]

2. Particules obtenues par des procédés assistés par le CO,

supercritique
Avant d’entamer la description des procédés assistés par CO;-sc utilisés pour générer les

particules de chitosane, un court rappel s’exige sur la notion de point critique, de domaine

supercritique ainsi que les procédés généraux utilisés dans ce domaine
a. Généralités sur les fluides supercritiques

i. Définition
Pour mieux comprendre la notion du point critique, il faut se référer au diagramme de phases

de la Figure 25.

b)

Isotherme critique S
\\sc i
Point critique
- c) ?

a)

FSC

P
Point critique

3
=}

FSC

Point critique

Triple ligne

S solide
L liquide v v
G az, vapeur

FSC fluide supercritique

Figure 25: Digramme de phases d'un corps pur (a) coupe tridimensionnelle PVT, (b) coupe P-T, (c) ligne
isotherme; S = Phase Solide, G = Phase Gazeuse, L. = Phase Liquide, FSC = Fluide Supercritique [122]
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Tout corps pur posséde un couple de température et de pression (T., P.) qui marque la fin de
la distinction entre les phases liquide et gazeuse. Ce couple (T, P.) est appelé le point critique
a partir duquel commence la zone supercritique (P > P; et T > T,). Pour le CO,, le point
critique est situé a 31°C et 7,29 MPa. Un fluide supercritique est alors un compos¢ soumis a

une température et une pression supérieures a celles de son point critique.

ii. Propriétés
Au voisinage du point critique, les molécules sont dans une concurrence entre un état ordonné
di aux forces intermoléculaires (état liquide) et un état dispersé dii a une €énergie cinétique
d’agitation de molécules (état gazeux). De ce fait, les propriétés physico-chimiques du fluide
comme la densité, la viscosité, la solubilité et la compressibilité sont intermédiaires entre
celles des liquides et celles des gaz, et sont trés sensibles aux variations autour de ce point

(Figure 26).
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Figure 26: Evolution des propriétés physico-chimiques des différents états de la matiére [123]

Le fluide supercritique (FSC) peut étre décrit comme un fluide dense mais compressible
possédant des bonnes propriétés de transfert massique, et a pouvoir solvant variable : une
faible variation de pression est susceptible de modifier de facon drastique la solubilité¢ du
solut¢ dans le FSC, permettant de modifier 1’équilibre des phases et provoquer une
précipitation ou une solubilisation sélective. Ses bonnes propriétés de transfert grace a une
diffusivité massique ¢élevée et sa faible viscosité lui permettent de pénétrer assez facilement
dans une structure poreuse. Cette combinaison des propriétés physiques peut Etre
avantageusement exploitée dans des opérations industrielles d’extraction, de séparation ou de

génération de solides divisés. Le CO, possede I’avantage sur les autres fluides supercritiques,
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d’avoir un point critique relativement bas, d’étre abondant, ininflammable, non explosif,

inodore, non toxique/cancérigene tout en étant peu onéreux [ 124—-126].

iii. Principaux procédés assistés par COz-sc

Quatre principaux procédés supercritiques peuvent se présenter, selon le role que joue le CO,-
sc — qui peut étre le soluté, le solvant ou 1’anti-solvant : PGSS (Particles from Gas Saturated
Solution), RESS (Rapid Expansion of Supercritical Solution), SAS (Supercritical Anti-
solvent) et SAA (Supercritial Assisted Atomization). Nous nous contenterons ici de présenter
uniquement les principes généraux. Une description plus exhaustive de ces procédés se
trouvent dans le revue de Jung et Perrut (2001) [127] et les publications de Fages et al. (2005)
[122] et Reverchon et Antonacci (2006) [128].

Dans le cas du PGSS, la dissolution du CO,-sc dans le polymére ou la maticre grasse abaisse
le point de fusion du matériau et permet une fusion plus aisée de ce dernier. Le
refroidissement induit par la décompression brutale lors de la pulvérisation provoque la

cristallisation des particules solides.

Comme le procédé PGSS, le procédé RESS se base aussi sur les deux phénomeénes de
dissolution et recristallisation [127,129]: le matériau est dissous dans le CO;-sc sous haute
pression, ensuite la solution est pulvérisée. La chute brutale de pression provoque une baisse
de densité entrainant une sursaturation importante et la cristallisation de fines particules de

soluté.

Dans le procédé¢ SAS c’est la dissolution réciproque du solvant organique dans le fluide
supercritique qui crée un effet de sursaturation et provoque la précipitation des particules du

soluté.

Dans le procédé SAA, le mélange et le contact entre le CO;-sc et la solution sont renforcés
par l'utilisation d’un saturateur. Lors de la pulvérisation le CO,-sc agit comme agent

d’expansion.
Les deux derniers procédés seront décrits d’une maniere plus détaillée au cours du manuscrit.

b.Procédés assistés par CO2-sc pour la génération des particules

de chitosane
Tres peu de travaux concernent la génération des particules de chitosane en utilisant des
fluides supercritiques. En 2006, Reverchon et Antonacci ont mis en place un nouveau procédé

d’atomisation assistée par le CO, supercritique (SAA) [128]. La deuxiéme tentative n’a eu
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lieu qu’en 2014 quand Shen et al. ont proposé I’utilisation d’une version améliorée du
procédé SAA, I’atomisation assistée par fluide supercritique en introduisant un mélangeur par
cavitation hydrodynamique afin d’améliorer les transferts de matiere (Supercritical fluid

assisted atomization introduced by hydrodynamic cavitation mixer, SAA-HCM) [34]

i. Atomisation assistée par CO; supercritique (SAA)
Ce procédé consiste a dissoudre une quantité contrdlée de CO, supercritique dans une
solution contenant le chitosane a atomiser et I’acide acétique miscible avec le CO,. Le
mélange a lieu dans un saturateur ou le temps de résidence est élevé pour améliorer la
dissolution du CO, dans la solution. Il subit ensuite une premicre atomisation
« pneumatique » lors de son passage dans la buse d’injection (ou capillaire) qui sera suivie
d’une deuxieme atomisation due a la décompression dans une chambre a pression
atmosphérique ou régne un environnement d’azote chaud permettant le séchage des particules
(Figure 27). Le CO; joue ainsi le réle d’un co-soluté étant miscible avec la solution, et d’un

agent d’expansion qui réduit au préalable la solution en petites gouttelettes [128,130].

E Alomisation
= pneumatique

Atornisation
décompressive

EVENT

Figure 27 : Procédé SAA : schéma de principe: (H) échangeur de chaleur, (GP) pompe de CO,, (L)
alimentation en solution; (LP) pompe pour le liquide; (M) saturateur; (P) précipitateur; (VP1, VP2)
pompe a vide; (C) condensateur [130]

Selon Reverchon et Antonacci (2006) [128], cette technique permet de mieux contrdler la
taille des particules formées ainsi que la distribution des tailles. Une étude de température et
de concentration de solution de chitosane C a permis d’obtenir des particules de tailles
comprises en 0,1 et 10 um a partir de 1% (v / v) de solution aqueuse d'acide acétique (Figure
28). L’avantage que ce procédé apporte, comparé aux procédés classiques assistés par CO,-sc

(RESS, SAS et PGSS) est qu’il permet de travailler aussi avec des solutions aqueuses.
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Figure 28: Particules de chitosane obtenues par le procédé SAA : (a) C=1 mg.mL-1 et T=95°C, (b) C=5
mg.mL-1 et T=95°C [128]

ii. Atomisation assistée par COz-sc en introduisant un mélangeur par

cavitation hydrodynamique (SAA-HCM)
Ce procédé est similaire au SAA, a I’exception du saturateur qui est remplacé par un
mélangeur par cavitation hydrodynamique (Figure 29) afin d’améliorer le transfert de
matieres et particulierement la dissolution du CO, dans la solution aqueuse acide du

chitosane.
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Figure 29: Procédé SAA-HCM : schéma de principe: (HCM) mélangeur par cavitation hydrodynamique,
(P1, P2) pompes ; (P3) pompe a vide; (Pr) précipitateur ; (P) capteur de pression ; (T) capteur de
température [34]

Via ce procédé, Shen et al. (2014) ont réussi a générer des particules de chitosane a partir de
chitosanes commerciaux de trois masses moléculaires différentes (3, 50 et 300 kg.mol'l)
(Figure 30), avec une solution aqueuse d'acide acétique (1% v/v) pour les chitosanes de hautes

masses moléculaires et 1’eau comme solvant du chitosane de 3 kDa [34].
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En variant les paramétres du procédé comme la pression, la température dans le mélangeur, le
rapport des débits massiques CO,/solution de chitosane et d’autres, ils ont réussi a générer

des particules de chitosane de taille comprise entre 0,2 et 5 pm.

Figure 30: Particules de chitosane obtenues par le procédé SAA-HCM : (a) MM=3 kDa, (b) MM=50 kDa
et (¢) MM=300 kDa [34]

A notre connaissance, & I’exception du travail de Shen et al. (2014) pour générer des
particules de chitosane de trés faible masse moléculaire en utilisant I’eau comme solvant et un
procédé assisté par CO, supercritique, toutes les autres études ont utilisé des solutions de
chitosane a base d’acide acétique dans la majorité des cas, ainsi que d’autres solutions
organiques; dans le cas des deux procédés assistés par CO, supercritique (SAA et

SAA-HCM), le CO; est utilis¢ comme agent d’expansion.

Le premier objectif de cette étude sera alors d’examiner la faisabilit¢ de deux procédés
assistés par le CO, supercritique qui n’ont pas été utilisés a ce jour pour la génération les
particules de chitosane, dans le but de minimiser 1’utilisation de solvants organiques, tout en

produisant des particules fines, nanométriques en particulier.

B. Méthodes d’élaboration des composites biopolyester/chitosane
De maniére générale, deux voies principales sont possibles pour ¢élaborer des composites
thermoplastiques: la premiére est par mélange des solutions des différentes phases puis
évaporation des solvants ou lyophilisation [63,66,131] ou par mélange des polyméres fondus,
alors que la deuxiéme consiste a incorporer les charges solides dans une matrice fondue ou

dissoute [3,132]. Cette deuxiéme voie comporte plusieurs techniques dont :

1) La dispersion des charges dans une solution de polymeére puis évaporation du solvant
[19,68,133-135]; elle représente la méthode la plus simple et la plus utilisée.

2) La dispersion des charges dans une solution de monomeére puis polymérisation ou
réticulation [132]
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3) La dispersion des charges dans un polymére fondu comme par extrusion hot-melt

[62,71,72,89].

Dans le cas des composites de PLA/chitosane et PHB/chitosane, les techniques qui ont été
utilisées dans la littérature se limitent au mélange de solutions et a I’incorporation des charges

solides dans la matrice fondue par extrusion hot-melt.

1. Par voie en solution

i. Solution- cast
La procédure la plus classique pour produire un composite biopolyester/chitosane consiste a
préparer séparément une solution aqueuse acide de chitosane et une solution de biopolyester
(souvent dans le chloroforme), puis les mélanger jusqu’a I’obtention d’une solution
homogene. Le mélange est ensuite versé dans le moule (généralement une surface plane pour

faire des films) avant séchage (

Figure 31) [63,136].

Charges  polymére \
dissoutes  dissous -
\ /

. Evaporation .
@ Melange @ e — @ Composite

Figure 31: Une configuration du principe de génération de composite thermoplastique par voie en solution
(Solution-Cast)

L’inconvénient majeur de cette technique est I’immiscibilité éventuelle des solvants de
chaque phase, comme c’est le cas de la solution aqueuse et le chloroforme comme 1’ont
signalé Fimbeau et al. (2006) lors de la génération des films chitosane/PLA [136] ; mais
malgré son importance, cet aspect n’est pas assez évoqué ou trait¢ dans les publications
traitant la génération de composite par voie de solution. Une maniére d’éviter ce probléme et
d’obtenir un mélange homogene est d’utiliser un solvant commun pour les différentes phases,
comme dans les travaux de Ikejima et Inoue (2000) ou le méme solvant

(Hexafluoropropan-2-ol, HFIP) a ét¢ utilisé pour dissoudre le PHB-HV et le chitosane [131].

ii. Adsorption et greffage
Une autre technique utilisée concerne la génération de particules composites :

I’émulsion-diffusion [137]. Une émulsion d’une solution d’éthyle acétate saturée en eau dans
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laquelle le PLA est dissous, et d’une solution d’eau saturée en éthyle acétate. L’ajout de cette
émulsion a I’eau pure sous agitation provoque la diffusion de 1’éthyle acétate dans I’eau et la
précipitation des particules de PLA qui ont ensuite été rajoutées a une solution de chitosane

pour adsorber les molécules de chitosane a la surface des particules.

Zhu et al. (2002) ont greffé les molécules de chitosane sur le film de PLA en utilisant un
agent de réticulation photosensible (acide 4-azidobenzoique) préalablement li¢ chimiquement
au chitosane. Le greffage se fait par irradiation par lumiére ultraviolet pendant 1 minute, puis

le mélange est lavé et séché [138] .

iii. Précipitation
Yuan et al. (2008) ont produit des nanoparticules de PLA/chitosane-cholestérol par
précipitation : une solution de PLA a base d’acétone est rajoutée a une solution de chitosane

sous ultrasons. Le mélange est ensuite agité, lavé puis lyophilisé [139].

2. Par voie fondue (hot-melt extrusion)
Le chitosane est un polysaccharide donc il ne fond pas comme les autres thermoplastiques, ce

qui empéche son extrusion pour le mettre en forme. Pour trouver une autre alternative a la
solution-cast et éviter la mise en solution du chitosane, les particules de chitosane peuvent
étre dispersées dans une matrice fondue a I’intérieur d’une extrudeuse par exemple.
L’avantage de ce procédé par rapport a la solution-cast réside théoriquement 1) dans un
meilleur mélange et dispersion grace a la vis sans fin, et 2) dans la conservation des propriétés
des particules solides dispersées, sauf en cas d’une éventuelle dégradation. Il est alors
nécessaire de contrdler les parameétres opératoires tels que le temps de séjour, la température
dans I’extrudeuse et le profil et la vitesse de rotation de vis, pour s’assurer d’une bonne
dispersion des charges de chitosane dans la matrice biopolyester et de ne pas dégrader la

matiére a cause d’un fort cisaillement ou d’une surchauffe.

Dans la littérature, trés peu d’études ont été réalisées sur le mélange biopolyester/chitosane
par extrusion et, a notre connaissance, il y a uniquement deux études pour le PLA/chitosane et

aucune pour le PHB-HV/chitosane :

Correlo et al, en 2005, ont dispersé des particules micrométriques de chitosane dans plusieurs
films polyesters aliphatiques biodégradables (PCL, PBS, PLA, PBTA, PBSA) a ’aide d’une
extrudeuse bi-vis contra-rotative (extrusion-cast). Dans certains cas, ils ont noté qu’au-dela

d’une certaine proportion de chitosane, le couple de vis dépasse sa limite de sécurité, ce qui a
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nécessité 1’utilisation d’une extrudeuse bi-vis co-rotative [62]. Dans la méme logique, Bonilla
et al. (2013) ont dispersé des faibles proportions de particules de chitosane micrométriques

dans une matrice de PLA, en utilisant un micro-compoundeur bi-vis [64].

Pour conserver I’aspect et les propriétés des nanoparticules solides générées par les procédés
supercritiques, la technique d’extrusion hot-melt semble étre la mieux adaptée dans notre cas
pour disperser les nanoparticules dans les matrices biopolyesters (PLA et PHBV). Cette

technique sera donc adoptée pour I’¢laboration des bionanocomposites dans cette étude.

IV.Les composites : PLA/chitosane et PHB/chitosane

A. PLA et chitosane
Malgré les différentes études réalisées sur les composites a base de PLA, celles qui
concernent les mélanges PLA/chitosane restent encore peu nombreuses et sont principalement
dédiées a des applications dans les domaines biomédical et de I’emballage, sous forme de

sphéres, de fibres et de films.

1. Sphéres composites
Parmi ces études, on retrouve celle réalisée par Messai et al. (2005) qui ont préparé des

nanosphéres de PLA (25149 nm) par la méthode d’émulsion-diffusion sur lesquelles ils ont
adsorbé du chitosane, dans le but d’évaluer la capacité de ce matériau a transporter I’ADN
[137]. Ils ont remarqué que 1’adsorption du chitosane sur le PLA est impactée directement par
la MM et DA du chitosane : pour un DA constant, un chitosane de faible MM adsorbe moins
sur le PLA et désorbe plus rapidement que le chitosane de forte MM. De méme,
I’augmentation du DA pour une MM constante, favorise d’adsorption et la stabilise ; selon les
auteurs, cette stabilisation est due a des interactions hydrophobes entre le chitosane acétylé et
le PLA. Cependant, ils n’ont noté aucune influence significative de ces deux paramétres sur la
faculté du matériau a adsorber et a vectoriser ’ADN a un pH acide et un pH neutre. Ils ont
expliqué I’association ADN/chitosane par trois interactions : €lectrostatiques par 1’opposition
des charges surfaciques entre I’ADN anionique et I’amine protonée (a pH acide), des liaisons
hydrogénes avec 1’amine primaire non protonée (pH neutre) et des interactions

« hydrophobes » avec les groupements acétyles.

Une étude similaire a été réalisée par Yuan et al. (2008) sur des nanoparticules composites

congues par précipitation pour le transport de médicament (la rapamycine) [139]. Ils ont
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étudié I’effet immunosuppresseur des nanoparticules de PLA/chitosane-cholestérol (environ
300 nm) contenant de la Rapamycine pour la greffe de cornée. Le PLA a été utilisé pour
faciliter 1’introduction de la rapamycine qui est trés hydrophobe et améliorer son
encapsulation, alors que le chitosane a été utilisé pour son activité antibactérienne. Les
nanoparticules de chitosane/PLA chargées de rapamycine, grice a 1’aspect visqueux du
chitosane, ont montré une meilleure capacité de rétention au niveau de la cornée par rapport a
la suspension aqueuse de rapamycine lavée par les larmes. Ceci a permis une libération
prolongée et continue du médicament, une meilleure durée de vie de 1I’'implant (50% des
implants non rejetés jusqu’a la fin de I’étude et 50% avec une durée de vie de 27 jours pour 2
doses d’administration par jour face a 23 jours pour la suspension de rapamycine) ainsi

qu’une meilleure immunosuppression (Figure 32).
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Figure 32: Profil de libération de la rapamycine des nanoparticules de chitosane-cholestérol (o) et des
nanoparticules de PLA/chitosane-cholestérol avec 25,1% de rapamycine (0). La libération est effectuée
in-vitro dans un sérum physiologique a 37°C) [139]

2. Fibres composites
Xu et al. (2009) ont préparé, par electrospinning d’une solution chitosane/PLA (9/1, 2/1, 1/1,

1/1,5, 1/2 et 1/4) en utilisant ’acide trifluoroacétique comme solvant commun, des nanofibres
composites pour les utiliser dans I’ingénierie tissulaire comme matrice extracellulaire (Figure
33). Ils ont remarqué que le diametre des fibres augmente avec 1’augmentation du taux du
PLA dans le mélange [140]. De plus, les auteurs n’ont pas observé de différence de position
des pics caractéristiques sur les spectres infrarouges des composants seuls et du mélange

PLA/chitosane ; ils ont expliqué cette similitude par une mauvaise interaction entre le PLA et
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le chitosane due au manque de groupement —OH sur les chaines de PLA pour interagir avec

les groupes “OH et —NH; du chitosane.
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Figure 33: Clichés MEB des fibres composites chitosane/PLA obtenues par electrospinning a plusieurs
concentrations massiques. (A) 9/1; (B) 2/1; (C) 1/1; (D) et (I) 1/1,5; (E) 1/2; (F) 1/4; (G) 1/20; (H) PLA Pur
[140]

3. Films composites
Zhu et al. (2002) ont greffé¢ du chitosane sur des films de PLA afin d’apporter une

fonctionnalit¢ ou une activité biologique a ces films biosourcés pour répondre a des
spécifications dans le domaine biomédical [138]. La présence de chitosane, avec ses deux
groupements fonctionnels, sur les films rend possible I’immobilisation d’autres molécules
fonctionnelles telles que 1’Héparine : la présence du chitosane seul a la surface de PLA a
amélioré I’adhésion de fibroplastes par rapport au film de PLA seul (Tableau 7); la présence
du complexe chitosane/héparine greffé a la surface du film PLA améliore davantage

I’adhésion cellulaire tout en empéchant 1’adhésion des globules blancs et leur activation.

Tableau 7:Nombre de fibroplastes 1.929 attachés a la surface des films composites aprés 12h et 24h
d’incubation a 37°C. CS : chitosane ; Hp : Héparine. [138] (reprise)

Nombre Adhésion Nombre Adhésion
(x10%) aprés cellulaire relative (x10%) apres cellulaire relative
12h (R%) 24h (R%
PLA 0,67 £0,5 13,9 1,06 £ 0,2 20,4
PLA/CS 1,68 £0,5 35 2,08 +0,1 40
PLA/CS/Hp 3,04+0,6 63,3 3,68 +0,3 70,7
Control (TCPS) 4,8 +04 100 5,20+0,5 100
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Dans la méme logique, Suyatma et al. (2004) ont préparé des films de chitosane/PLA par
solution-cast destinés a I’emballage biodégradable [63]. L’ajout de PLA, un bioplastique
hydrophobe, au chitosane a pour but d’améliorer les propriétés barrieres a la vapeur d’eau ; le
chitosane reste la phase majoritaire du mélange pour maintenir I’aspect antibactérien. Malgré
I’effet positif constaté du PLA a faible quantité sur la sensibilité a I’eau des films de chitosane
et la perméabilité, les propriétés mécaniques des films telles que la contrainte maximale et le
module élastiques ont baissé dii a I’incompatibilité et le manque d’interactions entre le
chitosane et le PLA. Cette absence d'interaction se traduit sur les positions des pics
caractéristiques des spectres infrarouges des mélanges PLA/chitosane qui restent inchangés

par rapport aux pics des composants seuls, comme ’avait observé Xu et al. (2009) [140].

Tableau 8: Propriétés mécaniques des films composites chitosane/PLA. Les valeurs entre parentheses
représentent I’écart-type standard. TS : contrainte maximale en traction (tensile strength),
EB : allongement a la rupture (elongation at break) [63]

Composition TS (MPa) EB (%) Module de Young (MPa)

Chit/PLA : 100/0 824 (8,5)  5.2(0,9) 534 (44)
Chit/PLA : 90/10 72,7 (1,8) 4.9 (0,5) 470 (20)
Chit/PLA : 80/20 64,4 (5,1) 4,2 (0,5) 433 (35)
Chit/PLA : 70/30  54,5(2,9)  4,1(0,5) 406 (35)
Chit/PLA : 0/100  52,5(5.9)  3.6(0,5) 384 (35)

Fimbeau et al. (2006) ont également préparé des films composites a base de PLA et du
chitosane par solution-cast (0 a 30% mass en PLA) en présence d’un plastifiant (PEG) pour
des emballages alimentaires bioactifs en combinant les propriétés antibactériennes du
chitosane avec les propriétés mécaniques et barrieres de PLA [136]. Ils ont noté une bonne
activité¢ antifongique de ces films composites, cependant les propriétés physico-chimiques
n’étaient pas suffisantes a cause d’une hétérogénéité des films (Figure 34) due a une mauvaise

miscibilité entre la solution de PLA a base de chloroforme et la solution aqueuse de chitosane.
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Figure 34: Aspect des films composites chitosane/PLA (70/30%) élaborés par la méthode de solution-cast
montrant I’hétérogénéité des films due a la mauvaise miscibilité des deux solutions et des deux polyméres.
A : surface, B : section. [136]

Correlo et al. (2005) [62] et Bonilla et al. (2013) [64] ont utilis¢ la deuxiéme voie

d’élaboration de films composites PLA/chitosane : I’extrusion-cast.

Correlo et al. (2005) ont étudié les propriétés de films de PLA/chitosane a 50/50% mass: ils
ont observé que 1’ajout de charges solides de chitosane engendre une diminution de la
contrainte maximale du matériau et de 1’allongement a la rupture par rapport au PLA seul
(54,3 MPa et 1,97% contre 82 MPa et 6 ,18% pour le PLA seul) ; ils ont affecté ces résultats a
une mauvaise cohésion entre le chitosane et le PLA et a la sensibilit¢é de ce dernier a la
dégradation en présence d’humidité durant la mise en ceuvre (hydrolyse). Ils ont également
noté une diminution de la T, par I’ajout de 50% de chitosane solide, ce qu’ils ont expliqué par
une dégradation des chaines du polyester par le fort cisaillement induit par la présence
importante des charges. Ils ont aussi rapporté une cristallisation prématurée du PLA en
présence du chitosane qu’ils ont attribuée soit a un effet nucléant des charges, soit a la

réduction des longueurs des chaines du polyester [62].

Une étude similaire a été réalisée par Bonilla et al. (2013) sur des films de PLA contenant des
particules solides de chitosane (715 et 180 pm a 5% et 10% mass) dans ’objectif d’évaluer
I’effet du chitosane sur les propriétés physico-chimiques et antimicrobiennes du film. Ils ont
signalé une augmentation de la rugosité du film en présence de charges de chitosane (Figure

35).
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Figure 35: Clichés MEB montrant l'aspect de surface des films de PLA seul et du PLA avec 10% de
chitosane (G1:PLAy, :CH,,) [62]

IIs ont aussi observé une diminution de la ductilité et de I’effet barriére a la vapeur d’eau par
I’ajout du chitosane alors que les propriétés thermiques et le taux de cristallisation n’ont pas
été affectés. Néanmoins, les films testés comme matériau d’emballage de viande ont provoqué
une réduction du nombre de colonies bactériennes aérobies développées, et qui est 1égérement

plus marquée pour les particules de taille réduite (Figure 36).
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Figure 36: Dénombrement des colonies bactériennes aérobies développées sur la viande de porc couverte
par un film de PLA seul et de PLA 4 10% de chitosane de 715 pm de taille (G1 :PLA90 :CH10) et 180pm
(G2 :PLA90/CH10). Le controle est une viande sans film. Tous les échantillons ont été stockés a froid. [64]

B. PHB/chitosane
Les études réalisées sur les mélanges PHB/chitosane sont encore moins nombreuses que

celles du mélange PLA/chitosane.
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1. Films composites
Parmi ces études, on note notamment celles de Ikejima et al. en 1999 [65] et Ikejima et Inoue

en 2000 [131], qui ont produit par solution-cast des films composites PHB/chitosane dans
I’objectif d’améliorer le potentiel de modification chimique du PHB et de contrdler son profil
de biodégradation. Lors de 1’ajout de taux élevés de chitosane au PHB, ils ont constaté une
baisse significative de la cristallinité du polyester, qu’ils ont expliqué par 1) une réduction de
la mobilit¢ des chaines amorphes a cause des liaisons hydrogénes créées entre les
groupements hydroxyles du chitosane et carbonyles du PHB qui empéche la réorganisation
des chaines et par 2) la rigidité des chaines de chitosane présentes. Les auteurs ont remarqué
une biodégradabilité accélérée des films biocomposites par rapport aux films de chitosane
seul (Figure 37). Ceci est peut étre 1i¢ au pouvoir antibactérien du chitosane qui empéche la
biodégradation des films a base de chitosane seul ; la présence du PHB dans le chitosane,

facilement biodégradable, a pu accélérer la dégradation des films.

80
PHB content
7010 |—-= 0%
2 N 25% a
2 80- & 50% N
2 A 75% . N
S 50 |—®100% N
[ N
o A ]
o N
o 40 Fla
@ |
B A
5 301 EA
]
Q 201 A
8 = 33_:1’-—-—-:‘1"
1 o
0 T

0 5 10 15 20 25 30
elapsed time / day

Figure 37: Biodégradation in-vitro des films de PHB/chitosane en fonction du temps, mesurée par DBO
(Demande Biochimique en Oxygéne) [131]

2. Fibres composites
En 2011, Veleirinho et al. ont préparé des membranes fibrillaires a base de

PHB-HV/chitosane (5/0, 4/1, 3/2, 2/3, 1/4, and 0/5 mass) pour des applications dans le
domaine biomédical [141]. Ils ont étudié la morphologie et la biodégradation du matériau en
fonction de la composition du mélange en solution de P3HB-HV/chitosane : ils ont réussi a
produire des nanofibrilles continues pour une solution contenant 10% du mélange de P3HB-

HV/chitosane a 2/3 %mass.
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Figure 38 : Clichés MEB (grossissement x6000) montrant la morphologie des fibres composites
PHBYV/chitosane produites par electrospinning des solutions a plusieurs compositions : (A) 4/1, (B) 3/2, (C)
2/3 et (D) 1/4. [141]

Les auteurs ont rapporté une augmentation du diameétre des fibrilles quand la teneur en
chitosane dans le mélange augmente ou quand la masse moléculaire du chitosane augmente.
De plus, ils ont rapporté une biodégradation lente du PHBV (5% apres 28 jours) ce qui n’est
pas cohérent avec la désintégration naturelle rapide répandue du PHBV. Une augmentation de
la vitesse de biodégradation en présence de chitosane a été¢ observée dans ces travaux ; selon
les auteurs, a un taux élevé de chitosane hydrophile, I’eau pénétre plus rapidement dans le

composite, facilitant sa désintégration.
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V. Conclusions sur I’état de I'art

Dans la logique du développement durable, les biocomposites connaissent un essor depuis
quelques années dans le but de remplacer les polymeéres issus de ressources fossiles par

d’autres provenant de ressources renouvelables et naturelles.

La structuration de ces biocomposites a I’échelle nanométrique par 1’addition de nanocharges
permet d’améliorer certaines de leurs propriétés spécifiques pour des faibles taux de charges

grace aux surfaces spécifiques importantes développées par ces dernicres.

Une approche originale réside dans la synthése de nanoparticules de polymeres biosourcés
présentant des propriétés fonctionnelles intéressantes qui pourraient étre utilisées pour le

développement de composites nanostructurés et totalement biosourcés.

Parmi les polymeéres issus de la biomasse, le chitosane, un amino-polysaccharide, se distingue
par ses nombreuses propriétés : ¢’est un matériau dérivé de la chitine, un biopolymere naturel
abondant, cytocompatible, biodégradable, dont la structure chimique contient deux
groupements fonctionnels et qui est reconnu pour son activité antibactérienne. Il est étudié
pour de nombreuses applications dans le domaine biomédical et I’emballage mais trés peu
d’études ont été¢ dédiées a sa mise a 1’échelle nanométrique ou a I’incorporation de

nanocharges de chitosane dans une matrice polymeére biosourcée.

La génération de particules de chitosane se fait conventionnellement par des procédés
nécessitant 1'utilisation de nombreux solvants organiques ou des hautes températures. Une
autre technologie plus innovante consiste a utiliser le CO; supercritique ; elle a permis la
génération de nanoparticules de chitosane par les procédés SAA (Supercritical Assisted
Atomization) et SAA-HCM (Supercritical Assisted Atomization introduced by Hydrodynamic
Cavitation Mixer) a partir d’une solution acide aqueuse en utilisant le CO, supercritique

comme agent d’expansion.

Le PLA et le PHBV sont deux matrices biopolyesters qui présentent I’avantage d’étre a la fois
biosourcées et biodégradables/compostables, ce qui explique I’intérét grandissant qu’elles ont
suscitées au cours de ces derniéres années. Elles sont biocompatibles et dotées de propriétés
mécaniques relativement bonnes mais elles sont désavantagées par leur stabilité thermique et
dans certaines applications par leur hydrophobicité et leur manque de fonctions bioactives.
Toutefois, elles sont considérées comme des matériaux prometteurs pour le biomédical et

I’emballage.
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Les études sur les composites a base de PLA/chitosane ou de PHBV/chitosane sont peu
nombreuses et se limitent souvent a 1’élaboration de mélanges en voie solvant (solution-cast,
adsorption...). Seules deux études portent sur 1’incorporation de microparticules solides de
chitosane dans le PLA par voie fondue en extrusion et a notre connaissance aucune étude n’a

été réalisée avec le PHBV.
Les objectifs de ces travaux sont donc de :

» générer des nanoparticules de chitosane par des procédés assistés par CO, supercritique,
tout en minimisant 1’utilisation de solvants organiques,
» disperser ces nanoparticules dans une matrice biopolyester, en particulier le PLA et le

PHBV,

» ¢étudier les morphologies et les propriétés des biocomposites finalement obtenus.
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CHAPITRE I1.
MATERIELS, MATERIAUX ET METHODES

Ce chapitre est consacré aux dispositifs et protocoles expérimentaux, aux matériaux et aux

techniques de caractérisations utilisés dans cette these.

D’abord, les matériaux utilisés pour I’¢laboration des biocomposites et leurs propriétés sont
présentés. Ensuite, une description détaillée des dispositifs ayant servi a la génération des
charges de chitosane et a la mise en forme des films composites, est donnée. En troisiéme
¢tape, les différentes techniques de caractérisation morphologique, thermique,

macromoléculaire, structurale et viscoélastique sont exposées.



MATERIELS, MATERIAUX ET METHODES

I. Matériaux

A. Les matrices

1. Le Poly (acide lactique) — PLA
Un grade commercial de PLA dédi¢ a I’extrusion de film (nom de référence PLE 003),

produit par NaturePlast (France) par polymérisation par ouverture de cycle du lactide
(évoquée dans le Chapitre I), a été utilisé. Ce grade de PLA se présente sous la forme de
granulés conditionnés a 1’état semi-cristallin. Il est recyclable et compostable selon la norme

NF EN 13432 :2000. Le grade PLE 003 est équivalent au grade 4043D de NatureWorks.

Les principales propriétés de ce grade de PLA sont données dans le Tableau 9.

Tableau 9: Propriétés du grade PLE003 du PLA utilisés (données fournies par NaturePlast)
(DM : direction machine, DT : direction transverse)

PLA-PLE00O3
Norme

Application Extrusion film
Propriétés Générales
Densité ASTM D792 1,24
Indice de fluidité (g/10 min) [190°C, 2,16 kg] ASTM D1238 2al0
Propriétés thermiques
Température de fusion (°C) 145-160
Température de dégradation (°C) 240-250
Propriétés mécaniques
Contrainte de traction maximale (MPa) [DM/DT] ASTM D882 110/145
Allongement en traction a rupture (%) [DM/DT] ASTM D882 160/100
Module de traction (MPa) [DM/DT] ASTM D882 3300/3800
Test de déchirure Elmendorf (g.mil™") [DM/DT] ASTM D1922 15/13
Propriétés barriéres
Dioxygéne (cc/m*/24h/atm) ASTM D1434 675
Dioxyde de carbone (cc/m?*/24h/atm) 2850
Vapeur d'eau (g/m*/24h) ASTM F1249 375

Il est a noter que les différents grades de PLA présentent des propriétés différentes et
notamment 1’allongement a la rupture : les grades dédiés a I’injection, au thermoformage ou
au moussage possedent des allongements a la rupture faibles (inférieurs a 10%), alors que les
grades d’extrusion film posseédent des valeurs beaucoup plus importantes de I’ordre de 100%
ou plus. Cette différence de valeurs est certainement liée a la présence d’additifs dans la

formulation du matériau.
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Les masses moléculaires de ce matériau ont ¢t¢ mesurées lors de cette étude par

chromatographie par perméation de gel (GPC) et les valeurs sont présentées dans le Tableau
10.

Tableau 10: Masses moléculaires (g.mol™) de PLA grade PLE003 mesurées par GPC

MW Mn Mv Mp MZ IP
PLA granulé¢ 163937 92135 151992 131173 253241 1,8

2. Le poly (hydroxy butyrate-co-valérate) — PHBV
Le PHBYV est aussi fournis par la sociét¢ NaturePlast (France). Il se présente sous forme de

granulés de couleur brune : il s’agit d’un grade commercial (PHI 002) mélangé avec des
stabilisants (dont la nature n’a pas été révélée par le fabricant) et des agents nucléants, dédié a
I’injection. Selon le fournisseur ce grade contient entre 5 et 8 % mol de groupes
hydroxyvalérate (HV). Les principales propriétés du grade PHIO02 de PHBV stabilisé sont

données dans le Tableau 11.

Tableau 11: Propriétés du grade PHI002 du PHBYV utilisés (données fournies par NaturePlast)

PHBV-PHI002

Norme
Application Injection
Propriétés Générales
Densité ISO 1183 1,25
Indice de fluidité (g/10 min) [190°C, 2,16 kg] ISO 1133 15a30
Propriétés thermiques
Température de transition vitreuse (°C) 5
Température de fusion (°C) 145-155
Température de dégradation (°C) 200
Propriétés mécaniques
Contrainte de traction a la rupture (MPa) ISO 527 35
Allongement en traction a rupture (%) ISO 527 2
Module de traction (MPa) ISO 527 2950
Choc Charpy non entaillé (kJ/m?) [4]] ISO 179 4,8

B. Les charges

1. Chitosane

Le chitosane commercial utilisé¢ est extrait des carapaces de crevettes et fourni par la société
France Chitine (France). La pureté n’est pas donnée ; des impuretés possibles peuvent étre
dues a de la chitine résiduelle, des sels, des composants inorganiques, des protéines, des

chlorures... [142]. Une suspension de particules de ce chitosane dans I’eau a un pH de 13, ce
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qui confirme la présence de I’hydroxyde de sodium dans le matériau commercial, produit
résiduel de la phase de transformation de la chitine en chitosane. La viscosité donnée par le
fournisseur est de 50 mPa.s, déterminée pour une solution contenant 1g de chitosane et 99 g
d’acide acétique a I’aide d’un rhéometre dynamique (viscosimeétre Brookfield modéle LVT) a
25°C. Le degré d’acétylation est déterminé par spectroscopie IR par le fournisseur et par la
technique de résonance magnétique nucléaire (RMN) au laboratoire IMP (Ingénierie des
Matériaux Polymeéres) de I'INSA de Lyon: il vaut 10% et 9,64% respectivement. Des
mesures des différentes masses moléculaires ont également ¢été réalisées par 1I’IMP par
chromatographie par perméation de gel (GPC) : les masses moléculaires en nombre M, et en
poids My, sont respectivement 79,75 kDa et 152,7 kDa, avec un indice de polydispersit¢ D de

1,9 ; ’intervalle de précision de ces résultats est inférieur a 5%.

II. Procédés et protocoles opératoires

A. Préparation des solutions

1. Solutions de chitosane
Des solutions de chitosane de différentes concentrations ont été préparées par dispersion dans

I’eau sous agitation des particules du chitosane commercial puis addition d’une quantité
d’acide acétique (pureté 90%, Prolabo, France), solvant du chitosane en conditions diluées.
Lorsque le mélange est limpide, et pour certaines solutions (les raisons sont détaillées
ultérieurement), une quantité d’éthanol (pureté 96%, VWR, France) est rajoutée dans le but de
renforcer 1’effet antisolvant du CO,-sc. La composition des différentes solutions utilisées
pendant le procédé SAS (décrit dans le paragraphe suivant sur les procédés de génération) est

présentée dans le Tableau 12 :

Tableau 12: Compositions des solutions de chitosane utilisées durant le procédé SAS

Composition massique (%)

Eau EtOH  AcAc Chit m(g) pH
Soll 87.9 0 11,0 1 45,5 2.38
Sol2 494 494 06 0,6 81 55
Sol3 49,1 491 12 0,6 81,5 4.9
Sol4 488 488 12 1.2 82 ;

La solution de chitosane est ensuite filtrée sous vide a 1’aide d’une membrane en nitrate de

cellulose de porosité de 3 um pour enlever toutes les impuretés non solubilisées. La masse
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d’impuretés retenue sur les membranes était de I’ordre de 6 mg, et a été considérée comme

négligeable.

2. Suspensions de chitosane
Dans le procédé d’atomisation et de solubilisation assistées par CO,-sc (SCASA, voir le

paragraphe suivant sur les procédés de génération), le pH de la suspension de chitosane est un
parametre crucial pour la dissolution ; comme le chitosane commercial contient du NaOH
résiduel, les particules ont été lavées a I’eau déminéralisée afin de réduire le pH des
suspensions de chitosane, jusqu’a atteindre un pH de 8. Les particules commerciales ont été
filtrées sous vide a ’aide d’une membrane en nitrate de cellulose de porosité de 3um puis

séchées a 1’étuve.

Plusieurs suspensions aqueuses de chitosane, a différents volumes et concentrations (Tableau
13), ont été testées par le procédé SCASA. La variation des volumes et des quantités a pour

but d’évaluer leur impact sur le rendement final du procédé.

Tableau 13: Compositions des suspensions de chitosane utilisées durant le procédé SCASA

Composition massique (%)

Eau Chit m(g)
Suspl 99,50 0,50 502,50
Susp2 99,38 0,62 402,50
Susp3 99,38 0,62 503,14
Susp4 99,38 0,62 603,75

3. Solutions alcalines
Plusieurs solutions alcalines ont été préparées a base d’hydroxyde de sodium (NaOH) et

d’hydroxyde de potassium (KOH) (Prolabo, France) pour recevoir et stabiliser les particules

générées dans 1’autoclave durant le procédé antisolvant (SAS) (Tableau 14).

Tableau 14: Compositions des solutions alcalines de récupération durant le procédé SAS

Composition massique (%)

sel Eau m:(g)
R1 NaOH 2,9 97,1 51,5
R2 KOH 2,0 98,0 51
R3-KOH 1,0 99,0 50,5

4. Test antibactérien

Les tests antibactériens ont été réalisés sur la souche PUC18 de 1’Escherichia coli (E. coli,

Gram négatif). La gélose nutritive a été préparée par le mélange de 96,9% d’eau ultra-pure,
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1,8% de milieu nutritif LB (Lysogeny Broth) et 1,3% d’Agar. Une étape de stérilisation aux
UV de tout le matériel utilisé, des films composites et des particules a été effectuée pour
éviter toute contamination. Pour tous les essais, des boites de pétri contenant 11 ml de gélose

nutritive ont été préparées. Les protocoles adoptés sont décrits dans le chapitre IV.

B. Procédés de génération de particules

1. Par effet Anti-solvant supercritique (SAS)

a.Montage expérimental
Les essais ont été réalisés sur un pilote polyvalent d’extraction et de cristallisation par fluides
supercritiques (Separex, France). Une représentation du pilote est donnée en Figure 39.
Le circuit est approvisionné¢ en CO; (pureté 99,995%, Air Liquide, France) a une pression
d’environ 40 bars a 1’aide d’une pompe Haskel (P1) a partir de la bouteille de CO,. Le CO,
est ensuite refroidi par 1’échangeur (E1) et stocké a 1’état liquide dans le réservoir (R). Il est
mis en circulation dans le systéme et est comprimé par une pompe & membrane P2 (Lewa,
Allemagne). Le CO, comprimé passe ensuite dans un échangeur de chaleur (E2) réglé a 40°C
pour le rendre supercritique puis est injecté dans 1’autoclave A de capacité de 1,2 L (PARR
Instrument, Etats Unis).
(A) est équipé de plusieurs fenétres en saphir, d’un agitateur magnétique de couple maximal
de 1,8 N.m ainsi que d’un collier chauffant amovible.
La pression dans 1’autoclave est régulée en amont via le déverseur (D). Un filtre fluide-
particule (F) est placé a la sortie de 1’autoclave pour empécher les particules entrainées par le
fluide de contaminer le reste du circuit.
Trois séparateurs cycloniques (S1, S2 et S3) permettent de séparer les solvants du CO; par
dépressurisation progressive. La pression dans chacun des séparateurs est régulée par des
vannes micrométriques.
A la sortie des séparateurs, un lit de charbon actif (CA) permet de purifier le CO, avant d’étre

refroidi par I’échangeur (E1) et renvoyé dans le réservoir (R).

Une pompe HPLC (P3) (Gilson, Etats-Unis) permet d’injecter la solution de chitosane dans
I’autoclave (A) via un capillaire en acier inoxydable de diamétre de 100um et de 10mm de

longueur.
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Figure 39: Représentation du pilote utilisé. S1, S2 et S3 : séparateurs cycloniques ; P1, P2 et P3 : pompes ;
Al : autoclave ; F : filtre ; E1, E2 : échangeurs thermiques ; CA : charbon actif ; D : déverseur ;
Q : débitmétre ; R : réservoir de CO, liquide ; T : thermométre ; P : manomeétre.

b.Protocole opératoire
La difficult¢ majeure de ce procédé est la présence dominante de I’eau dans la solution de
chitosane : 1’eau est trés faiblement miscible avec le CO; qui doit agir comme antisolvant de
I’acide acétique, solvant du chitosane. Pour essayer d’améliorer le contact et le transfert entre
la solution aqueuse de chitosane et le CO,-sc, c’est la solution qui a été pulvérisée a 1’aide du
capillaire de diamétre réduit dans un environnement de CO,-sc préalablement établi. Les
différentes configurations étudiées sont présentées et détaillées dans le Chapitre III. Les
conditions opératoires ont été reproduites 3 fois, et seuls les essais ayant abouti a des résultats

prometteurs sont présentés dans le Chapitre III.

A la fin de I’injection de la solution de chitosane, 1’autoclave est dépressurisé a 1’évent et les
particules en suspension sont récupérées, lavées a 1’eau déminéralisée (6 <pH <7), puis
lyophilisées (Freeze-dryer Christ Alpha 1-4 LDC-1M, Allemagne) a 3 kPa, pour une

température de congélation de -12°C.

2. Atomisation assistée par CO, supercritique (SCASA)

a.Montage expérimental

Le dispositif expérimental du procédé SCASA est présenté dans la Figure 40.
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Figure 40: Schéma de principe du procédé SCASA. P1, P2 : pompes ; Al: autoclave; E1, E2 : échangeurs
thermiques ; Q : débitmétre ; R : réservoir de CO2 liquide ; T : thermométre ; P : manométre ;
C : cyclone - lit d’air fluidisé ; F1 et F2 : filtres

L’introduction du CO, dans le pilote et dans 1’autoclave est identique au procédé¢ SAS.
L’autoclave (A) (1,2L) est utilis€é pour préparer la solution de chitosane. Un élément de
pulvérisation (O) (capillaire en inox de 100 pm de diametre interne utilisé dans le procédé
SAS ou une buse de diamétre de sortie de 340um) est placé a la sortie de ’autoclave (A) et
fixé a D’entrée du lit d’air fluidis¢ (C) (Aeromatic-Fielder, Suisse), et agit comme outil
d’atomisation. Le lit d’air fluidisé est traversé par un flux d’air chaud a vitesse et température
réglables pour sécher les particules générées durant la pulvérisation. Deux filtres (F1 et F2)
sont placés aux deux extrémités du lit d’air (C) pour arréter les particules : F1 est une toile en
inox qui permet une entrée homogeéne de 1’air chaud ; F2 est constitué de quatre sacs de

filtration associés a une toile fine en inox (45x45um).

b.Protocole opératoire
Une dispersion aqueuse de chitosane en poudre est placée dans 1’autoclave (A) sous agitation.
Les conditions opératoires de pression et de température employées sont 200+5 bars et
2542 °C. Dans ces conditions, 24h d’agitation continue permettent la dissolution majoritaire
du chitosane. La solution de chitosane obtenue est ensuite directement envoyée par un flux

continu de CO, sous pression, vers 1’élément de pulvérisation (buse ou capillaire) qui est a
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pression atmosphérique. Ce flux de CO,, préchauffé a 60°C, a pour but de maintenir la
pression dans ’autoclave a 140+10 bars et de faciliter le séchage de la solution. Le lit d’air
fluidisé est préalablement chauffé a 80 °C et la vitesse de ’air est maintenue maximale, de
fagon a évaporer 1’eau contenue dans la solution et sécher les particules générées et éviter le
contact entre la solution et les parois. La vitesse d’agitation est ajustée au cours de la
pulvérisation afin de maintenir une émulsion homogéne visuellement et une température
constante du flux pulvérisé. Le CO, repasse naturellement sous forme gazeuse a la
dépressurisation au travers de I’élément de pulvérisation. Les particules seéches sont
récupérées dans les filtres (F2).

Le principe de fonctionnement de ce procéd¢ est explicité dans le Chapitre II1.

3. Nébulisation/précipitation
Le procédé de nébulisation est un procédé classique qui consiste a pulvériser a ’aide d’air

comprimé, la solution acide aqueuse de chitosane dans un bain de coagulation/précipitation. Il
est utilisé dans cette étude afin de comparer un procédé classique aux procédés de génération

assistés par le CO, supercritique.

Té de
nébulisation

o ) &

Solution alcaline
sous agitation

Solution de chitosane

Figure 41: Illustration du procédé de nébulisation utilisé

Dans notre cas, une solution acide aqueuse (1:1 w/w) de chitosane de concentration
Cm=0,6 g.L" est préparée a température ambiante. La solution est ensuite pulvérisée a I’aide
de I’air comprimé (2 bars) a travers un té de nébulisation dans une solution alcaline
d’hydroxyde de sodium NaOH (1M), sous agitation continue (Figure 41). A la fin de la
pulvérisation, la suspension obtenue est lavée plusieurs fois a I’eau déminéralisée puis
lyophilisée (CHRIST alpha 1-2 LD plus, Allemagne) sous 3 kPa aprés une congélation
a-12 °C.
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C. Extrusion-cast des films biocomposites
Avant la réalisation des films composites, les granulés du PLA, du PHBV ainsi que toutes les
particules de chitosane ont été étuvés a 80°C pendant 16 h afin de réduire le taux d’humidité
et minimiser la dégradation thermique des polyesters. La mise en ceuvre par extrusion-cast a
été réalisée par un microcompounder bivis co-rotatives de 15 cm’® de capacité, muni d’une
conduite de recirculation de la matiere, (DSM Xplore micro-compounder, Geleen, Pays-Bas)
présenté sur la Figure 42, en utilisant une filicre plate. Suite a plusieurs essais préliminaires,
une température uniforme de 180°C, une vitesse de rotation de vis de 70 tr.min™' et un temps
de séjour de la matiére de 5 minutes ont été retenus pour le PLA (170°C, 40 tr.min™ et
5 minutes pour le PHBV), afin d’éviter la dégradation thermique du matériau tout en
permettant un bon mélangeage. Des films composites ont été préparés en utilisant 12 g de
PLA (ou PHBV) avec 0, 2,4 et 10 % en masse de particules de chitosane, et ce pour les trois
types de particules (commercial, nébulisé et généré par procédé supercritique). Dans le cas
des composites a base de PHBV, seuls les composites contenant 2,4% des trois charges, et
10% de charge commerciale ont pu étre extrudés. En effet, selon la nature et le taux de charge
utilisés, une influence significative sur la rhéologie du polyester peut étre observée suite a la
dégradation du matériau expliqué par la présence de ces charges [143]. Cette dégradation
engendre une augmentation de la fluidité du matériau et empéche la mise en ceuvre des

composites.

Granulé +

(I
]

particules de M
chitosane O LILI © ¢
== Nl
o O O e}
o q oo o Tiragede film
| g ~ p— >

Figure 42: Image du microcompoundeur bivis co-rotatives DSM Xplore microcompounder (gauche) et de
la mise en ceuvre (droite)

Les films obtenus ont été ensuite conditionnés a température ambiante. Les épaisseurs des
films ont été mesurées en utilisant un pied a coulisse (Digimatic, Mitutoyo, Angleterre) avec
une précision de +0,01 mm ; elles sont toutes comprises entre 100 et 250 um. Dans la suite,
les noms suivants seront adoptés pour identifier les films: «PLA Pur», « PLA:Com-x »,

« PLA:Nebu-x », « PLA:Nano-x », ou Com, Nebu et Nano désignent respectivement les
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chitosanes commercial, nébulisé et généré par le procédé supercritique et x représente le taux

de charge dans le composite. Une démarche similaire est utilisée pour le PHBV.

III.Protocoles analytiques et caractérisations des particules
et des films biocomposites

A. Analyse de la morphologie et de la granulométrie des particules et des
films biocomposites

1. Granulométrie et distribution de taille

Deux techniques ont été utilisées pour déterminer la distribution de taille des particules : une

en voie séche par analyse d’images et une en voie liquide en utilisant la granulométrie laser.

a. Granulométrie en voie seche

Des clichés des différentes particules de chitosane séches ont été pris par microscopie
¢lectronique a balayage : pour les particules générées par le procédé SAS, c’est un microscope
¢lectronique a balayage (MEB) environnemental (ESEM XL30 FEG, FEI Philips, Pays-Bas)
qui a été utilisé. Pour les particules commerciales, nébulisées et générées par le procédé
SCASA, c’est un MEB environnemental (Quanta 200 FEG, FEI, Pays-bas) associ¢ a un
module de microanalyse de type Silicon Drift Detector (SDD) X-Max"™ 80 mm (Oxford) qui
a été utilisé.

Dans le cas ou les particules ont été observées et pour chaque type de particules, la taille de
500 particules prises d'au moins quatre images a été déterminée a 1’aide du logiciel de
traitement d'image Image] afin de déterminer le diameétre moyen des particules et la

distribution de taille des particules pondérée en nombre.

b. Granulométrie en voie liquide
La distribution de taille des particules en suspension générées par le procédé SAS (avant le
lavage et la lyophilisation) ainsi que le potentiel zéta de la suspension ont été mesurés par
I'évaluation du spectre de la diffusion dynamique de la lumicre a I’aide d’un Zetasizer nano
(Malvern Instruments, France). Pour les particules générées par le procédé SCASA, une
analyse a été effectuée par 1’évaluation du spectre de diffraction de lumiére en utilisant un
appareil 2000HS Mastersizer (Malvern Instruments, France) et 1'éthanol comme agent de

dispersion.
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Les échantillons des films composites ont été¢ plongés dans le chloroforme, pendant 24h pour
s’assurer d’une parfaite dissolution du PLA. Une granulométrie en voie liquide en utilisant le
diffractometre Laser LS 13 320 MW équipé d’un module de sonication (Beckman Coulter,
France) a été réalisée afin de comparer la taille des particules avant et aprés la mise en forme

pour évaluer I’effet du procédé d’extrusion sur la taille des charges de chitosane.

2. Aspect et dispersion des charges dans les matrices

La microscopie optique a été utilisée pour observer 1’aspect et la dispersion des particules de
chitosane dans les films biocomposites apres extrusion. Les clichés ont été réalisés a 1’aide
d’un microscope optique (Leitz Laborlux 11 POL, Leitz, Allemagne) équipé d’une caméra
numérique CCD (résolution 1600*1200 pixels) et d’un logiciel d’acquisition et de traitement
d’image Archimed (Microvision Instruments, France). Les films étant relativement épais pour
permettre 1’obtention de clichés avec un seul plan de particules, un petit échantillon de chaque
matériau a été déposé sur une lame en verre préalablement chauffée ; a I’aide d’une lamelle
fine, I’échantillon fondu est aplati afin d’obtenir une fine couche de biocomposite facilement
observable au microscope.

De plus, des coupes au microtome ont été réalisées a ['université de Montpellier II sur des
joncs composites extrudés par le méme procédé de mélangeage et observées au MEB
environnemental Quanta 200 FEG, afin d’examiner la répartition des particules dans la

matrice biopolyester.

B. Analyse macromoléculaire
Deux méthodes de détermination de masse moléculaire du chitosane commercial ont été
utilisées : la premicre par une approche viscosimétrique, ne donnant qu’un ordre de grandeur
approximatif de la masse moléculaire en viscosité M, ; la deuxiéme est une approche plus
précise par la chromatographie a perméation de gel (GPC) et qui donne acceés a la masse
moléculaire en nombre M, et en poids My,. Seuls le PLA en granulés et ses composites ont été

analysés durant cette étude et uniquement par GPC.

De plus, certaines propriétés des solutions de chitosane ont été analysées telles que la densité,

la viscosité et la tension de surface.

1. Masse moléculaire viscosimétrique

La viscosité des solutions de chitosane a été déterminée a ’aide d’un rhéométre rotatif

(RheoStress 600, Thermo Scientific, Etats-Unis) en utilisant une géométrie plan-plan de
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diamétre 60 mm en mode continu sur une plage de taux de cisaillement comprise entre 0 et

500 s a25°C.,

A partir des mesures de viscosité, il est possible d’avoir une estimation rapide de la masse
moléculaire viscosimétrique M, du chitosane en utilisant la loi de Mark-Houwink Sakurada

(MHS) [36] :

[rlint] = K=* M\a/ eq. 1
Avec [ni] la viscosité intrinséque, K et a les constantes pour le systeme polymere/solvant, K

et a ont été estimés par Rao et al. (1993) a 4,74 107 m3.kg'1 et 0,72 respectivement [ 144].

Une premiére €tape consiste a évaluer les viscosités intermédiaires (relative 7,,; et spécifique
Nsp) pour plusieurs concentrations de solutions de chitosane (Tableau 15) afin d’en déduire la

viscosité intrinséque /#;,] a 1’aide de la relation de Huggins :

n N —MNo
nrel = et nsp = eq. 2

No No

n ,
% =K [T]int]2 *C+ [rlint] eq.3

No et m sont respectivement les viscosités dynamiques du solvant seul et de la solution de

chitosane, K’ est la constante de Huggins et C la concentration des solutions de chitosane.

Tableau 15: Composition massique et viscosités dynamiques des solutions de chitosane utilisées pour la
détermination de la masse moléculaire viscosimétrique M,

Composition massique (%)

Viscosité (mPa.s)

Eau Ac Ac Chit m, (g)
90,90 9,10 0 22 1,2
89,89 8,99 1,12 22,25 31,3
88,89 8,89 2,22 22,5 114,3
87,91 8,79 3,30 22,75 258,6

Dans la relation de Huggins (eq. 3), [Nin] est ’ordonnée a 1’origine de la droite
(Msp/ C)=1(C) et sa valeur a été trouvé d’environ 0,13 m’kg"'. Cette relation est
spécifiquement applicable a de trés faibles concentrations avec [ni]*C << 1 [145].
L'extrapolation de cette équation au-dela de cette limite a induit une valeur maximale de
[Mine]*C de 4,5 pour les concentrations testées, qui est considéré comme acceptable. Par
conséquent, la masse moléculaire calculée par la loi MHS (eq. 1) a partir de la loi de Huggins

parest de 62 kDa.
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2. Masse moléculaire par chromatographie par perméation de gel
La détermination de la masse moléculaire du chitosane commercial, des granulés de PLA

ainsi que de certains films composites a base de PLA a été réalisée par GPC. Cette analyse a

pour but de :

1) Déterminer la masse moléculaire du chitosane commercial d’'une maniére fiable et
¢évaluer ’analyse par la méthode viscosimétrique.
2) Observer I’effet des charges de chitosane et du procédé de mise en ceuvre sur la

longueur des chaines moléculaires du PLA.

Pour la mesure de la masse moléculaire du chitosane commercial, le protocole utilisé par
I’IMP de Lyon est le suivant : 1 mg de chitosane commercial est solubilisé¢ dans 1 ml d’une
solution tampon d’acétate (0,2M en acide acétique et 0,15M en acétate d’ammonium), sous
agitation pendant 1 nuit a 22°C. La solution est ensuite filtrée a 1’aide d’une membrane
cellulosique de 0,45um de porosité. 100ul de la solution filtrée est injecté et analysé.
L’appareil utilisé est composé d’un dégazeur (VWR), d’une pompe Argilent1260 Infinity a
débit fixe de 0,5ml.min”', d’un injecteur automatique Waters 717 plus, d’un détecteur
MALLS, d’un refractomeétre thermostaté a 25°C et dont A=658 nm ainsi que de 2 colonnes
Tosh (TSK PW 2500 et TSK PW 6000). Les résultats ont été analysés en utilisant le logiciel
ASTRA 6.

La mesure des masses moléculaires du PLA et ses composites a été réalisée par GPC a
I’ICGM (Institut Charles Gerhardt de Montpellier) apreés dissolution du PLA au THF et
filtration du solide. L’appareil utilis¢é est un VARIAN 390 LC-multidetector muni d’une

pompe 4 un débit de 1 ml.min™. La calibration s’est fait au polystyréne.

3. Densité, viscosité et tension de surface
La tension de surface et la densité ont ét¢ déterminées a 1’aide d’un tensiometre ILMS (GBX

instruments, France) par la méthode de la lame de Wilhelmy et par la méthode du flotteur
calibré respectivement. Les viscosités ont ¢ét¢ déterminées par la méthode décrite

précédemment. Les valeurs sont présentées dans le Tableau 16.
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Tableau 16: Propriétés de différentes solutions de chitosane

Composition massique (%) m () Viscosité Tension de surface Densité
Eau EtOH AcAc Chit & (mPa.s) (mN.m™)

100 0 0 0 20 1 71,76 1
97,6 0 2,4 0 41 1,2 57,76 1,006
96,4 0 2.4 1,2 41,5 253 60,5 1,04
87,9 0 11 1,1 45,5 n.d 46,94 1,02
49,7 49,7 0,6 0 80,5 3,1 28,8 0,91
494 494 0,6 0,6 81 22,9 31,57 0,94
49,1 49,1 1,2 0,6 81,5 22,5 30,05 0,93
55,6 47,1 1,4 1,4 72 54,9 32,83 0,95

C. Analyse de la stabilité thermique et de la cristallisation
Toutes les analyses de ce paragraphe ont été reproduites deux fois et les résultats qui sont

annoncés dans le chapitre IV sont les valeurs moyennes de ces deux analyses.

1. Thermogravimétrie (ATG)
L’analyse thermogravimétrique (ATG) est utilisée pour évaluer la stabilité et la dégradation

thermiques des matériaux biocomposites a base de charges de chitosane dans le biopolyester
(PLA ou PHBV) et déterminer 1’effet de la taille des charges. L appareillage utilisé pour les
mesures est un analyseur thermogravimétrique Pyris 1 TGA de PerkinElmer Instruments
(Etats-Unis). Chaque échantillon de masse comprise entre 8 et 12 mg est placé dans une
nacelle en céramique qui est ensuite introduite dans le four chauffant. La perte de masse est
enregistrée en fonction de la température ascendante. Les essais sont réalisés pour une plage
de température de 25 a 800°C et pour une vitesse de chauffe de 10°C/min dans un flux

d’azote gazeux de 20ml.min™".

2. Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)
L’analyse calorimétrique différentielle a balayage (DSC) permet de déterminer les échanges

thermiques d’un matériau par rapport a une référence afin d’examiner les transitions
thermiques comme la fusion, la transition vitreuse, la cristallisation... Le principe consister a
placer dans les cellules de mesure deux enceintes identiques, une contenant le matériau a
analyser et I’autre de référence (vide dans notre cas), sous un programme de température
donné et atmosphere contrdlée, et d’enregistrer la puissance nécessaire pour maintenir une
différence de température nulle entre elles, sous atmosphére controlée. Des échantillons de
chaque film de masse comprise entre 8 et 15 mg ont été placés dans des creusets en

aluminium fermés par des couvercles percés puis sertis et analysés. L’appareillage et le profil
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de températures utilisés ont été sélectionnés en fonction de I’étude menée. Quatre études ont
¢été réalisées : une étude classique anisotherme linéaire de chauffe-refroidissement, une étude
cinétique isothermique, une étude en DSC modulée (profil sinusoidal de température) et en
StepScan (plateau de température) pour découpler les phénomenes cinétiques des phénomenes
thermodynamiques. Les études anisothermique, isothermique et StepScan ont été réalisées en
utilisant ’appareil Pyris Diamond DSC de PerkinElmer Instruments, couplé a un systeme de
refroidissement qui permet de controler le refroidissement dans le four. Pour la DSC modulée

en température, ¢’est un appareil Q200 de chez TA instrument.

a.Etude en DSC classique : anisotherme linéaire
Les essais ont été réalisés sous un flux constant de 20 ml.min™ d’azote. La premiére montée
en température montre le comportement du matériau face au changement de température ainsi
que Deffet du procédé sur le matériau. Aprés la 19 montée, "histoire thermique du matériau
est effacée ; une 2éme montée permettra alors de déterminer le comportement du matériau
sans I’effet du procédé. Le programme de température utilisé est le suivant : une montée en
température de 30°C a 180°C pour le PLA (200 °C pour le PHBV) a une vitesse de chauffe de
10 °C.min™", puis une descente jusqu’a 30 °C suivi d’une deuxiéme montée jusqu’a 180 °C

(200 °C pour le PHBV) a la méme vitesse (Figure 43).

180°C 180°C

10°C/min 10°C/min 10°C/min

T(°C)

30°C
pour 3 min

30°C

A 4

Temps (min)

Figure 43: Profil de température utilisé en DSC classique anisotherme linéaire pour les composites a base
de PLA

En utilisant un tel programme de température, il est possible de déterminer la transition

vitreuse T,, la température de cristallisation T, (température de cristallisation froide T, dans le

74



MATERIELS, MATERIAUX ET METHODES

cas du PLA), I’enthalpie de cristallisation AH, (AH, pour le PLA), la température de fusion Ty

et I’enthalpie de fusion AHy. Il est ainsi possible de déterminer le taux de cristallinité final ys.

AH;
AHJQ * (pbiopolyester)

Xef * 100 eq- 4

Ou AH; est I’enthalpie de fusion du polymere, ppigpoiyesier €5t la fraction massique du polymere
et AH% est I’enthalpie de fusion du polymére 100% cristallin. Les valeurs de AH’ sont
93 J.g"! pour le PLA [146] et 146 J.g"' pour le PHBV [105].

Il faut noter que cette équation prend en compte, dans le cas du PLA, la fusion de tous les
cristaux, ceux déja présents dans le matériau apres extrusion ainsi que ceux formés lors de la
cristallisation froide. Pour déterminer le taux de cristallinité initial du matériau apres extrusion
X0, 11 est nécessaire de soustraire la cristallinité froide mesurable a 1’aide de 1’enthalpie de

cristallisation froide pendant la phase de chauffe AH,, en utilisant la relation suivante :

AH; — AH,

— .5
= 2H+ (om; y 100 "
f pblopolyester

Xco

b.Etude en DSC modulée en température et step-scan
Cette technique a été utilisée en complément de la DSC classique anisotherme. Durant
I’analyse de certains mélanges de polyméres, des interférences entre les transitions thermiques
peuvent avoir lieu et des pics peuvent en cacher d’autres [105,147]. En utilisant la DSC
modulée en température ou la StepScan, il est possible d’améliorer I’analyse en séparant les
flux thermiques liés aux phénoménes thermodynamiques réversibles des flux liés aux

phénomeénes cinétiques irréversibles.

i. StepScan
Le profil de température appliqué durant cette méthode de mesure est constitu¢ de cycles
répétitifs d’une séquence de chauffe courte suivie d’un plateau isotherme ce qui permet de
mesurer la capacité thermique C, qui reflete les aspects réversibles rapides du matériau. Les
effets cinétiques irréversibles lents ne sont pris en compte dans I’enregistrement du C, qui

seront représentés sur la courbe Iso-K (signal irréversible).

Durant cette étude, un premier cycle de chauffe-refroidissement a été¢ réalisé afin de
supprimer 1’histoire thermique du matériau. Ensuite, une rampe de température jusqu’a 135°C
pour le PLA (150°C pour le PHBV) est appliquée et suivie de I’analyse en StepScan.

L’analyse est a été réalisée autour du pic de fusion du biopolyester (entre 135°C et 181°C
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pour le PLA et entre 150°C et 200°C pour le PHBV) avec des cycles répétitifs composés
d’une séquence de chauffe courte de 1 minute a une vitesse de 2°C.min™" et d’un plateau

isotherme pendant 1 minute (Figure 44).

M
180°C 181°C
Isotherme
2°C/min 1min
1 min
[=)
?|: 10°C/min 10°C/min
135°C
3 min
30°C 30°C
3 min

A 4

Temps (min)

Figure 44: Profil de température utilisé en StepScan pour les composites a base de PLA

Apres I’enregistrement des valeurs, un traitement a 1’aide du logiciel Pyris StepScan a permis

de décomposer la courbe C, de la courbe Iso-K de chacun des matériaux.

ii. DSC modulée en température (TMDSC)
Le principe de la TMDSC est similaire a celui du StepScan. La différence réside dans le profil
de température imposé. Dans la TMDSC, on impose un profil de température sinusoidal selon
une période et une amplitude données autour d’une programmation linéaire. Trois signaux
sont obtenus : le flux total (total Heat flow), correspondant au signal obtenu en DSC
classique, le flux lié¢ au C, réversible (reversing HF) et le flux irréversible i€ a la cinétique de

chauffe (non reversing HF).

Les essais ont été réalisés sous un flux d’azote « sec » de 50 ml.min™ et pour une plage de
température allant de -10°C a 200°C avec une rampe de 2°C.min"". La méthode Heat Only a
¢té¢ utilisée durant 1’enregistrement ou la sinusoide appliquée passe uniquement par une
chauffe autour de la programmation en température linéaire de 2°C.min”". De ce fait, ¢’est
I’appareil qui choisit I’amplitude en fonction de la vitesse de chauffe linéaire et de la période :
une période de 60 secondes a été retenue ce qui engendre une amplitude de 0,32°C (Figure

45).
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N
Température linéaire
2°C/min
Température sinusoidale /
Période : 60 s
é':; Amplitude : 0,32 °C
= P —
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Figure 45: Profil de température utilisé durant la TMDSC

c. Etude cinétique isothermique

Cette ¢tude a pour but d’essayer d’expliquer certains phénomeénes qui ont été observé par
1’étude anisotherme classique. La cinétique de cristallisation a été évaluée en partant de 1’état
fondu du matériau. Durant tous les essais, les échantillons ont été chauffés a 200°C.min’!
jusqu’a 200°C et maintenus durant 3 minutes a cette température afin d’effacer ’histoire
thermique du matériau. Ensuite, pour atteindre la température de I’isotherme, une étape de
refroidissement rapide a la méme vitesse de 200°C.min” est nécessaire afin d’éviter la
cristallisation pendant le refroidissement. En appliquant cette démarche, plusieurs isothermes
ont été étudiés (Figure 46) dans la zone du pic de cristallisation froide : 108°C, 110°C, 112°C,
118°C, 120°C, 122°C, 128°C, 130°C et 132°C.

A
200°C 200°C 200°C
amin 3min 3min
200°C/min
o L
= 132°C
3 min
30°C 3 min 3 min 3 min ;1;5 108
3 min 3 min

L' 4

Temps (min)

Figure 46: Profil de température utilisé durant I'étude cinétique pour les composites a base de PLA

L’¢étude de la cinétique de cristallisation a été effectuée en se basant sur la théorie d’Avrami.
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La théorie d’ Avrami permet de décrire les changements des phases a I’intérieur d’un solide a
une température constante. Les taux de transformations suivent en général une sigmoide ou la
vitesse de cristallisation est faible au départ dans la phase de germination, et qui augmente
significativement pendant la phase de croissance pour revenir a une valeur faible dans la
phase de terminaison ou les cristaux commencent a se toucher, ce qui constitue une barricre et

une fin a leur croissance.

Afin de déterminer les vitesses de cristallisation, les aires des pics exothermiques enregistrés
doivent étre calculées en fonction du temps t. ot) représente la fraction volumique
transformée en cristaux a un instant t. Il peut étre calculé en divisant 1’aire partielle du pic

calculée entre le temps 0 et un instant t par 1’aire totale du pic de cristallisation.

A:
a(t) = i) eq. 6
Atotale

Le coefficient a(t) permet aussi de déterminer le coefficient d’Avrami n et la constante de

vitesse de la transformation isotherme k par la relation suivante :

a(t) =1 — exp(—kt™) eq. 7

En linéarisant cette expression, on obtient des droites dont n est le coefficient directeur et

In(k) est I’ordonnée a I’origine.

In[—In(1 — a(t))] = In(k) + n = In(t) eq. 8

Un parameétre important pour décrire la cinétique de cristallisation est le temps de demi-
réaction t;, pour lequel la transformation cristalline est a 50%. Il est li¢ a la constante de

vitesse k par la relation suivante :

_In(2)

= eq.9
ti2"

k

D. Analyse structurale

1. Cristallinité par diffractométrie de rayons X (DRX)
L’objectif de cette étude est d’évaluer I’influence du procédé de génération des particules de

chitosane sur sa structure cristalline. La structure cristalline des différentes poudres de
chitosane a ¢été ¢tudiée par diffractométrie de rayons X (DRX) a I’aide d’un diffractométre

Briicker AXS (Allemagne), modéle D8 Advance. La radiation utilisée est Ko,cy (A = 1,54 A).
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L’analyse a été réalisée entre 5° et 60° (20), sous une tension de 40 kV et une intensité¢ de

40 mA avec un pas d’angle de 0,007°.

2. Degré d’acétylation (DA)
Le degré d’acétylation du chitosane commercial a ét¢ déterminé par 2 méthodes différentes :

une méthode précise (mais couteuse !) qui est la résonance magnétique nucléaire (RMN) et
une méthode moins précise mais qui propose un bon compromis entre la précision et la

simplicité qui est la spectroscopie infrarouge.

a.Par résonance magnétique nucléaire (RMN)
Cette analyse n’a été effectuée que sur le chitosane commercial (2 I'IMP de Lyon). Le
protocole utilisé est le suivant : 10mg de chitosane ont ét¢ dissous dans 1 ml d’oxyde de
deutérium (D,0O) et 5ul de I’acide chlorhydrique HCl (a 37%), sous agitation continue
pendant 1 nuit. L’appareillage utilisé est un spectrometre Briicker Avance 111 400 MHz équipé

d’une sonde de mesure de Smm BBFO ATMA avec un gradient de champs z.

b.Par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR)
Cette technique de mesure est moins fiable que la RMN mais elle est de loin la plus facile et
la plus utilisée. Dans notre cas, elle est uniquement utilisée afin d’observer qualitativement
I’influence du procédé de génération des particules de chitosane sur son degré d’acétylation

(DA).

Le principe de ce type de mesure consiste a trouver un rapport entre deux pics d’absorption
spécifiques, un relatif a la teneur en fonction acétyle et I’autre invariable selon le DA, qui
permet d’illustrer le changement de structure chimique di a une différence d’acétylation.
Plusieurs corrélations ont été établies et utilisées dans la littérature durant d’autres études sur
le chitosane [31,148,149]. Ces corrélations ont été testées sur les chitosanes commerciaux et
générés et parmi les corrélations une seule s’est avérée adaptée en fournissant des résultats

cohérents [31] :

DA = 31,92 * (A1320/A14_20) - 12,20 eq. 10

Ou Az et Ajgo sont les absorbances du pic a 1320 cm™! 1ié aux fonctions O-H, -C-O et
amines acétylées/amides et du pic a 1420 cm™' relatif & la déformation des liaisons —C-H. Ce
dernier s’est révélé pratiquement inchangé pour différents degrés d'acétylation connus et, par

conséquent, a été choisi comme pic de référence.
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Le degré d’acétylation a été déterminé par spectroscopie infrarouge sur un spectrométre a
transformée de Fourier FTIR Briikker IFS 66 5700 (Briikker Optics, Allemagne) pour une
gamme spectrale comprise entre 400 et 4000 cm™ avec une résolution de 4cm™ et un balayage
de 32 sur des échantillons de 3 a 5 mg. L’analyse des différents matériaux, préalablement
étuvés, a été réalisée par monoréflexion totale atténuée (ATR) en utilisant le module

PLATINUM ATR (Briiker, Allemagne).

E. Analyse des propriétés viscoélastiques et thermomécaniques

1. Par analyse mécanique dynamique (DMA)
L’appareillage utilisé pour cette étude est un analyseur dynamique mécanique DMA system

50N (01dB-Metravib, France) équipé d’un four. L’analyse a été réalisée en mode cisaillement
(plus adapté pour les films) (Figure 47), & une fréquence constante de 10 Hz et pour un
déplacement fixé a 10 pm pour des températures allant de 25°C a 160°C a une vitesse de
3°C.min™". Les échantillons analysés sont sous forme de films, découpés dans la longueur la

plus homogene en épaisseur du film extrud¢, de dimensions 20 x 15 x 0,19 = 0,01 mm.

2 mors fixes

Mors mobile

Figure 47: Image de l'essai mécanique en cisaillement par la DMA

L’analyse n’a pas pu étre réalisée sur les films de PHBV en raison de leur mauvaise planéité
films. En effet, a cause de la fluidité de la matiére lors de 1’extrusion-cast réalisée avec le
microcompoundeur, il n’a pas été possible d’obtenir des films plats avec une épaisseur

homogene ; il n’était donc pas rigoureux de prélever des échantillons de ces films ondulés
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pour faire les analyses en DMA. Il serait judicieux d’envisager un nouveau grade de PHBV,

mieux adapté a I’extrusion-cast, et qui permettrait ainsi une analyse plus précise et correcte.
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CHAPITRE IILI.
GENERATION DE NANOPARTICULES DE
CHITOSANE PAR DES PROCEDES ASSISTES
PAR CO, SUPERCRITIQUE

Dans ce chapitre, nous allons étudier I’influence des conditions de procédés assistés par
COs-sc sur la génération de particules de chitosane. Le CO;-sc est utilisé a la fois pour ses
propriétés physico-chimiques et pour son pouvoir de «pulvérisation ». Dans un premier
temps, nous allons commencer par 1’étude du procédé par effet anti-solvant (SAS) en
s’intéressant a 1’effet de certains paramétres (la composition de la solution de chitosane et la
concentration de la solution basique de récupération) sur la génération des particules de
chitosane. Dans un deuxiéme temps, le développement d’un procédé d’atomisation et de
solubilisation assistées par CO;-sc (SCASA) sera décrit. Les montages expérimentaux

utilisés pour ces procédés ainsi que les matériaux ont été décrits dans le Chapitre I1.



GENERATION DE NANOPARTICULES DE CHITOSANE PAR DES PROCEDES ASSISTES PAR €O, SUPERCRITIQUE

I. Etude des conditions de procédés de génération de
particules de chitosane

A. Procédé par effet anti-solvant supercritique — SAS

1. Principe de I’effet anti-solvant appliqué au cas du chitosane
Le procéd¢ anti-solvant consiste a ajouter a une solution de chitosane, un fluide dans lequel il

n’est pas soluble (le CO,-sc), mais dans lequel le solvant (I’eau acidifiée), 1’est. Ceci
provoque une sursaturation dans la solution provoquant la cristallisation du soluté sous forme
solide : en effet, lors de la mise en contact de la solution avec I’anti-solvant supercritique,
deux transferts de masse ont lieu simultanément : la dissolution du CO;-sc dans la solution
accompagnée d’une expansion importante de volume provoquant une réduction du pouvoir
solvant, et I’évaporation du solvant dans la phase supercritique entrainant une augmentation
de la concentration du soluté ; ces deux phénomeénes provoquent une sursaturation rapide du
soluté induisant sa cristallisation. L’efficacité¢ de ce procédé repose alors sur une miscibilité
suffisante de 1’anti-solvant avec le solvant du polymere. Dans le cas d’une solution habituelle
de chitosane a base d’acide acétique trés dilué dans 1’eau, cette condition de miscibilité n’est
pas satisfaite di a la trés faible miscibilité du CO, dans 1’eau (solubilité de 2,6%mol de CO; a
35°C entre 15 et 20 MPa [150]). Cette miscibilité insuffisante altére 1’effet anti-solvant, raison
pour laquelle ce procédé n’a pas été utilisé auparavant pour la génération des particules de

chitosane.

Dans ces travaux, nous avons étudié ce procédé¢ afin de I’adapter aux solutions de chitosane,
en jouant en particulier sur le contact entre la solution et le CO,-sc et sur la composition des

solutions présentes.

2. Essais préliminaires
Selon Rinaudo et al. (1999), le chitosane subit une solubilisation totale dans I’acide acétique

pour un rapport [AcOH]/[Chit-NH;] = 0,6 [151]. En tenant compte de la nécessité d’une
faible viscosité de la solution pour pouvoir I’injecter a travers le capillaire impliquant des
faibles concentrations de chitosane, la proportion d’acide acétique dans la solution devient

dans ce cas trés faible ; ceci n’est pas favorable pour 1’effet anti-solvant.
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La solution de chitosane a alors été préparée avec un exces d’acide acétique (soll dans le
Tableau 12) pour favoriser le contact entre le CO;-sc et la solution. Ces essais préalables ont

pour but d’évaluer I’effet anti-solvant dans cette condition.

Seule une partie du pilote décrit dans le Chapitre II est utilisée comme le montre la Figure 48
(SAS batch).

Event

sortie COz
P
entrée CO: S g 2 £
Q E2 P2 E1 =
P3 i) |
H Li
Solution CO:
liquide
A(1,2L) R

Event

Figure 48: Schéma de principe du procédé SAS en batch. P1, P2 et P3 : pompe ; A : autoclave ; Q :
débitmétre ; E1 et E2 : échangeurs thermiques ; R : réservoir de CO, liquide.

Le CO;-sc est introduit en premier dans 1’autoclave A, sous pression. Une fois que le systéme
a atteint son état d’équilibre en pression et en température, dans notre cas 17 + 0,5 MPa et
35 + 5°C respectivement, la solution soll est injectée & 1 ml.min™ a travers un capillaire en

inox de 10 mm de longueur et 100 um de diameétre dans I’autoclave pendant 15 minutes.

Apres dépressurisation, une solution limpide a été récupérée au fond de ’autoclave dont le pH
¢tait de 2,38 di a la présence résiduelle d’acide acétique qui n’a pas été évacué par le CO,.
Dans ces conditions de forte acidité, les nuclei de chitosane sont dissous et ne peuvent pas
croitre pour générer des particules solides. Dans cette configuration, le procédé anti-solvant

est donc inefficace.

Afin de générer des particules de chitosane par un procédé SAS, il était nécessaire d’apporter
des modifications au niveau du fonctionnement du procédé, ainsi qu’au niveau des solutions

utilisées.
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3. Optimisation du procédé SAS pour la génération de particules de

chitosane
Quatre modifications ont été apportées au procédé initial : trois concernent la composition des

solutions mis en jeu et une liée au montage.

a. Optimisation du ratio acide acétique/chitosane
En raison de I’acidité résiduelle de la solution récupérée lors des essais préliminaires, il a été
tout d’abord nécessaire de réduire la quantité d’acide acétique utilisée. En appliquant une
"marge de sécurité" par rapport a la condition de steechiométrie (pour compenser les éventuels
problémes d'accessibilité lors de I'hydratation du polymeére), le chitosane a été dissous dans
une solution contenant un "léger excés" d’acide acétique. Dans la suite des expériences, nous
avons adopté un ratio [AcAc]/[Chitosane] de 1 ou 2, au lieu de 10, dans le cas du 1* essai

préliminaire.

b.Renforcement de la miscibilité entre la solution de chitosane et

le CO2-sc par ajout d’éthanol
Pour compenser la réduction de la quantité d’acide acétique, 1’éthanol qui est parfaitement
miscible avec 1’acide acétique et avec le CO, a haute pression, est ajouté a la solution de
chitosane pour renforcer I’effet anti-solvant: il diminue significativement la tension
superficielle de la solution et facilite le transfert réciproque des solvants dans le CO,-sc

(Tableau 16).

Cet effet a été confirmé visuellement par I’expansion volumique des gouttelettes de solution
injectée (non présentée) marquant le meilleur transfert du CO, dans la solution. La présence
de I’éthanol devrait ainsi favoriser le transfert et 1’élimination des solvants et ainsi la

génération des particules.

c. Nouvelle configuration : SAS en mode semi-continu
Le procédé a été modifié afin de favoriser le contact entre la solution de chitosane et le CO,.sc
et d’¢liminer davantage 1’acide acétique (Figure 39). De la méme fagon que dans le SAS en
batch, le CO,-sc est introduit dans un premier temps seul dans ’autoclave. Ensuite, il circule
en circuit fermé dans le but de stabiliser les pressions et les débits dans tout le systéme avant
I’injection de la solution de chitosane. Les différentes pressions sont régulées par le déverseur
et les vannes micrométriques (Tableau 17). Lorsque le régime stationnaire est atteint, deux

capillaires coaxiaux permettent la co-injection, a débit fixe, de la solution de chitosane (a
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I’intérieur) et du CO;-sc (a I’extérieur) dans I’autoclave, dans le but de renforcer les transferts

entre les différentes phases.

Tableau 17: Conditions de pression et de température des différents essais du procédé SAS en
« semi-continu »

TA (OC) PA (MP&) P51 (MPa) Psz (MPa) Ps3 (MPa)
35+£5 17,5+0,5 7,8 £1 7,1+£09 45+0,5

De plus, des séparateurs sont placés a la sortie de 1’autoclave pour recycler le CO; chargé de
solvants avant sa réintroduction dans 1’autoclave. La pression de CO, est réajustée
régulicrement pour compenser la perte de charge lors des purges, les éventuelles fuites et la

chute de pression due a la dissolution du CO; dans la solution de chitosane.
Ce montage sera adopté pour tous les essais réalisés par effet anti-solvant.

Néanmoins, malgré la réduction de la quantité d’acide acétique (Sol3 dans le Tableau 12)
dans la solution de chitosane et malgré le renforcement de D’effet anti-solvant par le
changement du procédé et 1’ajout de 1’éthanol, le pH du milieu de récupération égal a 4,6
demeure toujours trop acide pour conserver des particules solides de chitosane (pH < pK, du

chitosane).
En effet, I’acidité de la solution finale récupérée dans 1’autoclave peut provenir de :

1) la présence d’acide acétique résiduel dans 1’autoclave qui n’a pas été dissous dans le
CO;-sc et évacué, ceci probablement dii a la présence d’eau dans la solution de
chitosane, faiblement miscible avec le CO» ;

2) la solubilisation du CO, dans I’eau, certes non suffisante pour un effet anti-solvant
mais qui peut également engendrer la formation d’acide carbonique H,COs3, qui induit

théoriquement un pH de 3 [152].

Cette acidité a pu provoquer la dissolution de particules de chitosane préalablement formées

ce qui explique leur absence.

Pour obtenir des particules solides, il s’aveére donc indispensable d’ajouter une solution de
récupération dans I’autoclave de précipitation qui permet de neutraliser ’acidité excédentaire

dans le milieu de récupération final des particules.

87



GENERATION DE NANOPARTICULES DE CHITOSANE PAR DES PROCEDES ASSISTES PAR €O, SUPERCRITIQUE

d.Neutralisation de l'acidité résiduelle par une solution basique

dans I'autoclave de précipitation
En respectant les modifications apportées précédemment, une solution basique a été
préalablement placée dans 1’autoclave dans le but de recevoir les particules éventuellement
générées par effet anti-solvant et d’éviter leur dissolution, en neutralisant I’acidité résiduelle
lors de la précipitation des particules. La basicité de la solution de récupération a été choisie

telle que le pH final apres injection soit supérieur au pK, du chitosane de 6,3.

Le Tableau 18 présente les différentes conditions opératoires testées. Pour tous ces essais, la

solution de chitosane Sol3 (pH=4,9) a été utilisée.

Tableau 18: Conditions d’essais pour les expérimentations réalisées par le procédé SAS en mode semi-

continu
Parametres d’injection Solution de récupération
: Qmj QCOZ )

Essai (g.min 1) (g.min ) Type pH; pH¢
M1 0,89 69 R1_NaOH 13,4 7,3
M2 0,88 99 R2_KOH 13,5 7,9
M3 0,89 87 R3 KOH 13,3 6,3
M4 0,92 86 R2_KOH 13,6 7,1
M5 0,87 86 R3 KOH 13,1 7,1

4. Résultats obtenus suite aux modifications apportées au procédé
SAS

a.Effet de la solution de récupération sur les particules de

chitosane générées
Une premicre solution testée est ’hydroxyde de sodium NaOH de pH initial a 13,4 (Tableau
14), qui a permis 1’augmentation du pH final du milieu de récupération jusqu’a 7,3 (essai
M1), alors qu’il n’était que de 4,6 en absence de solution de récupération. Dans ce milieu de
récupération, des filaments en suspension ont été observés. Apres lyophilisation, I’observation

MEB montre la présence d’une couche de cristaux a la surface des particules (Figure 49).
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Figure 49: Cliché MEB des filaments obtenus lors de 1'utilisation d’une solution de récupération a base de
NaOH apreés lyophilisation

Une analyse DRX a permis de déterminer la nature de ces cristaux (Figure 50) : le contact de
I’hydroxyde de sodium NaOH avec le CO; et I’acide acétique CH3;COOH provoque la
précipitation de cristaux de carbonate de sodium Na,COs; — qui engendrent en présence d’eau
et de CO; des hydrogénocarbonates de sodium NaHCO; — et d’acétate de sodium CH3;COONa
respectivement. Il était alors impossible d’analyser les particules dans cet état, ce qui a rendu

nécessaire leur lavage avant la lyophilisation.
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Figure 50: Diffractogramme des particules obtenues lors de 1'essai M2 aprés lyophilisation

Afin d’¢liminer ces sels, une phase de lavage a I’eau est indispensable. Pour réduire le nombre
de cycles de lavage, la solution d’hydroxyde de sodium est remplacée par I’hydroxyde de
potassium (KOH) : la solubilité des sels de potassium dans 1’eau est plus ¢levée que celle de

sels de sodium, ce qui réduit la quantité¢ de sel dans la suspension et rend 1’étape de lavage
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plus aisée. A titre d’exemple, & 20°C, la solubilité de I’hydrogénocarbonate de potassium est

de 322 g.L " alors qu’elle n’est que de 87 g.L! pour I’hydrogénocarbonate de sodium.

Grace aux améliorations précédemment décrites, des particules ont finalement pu étre
observées pour les essais M2 a M5. Les essais M2 et M3 différent par la concentration de la
solution de récupération de KOH. Les résultats de ces deux essais sont présentés sur les
images MEB (Figure 51) et comparés aux particules commerciales (Figure 51a) : pour 1’essai
M2 (Figure 51b), des particules sphériques micrométriques et submicroniques sont observées
dans un réseau poreux de chitosane composé de particules ultrafines. L’essai M3 produit des
nanoparticules et microparticules sphériques mieux définies sans réseau poreux (Figure 51c).

Ces résultats confirment la capacité du procédé SAS a générer des particules de chitosane.

Commercial (a)
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Figure 51: Clichés MEB des particules de chitosane commercial (a) et générées par le procédé SAS : essai
M2, particules sphériques de chitosane dans un réseau poreux (b) et essai M3, particules sphériques de
chitosane bien individualisées (c)
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Ces deux différentes morphologies générées, i.e. les particules intégrées dans un réseau
poreux de chitosane et les particules de chitosane bien individualisées, pourraient s'expliquer

par la coexistence de deux principaux phénomenes de génération de solide (Figure 52) :

1) la génération de particules individuelles par 1'effet anti-solvant du CO,-sc a la sortie du
capillaire (Figure 52a).

2) la génération du réseau poreux par décomposition spinodale qui est d'une part due a la
transition de pH, ce qui induit une instabilit¢ thermodynamique de la solution
engendrant une séparation de phases [153] ainsi que la coagulation de particules lors
du contact de la solution de chitosane avec la solution alcaline, et d'autre part a la

désorption du CO, (Figure 52b, configuration A).

ACOZ + solvants ’Acoz + solvants
co, I
~ A
SOw b A
Co, - - - — {
(@ 7 - %
- - P (20 N ; >
t 4 p
\4 \4
Diffusion de CO, Expansion f‘e _Ia goutte Croissance des nuclei Collecte des particules
dans la goutte Nucléation
Polymeére
chitosane

Configuration A Configuration B

o S 0 O o oo o %o
€0 6000 Binodale o o0 OOO
Spinodale
Décomposition spinodale Nucléation

Formation de réseau poreux Génération de particules

(b)

Solvant Non-solvant
Acide acétique diluée Solution alcaline

Figure 52: Schéma représentant les mécanismes de génération de particules par effet anti-solvant (a) et de
séparation de phase (b) durant le procédé SAS [154]

Ces deux phénomenes concurrents peuvent considérablement varier localement, méme pour
de petites variations de pH; en effet, c’est principalement le pH final de la solution de

récupération qui différe entre les expériences M2 et M3.

Les essais M4 et M5 sont une reproduction des essais M2 et M3 respectivement, pour tester la

répétabilité du procédé SAS : malgré le respect du protocole opératoire, les pH finaux des
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solutions de récupération et les morphologies des solides générés sont significativement

distincts (Figure 53).
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Figure 53 : Clichés MEB des particules de chitosane générées par le procédé SAS montrant un manque de
reproductibilité du procédé (M2 vs M4 et M3 vs M5)
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Ces résultats montrent un manque de stabilité des particules générées dii a une dissolution
partielle et une agglomération dans le milieu de récupération. La forte influence de la chimie
et de la physico-chimie des systémes impliqués, en particulier le pH qui évolue au cours du
procédé, sur la stabilité des particules se traduit par des contraintes opératoires pour le
procédé SAS : quand le pH est en dessous du pK, du chitosane, une dissolution du chitosane a
lieu ; lorsque le milieu est trés basique, une agglomération des particules et une formation
d’un réseau sont observées. Ceci rend la gamme opératoire du pH trés réduite, alors que celui-

ci est difficilement controlable sous pression.

b.Effet de la concentration du chitosane sur les particules
générées

L’effet de la concentration de chitosane a aussi été testé (Sol2 et Sol4). Les morphologies
obtenues n’étaient cependant pas significativement différentes. Un point a remarquer est
I’augmentation de la viscosité des solutions avec la concentration en chitosane (Tableau 16),
ce qui engendre une difficulté de transfert entre la solution et le CO,-sc et réduit I’effet
anti-solvant. Lorsque la solution devient trés visqueuse, la pompe utilisée ne permet plus son
injection dans le milieu supercritique, ce qui est aussi considéré comme une contrainte du

procédé.

c. Comparaison des résultats aux résultats obtenus dans la
littérature

Comme les procédés SAA [128] et SAA-HCM [34] décrit dans le chapitre I, le procédé SAS
développé dans ces travaux a permis la génération de fines particules sphériques de chitosane
a partir d’une solution aqueuse d’acide acétique. Toutefois, les procédés utilisés pour obtenir
des particules séches sont différents: les procédés SAA et SAA-HCM ont permis la génération
de particules seéches en utilisant le CO,-sc comme agent d’expansion accompagné d’un
séchage par un flux d’azote a haute température ; le procédé SAS a permis la génération de
particules solides dispersées dans une solution de récupération qui doit €tre séchée par la
suite. La nécessité d'un post-traitement et les difficultés de contrdle des parametres physico-

chimiques au cours du procédé SAS ont pu induire le manque de reproductibilité observé.

Une alternative au procédé SAA, SAA-HCM et SAS a donc été développée pour générer les
particules de chitosane: le procédé SCASA, pour lequel le procédé de génération a été

simplifié¢ dans le but d’obtenir des particules solides stables.
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B. Procédé d’atomisation et de solubilisation assistées par CO,-sc
(SCASA)

L’objectif initial de ce procéd¢ était de supprimer certains composants organiques afin de
simplifier la physico-chimie du systeéme. L’idée clé ici est de remplacer 1’acide acétique
dissous dans la solution initiale et nécessaire a la solubilisation du chitosane par le CO,
dissous. L’avantage apporté¢ par I’acidification par du CO, dissous sera sa capacité a se

désorber aisément de la solution lors de la dépressurisation.

1. Principe du procédé : une acidification due a la dissolution du CO,
dans l'eau

La dissolution et la mise sous pression de CO, de la suspension aqueuse de chitosane
provoque la dissolution du chitosane dans 1’eau grace au pouvoir acidifiant du CO, (acide
carbonique). Comme nous 1’avons signalé¢ précédemment, selon une étude réalisée par
Diamond et Akinfiev (2003) [150], la limite de solubilité du CO, dans I’eau a 20 MPa et 35°C
est de 2,6% (mol/mol). Dans les mémes conditions de température et de pression, une valeur
de pH de 2,95 de I’eau acidifiée a été déterminée en utilisant le modele de Peng et al. (2013)
[152]; elle vaut 3,26 a 110°C et 20 MPa. Ces valeurs sont en cohérence avec les mesures
réalisées par Read (1975) [155]. La pression et la température de I’autoclave ont été choisies
en conséquence (25+2°C et 20+0,5 MPa). Dans ces conditions, on obtient une émulsion
instable de deux phases : une phase lourde de solution aqueuse de chitosane (majoritairement
dissous) saturée en CO; et une phase 1égére de CO,-sc saturé en eau. Le séchage a I’air chaud
durant la phase de pulvérisation a été renforcé par un flux continu de CO, préchauffé, afin
d’accélérer le séchage des particules avant leur contact avec les parois. Directement apres la
dépressurisation, le pH de la solution résiduelle dans 1’autoclave a ét¢ mesuré autour de 5 ce
qui confirme 1’acidification de I’eau par le CO, sous pression. Les particules ainsi récupérées

sont seches et exemptes de toute trace d’agent organique quel qu’il soit.

2. Optimisation des conditions du procédé
Différentes suspensions de chitosane, de concentrations et de volumes différents, ont été

testées en utilisant le procédé SCASA (Tableau 13). De plus, I’influence de 1’outil de
pulvérisation et de sa position dans le lit d’air fluidisé sur la génération des particules de

chitosane a été évaluée (Tableau 19).
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Tableau 19: Paramétres opératoires des différents essais réalisés par le procédé SCASA

Rendement en

Essai Suspension Outil de pulvérisation wénération de solide (%)
Type Position Diamétre

M’1 Suspl Buse 2 sortie: 340 um Non évalué

M’2 Suspl Capillaire 1 interne: 100 um 214

M’3 Susp2 Capillaire 2 interne: 100 pm 25,5

M’4 Susp3 Capillaire 2 interne: 100 um 22,4

M’5 Susp4 Capillaire 2 interne: 100 pm 334

Le rendement indiqué dans le Tableau 19 représente le rapport entre la masse des particules
de chitosane générées et récupérées et la masse du chitosane solide introduit initialement dans
I’autoclave. Il faut noter qu’une quantité¢ de suspension restent au fond de 1’autoclave a la fin
de l'expérience (moins de 20% de la suspension introduite). On notera également que le
dispositif de collecte de particules (F2) n'est pas encore optimal et doit &tre amélioré : en effet,
les plus fines particules nanométriques dont la taille est inférieure au maillage du filtre F2

peuvent étre perdues a I'évent. Ceci explique la relative faiblesse des rendements mesurés.

L'utilisation d'une buse (essai M'l) engendre un débit de pulvérisation trop élevé par rapport
au débit d'air de séchage : un dépot humide de la solution pulvérisée a ét¢ observé sur la paroi
du lit d’air fluidisé et un film sec a été finalement recueilli avec quelques particules a sa

surface (Figure 54a).

La buse a ensuite été remplacée par un capillaire, ce qui a permis de réduire considérablement
le débit de pulvérisation et deux cas ont été considérés en ce qui concerne 1'emplacement du
capillaire. Tout d'abord, le capillaire a été placé au milieu de la colonne d'air (position 1) et
orienté contre le courant (essai M'2) afin d'avoir une plus longue trajectoire des particules
dans 1’air chaud avant d’atteindre les filtres et ainsi un meilleur séchage: un dépot de film et
des particules de chitosane ont été observés. Le dépot de film est da a la pulvérisation qui, a
cet emplacement de capillaire, était trés proche de la paroi inférieure de la colonne ; le contact
a eu lieu avant que le séchage ne soit terminé. Les particules de chitosane ont été collectées au
niveau des filtres F2. Comme le montre la Figure 54b, ces particules sont sphériques ;
certaines d'entre elles semblent étre creuses, ce qui pourrait s'expliquer par la désorption du

CO; au cours de la solidification des sphéres de chitosane.
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Essai M’1 (a)

Det WD

Figure 54: Clichés MEB des particules de chitosane générées par le procédé SCASA : essais M’1 (a)
M’2 (b), M3 (¢), M’4 (d) and M’5 (e)

Ensuite, lorsque le capillaire a été placé en bas de la colonne d’air, orienté vers le haut dans le
sens du courant d’air (position 2) (essais M'3, M'4, M'S), le dépot de film sur la paroi est
devenu négligeable par rapport a la configuration précédente et le rendement du procédé en
particules solides a été généralement amélioré. La variation de la concentration de chitosane
de 0,5% a 0,62% (essais M2 et M'3 respectivement), ainsi que le volume de la solution
initiale (M'3 a M'5) ne semble pas affecter de maniére significative la génération de particules
ni leur taille (Figure 54 b/c et c/d/e). Dans tous les cas, la distribution de taille des particules
est relativement large comme on le verra dans le paragraphe suivant portant sur la

caractérisation des particules générées.
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II. Influence des procédés de génération sur les propriétés
des particules de chitosane

Dans cette partie, nous allons présenter les propriétés des différentes particules générées par
les trois procédés adoptés (SAS, SCASA et nébulisation) en comparaison avec les particules
de chitosane commercial: une caractérisation de la morphologie, de la granulométrie, de la

structure cristalline, du taux d’acétylation ainsi que les propriétés thermiques seront exposées.

A. La morphologie et la granulométrie des particules de chitosane
La Figure 55 présente les morphologies particulaires générées par les différents procédés ainsi

que les particules de chitosane commercial.

En utilisant le procédé SAS, deux différentes morphologies ont été observées en fonction de
la concentration de la solution alcaline utilisée: dans le cas de la solution de KOH a 2% mass,
des particules nanométriques sphériques et denses ont été repérées dans un réseau poreux de
chitosane (Figure 55c). Le diamétre moyen de ces particules en suspension est de
378 + 13 nm, alors que la solution de KOH la moins concentrée (1% mass) a conduit a des
nanoparticules sphériques mieux définies (Figure 55b) avec un diamétre moyen en suspension

dans 1’éthanol de 820 + 19 nm.
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Figure 55: Clichés MEB, a différentes échelles, des morphologies particulaires obtenues par les procédés
de génération de particules utilisés, comparées aux particules de chitosane commercial

Les particules générées par le procédé SCASA (Figure 55d), sont sphériques. Certaines

d'entre elles sont creuses, ce qui pourrait s'expliquer par la désorption du CO,, piégé dans les

98



GENERATION DE NANOPARTICULES DE CHITOSANE PAR DES PROCEDES ASSISTES PAR €O, SUPERCRITIQUE

sphéres de chitosane, au cours de la solidification des. Les particules générées ont une
distribution de taille bimodale, comme le montre la Figure 56 : des particules a 1'échelle
nanométrique majoritairement et des particules micrométriques composées principalement

des particules nanométriques agglomérées.

Figure 56: Les différentes échelles de structures des particules de chitosane générées par le procédé
SCASA

La taille des particules aux différentes échelles a été déterminée par I’analyse des images
MEB (voir Chapitre II) comme suit: une premi€re mesure a été réalisée a I’échelle
micrométrique correspondant au plus faible grossissement des images. A cette échelle, pour
les différents essais réalisés par le procédé SCASA, une réduction de la taille des particules a

€té observée par rapport aux particules commerciales, comme le montre la Figure 57.
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Figure 57: Distribution des tailles en nombre des particules commerciales et générées par le procédé
SCASA (essai M’3), déterminée par analyse d’image MEB, a faible grossissement. Les points représentent
les valeurs mesurées et les lignes représentent une loi log-normale

Une deuxiéme mesure a €té réalisée a un plus fort grossissement au MEB, ou des particules

nanométriques sphériques ont pu étre observées. Il était difficile de mesurer automatiquement
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la taille des particules a I’aide d’un logiciel d’analyse d’images du fait de leur
agglomération et du manque de contraste pour identifier le contour; la mesure a été réalisée
manuellement sur les clichés MEB, ce qui limite le nombre de mesures. Pour environ 500
diamétres de particules mesurés, le diamétre médian des particules était de 390 nm et moins

de 15% des particules mesurées avaient une taille supérieure a 1 pm (Figure 58).

La distribution de taille a également été évaluée par diffraction laser a I'aide d'un Mastersizer
2000HS: c’est une distribution de taille en nombre monomodale avec un diamétre moyen de
721 nm. Ce diametre est supérieur a celui obtenu par analyse d’image ; ceci peut étre expliqué
par la présence de quelques agrégats dans le milieu liquide (éthanol). Malgré cette différence,
les résultats obtenus par ces deux méthodes de mesures semblent cohérents.
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Figure 58: Distribution en nombre des diametres des particules générées par le procédé SCASA (essai
M’3), déterminée par analyse d’image MEB a grossissement élevé et par diffraction laser en suspension
dans I’éthanol par le mastersizer. Les points représentent les valeurs mesurées et la ligne est une loi log-

normale

De la méme maniére, la morphologie et la distribution de taille des particules générées par le
procédé de nébulisation ont été évaluées par analyse d’image. Les particules générées par ce
procédé, contrairement aux autres particules générées par les procédés supercritiques, ont un
aspect feuilleté et une forte porosité (Figure 55¢), ce qui est probablement di au procédé de
lyophilisation utilisé pour sécher les particules (tous les échantillons lyophilisés présentaient
cette particularité 1’échelle macrométrique). Les particules ont une distribution de taille trés

large, avec une taille moyenne de particules de 39 + 23 pm.

Le Tableau 20 récapitule les tailles des différents types de particules de chitosane par les

différentes techniques de mesure utilisées.
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Tableau 20: Diamétres moyens et médians des différentes particules de chitosane, commerciales et
générées, obtenus par les différentes techniques de mesure

Analyse d’images Granulometre Zétasizer Mastersizer
MEB (sec) (Ethanol) (Ethanol)
Commercial 36um (médian) 32 pm (médian) - -
Nébulisé 39 um (médian) - - -
SAS-M2 - - 0,38 um (moyen) -
SAS-M3 - - 0,82 pm (moyen) -
SCASA-M’3 390 nm (médian) - - 791 nm (moyen)

Il est difficile de comparer la taille des particules obtenues par les procédés assistés par
CO;-sc développés dans ces travaux a celles obtenues par le procédé SAA de Reverchon et al.
(2006) [128] et le procédé SAA-HCM de Shen et al. (2014) [34]: les masses moléculaires des
chitosanes ainsi que les concentrations des solutions étudiées different, deux parametres qui
influencent fortement la taille des particules selon Shen et al. (2014). L'influence des
parameétres opératoires, des propriétés du chitosane et des solutions de chitosane sur la taille
des particules et la distribution de taille des particules, n’a pas pu étre approfondie dans le
cadre de cette thése faute de temps. Cependant, cette étude devra étre entreprise au centre

RAPSODEE en vue de développer et d’optimiser ce procédé.

B. Structure cristalline des particules par diffraction des rayons X
L'analyse DRX (Figure 59) a montré que les deux procédés supercritiques permettent la
génération de structures cristallines répétables mais différentes de celle du chitosane

commercial.

Le rapport des intensités I / I,ax des pics 20 = 10° et 20 =~ 20° a été largement modifié au cours
des trois procédés de génération de particules, surtout dans le cas des procédés SAS et
SCASA. Dans la littérature, le pic autour de 10° est affecté a une forme structurale de
chitosane: les cristaux hydratés (10°) [156]. Le pic autour de 26 = 30°, caractéristique de la
chitine résiduelle dans le chitosane commercial, ainsi que le pic autour de 20 ~46° ont
disparu. Avec le procédé SAS et le procédé de nébulisation, un épaulement a 20 = 23°,
attribué¢ a une forme allomorphique de chitosane [30] et un pic bien défini a 26 = 44° sont
apparus. Avec le procédé SCASA, deux pics autour de 27° et 28°, non identifiés dans la

littérature pour le chitosane, sont apparus.
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Figure 59: Diffractogrammes des différentes particules de chitosane étudiés : commerciale et générées par
les procédés SAS (essais M2 et M3), SCASA (essais M’2 et M’3) et nébulisation

Les deux procédés de génération de particules assistés par CO;-sc ont alors modifié d’une
maniére notable la structure cristalline du chitosane tout en le rendant plus amorphe (halo
amorphe autour de 26 =~ 20° plus important). Il faut tout de méme noter que, méme si la
structure cristalline de la chitine est bien étudiée dans la littérature, la structure cristalline du
chitosane n'est pas encore totalement explorée, ce qui pourrait expliquer la présence de

certains pics non identifiés.

Shen et al. (2014) ont également observé une amorphisation du chitosane avec le procédé de
génération de particules SAA-HCM, qu’ils ont attribué a une brusque sursaturation dans le
précipitateur, qui provoque 1'évaporation rapide du solvant des gouttelettes et une cristallinité
plus faible des particules générées [34]. Reverchon et Antonacci (2006) ont attribué la
formation des particules amorphes de chitosane a un changement de la physico-chimie du
milieu sous des températures de précipitation élevées, éventuellement associées a une
désacétylation et / ou une réticulation du polymeére [128]. Dans notre cas, la vitesse élevée de
sursaturation est engendrée a la sortie du capillaire, ce qui induit la production de formes
solides amorphes régie par la concurrence entre la cinétique de cristallisation des chaines de

chitosane et la vitesse de sursaturation.
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C. Mesure du degré d’acétylation par spectroscopie infrarouge
Le degré d'acétylation (DA) a été calculé selon la méthode détaillée dans le chapitre II. Les

résultats présentés dans le Tableau 21 sont une moyenne de trois mesures.

Tableau 21 : Degrés d’acétylation calculés par la méthode IR pour les différentes particules de chitosane,
commercial et générées par SAS et SCASA,

Type DA (%) = 31,92 x (A1420/A132¢) — 12,20
Commercial 22,17+0,02
Commercial lavé 20,25+0,11
SAS-M2 19,62+0,13
SAS-M3 19,20+0,74
SAS-M4 19,74+0,24
SAS-M5 20,06+0,58
SCASA-M’2 21,89+0,03
SCASA-M’3 22,69+0,05
SCASA-M’4 23,08+0,10
SCASA-M’5 22.75+0,03

Le DA a été trouvé entre 19 et 24% pour toutes les particules de chitosane étudiées, ce qui
montre 1I’absence d’une influence notable des procédés utilisés pour générer les particules de
chitosane sur le degré d’acétylation; les légeres différences peuvent étre dues a différentes
erreurs liées a la technique de mesure. Pour le chitosane commercial, une différence du DA
calculé (~22%) avec le DA donnée par le fournisseur (~ 10%) a été remarquée, mais aucune
explication rationnelle ne pouvait étre donnée. Pour cette raison, les valeurs obtenues ne sont
considérées qu’a titre comparatif pour évaluer I’influence des procédés de génération sur le

degré d’acétylation du chitosane généreé.

Aucune différence significative n'a été observée entre le spectre IR de 1’essai SCASA-M'3 et
le chitosane commercial. Cependant, une différence notable peut étre observée entre ces
spectres et les spectres du chitosane généré par les procédés SAS et de nébulisation : plusieurs
pics sont identifiés uniquement pour ces deux procédés : a 828 et 1509 cm™ pour le procédé
SAS et a 838 et 1726 cm™ pour le procédé de nébulisation. De plus, I’intensité du pic a 1248-
1263 cm™ différe entre les spectres (Figure 60).
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Figure 60 : Spectres IR des particules de chitosane commercial et de chitosanes générés par le procédé
SAS (essai M4), par le procédé SCASA (essai M’3) et par le procédé de nébulisation, en mode ATR

Le pic 4 1248 — 1263 cm™ correspond a la liaison amine secondaire C — N, alors que les pics a
828 — 838 cm™ et 1509 cm™ sont caractéristiques des liaisons amines secondaires N — H en
déformation. Le pic a 1726 cm’ représente les liaisons C = O saturées et le pic a 2964 cm’
est di au groupement CH3. L’augmentation significative de I’intensité du pic des liaisons C —
N dans le cas du procédé SAS ainsi que ’apparition des pics des liaisons N — H et CHj3 alors
qu’ils sont absents sur le spectre du chitosane commercial signifient que, pendant le procédé
SAS, une nouvelle liaison chimique est apparue: en effet, selon Nunthanid et al. (2004) [157],
la dissolution du chitosane dans l'acide acétique induit la production de sels d'acétate de
chitosane (NH3',;00C — CH3) qui se transforment, aprés séchage, en groupement acétyle
présent dans la (N-acétyle-D-glucosamine), motif élémentaire de la chitine [24]. Un résultat

similaire a été observé par Shen et al. (2014) [34].
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Le procédé de nébulisation montre une tendance comparable par I’apparition d’un pic a
838 cm™ (N-H) et du pic de C =0 a 1726 cm™'. Cependant le spectre ne permet pas le calcul

du degré d’acétylation par la corrélation utilisée (eq. 10).

D. Stabilité thermique des particules par analyse thermogravimétrique
L’analyse thermogravimétrique a été réalisée sur les particules de chitosane commercial ainsi
que celles générées par les procédés SAS, SCASA et de nébulisation. L’objectif est de
comparer la rétention d’eau et le comportement thermique de ces particules en fonction de
leur procédé de génération. Les particules commerciales et les particules générées par le
procédé SCASA ont un profil de perte de masse similaire avec deux phases distinctes ; les
chitosanes générés par le procédé SAS et le procédé de nébulisation ont un profil de perte de
masse en 3 étapes (Figure 61). Les températures et les pertes de masse relatives a ces

différentes étapes sont présentées dans le Tableau 22.
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Figure 61: Courbes d’analyse thermogravimétrique et leurs dérivées (dTG) pour les particules de
chitosane commercial et obtenues par procédés SAS, SCASA et par nébulisation

Entre 25 et 150°C, toutes les particules présentent une premiere perte de masse comprise entre
7 et 10% environ, liée a la déshydratation du matériau : la présence des groupements —OH et
amines sur les chalnes de chitosane permettent la fixation de molécules d’eau avec des
liaisons fortes et moins fortes respectivement, ce qui explique le début de la déshydratation
pour des températures inférieures a 100°C [158]. Entre 106 et 165°C, seul le chitosane
nébulisé présente une perte de masse d’environ 4% (Tpic @ 123°C); celle-ci est probablement
associ¢e a la présence des sels hydratés tels que I’acétate de sodium, issus du procédé de
génération, qui n’ont pas été¢ ¢éliminés par le lavage et qui ont libéré les molécules d’eau
contenues dans les cristaux sur cette plage de température [159]. Cette présence résiduelle de
sels est confirmée par une analyse du taux de carbone organique COT (Tableau 23) qui a

montré la présence de carbone inorganique dans le chitosane nébulisé.
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Mise a part le chitosane nébulisé qui montre une rétention d’eau de ’ordre de 12%, les
résultats ne montrent pas alors d’influence significative des deux procédés supercritiques
adoptés pour générer les particules de chitosane sur la quantité d’eau retenue, qui reste
équivalente a celle des particules commerciales (~8%). Néanmoins, on constate que cette
perte de masse débute légerement plus tot pour les particules générées par le procédé SAS

(Tpic de dTG a 60°C) par rapport aux autres particules (Tpica 67°C).

Tableau 22: Pertes de masse relative et températures caractéristiques des pics pour les différentes
particules de chitosane étudiées, entre 25 et 700°C

1% perte de masse 2°™ perte de masse 3™ perte de masse
T Tpic Am T Tpic Am T Tu Am Résidu

O O (%) O (O (%) O €O (%)
Commercial 25-148 66 8,2+£0,5 148-700 267 55,1+0,1 - - - 36,7+0,4
Nébulisé 25-106 65 7,9+0,6 106-165 123 4,1+0,1 165-700 253 50,2+0,1 37,8+0,5
SAS - M3 25-145 60 8,0£1,2 134-304 295 27,9+1,0 304-700 367 34,1+0,1 30,0+0,0
SAS — M4 25-148 60 6,6£0,9 148-334 253  30,7¢0,4 334-700 352 40,4+0,3 22,3+0,2
SCASA-M'3  25-147 66 9,6+£0,8 147-700 290 60,3+0,6 - - - 30,1+0,2
SCASA -M'4  25-147 66 8,8+0,6 147-700 297  60,2+0,5 - - - 31,0+0,1

Dans la région comprise entre 150 et 700°C, deux pertes de masse ont été observées pour les
chitosanes générés par le procédé SAS (Tpic a 295°C et 367°C pour SAS-M3, T a 253°C et
352°C pour SAS-M4) alors que les autres particules n’en ont subi qu’une seule. Par rapport au
chitosane commercial qui se dégrade autour de T,=267°C, le chitosane nébulisé et le
chitosane de SAS — M4 se dégradent a une température plus basse (Tpic=253°C) alors que les
chitosanes générés par les procédés SCASA et SAS-M3 ont une température de dégradation
plus élevée (Tpic entre 290°C et 297°C). La différence des températures de dégradation de
SAS-M3 et SAS-M4 n’est pas encore bien comprise ; dans la littérature, a notre connaissance,
les propriétés thermiques du chitosane généré en présence d’un milieu alcalin n’ont pas été
spécifiées. Une explication possible de cette différence de dégradation pourrait étre la
présence de sels résiduels (acétate de potassium en particulier) dans la structure solide de
chitosane malgré le lavage. Ces sels fondent autour de 292°C ce qui pourrait étre a 1’origine
de la deuxiéme dégradation autour de 352°C et 367°C. Nam et al. (2010) ont constaté que
I’augmentation du degré d’acétylation du chitosane provoque 1’amélioration de sa stabilité
thermique grace a la meilleure stabilité des unités acétylées du chitosane [160]. Dans notre
cas, une apparition des groupements acétyles sur les spectres IR (voir paragraphe précédent) a
été observée sur les spectres de SAS-M3, SAS-M4 et du chitosane nébulisé mais le degré
d’acétylation n’a pas été estimé significativement différent entre les différentes particules de

chitosane ; le degré d’acétylation ne peut pas étre alors a ’origine de cette différence de profil
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de dégradation. De plus, la masse résiduelle non dégradée pour le SAS-M3 qui est
significativement inférieure a celle des autres particules peut étre due a la morphologie
poreuse de ce matériau généré qui est plus facilement dégradable qu’un matériau dense. Par le
procédé SCASA, la dégradation du chitosane se fait en une seule étape comme le chitosane
commercial, mais a une température plus élevée (Tpic entre 290°C et 297°C), ce qui montre
que ce procédé permet la génération de particules de chitosane plus stables thermiquement

que les autres types de particules.

Tableau 23: Taux de carbone organique et inorganique mesurés par COT-métre

Echantillon Taux de carbone Taux d.e carbone Taux de carbone mi.néral
total (%) organique (%) (%) (par soustraction)
Commercial 36,6 35,6 0,9
Nébulisé 29,8 25,0 4.7
SCASA-M"3 37,1 37,7 0
SAS M3 44,1 43,8 0,3
SAS M4 39,3 35,2 42
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IIl.Conclusions sur la génération des nanoparticules de
chitosane par les procédés SAS et SCASA

» le procédé SAS permet I’obtention de nanoparticules de chitosane mais demande

encore a étre amélioré

Le procédé SAS (Supercritical AntiSolvent) a été adapté pour la génération des particules de
chitosane. Des nanoparticules sphériques et denses de chitosane ont ét¢ générées via ce
procédé. Cependant, I’aspect et la morphologie des particules different selon les conditions de
récupération : pour un milieu de récupération a 2% en KOH, des nanoparticules intégrées
dans un réseau poreux formé de particules encore plus fines ont été observées ; le diameétre
moyen de ces particules en suspension dans I’éthanol est de 378 + 13 nm. Une solution de
récupération a 1% en KOH a permis I’obtention de nanoparticules mieux définies avec un

diamétre moyen en suspension dans 1’éthanol de 820 £ 19 nm.

Néanmoins, ce procédé s’est avéré non reproductible. En effet, la sensibilité du chitosane a la
physico-chimie du milieu, surtout au pH qui évolue progressivement au cours de la
dissolution et du dégazage du CO,, ainsi que la phase de lavage a ’eau et le séchage,
semblent altérer la morphologie finale des particules. La fourchette opératoire du pH est trés
réduite et difficilement controlable sous pression: quand le pH est inférieur au pK, du
chitosane, une dissolution du chitosane a lieu ; au contraire, lorsque le milieu est trés basique,

une agglomération des particules et la formation d’un réseau sont observées.

Pour contrdler ce procédé, il est donc nécessaire d’améliorer la stabilité des particules en
maitrisant 1’effet anti-solvant du CO»-sc, I’effet du milieu basique ainsi que le post traitement

pour obtenir des particules séches et exemptes de résidus chimiques.

» Conclusion : SCASA, un procédé original de production de nanoparticules de

chitosane

Le procédé SCASA (Supercritical CO, Assisted Solubilization and Atomization), mis en
place dans cette étude, a montré sa capacit¢ a générer de facon reproductible des
nanoparticules de chitosane séches sans avoir recours a aucun acide organique, en utilisant
simplement le pouvoir acidifiant du CO, dissous dans I’eau pour solubiliser le chitosane. Le

diamétre médian des particules obtenues est de 390 nm.

Ces résultats ne représentent que la phase préliminaire de 1’é¢tude du procédé SCASA.

L'influence des parameétres opératoires (temps de dissolution, parametres de pulvérisation,
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dispositif de collecte ...), des propriétés du chitosane (origine, masse moléculaire, degré
d’acétylation ...) et de la concentration des solutions sur le rendement, la forme et la structure

des particules et leur distribution de taille nécessitera des études complémentaires.

En outre, par rapport aux procédés utilisant des acides organiques tels que l'acide acétique et
l'acide citrique, aucun solvant résiduel n’est présent dans les particules générées et ce sans
lavage postérieur. Ainsi, pour des applications spécifiques ou la présence d’acide résiduel ne
serait pas souhaitable, comme le transfert de médicaments [161], le procédé SCASA apparait

trés avantageux.

» Conclusions sur les propriétés des nanoparticules générées par les procédés SAS

et SCASA

Les deux procédés de générations assistés par CO;-sc ne semblent pas modifier le degré
d’acétylation du chitosane. Ils ont cependant un impact notable sur la structure cristalline du
polymere en le rendant plus amorphe. Les profils de dégradation thermique des particules de
chitosane générées different de celui du chitosane commercial : la dégradation des particules
de chitosane générées par le procédé SCASA est légerement décalée vers les hautes
températures, signe d’ une meilleure stabilité¢ thermique ; les particules générées par le procédé
SAS présentent deux pics de dégradation qui pourraient €tre diis a la présence des sels

résiduels provenant de la solution de récupération.

Au vu des résultats obtenus, c’est le procédé SCASA qui a été retenu en priorité pour fournir

les nanoparticules nécessaires a 1’élaboration des biocomposites a matrices PLA et PHBV.
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CHAPITRE 1V.
ELABORATION ET PROPRIETES DES
FILMS BIOCOMPOSITES PLA/CHITOSANE
ET PHBV/CHITOSANE

Dans ce chapitre est abordée la question de 1’élaboration de nanocomposites totalement
issus de ressources renouvelables a partir de deux matrices biopolyesters (PLA et PHBV)
et du chitosane comme charge particulaire. L’état de la dispersion du chitosane dans ce
type de matrice n’est actuellement que peu étudié, et encore moins par voie fondue. Dans
ce cadre, une étude sur I’'impact des charges générées sur différentes propriétés de ces

biopolyesters a été effectuée.



ELABORATION ET PROPRIETES DES FILMS COMPOSITES PLA/CHITOSANE ET PHBV/CHITOSANE

I. Etude des propriétés morphologiques et
microstructurelles des matériaux a base de PLA, de PHBV
et leurs composites

A. Evaluation de la dispersion des particules de chitosane dans les films
de PLA et PHBV

L’analyse de la dispersion des particules de chitosane dans les films biopolyesters a été
réalisée a trois niveaux: une analyse visuelle, une analyse par microscopie optique et une

analyse par microscopie ¢lectronique a transmission.

Indépendamment du type de particules de chitosane utilisé, un jaunissement du film et une
augmentation de la rugosité ont été constatés lors de 1’incorporation des particules par rapport

au film de PLA seul (Figure 62).

Figure 62: Films de PLA Pur et de PLA:Com-2,4% obtenus par extrusion

Dans les mémes conditions opératoires, la présence de particules de chitosane dans le PLA
semble réduire la viscosité du composite durant 1I’extrusion en le rendant plus fluide. Ensuite,

les films composites paraissent moins ductiles que les films de PLA seul.

Généralement et indépendamment de la nature des particules de chitosane utilisées, aucune
agglomération significative de particules n’a été observée. Ceci est le signe d’une bonne

dispersion dans la matrice (Figure 63).
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Figure 63: Dispersion des différentes particules de chitosane dans les matrices PLA et PHBV a deux
grossissements (x4 et x40)

Les larges particules de chitosane commercial sont facilement identifiées au sein du film de

PLA et leur taille ne semble pas étre modifiée apres extrusion. Les particules nébulisées sont
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identifiables avec une forme particulaire aléatoire mais elles semblent avoir une taille plus
petite apreés 1’opération d’extrusion. En revanche, les particules générées par le procédé
SCASA sont difficilement identifiables dans le film et seules quelques larges particules sont
repérées pouvant étre des traces résiduelles des essais précédents, des impuretés dans les
particules lors de la phase de récupération ou encore, certaines nanoparticules agglomérées
qui n’ont pas été dispersées pendant la phase d’extrusion. Une superposition de plusieurs
plans de ces particules fines dans 1’épaisseur du film de PLA rend leur observation plus
compliquée. De maniére générale, les particules micrométriques générées par le procédé
SCASA, formées majoritairement par des nanoparticules agglomérées, semblent étre
correctement désagrégées et dispersées dans la matrice de PLA lors de ’extrusion. Toutefois,
il faut noter que dans ces conditions, le procédé d’extrusion n’était pas suffisant pour
individualiser les particules nanométriques. Dans la suite, on conservera le terme

« nanométrique » ou le préfixe « Nano » pour faciliter la désignation de ces particules.

L’observation des films composites de PHBV ¢tait plus difficile que celle des films de PLA,
en raison de 1’opacité du matériau mais, comme le montre la Figure 63d, la dispersion semble

similaire a celle observée dans le PLA.

Toutefois, pour la méme fraction massique de chitosane, différentes morphologies de
dispersion ont pu étre observées en fonction du type de particules ; ceci est visible sur les
images a fort grossissement. Dans le cas des films « PLA:Com », la dispersion des particules
dans la matrice laisse une large zone de cette derniére sans particules (Figure 63a) ; cette zone
«vide » semble moins large dans le cas des films « PLA:Nebu » (Figure 63b) et largement
plus étroite pour les films « PLA:Nano ». Les mémes constatations peuvent étre faites sur les
clichés obtenus par microscopie électronique a transmission (TEM) des coupes au microtome

des joncs composites (Figure 64).

100 um 100 pm —m—— —— 100 um

Figure 64: Clichés TEM montrant la dispersion des différentes particules de chitosane dans la matrice
PLA a un taux de charge de 2,4%. (a) particules commerciales, (b) particules nébulisées et (c) particules
générées par le procédé SCASA
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Cette différence d’homogénéité peut étre expliquée par la disparité entre les tailles et surfaces
spécifiques des différentes particules : les particules générées par le procédé SCASA qui ont,
en majorité, une taille inférieure a 2um dans le composite disposent d’une surface spécifique
plus importante que celle des particules nébulisées et des particules commerciales. Les
particules générées par ce procédé ont permis une meilleure dispersion et répartition dans les

films composites.

La distribution de taille des particules dans les films aprés extrusion a été mesurée par
granulométrie en voie liquide apres dissolution des films de PLA dans le chloroforme (Figure
65). Le procédé d’extrusion ne semble pas avoir impacté la taille des particules de chitosane
commercial, cependant, une 1égere réduction de la taille des particules nébulisées peut étre
observée (voir Chapitre III). Une réduction significative de la taille des agglomérats des
particules nanométriques peut étre remarquée aprés extrusion, ce qui confirme nos

observations par microscopie optique.

s——=pLA:Com
s—pLA:MNano
PLA:Nebu

% (volume)
.

0.3 3 30
Taille {um)

Figure 65: Distribution de taille en volume des particules de chitosane aprés extrusion obtenue par
granulométrie en voie liquide aprés dissolution des films de PLA dans le chloroforme

Il faut noter que I’appareillage de mesure utilisé ne permet pas d’observer les particules les
plus fines (limite a 400 nm). Des analyses sont en cours par un autre appareillage pour obtenir

les tailles ultimes des particules.

115



ELABORATION ET PROPRIETES DES FILMS COMPOSITES PLA/CHITOSANE ET PHBV/CHITOSANE

B. Etude de la cristallisation du PLA, du PHBV et de leurs composites
Dans le paragraphe suivant, nous nous intéressons a la cristallisation des composites en
¢valuant I’effet du type et de la concentration des particules de chitosane sur la cristallinité

des composites et en particulier, les températures, les taux et la cinétique de cristallisation.

1. Effet de la mise en ceuvre et de la présence des particules de

chitosane sur la cristallisation anisotherme du PLA et du PHBV
Une premiere approche consiste a étudier la cristallisation des composites par un cycle

anisotherme de montée-descente-montée en température. La comparaison entre la premiére et
la deuxiéme montée en température permettra de mettre en évidence 1’effet du procédé
d’extrusion ; les phénomeénes observés lors de la deuxiéme montée ne sont en effet fonction
que de I’effet des charges puisque I’histoire thermo-mécanique liée au procédé est effacée par

la premiére fusion du matériau.

a. Cas des films composites a base de PLA
Le PLA est un polymeére a cristallisation lente ce qui explique 1’absence d’exotherme au cours
du refroidissement et son apparition sur les thermogrammes de chauffe pour les deux niveaux
de charge testés, 2,4% (Figure 66) et 10% (Figure 67) En effet, la vitesse de refroidissement
est trop rapide pour permettre la formation des cristaux et leur croissance avant la réduction
de la mobilité moléculaire par refroidissement. Une chauffe postérieure permettra d’atteindre
la mobilité moléculaire nécessaire pour cette croissance [162]. Ce phénomene est connu sous

le nom de la « cristallisation froide ».

Il faut aussi remarquer que tous les échantillons présentent une variation enthalpique aux
alentours de 60°C correspondant au passage de la transition vitreuse et a la relaxation des

chaines moléculaires de la partie amorphe du polyester.
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Figure 66: Thermogrammes enregistrés par DSC lors d’un cycle de température montée-descente-montée
de 35 a 180°C pour « PLA Pur », « PLA:Com-2,4%», « PLA:Nebu-2,4% » et « PLA:Nano-2,4%»
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Figure 67: Thermogrammes enregistrés par DSC lors d’un cycle de température montée-descente-montée
de 35 a 180°C pour « PLA Pur », « PLA:Com-10%», «<PLA:Nebu-10%» et « PLA:Nano-10%>
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i. Effet de la mise en ceuvre: comparaison entre la premiére et la
deuxieme chauffe

Dans le cas du PLA et de ses composites a 2,4% et 10% de charge de chitosane commercial,
nébulisées et nanométriques, aucun changement significatif n’est observé au niveau des
températures de transition vitreuse T, et de fusion Ty des différents matériaux entre la
premiére et la seconde chauffe. Cependant, les différents pics de cristallisation froide sont
décalés vers des plus hautes températures lors de la deuxiéme montée (décalage beaucoup
plus marqué pour les composites a 2,4% de charge de 1’ordre de 5°C). Ceci montre que le
procédé d’extrusion a accéléré le début de la cristallisation du PLA et de ses composites,
possiblement a cause de [’organisation locale des chaines générée durant le procédé
d’extrusion, qui a favorisé la germination et la cristallisation des sphérolites lors de la
cristallisation froide. Peurton (2008) a aussi avancé cette hypothése pour expliquer la présence
d’un pic de cristallisation froide pour un PLA extrudé et son absence pour le granulé de PLA
[162]. L’apparition des pics exothermiques autour de 80°C et 95°C lors des premicres

montée-descente du PLA:Nebu-10% reste encore inexpliquée.

Dans le calcul des enthalpies, la fraction massique des particules dans le composite est prise
en considération. L’enthalpie de fusion AH¢ représente 1’énergie nécessaire pour fondre
I’ensemble des cristaux présents dans le matériau dans I’état considéré. L’enthalpie de
cristallisation froide AH,.. observée représente 1’énergie libérée par la cristallisation froide.
Toutes les données liées a la premiere chauffe sont présentées dans le Tableau 24. Le taux de
cristallinit¢ des matériaux a la sortie du procédé d’extrusion xco peut alors étre évalué selon

I’équation eq. 5.

Pour tous les composites, le taux de cristallinité xco ne dépasse pas les 3% (sauf dans le cas de
PLA:Nano-10%, il est autour de 5%). Les films composites a la sortie de I’extrudeuse sont

donc quasiment amorphes.

Tableau 24 : Températures et enthalpies de fusion et de cristallisation et taux de cristallinité obtenus pour
les films composite de PLA avec les différentes charges de chitosane durant la premiére chauffe

Teo(°C) AHe (J.g') Tu(°C)  Tp(°C) AHi(J.g) T,(°C)  %0(%)  %r(%)

Pur PLA 119,1£0,2 21,1£2,1 152,9+0,1 23,3+ 1,0 60,9+0,0 2,3+1,2 25,6+1,1
PLA:Nano-2,4% 111,7+0,9 25,4+1,7 152,2+0,5 158,1+1,3 27,5+0,3 62,3+1,6 2,2+1,5 30,2404
PLA:Nebu-2,4% 125,7£2,8 19,7+4,5 155,7+1,2 19,6£5,0 59,7+0,7 0,2+0,6 21,49+5,5
PLA:Com-2,4% 1259+3,7 19,7+0,5 156,5+1,0 20,1£2,6  61,4+0,6 0,5+0,5 22,13+2,8

PLA:Nano-10% 107,7£1,7 34,2£0,0 152,1+1,0 162,3+0,2 39,0+0,8 58,7+1,0 5,3+0,9 42,9+0,9
PLA:Com-10% 115,1+0,0 37,9+2,8 146,9+0,1 155,4+0,0 38,2+2,8 58,4+0,6  0,4+0,1 42,043,1
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ii. Effet des particules de chitosane
Dans ce paragraphe, on s’intéresse uniquement a la seconde chauffe qui met en évidence
I’effet des charges de chitosane sur la cristallisation du PLA. Sur ce thermogramme, la
présence de 2,4% de particules de chitosane ne semble pas affecter la température de
transition vitreuse T, du PLA qui reste de 60 = 1°C pour tous les films. Néanmoins, une
baisse non négligeable de la température de transition vitreuse peut étre observée quand le
taux de charge augmente a 10% surtout dans le cas films a base de charges de chitosane
commercial et nébulisées pour lesquels la transition vitreuse est de 56,2°C et 55,7°C,

respectivement (Figure 68).
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Figure 68: Température de transition vitreuse du PLA et de ses composites au cours de la deuxiéme
chauffe (endo AN)
Une explication qui pourrait justifier le décalage de la transition vitreuse vers les basses
températures, caractéristique d’une augmentation de la mobilit¢ moléculaire, serait la
réduction de la longueur des chaines moléculaires de PLA par la présence d’un fort taux de
charge qui augmente de fagon significative le taux de cisaillement lors du procédé d’extrusion
et entraine une dégradation des chaines. La mesure de la masse moléculaire de ces différents
films composite PLA/chitosane est un ¢lément qui permet de vérifier cette hypothese
(Tableau 25). On constate en effet que les masses moléculaires moyennes M,, et M, pour les
films chargés a 10% de chitosane commercial et nébulisé sont divisées par 3 environ alors
qu’elles restent dans le méme ordre de grandeur pour le film chargé a 10% de chitosane

nanomeétrique. On note par ailleurs que le procédé d’extrusion-cast n’a pas d’effet significatif
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sur le PLA pur, ce qui met bien en évidence I’effet marqué des forts taux de charge sur la

diminution de la masse moléculaires.

Tableau 25: Masses moléculaires des granulés de PLA non extrudés et des films de PLA Pur et de ses
composites mesurées par GPC

M, M, M, M, M, IP
PLA granulé 163937 92135 151992 131173 253241 1,8
PLA Pur (film) 176206 103145 165238 143218 255019 1,7
PLA:Nebu-2,4% (film) 155924 85041 145261 133228 237187 1,8
PLA:Com-2,4% (film) 133732 71587 124140 112542 204416 1,9
PLA:Nano-10% (film) 172438 100256 161502 141138 251932 1,7
PLA:Nebu-10% (film) 57877 29444 53402 51114 91532 2,0
PLA:Com-10% (film) 58666 29510 54085 50350 93083 2,0

Deux différences importantes peuvent étre observées entre les thermogrammes des
composites en fonction de la nature et du taux de charge utilisés : la premiére est liée au pic de

cristallisation froide et la deuxiéme au pic de fusion (Figure 69).

Le pic de cristallisation froide est plus étroit et décalé vers les basses températures quand la
taille des particules diminue ou quand le taux de charge augmente. Ceci peut étre le signe
d’une cristallisation froide prématurée de la matrice : la différence entre le PLA:Com-2,4%, le
PLA:Nebu-2,4% et le PLA Pur est trées faiblement marquée (mais en faveur du
PLA:Nebu-2,4%) avec un pic de cristallisation froide autour de 130°C et tres étalé ; les
enthalpies de cristallisation associées sont faibles et mesurées entre 8 et 13 J.g"'. Cependant, le
PLA:Nano-2,4% présente une baisse significative de la température de cristallisation froide de
I’ordre de 10°C et une augmentation trés importante de 1’enthalpie de cristallisation froide qui
est de 26,7 J.g". Cette différence est encore plus marquée quand le taux de particules
augmente, avec des températures de cristallisation froide de 36, 26,7 et 31,2 J.g"' pour les

films PLA:Com-10%, le PLA:Nebu-10% et PLA:Nano-10%.
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Figure 69: Pics de cristallisation froide et de fusion du PLA et de ses composites au cours de la deuxiéme
chauffe (endo AN)

Deux explications peuvent étre a I’origine de ce phénomene : la premicre serait la réduction

de la longueur des chaines par la présence de ces charges qui a favorisé¢ la mobilité

moléculaire et avancer et favoriser la cristallisation froide ; la deuxiéme serait liée a un effet

nucléant de ces charges. Dans le cas des films PLA:Nano 10%, aucune réduction de la masse

moléculaire liée ni au procédé d’extrusion ni aux charges nanométriques n’a été observé

(Tableau 25), ce qui laisse supposer que les particules nanométriques ont joué le role d’agent

nucléant dans le PLA. Dans le cas des charges commerciales et nébulisées, la dégradation du

matériau par la présence de ces charges durant le procédé d’extrusion est trés marquée, ce qui

laisse supposer que la dégradation des chaines de PLA est la raison principale de la

modification de la cristallisation froide.

Tableau 26: Températures, enthalpies et taux de cristallinité obtenus pour les composites de PLA durant
la seconde chauffe

T (°C) AH. (J.g) Ta(°C) Tp(°C) AH(J.g) T,(°C) 70(%) (%)
Pur PLA 1293+1,8 82+27 1544+0,2 9,49+2.8 60,1£0,7 1,4£0,1 10,4+3,1
PLA:Nano-2,4% 118,9+0,9 26,7+0,8 153,8+1,2 158,2+1,3 28,5+0,2 61,5¢1,8 2=+1,1 31,3+0,3
PLA:Nebu-2,4% 129,5+1,6 13,0£1,0 156,0+1,7 13,9+0,1 61,0+0,3 1,0+1,3 15,3+0,2
PLA:Com-2,4% 131,1+0,7 124+1,0 156,3+0,5 12,940,5 61,1£1,6 0,6£0,6 14,2+0,5
PLA:Nano-10% 110,1+0,5 31,2+1,2 150,9+0,1 160,6+0,1 37,8+0,7 58,8+0,1 7,2+0,6 41,5+0,8
PLA:Nebu-10% 106,4+0,7  26,7+0,8 145,7£0,2 155,4+0,5 33,7+1,2 55,1+0,2 7,5+0,5 36,4+0,7
PLA:Com-10%  115,4+0,2 36,0+0,9 146,8+0,0 154,9+0,1 36,1£1,0 56,2+0,8 0,2+0,1 39,6+1,1
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Par ailleurs, tous les composites de PLA a 10% de charges et le PLA:Nano-2,4% présentent
deux pics endothermiques de fusion alors que le PLA Pur, PLA:Nebu-2,4% et
PLA:Com-2,4% n’en présentent qu’un seul. Plusieurs raisons peuvent expliquer 1’apparition

d’un double pic de fusion [162—-164] :

o la fusion de deux structures cristallines distinctes coexistantes (o et f3),

o la fusion, au sein de la méme structure cristalline, de deux populations de cristaux de taille
et perfection différente,

o a un phénomeéne de fusion — recristallisation — fusion induit par la formation d’une
premicére structure cristalline instable qui fond a plus basse température (1er pic de fusion)
suivie d’une cristallisation d’une deuxieme structure cristalline plus parfaite et stable qui

fond a plus haute température (2éme pic).

Stoclet (2009) a ¢étudi€ la structure cristalline du PLA apres extrusion, par DRX et seule la
forme o apparait, ce qui €¢limine la possibilit¢ d’un polymorphisme [164]. De nombreux
auteurs ont montré¢ que D’apparition d ’un double pic de fusion pour le PLA est li¢e
uniquement a la troisiéme hypothése, fusion-recristallisation-fusion [147,162,165]. Yasuniwa
et al. (2004) ont étudié I’évolution de ce double pic pour le PLA seul, en fonction des vitesses
de chauffe et de refroidissement [147]. Selon ces auteurs se sont deux paramétres qui
influencent fortement 1’apparition ou non du double pic. Ils ont constaté par exemple qu’une
vitesse de refroidissement trés rapide favorise la génération de cristaux imparfaits et qu’une
vitesse de chauffe trés rapide ne donne lieu qu’a un seul pic de fusion attribué a cette famille
de cristaux imparfaits. La cinétique de cristallisation étant lente comparée a la cinétique de

fusion, la recristallisation ne peut pas avoir lieu.

La compétition entre ces deux phénoménes de fusion et recristallisation ne permet pas la
visualisation du pic de recristallisation qui se trouve confondu avec le pic de fusion a cause
des vitesses de chauffe relativement rapides. Pour cette raison, une analyse en DSC modulée a
¢été réalisée afin de séparer le signal thermique réversible lié a la fusion et le signal irréversible

lié a la cristallisation Figure 70.
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Figure 70: Thermogrammes obtenus par DSC modulée en température du PLA:Nano-2,4% lors de la 2°™
chauffe, a une amplitude de chauffe de 2°C min et une période de 60 s (en bleu, flux total ; en rouge, signal
réversible ; en marron, signal irréversible)

Sur le signal réversible du PLA:Nano-2,4%, on observe clairement deux pics de fusion et un
épaulement sur le premier pic, sur la plage 140 - 160°C : le premier entre 140°-°150°C qui est
intense et le deuxieme entre 150-160°C de plus faible intensité. Sur le signal non réversible,
on observe un exotherme de cristallisation dans la région du premier pic de fusion observé sur
le flux thermique total, suivi d’un pic endothermique de fusion qui semble étre la continuité
du deuxiéme pic observé sur le signal réversible. Le « cas idéal » aurait été d’observer
seulement la cristallisation sur le signal non réversible et la fusion sur le signal réversible afin
de mieux dissocier les deux phénomeénes. Ceci est possiblement dii aux paramétres
d’acquisition. En effet, suivant les caractéristiques moléculaire du polymeére, la période
d’oscillation définit une fenétre favorable de telle sorte que 1’on observe la fusion soit sur le
signal réversible (si le temps d’oscillation est suffisamment long pour la fusion), soit sur le
signal non réversible (s'il n"y a pas concordance entre la période et la longueur des chaines).

Dans notre cas, la deuxiéme fusion est répartie sur les deux signaux.

Tous les composites contenants 2,4% et 10% de charges présentent le méme comportement en
DSC modulée, en température. Cette étude montre donc que les doubles pics observés
précédemment sur certains thermogrammes de la DSC classique sont liés a un phénomeéne de
fusion-recristallisation-fusion 1i¢ a la perfection des cristaux formés lors de la cristallisation

123



ELABORATION ET PROPRIETES DES FILMS COMPOSITES PLA/CHITOSANE ET PHBV/CHITOSANE

froide ; méme si un pic simple est observé pour les autres composites en cycle DSC standard,
ce phénoméne est bel et bien présent et identifiable en DSC modulée. Peurton et al. (2009)
[162] et Gérard et al. (2013) [166] ont rapporté que ce phénomene est plus probable et plus
marqué si 1I’écart entre la température de cristallisation froide et la température de fusion est
important. Ce phénoméne expliquerait 1’apparition du double pic au sein des composites
PLA:Nano-2,4% et PLA avec 10% de charges qui présente un écart de 1’ordre de 35°C entre
la cristallisation froide et la fusion; puis son absence dans les matériaux PLA Pur,

PLA:Com-2,4% et PLA:Nebu-2,4% qui présente un écart plus faible de I’ordre de 26°C.

Les taux de cristallinité finaux calculés par I’équation eq. 4 apres la cristallisation froide des
différents composites sont également présentés dans le Tableau 26. L’ajout du chitosane
nanométrique a un taux de 2,4% augmente significativement le taux de cristallinité par
rapport au PLA Pur (31,3% contre 10,4% pour le PLA) alors que ni le chitosane nébulisé ni le
commercial ne semblent pas avoir d’effet significatif. L’augmentation du taux de charge a
10% augmente davantage le taux de cristallinit¢ du PLA, qui devient équivalent pour le
PLA:Nano et PLA:Com, 41,5 et 39,6% respectivement. Il faut rappeler que 1’origine de cette
augmentation du taux cristallinité est différente pour les différentes charges a 10%. En effet,
le PLA:Nano-10% n’a pas subi de dégradation des chaines de PLA en présence des charges ce
qui suggere un effet nucléant des charges ; dans le cas de PLA:Com et PLA:Nebu, cette
dégradation est importante et principalement responsable de l’augmentation du taux de
cristallinité. L’augmentation importante du taux de cristallinité par 1’ajout des nanocharges de
chitosane au PLA, pourrait permettre d'éviter des traitements plus complexes mis en place

pour atteindre des valeurs de taux de cristallinité importantes.

De plus, la comparaison des taux de cristallinité finaux lors de la premiere et la deuxiéme
chauffe montre bien que le procédé d’extrusion-cast a un effet « positif » sur la cristallisation
froide du PLA, en lien avec ’orientation des chaines au cours du procédé. On note par
exemple pour le PLA pur que le taux de cristallinité mesurée a la premicre chauffe est de
25,6% contre seulement 10,4% a la deuxiéme chauffe. Il faut aussi préciser que seulement
dans le cas du PLA:Nano-10%, la valeur du taux de cristallinité initial y, n’est pas
négligeable pendant les deux chauffes et cela avec une valeur similaire de 1’ordre de 5%, qui
suggere la présence de cristaux trés stables thermiquement qui n’ont pas été fondus a 180°C ;

cette hypothése reste a vérifier.
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b. Cas des films composites a base de PHBV
La méme étude en DSC a été réalisée sur le PHBV et ses composites (Figure 71).
Contrairement au PLA, le PHBV posséde une cinétique de cristallisation rapide qui explique
I’apparition du pic exothermique 1li¢ a la cristallisation pendant le refroidissement. La
transition vitreuse n’apparait pas sur les thermogrammes ; elle se situe a des températures
beaucoup plus basses (autour de 5°C selon le fournisseur) et n’apparait donc pas dans le
domaine de température étudié. Le Tableau 27 récapitule toutes les valeurs de températures

caractéristiques et d’enthalpies pendant les deux montées en température et le refroidissement.

—PHBY Pur —PHBV : Com - 24% —PHBYV : Nano -2,4%

—PHBV : Nebu -2,4% - - PHBV : Com -10%

endo -->

2&me
montée

1lére
descente

Flux thermique (W/g)

lere
montée

40 &0 80 100 120 140 160 180

Temperature (°C)

Figure 71: Thermogrammes enregistrés par DSC lors d’un cycle de température montée-descente-montée
de 35 4 200°C pour « PHBV Pur », « PHBV:Com-2,4%>», « PHBV:Nebu-2,4%>», « PHBV:Nano-2,4%> et
« PHBV:Com-10%»

i. Effetdela mise en ceuvre
L’effet de la mise en ceuvre est moins marqué que dans le cas des films composite a base de
PHBV/chitosane. Les enthalpies de fusion a la premiére et la deuxiéme montée sont en effet
tres proches ce qui indique que le procédé d’extrusion-cast et les conditions de
refroidissement (plus rapide dans le cas de I’extrusion) ont peu d’effet sur le taux de
cristallinité. On constate cependant la disparition du deuxiéme pic de fusion a 175-183°C lors
de la deuxiéme montée en température, qui suggere que des cristaux plus stables
thermiquement avaient été formés lors du procédé d’extrusion-cast et que ces derniers ne se

sont pas reformés dans les conditions standards de refroidissement a 10°C/min. On peut donc

125



ELABORATION ET PROPRIETES DES FILMS COMPOSITES PLA/CHITOSANE ET PHBV/CHITOSANE

penser que le procédé d’extrusion-cast et les vitesses de refroidissement plus rapides
favorisent la germination et la cristallisation d’une fraction de cristaux plus parfaits et stables

en lien avec I’organisation locale des chaines générée durant le procédé d’extrusion.

Ce deuxieme pic de fusion pourrait étre aussi li¢ a un phénoméne de fusion-recristallisation
similaire a celui observé pour le PLA. Une analyse en DSC modulée a été réalisée afin de

vérifier cette hypothese (Figure 72).
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Figure 72 : Thermogrammes obtenus par DSC modulée en température du PHBV:Com-2,4% lors de la
1ére chauffe, 2 une amplitude de chauffe de 2°C min et une période de 60 s (en rouge, le signal réversible ;
en marron, le signal irréversible)

On voit bien la présence de deux pics de fusion bien distincts sur le signal réversible et, sur le
signal non-réversible, la présence d’un faible pic exothermique dans la région du premier pic
endothermique de fusion observé sur le thermogramme de la DSC classique. Ceci suggére que
le phénomeéne de fusion-recristallisation reste ici mineur par rapport a 1’effet du procédé
extrusion-cast qui est donc principalement responsable de la formation de ces cristaux plus

stables thermiquement.

ii. Effet des particules de chitosane
La présence du chitosane dans le PHBV, quels que soient le taux et le type de chitosane
utilisé, n’affectent pas significativement la température de cristallisation. On observe
cependant une légére augmentation du taux de cristallinité¢ final du PHBV au fort taux de
charge. Ikejima et Inoue (1999) ont étudié la cristallinit¢ d’un mélange de polymere

PHBV/chitosane préparé par mélange de solution (voir Chapitre I) [65]. Ils ont observé une
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diminution du taux de cristallinité avec I’augmentation de la fraction de chitosane. Ils ont
expliqué cette baisse de cristallinité par la présence des macromolécules rigides de chitosane
autour des molécules de PHBV qui réduit la mobilit¢é de ces derniéres et inhibe Ia
cristallisation. Dans notre cas, le mélange se fait par incorporation de charges de chitosane par
voie fondue ; il n’y a donc pas de mélange intime des macromolécules de chitosane et de
PHBYV mais seulement des interactions a 1’interface charge / matrice qui semblent avoir un
effet limité sur la cristallisation, et qui explique donc ’absence de 1’amorphisation observée
par Inoue et Ikejima. Sur la base de ces résultats, les particules de chitosane ne semblent donc
pas avoir un effet nucléant lors de la cristallisation de ce biopolyester comme c’était le cas
pour le PLA : le PHBV non chargé avec le chitosane possede déja une cristallinité trés élevée
(%et ~ 54%), probablement due a la présence d’agent nucléant dans le matériau commercial ; il

est alors difficile de dépasser ce taux élevé par I’ajout des charges de chitosane.

Tableau 27: Températures, enthalpies et taux de cristallinité obtenus pour les composites de PHBV durant
les chauffes-refroidissement

1% chauffe 1¥ refroidissement 2% chauffe
Tf] TQ AH{ pr Tc AH? Tﬂ AH]f Xﬂf
(&9) (&) Jg) () O J.g) (&) Jg) ()
PHBV Pur 170,7+0,1 175,4+0,0 77,1+0,4 52,9+0,3 115,4+0,2 82,6+0,6 170,9+0,1 78,4+1,6 53,7+1,1

PHBV:Nebu-2,4% 173,5:1,5 183,2+1,3 79,9:0,1 54,7+0,1 113,2:0,6 77,6:0,7 170,2:1,5 78,7:0,3 53,9:0,2
PHBV:Com-2,4% 172,8+0,2 182,5:0,2 82,4+1,1 56,5:0,7 116,2:0,5 83,80,2 170,0:0,3 81,2:0,6 55,6:0,4
PHBV:Nano-2,4% 169,70,3 73,8:0,7 50,5:0,5 115,6:0,4 79,7+0,3 170,6:1,8 79,7:0,2 54,6:0,1
PHBV:Com-10%  167,9% 174,9:0,3 82,1:0,6 56,2:0,4 114,8:0,1 85,1:0,2 169,7:0,0 84,8+0,7 58,1=0,5

* Ce pic n’apparait que sur un spectre des deux séries réalisées

Une analyse en StepScan a permis d’étudier les phénomeénes de recristallisation—fusion lors de
la deuxiéme montée, pour laquelle seul un pic de fusion apparait. Les thermogrammes
obtenus sont présentés dans la Figure 73. Les courbes des signaux irréversibles montrent la
présence d’un pic exothermique situé¢ entre deux pics endothermiques de fusion. Ces trois pics

sont localisés dans la région du pic endothermique unique observé en DSC classique.
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Figure 73: Courbes du signal non réversible obtenu par StepScan pour le PHBV Pur et ses composites a
2,4% de charges pendant la seconde chauffe (endo AN)

Ce phénoméne a aussi ¢été observé lors de plusieurs études sur le
PHB [65,105,166]. Gunaratne et Shanks (2005) ont étudié par StepScan, la fusion du PHBV
en fonction du taux de HV utilisé [105]. IIs ont remarqué que la présence de HV réduit
significativement le taux de cristallinit¢ du biopolyester. De plus, ils ont trouvé qu’en
présence de HV entre les lamelles de PHB, des cristaux instables thermiquement se forment et
peuvent provoquer plusieurs fusion-recristallisation en fonction du taux de HV. Ce
phénoméne de recristallisation-fusion est donc bien présent dans le cas des films

PHBV/chitosane et semble plus marqué dans le cas des charges nanométriques (SCASA).

2. Effet des particules de chitosane sur la cinétique et le mode de

cristallisation isotherme du PLA et du PHBV
Pour évaluer I’effet des charges de chitosane sur la cinétique de cristallisation du PLA et du

PHBYV, plusieurs cycles isothermes ont été appliqués en partant toujours d’un état fondu du
polymére avec une vitesse de refroidissement trés rapide jusqu’a la température de
cristallisation isotherme afin d’éviter toutes cristallisations prématurées. Dans cette partie de
I’étude, nous nous intéressons a la cinétique de croissance des cristaux apres ’activation du
premier germe et non a la cinétique de germination de ces derniers. Ceci signifie que le temps
considéré comme t=0 correspond bien au début de la cristallisation lorsque les germes

débutent leur croissance.
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a. Cas des films composites a base de PLA

Un exemple représentatif des thermogrammes enregistrés pendant la cristallisation isotherme

du PLA a différentes températures est représenté sur la Figure 74. Tous les composites de

PLA étudiés présentent une allure similaire et un temps de fin de cristallisation inférieur a 30

secondes.
Temps (min)
0 005 01 015 02 025 03 035 04 045 05
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0,5
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o ‘PLA Pur - 128°C
£ 15 e/
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Figure 74: Pics exothermiques enregistrés lors de la cristallisation isotherme du PLA Pur a plusieurs

températures de 108°C a 132°C (endo A\)

i. Cinétique de cristallisation isotherme

En intégrant I’aire de ces pics, il est possible de déterminer I’évolution de la fraction

volumique transformée en cristaux o en fonction du temps (Figure 75). L’allure des courbes

de o montre effectivement une différence de cinétique de cristallisation entre les différents

matériaux pour les différentes températures. Pour évaluer cette différence, un parametre

caractéristique est le temps de demi-transformation ¢, : il représente le temps au bout duquel

la transformation en cristaux a atteint 50% de sa valeur finale (Figure 76).

129



ELABORATION ET PROPRIETES DES FILMS COMPOSITES PLA/CHITOSANE ET PHBV/CHITOSANE

0,8

0.6 —PLA Pur

—PLA:Nano
PLA:Nebu

0.4 ~——PLA:Com

0,2

Fraction volumgiue transformée a

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
temps (min)

Figure 75: Evolution de la fraction volumique transformée en cristaux a en fonction du temps pour le
PLA pur et ses composites

Sur la plage de température étudiée, la température de cristallisation isotherme ne semble pas
avoir un effet significatif sur le temps de demi-transformation quel que soit le type ou le taux
de particules de chitosane utilisés. Pour pouvoir observer I’effet de la température sur la
cinétique de cristallisation, il faudrait choisir une gamme de températures plus importantes.
Cependant, un effet significatif de la présence des particules de chitosane dans le PLA est
remarqué : les particules de chitosane réduisent le temps de demi-transformation et donc
augmentent la vitesse de croissance des cristaux de PLA, d’autant plus quand le taux de
charge augmente. On observe également un effet de la morphologie des particules sur la
cinétique de cristallisation. On note en particulier que le chitosane commercial semble
favoriser la vitesse de croissance des cristaux plus que le chitosane de taille nanométrique.
Ceci peut étre expliqué par I’état de dispersion des particules dans la matrice. En effet, malgré
I’effet nucléant du chitosane nanométrique, observé précédemment, qui accélére 1’activation
des germes, la forte dispersion de ces particules fines et rigides dans la matrice (vu dans le
paragraphe A.l1 de ce chapitre) pourrait ralentir la croissance des germes formés. Ceci n’est
pas le cas pour les larges particules de chitosane commercial qui laissent de vastes zones entre
particules ou la mobilit¢ moléculaire des chaines n’est pas impactée, facilitant ainsi la
croissance des cristaux. Toutefois, dans le cas du chitosane commercial et qui plus est a 10%
de taux de charge, il ne faut pas négliger la dégradation des chaines de PLA explicitée plus
haut (Tableau 25) qui est également a I’origine de cette vitesse de cristallisation accélérée en
comparaison avec le PLA chargé de 10% de chitosane nanométrique
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Figure 76 : Temps de demi-transformation t;,, de PLA et de ses composites

ii. Mode de cristallisation isotherme
A partir de la fraction volumique transformée a(t), il est possible d’utiliser la forme simplifiée

de la loi d’Avrami-Evans (eq. 7) pour avoir une premiere idée sur le mode de cristallisation.

n est le coefficient d’Avrami qui donne une indication sur le mode (sporadique ou instantan¢)
et la géométrie de croissance (batonnet, disque ou sphere) et k est la constante de vitesse de la

transformation isotherme.

En linéarisant cette loi (eq. 8), il est possible d’obtenir les valeurs de n et k a partir du
coefficient directeur et l’ordonnée a I’origine de la section linéaire des courbes de

In[-In(1-0(t))] en fonction de In(t) (Figure 77).
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Figure 77: Sections linéaires des droites In[-In(1- a(t))] obtenues pour le PLA Pur et ses composites

Les droites obtenues pour les différents composites sont paralléles et possedent donc des

coefficients directeurs similaires de I’ordre de 2. Ceci signifie que les charges de chitosane,

quel que soit le type ou le taux, n’impactent pas le mode de croissance des cristaux du PLA.

Cependant, on note une différence significative au niveau de la constante de vitesse de

transformation k (différence importante au niveau de I’ordonnée a 1’origine). Les valeurs de

ces deux parametres pour les différents matériaux sont regroupées dans le Tableau 28.

Tableau 28:Constantes d'Avrami n et de vitesse de transformation & pour le PLA et ses composites

T(°C) 132 130 128 122 120 118 112 110 108
n
PLA Pur 1,8+0,1 1,7+0,0 1,8+0,0 1,7+0,0 1,8+0,0 1,7+0,0 1,9+0,0 1,8+0,0 1,8+0,1
PLA:Nano-2,4% 1,7+0,1 1,9+0,1 1,8+0,0 1,9+0,1 1,8+0,1 1,9+0,1 1,9+0,1 1,8+0,1 1,8+0,0
PLA:Nano-10% 1,8+0,0 1,6+0,0 1,8+0,0 1,6+0,0 1,7+0,0 1,6+£0,0 1,8+0,2 1,7+0,1 1,7+0,0
PLA:Nebu-2,4% 1,7£0,0 1,7+0,1 1,8+0,0 1,7+0,1 1,8+0,0 1,8+0,1 1,7+0,1 1,8+0,1 1,8+0,1
PLA:Com-2,4% 1,8+0,1 1,7+0,1 1,7+0,1 1,7+0,1 1,8+0,1 1,8+0,1 1,7+0,1 1,9+0,0 1,8%0,1
PLA:Com-10% 1,7+0,0 1,9+0,0 1,7+0,0 1,8+0,1 1,7+0,0 1,8+0,1 1,8+0,0 1,7+0,0 1,8+0,1
k
PLA Pur 25+ 1 26+1 28+3 2942 3142 2943 3442 3144 34+1
PLA:Nano-2,4% 3343 43+11  35+1  43£10 3638 48+14 47+13 43£8 4347
PLA:Nano-10%  52+5 4245  51+£5 4245 4749 4345 61£9  50+£2  46+6
PLA:Nebu-2,4% 36+l 36+5 38+l 386 4244  40+5 3745 4446 4244
PLA:Com-2,4% 466 411  44+£13  41+1  48+16 451  39+0 548  46+2
PLA:Com-10% 63+6 8513  64+6 78+25 68+11 85+33 83+16 66+8  82+26
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Dans le cas idéal, la constante d’Avrami n doit étre une valeur entiére. Ceci est rarement le
cas en réalité. Dans notre cas, toutes les valeurs de la constante d’Avrami sont proches de 2.
Selon la théorie d’ Avrami, ceci correspond soit & une germination sporadique sous forme de
batonnets ou les germes sont activés tout au long de la cristallisation, soit a une germination
instantanée sous forme de disque ou les germes sont activés en méme temps des le début de la
cristallisation. Une observation au microscope optique de la cristallisation isotherme a 120°C
du PLA et de ses composites a été réalisée afin de visualiser le mode de cristallisation. Les
clichés ont été¢ enregistrés 150 secondes apreés le début de I’isotherme. Le dispositif ne
permettant pas d’observer les cristaux a de plus forts grossissements (Figure 78), il est
difficile de tirer des conclusions sur leurs aspects. On peut cependant penser que la
germination instantanée sous forme de disque est le mode de croissance le plus probable, la
germination sous forme de batonnets pour le PLA dans ces conditions standards de

cristallisation n’étant pas décrite dans la littérature.

PLA Pur PLA:Com-2,4%

PLA:Nebu-2,4% PLA:Nano-2,4%

Figure 78: Clichés obtenus au microscope optique de la formation des cristaux lors d’une cristallisation
isotherme a 120°C du PLA et ses composites a 2,4% de chitosane

Concernant la constante de vitesse de la transformation isotherme k obtenue a partir des

courbes In[-In(1- a(t))] (Figure 79), elle augmente par 1’ajout des charges de chitosane et est
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généralement plus importante quand le taux de charge augmente, particulierement dans le cas
du chitosane commercial. Ceci est cohérent avec 1’évolution du temps de demi-transformation
déja observée sur la Figure 76 et confirme donc I’augmentation de la vitesse de croissance des
cristaux de PLA en présence des charges de chitosane, en particulier aux forts taux et pour le
chitosane commercial. Il faut noter que ces valeurs de k «expérimentales » sont bien
conformes avec les valeurs de k « théoriques » calculés directement a partir du temps de ¢,

par la relation eq. 9.
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Figure 79 : Constantes de vitesse de transformation k en fonction de la température et du type de
composite

b.Cas des films composites a base de PHBV
Une étude identique a été réalisée sur le PHBV et ses composites a base de chitosane.
Contrairement au PLA qui a cristallisé en une seule étape quelle que soit la température de
cristallisation isotherme étudiée, le PHBV a montré plusieurs étapes de cristallisation, dont la
durée differe selon les températures et les échantillons, comme le montre les thermogrammes
de la Figure 80. On constate notamment pour les températures de cristallisation comprises
entre 122°C et 108°C, I’apparition plus tardive d’une seconde cristallisation (étapes 2 et 2 bis)
bien distincte. Dans certains cas, surtout pour les basses températures (98°C, 100°C et
102°C), un chevauchement de deux pics exothermiques au niveau de 1’étape 1 est observé
(Figure 81) : dans ces cas, nous avons décidé de les considérer comme un seul pic principal

pour simplifier 1’étude.
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Figure 80: Pics exothermiques enregistrés lors de la cristallisation isotherme du PHBV Pur a plusieurs

températures montrant les différentes étapes de cristallisation
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Figure 81: Pics exothermiques enregistrés lors de la cristallisation isotherme du PHBV Pur a 98°C, 100°C

et 102°C
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i. Cinétique de cristallisation isotherme
Comme dans le cas du PLA, la fraction volumique transformée en cristaux a, les temps de
demi-transformation t¢;,, les constantes de vitesse de transformation k et les constantes
d’Avrami n sont déterminés pour chaque étape de cristallisation, pour toutes les températures

et tous les composites.

Pour le calcul de a, on considére que le volume total transformé en cristaux est la somme des
volumes de toutes les étapes et que durant le temps inter-pics, la fraction transformée n’évolue

pas.

La Figure 82 est un exemple représentatif de I’évolution de a(?) en prenant en compte les
différentes étapes de cristallisation. Cet exemple montre que c’est I’effet de la température qui

est prépondérant sur la cinétique de cristallisation.
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Figure 82: Fraction volumique transformée en cristaux o en fonction du temps pour le PHBV Pur et
PHBV:Nano-2,4% illustrant une différence de cinétique de cristallisation

Les temps de demi-transformation associés aux différentes courbes sont présentés sur la
Figure 83. En prenant en considération les intervalles d’erreur, le temps de demi-
transformation semble peu varier en fonction de la nature et de la concentration des charges,
mise a part pour le PHBV:Com-2,4% et PHBV:Nebu-2,4% aux basses températures de
cristallisation. Cette 1égere différence pourrait étre expliquée par la mobilité moléculaire des
chaines qui est réduite a basse température mais qui est supérieure dans le cas des chitosanes

commercial et nébulisé grace aux larges surfaces disponible entre particules observées par
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microscopie optique et aux masses moléculaires trés réduites consécutives a la dégradation
observée apres extrusion par microscopie optique (cf. paragraphe LA de ce chapitre). A
hautes températures, les mobilités moléculaires sont plus €levées quel que soit le type de

particules, ce qui explique les valeurs équivalentes de ;.

L’influence de la température sur la cristallisation du PHBV est donc trés marquée : les
résultats obtenus montrent une cristallisation plus rapide pour les faibles et les hautes
températures et une cristallisation prés de 10 fois plus lente pour les températures entre 118 et
122°C. Ceci est possiblement li¢ au temps de latence entre les deux étapes de cristallisation,
ou la fraction volumique transformée n’évolue pas et qui est plus important pour ces
températures. Pour supprimer 1’effet de ce temps de latence, il serait éventuellement judicieux

de traiter séparément les étapes de cristallisation en déterminant leurs temps t;, respectifs.
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Figure 83: Temps de demi-transformation t,,, de PHBV et de ses composites

ii. Mode de cristallisation isotherme
En ce qui concerne la détermination du mode de cristallisation, la démarche a été appliquée

sur chacune des étapes de cristallisation séparément.

e Etapel

Apres la linéarisation de la loi d’Avrami, il était difficile de déterminer la zone linéaire des
courbes obtenues qui permet 1’obtention des paramétres n et kK comme le montre la Figure 84.
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Les simplifications imposées au début de 1’étude concernant le chevauchement des pics ont un
impact direct sur 1’aspect des courbes In[-In(1- a(t))] : le chevauchement des pics provoque
des zones d’inflexion importantes sur les courbes, surtout pour les basses températures,
altérant ainsi leur linéarité. Pour définir cette section linéaire, nous avons fixé une valeur de
coefficient de détermination R supérieure a 0,98 tout en respectant un nombre minimal de 20

points sur la section étudiée.
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Figure 84: Courbes de In[-In(1- a(t))] obtenues pour le PHBV Pur pour les différentes températures (en
rose) et les sections considérées linéaires (en rouge)

Malgré cette restriction sur le choix de la partie linéaire, les incertitudes associées ont une
influence significative sur les valeurs de n et k, comme le montrent la Figure 85 et la Figure
86 respectivement. Le PHBV Pur, PHBV:Com-2,4% et PHBV:Com-10% semblent avoir un
mode de cristallisation identique autour de 2 pour toutes les températures (en tenant compte
des incertitudes sur les valeurs). Pour le PHBV:Nano-2,4% et PHBV:Nebu-2,4%, malgré la
différence importante observée entre les valeurs moyennes de n et celles des trois autres
matériaux, il est difficile d’affirmer une modification du mode de cristallisation, vu la largeur
des intervalles d’incertitudes associés a ces deux composites. Des conclusions similaires
peuvent étre tirées pour la constante de vitesse de transformation k. Ces résultats suggerent

néanmoins une modification du mode de cristallisation vers une germination plus sporadique
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(I’indice d’Avrami tend vers 3) en lien avec I’amélioration de la dispersion et I’augmentation

de la surface spécifique des particules nanométriques et nébulisées.
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Figure 85 : Constante d’Avrami n en fonction de la température et de la formulation du composite de
PHBY pendant la premiére étape de cristallisation
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Figure 86 : Constante de vitesse de transformation k en fonction de la température et de la formulation du
composite de PHBV pendant la premiére étape de cristallisation

e Ftape 2

Pour la deuxiéme étape de cristallisation, on note un changement au niveau du mode de
cristallisation n du PHBYV et de ses composites qui passe clairement d’une valeur de 2 lors de

la premicre étape de cristallisation a 3 pour cette seconde €tape surtout pour les températures
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supérieures a 118°C (Figure 87). Une explication de ce changement pourrait étre la suivante :

pendant la premicre étape de cristallisation (temps courts), une germination instantanée de

mode 2 (géométrie de croissance en disques) a lieu ; pour les temps longs, cette germination

est ralentie par la présence des cristaux et des particules de chitosane rigide, et se transforme

en germination sporadique de mode 3 (disques) avec des cristaux qui croissent différemment

en fonction de leur degré de liberté et de la mobilité moléculaire disponible.

Toutefois, De koning et al. (1993) ont signalé une seconde cristallisation du PHB apres la

mise en ceuvre liée a la réorganisation des chaines moléculaires pour rendre les cristaux plus

stables [101]. La perfection cristalline pourrait alors étre a 1’origine de la deuxieme étape de

cristallisation observée dans notre cas.
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Figure 87 : Constantes d’Avrami n en fonction de la température et de la formulation du composite de
PHBY pendant la deuxiéme étape de cristallisation

Les résultats de k consolident cette hypothese (Figure 88) : a partir de 112°C, la constante de

vitesse de transformation subit une baisse significative et devient presque négligeable.
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Figure 88 : Constantes de vitesse de transformation k en fonction de la température et de la formulation
du composite de PHBV pendant la deuxiéme étape de cristallisation

II. Etude des propriétés fonctionnelles du PLA, du PHBV et de
leurs composites

Dans cette partie sont présentées, une ¢tude sur la stabilité thermique des matériaux
composites, et leurs propriétés thermomécaniques ainsi qu’une ¢tude préliminaire sur leurs

propriétés antibactériennes.

A. Etude de la stabilité thermique du PLA, du PHBV et des composites
Une analyse thermogravimétrique a ¢été réalisée pour évaluer I’effet de la présence des
particules de chitosane, leur taille et leur concentration sur la stabilité thermique des deux

matrices biopolyesters, PLA et PHBV.

1. Cas des films composite a base de PLA
Sur les courbes d’ATG des différents composites a base de PLA, une perte de masse unique

est observée dans la région d’analyse comprise entre 25 et 700 °C, excepté pour le
« PLA:Nebu-10% » qui en présente deux, (Figure 89). Cette perte de masse correspond a la
dégradation thermique du matériau. Pour 2,4% de taux de charge, les composites contenants
le chitosane nanométrique et le chitosane nébulisé¢ subissent une dégradation similaire a celle

du PLA Pur avec une température de pic de DTG autour de 372°C et une vitesse de
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dégradation quasiment identique (Figure 90). Cependant, pour le « PLA:Com-2,4% », la
dégradation débute et se termine a des températures significativement plus faibles avec une

Tpic autour de 346°C et une vitesse de dégradation plus faible que les trois matériaux

précédents.

——PLA Pur
——PLA:Com-2,4%
----PLA:Com-10%
PLA:Nebu-2,4%
PLA:Nebu-10%
— PLA:Nano-2,4%

= = PLA:Nano-10%

——PLA Pur

——PLA:Nano-2,4%

= = PLA:Nano-10%

PLA:Nebu-2,4%

PLA:Nebu-10%
——PLA:Com-2,4%

- = PLA:Com-10%

Figure 90: Courbes des dérivées DTG des différents composites a base de PLA
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Lorsque 1’on augmente le taux de charge a 10%, le PLA:Com-10% et le PLA:Nano-10%
présentent une température de dégradation Ty (357°C), largement inférieure a celle du
PLA Pur, PLA:Nebu-2,4% et PLA:Nano-2,4% mais légérement supérieure au
PLA:Com-2,4%. La vitesse de dégradation de ces deux composites est plus faible que celle
des autres composites avec une plage de dégradation plus large. Dans le cas particulier du
PLA:Nebu-10%, deux pertes de masse ont été observé dans la zone d’analyse correspondant a
deux dégradations : la premicre dégradation (environ 80% de perte de masse) est rapide et
située a une température significativement plus basse que pour les autres composites (Tpic @
295°C) suivi d’une deuxieme dégradation trés lente aux plus hautes températures (Tpic a
465°C). Toutes les valeurs de température de dégradation sont récapitulées dans le Tableau
29.

Tableau 29: Températures des pics de dégradation thermique sur les DTG des différents composites a

base de PLA
PLA Pur PLA:Com PLA:Nebu PLA:Nano
Taux de charge (%) 0 2,4 10 2,4 10 2,4 10
Tpic de dégradation (°C) 372 346 357 372 295 et 465 372 357

Bonilla et al. (2013) ont également noté une seule perte de masse pour des composites de
PLA/chitosane pour deux taux de charge de 5 et 10% et pour deux tailles de particules (715 et
180 pm, obtenues par broyage) [64]. Ils ont aussi remarqué une réduction significative de la
vitesse de dégradation avec les particules de taille élevée a faible taux de charge. Néanmoins,
ils n’ont pas observé d’impact significatif des particules sur les températures de dégradation

du PLA. Ils n’ont fourni aucune explication concernant ces phénomenes.

Pour essayer d’expliquer ces phénomeénes observés, plusieurs hypothéses peuvent Etre
émises : la présence du chitosane, qui se dégrade a une température autour de 250-300°C (cf.
Chapitre III) pourrait expliquer la dégradation précoce des composites chargés a 10% ;
toutefois, ceci n’est pas en accord avec les résultats de Bonilla et al. (2013) sur la
conservation de la température de dégradation et n’explique pas la dégradation prématurée du
« PLA:Com-2,4% » dans cette méme zone de température. Une deuxieme explication pourrait
étre lie a des interactions défavorables a hautes températures entre les charges et la matrice
qui catalyseraient le phénomene de dégradation. Cependant cette seconde hypothése n’est pas
cohérente avec les surfaces de contact associées : en effet, les interactions seraient plus
importantes dans le cas des particules présentant des surfaces spécifiques importantes, en

I’occurrence dans notre cas avec les particules « nanométriques » et nébulisés; toutefois, les
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spectres de dégradation ne montrent pas cette tendance vu que les composites
PLA:Nano-2,4% et PLA:Nebu-2,4% sont ceux qui possédent la température de dégradation la
plus ¢levée par rapport au PLA:Com-2,4%. Une troisiéme raison serait la réduction
significative des longueurs de chaines (Tableau 25) par la présence des taux de charge élevés
lors du procédé de la mise en ceuvre du composite, qui abaisse la température de dégradation.
Ceci n’est cependant pas en accord avec la mesure en GPC du PLA:Nano-10% qui a montré
une conservation de la masse moléculaire aprés mise en ceuvre. Une derniére hypothése
pourrait étre la présence des résidus tels que les sels dans le chitosane nébulisé ou des
impuretés dans le chitosane commercial (confirmé par COT dans le Chapitre III) et surtout de
I’humidité, qui ont joué le role de catalyseur dans la dégradation des composites

correspondants.

Aucune conclusion définitive ne peut étre encore faite sur la (les) raison(s) précise(s) de ce
comportement, elle pourrait étre une combinaison de toutes ces hypotheses évoquées ci-

dessus.

2. Cas des films composite a base de PHBV
Dans le cas de PHBV, une dégradation franche et unique est observée pour le film pur et les

films composites (Figure 91). Tous ces matériaux possedent un profil de dégradation
identique sauf le PHBV:Com-2,4% qui a une dégradation a plus basse température. Ce
résultat est étonnant vu que le PHBV:Com-10% n’a pas subi cet effet. Ce résultat reste
inexpliqué. Ces résultats montrent donc que le chitosane n’a pas d’effet néfaste sur la stabilité

thermique du PHBYV et ce peu importe le taux ou le type de charges.

144



ELABORATION ET PROPRIETES DES FILMS COMPOSITES PLA/CHITOSANE ET PHBV/CHITOSANE

PHBV:Nano-2,4%
PHBV Pur

PHBV:Nebu-2,4%

PHBV:Com-2,4%

= = PHBV:Com-10%

Figure 91: Courbes d'analyse thermogravimétrique des différents composites a base de PHBV

B. Analyse thermomeécanique
Dans cette étude, les résultats qui sont présentés concernent les composites a base de PLA.
L’analyse n’a pas pu étre réalisée sur les films de PHBV en raison de leur mauvaise planéité
films. En effet, a cause de la fluidité de la matic¢re lors de 1’extrusion-cast réalisée avec le
microcompoundeur, il n’a pas été possible d’obtenir des films plats avec une épaisseur
homogene; il n’était donc pas rigoureux de prélever des échantillons de ces films ondulés
pour faire les analyses en DMA. Il serait judicieux d’envisager un nouveau grade de PHBV,

mieux adapté a I’extrusion-cast, et qui permettrait ainsi une analyse plus précise et correcte.

Toutes les données relatives a 1’analyse thermomécanique des films composites

PLA/chitosane sont présentées dans le Tableau 30.

En général, a partir de la mesure thermomécanique en cisaillement sur les films composites,
on note dans un premier temps une baisse du module de conservation viscoélastique G’ a
35°C avec ’ajout des charges et cette baisse est plus importante quand le taux de charge

augmente (Figure 92).
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Figure 92:Module de conservation viscoélastique des différents composites a base de PLA

Ceci traduit une baisse de la rigidité du matériau en présence des charges, possiblement due a
une mauvaise miscibilité entre les charges et la matrice induisant une mauvaise interface et
cohésion. Cette mauvaise cohésion a été confirmée dans le cas du composite PLA:Com-2,4%
par une observation MEB d’un faci¢és de rupture qui montre une zone vide entre la particule
de chitosane et la matrice (Figure 93 (a)). Correlo et al. (2005) ont noté une diminution de la
résistance maximale en traction et de la ductilité pour un mélange de polymere 50% PLA /
50% chitosane, qu’ils ont attribué a la mauvaise miscibilité et cohésion entre le chitosane et la
matrice polyester [62]. Toutefois, le composite « PLA:Nano-2,4% » ne semble pas subir cette
diminution du module ; ceci peut étre di a la taille réduite des particules et a la meilleure
dispersion au sein de la matrice, qui réduise I’impact cette mauvaise interface a ce faible taux
de charge. Lors de I’observation du faciés de rupture du « PLA:Nano-2,4% » (Figure 93(b)),
il était difficile d’identifier les particules de chitosane « nanométriques » ou des zones
creuses, qui pourrait étre signe d’une rupture au niveau de la matrice et non a I’interface
PLA/chitosane. Avec I’augmentation du taux de charge, les échantillons de PLA:Com-10% et
PLA:Nano-10% présentent un comportement similaire a 35°C, probablement di a

I’agglomération des particules (Figure 94).
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Figure 93: Cliché MEB d'un faciés de rupture des films composites (a) « PLA:Com-2,4% », (b)
« PLA:Nano-2,4% »

La faible rigidité du PLA:Nebu-10% pourrait étre expliqué, comme évoqué précédemment,
par la réduction importante de la longueur des chaines et la dégradation du matériau lors de la
mise en ceuvre due a la présence d’eau chimisorbée dans le chitosane nébulisé (cf. Chapitre 111
partie II) et la forte sensibilité du matériau a I’hydrolyse. Il faut noter que cet effet n’est pas

trés marqué dans le cas du PLA:Nebu-2,4% probablement di au faible taux de charge utilisé.

Bonilla et al. (2013) ont noté une diminution significative du module élastique et de la
contrainte maximale en traction par I’ajout des charges, montrant 1’inexistence de 1’effet
renforcant du chitosane [64]. Ils ont aussi remarqué que la diminution de la taille des
particules a faibles concentrations limite ’effet négatif des charges sur la rigidité de la matrice
de PLA. A fort taux de charge, ’impact ne dépend plus de la taille, ce qu’ils ont expliqué par
des phénoménes d’agglomération. Les résultats obtenus dans notre étude sont en cohérence

avec ces observations.
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PLA:Com-2,4% PLA:Com-10%

PLA:Nano-2,4% PLA:Nano-10%

Figure 94 : Clichés des films PLA:Com et PLA:Nano a 2,4% et 10% de taux de charge montrant des
phénoménes d’agglomération quand le taux de charge augmente

Dans un deuxiéme temps, il est important de noter 1’augmentation de la valeur de G’ dans la
région comprise entre 90 et 135°C avant de s’écrouler autour de 150°C, et ce pour tous les
composites, mais de fagon plus lente pour le PLA Pur. Cette augmentation s’explique par la
cristallisation froide du PLA qui a lieu dans cette plage de température et qui rend le matériau
plus rigide. Il faut toutefois observer la différence entre les températures de début de
cristallisation et la valeur de G’ au plateau associée pour les différents matériaux. En effet,
quels que soient le type et le taux de chitosane ajouté, la température de cristallisation froide
T.. est décalée vers des basses températures. Entre les différents composites, le composite
« PLA:Nebu-10% » engendre la cristallisation froide la plus précoce a T, =104°C mais avec
le module maximal G’y.x le plus faible, suivi du « PLA:Nano-10% » a T, =109°C avec un
module plus élevé que le précédent. A 2,4% de charges, ces deux composites présentent la
méme T, de 115°C mais avec un module G’ deux fois plus élevé pour le

« PLA:Nano-2,4% » que pour le « PLA:Nebu-2,4% ». Aucune différence significative n’a été
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observée entre le « PLA:Com-10% » et le «PLA:Com-2,4% » qui ont une T trés
légerement décalée vers les plus basses températures par rapport au PLA Pur et un module
G’ max €quivalent. Ceci semble cohérent avec les résultats obtenus en GPC et les analyses DSC
anisothermes : en effet, I’augmentation du taux de cristallinité par rapport au PLA pur dans le
cas du PLA:Nano-10% et PLA:Com-10% pourrait expliquer la diminution de la différence
entre la rigidit¢ maximale du PLA Pur et ces deux composites a T, par rapport aux modules a
35°C. 1l en est de méme pour le « PLA:Nano-2,4% » ou la cristallinité, trouvée supérieure a
celle du PLA Pur, a engendré un matériau plus rigide en présence des charges autour de T..
La cristallinit¢ du PLA:Nebu-2,4% et PLA:Com-2,4%, ayant la méme valeur de cristallinité
que le PLA Pur, n’a pas eu d’impact majeur sur la valeur de la rigidité maximale du matériau
dans cette région, mise a part I’augmentation prématurée du module dans la zone de

cristallisation froide en comparaison au PLA pur.

D’un point de vue général, le « PLA:Nano-2,4% » semble donc avoir les meilleurs
comportements et rigidité et ce, sur une large plage de températures. Il favorise par ailleurs la
reprise précoce de module du PLA lors de la cristallisation froide ce qui peut s’avérer tres
intéressant dans le cas de picces qui nécessiteraient un recuit pour favoriser la cristallisation.
Ceci pourrait cependant étre une limitation dans le cas de barquettes de PLA thermoformée
pour lesquelles on recherche une fluidité sur la plus large gamme possible de température afin

de favoriser la mise en forme.

Concernant le module de perte G** qui représente la dissipation visqueuse (Figure 95), un
comportement similaire a celui du module de conservation est observé : a 35°C, la présence
des charges réduit le module de perte sauf dans le cas de PLA:Nano-2,4% qui reste similaire

au PLA Pur.

Cependant, ce qui est intéressant a retenir des courbes de G’* est I’importante augmentation
du module visqueux qui a lieu entre 55 et 75°C. Cette augmentation représente une forte
dissipation dans cette plage de température qui est liée au phénoméne de relaxation principale
que subit la fraction amorphe du matériau au-dessus de sa température de transition vitreuse
(autour de 60°C): en effet, a température ambiante, une certaine fraction de chaines
moléculaires est figée dans un état métastable mais dés le passage de la T,, les chaines
moléculaires reprennent leur mobilité et changent de conformation provoquant ainsi une

augmentation de la dissipation.
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Figure 95: Module de perte viscoélastique des composites a base de PLA

Sur les courbes du facteur de perte tan & (Figure 96), on observe un léger décalage du pic vers

des basses températures avec I’augmentation du taux de charge, sauf pour le PLA:Nano-2,4%

qui reste identique au PLA Pur. On note aussi une diminution de 1’intensité du pic a 10% de

charges et pour le PLA:Nebu-2,4%. Un deuxiéme pic de trés faible intensité apparait entre 95

et 125°C lors de la cristallisation froide. Le décalage vers les basses températures pourrait étre

interprété par une augmentation de la mobilité moléculaire due a la réduction importante de la

masse moléculaire lors de la dégradation des chaines de PLA dans les composites a fort taux

de charge. Cependant, la réduction de I’intensité du pic ne va pas dans le sens d’une réduction

de mobilité. Des analyses complémentaires sur des PLA de différentes masses moléculaires

permettraient éventuellement d’éclaircir les deux phénomeénes observés.
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Figure 96: Facteur de perte des différents composites a base de PLA

Tableau 30: Modules viscoélastiques, facteur de perte viscoélastique et les températures associées pour les
différents composites a base de PLA

Initial a 35°C A T,

G'(GPa) G"(Gpa)  Tuws(°C) tand T, G'(GPa) G” (GPa)
PLA Pur 3,82.10" 1,25.107 744 2,71 132 1,54.10%  1,54.102
PLA:Com-2,4% 2,58.10" 4,73.10° 73,7 2,70 117 1,44.10° 1,44.10°
PLA:Com-10% 1,98.10" 4,51.10° 71,8 2,53 118 1,41.10° 1,41.10°
PLA:Nebu-2,4% 2,75.10"  4,96.107 72 2,53 115 9,90.10° 9,90.10°
PLA:Nebu-10%  8,52.10% 4,71.10° 67,8 1,36 104 3,59.10°  3,59.10°
PLA:Nano-2,4% 3,54.10" 1,05.107 742 272 115 1,92.10° 1,92.10°
PLA:Nano-10% 1,86.10" 3,63.10° 71,7 2,16 109 1,10.10% 1,10.10°

C. Propriétés antibactériennes

Nombreuses sont les études réalisées pour étudier les propriétés antibactériennes du chitosane

sous forme de membrane [46,167]. 11 a ¢ét¢ ¢étudié en terme de composés

bactériostatique/bactéricide pour contrdler la croissance d’un large spectre de bactéries (Gram
positif et négatif). Malgré ceci, I’efficacité du chitosane comme agent antibactérien est encore

mise en question : selon certains auteurs, cette bioactivité dépend directement des propriétés
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intrinséques du chitosane, telles que le masse moléculaire, le degré d’acétylation et la pureté

du produit [168].

Toutefois, tres peu d’études ont été réalisées sur 1’effet antibactérien du chitosane incorporé
dans une matrice biopolyester. Bonilla et al. (2013) ont étudi€ les propriétés antibactériennes
d’un composite a base de PLA, contenant 5 a 10% de particules de chitosane micrométriques.
Le composite a été utilis€ comme emballage de la viande de porc pendant 7 jours: ils ont
observé une activité antibactérienne sur les bactéries aérobies de ces films composites en
comparant le nombre de microorganismes présents sur la viande emballée par le film de PLA

pur, le film de PLA/chitosane et la viande laissée a I’air.

Dans cette étude, I’objectif est d’observer la présence ou non d’un effet antibactérien des
films PLA : chitosane et d’évaluer ’influence de la taille et du taux de chitosane présent sur la

croissance des bactéries.

Il faut noter que ce qui est présenté par la suite ne représente que les essais préliminaires
d’une étude qui sera poursuivie ultérieurement. Nous nous sommes limités a la mise en place

de protocoles basiques et simples.

Le premier protocole consiste a placer des amas des différentes poudres de chitosane sur une
gélose nutritive, sur lesquels sont rajoutées des gouttes de 25 pL. d’une suspension bactérienne
d’E. coli. L’ensemble est placé dans I’incubateur a 37°C pendant 24h. Les résultats sont

présentés sur la Figure 97.

Figure 97: Résultats de la croissance bactérienne (E. coli) aprés I'application de la suspension bactérienne
sur le tas de chitosane : (a) commercial, (b) nébulisé, (c) nanométrique.

Ces résultats mettent en évidence un effet répulsif du chitosane nanométrique : on observe
que les bactéries ont migré en dehors des amas de chitosane nanométrique et les colonies se

sont développées sans aucun contact avec ce chitosane. En revanche, les chitosanes
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commercial et nébulisé n’ont pas eu d’effet similaire. Le mécanisme d’action du chitosane
nanométrique n’a pas été¢ étudi¢ dans cette étude. On peut cependant émettre 1’hypothése que
la plus grande surface spécifique des particules nanométriques a permis une meilleure
diffusion du chitosane dans la gélose prévenant ainsi la croissance bactérienne. Kong et al.
(2010) ont rapporté une influence de 1’aspect physique des nanoparticules sur le mode
d’action du chitosane : les particules ultrafines de chitosane peuvent pénétrer dans la cellule a
travers la paroi cellulaire et altérer la transcription de I’ADN dans le cytosol alors que les plus
larges nanoparticules interagissent avec la paroi cellulaire en formant une couche

imperméable qui géne le transfert de nutriments [167].

L’évidence d’un effet antibactérien des particules nanométriques seul a été observé. La

deuxieéme phase d’essai consiste a évaluer la bioactivité des films composites.
Pour ce faire, deux protocoles ont été appliqués :

o Le premier consiste a étaler 25uL de la suspension bactérienne E. coli sur la gélose
puis placer les films au-dessus. L’ensemble est mis a incuber pendant 24h a 37°C.
Les résultats de ce protocole ne montrent pas de différence significative entre les différents
composites (Figure 98) : les bactéries ont formé des colonies a proximité de tous les films,
méme dans le cas des particules nanométriques. L’absence d’activité antibactérienne est
probablement due a I’emprisonnement des particules de chitosane au sein des polyesters

hydrophobes qui empéchent 1’accessibilité réciproque des bactéries au conatct du chitosane.

PHBYV Pur PHBV:Com-2,4% PLA:Nano-2,4%

PLA:Com-10%

Figure 98: Résultats de la croissance bactérienne (E. coli) : les films composites sont placés sur un
pseudo-tapis bactérien
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o Le deuxiéme protocle, dérivé des deux premiers utilisés sur la poudre et sur le film :
les films composites sont placés directement sur la gélose et une suspension bactérienne est
placée uniquement sur les films sans contact avec la gélose. L’ensemble est placé dans

I’incubateur pendant 24h a 37°C.

PHBYV Pur PLA:Nano-2,4% PLA Pur PLA:Com-10%

il ™

Figure 99: Résultats de la croissance bactérienne (E. coli) : suspension bactérienne placée sur les films
composites

Ce protocole n’a malheureusement pas fourni de résultats concluant (Figure 99): aucun
développement bactérien n’a été observé. Les bactéries n’ont pas ici acces aux nutriments de
la gélose et s’averent incapables de métaboliser ces matériaux, les bactéries ne se sont donc

pas développées ou sont mortes par manque d’éléments nutritifs.

Pour pouvoir mieux évaluer 1I’éventuel pouvoir antibactérien de ces films composites, il faut
surmonter ces obstacles : améliorer le contact entre le matériau et les bactéries tout en
fournissant suffisamment d’éléments nutritifs pour prolonger la croissance bactérienne. Ceci

fera 1’objet d’une étude ultérieure.

Une piste possible serait d’améliorer la présence du chitosane en surface des films en
favorisant sa migration a la surface lors du procédé de mise en forme ou en augmentant le
taux de charge avec les limitations que cela comporte en terme de propriétés
thermomécaniques comme vu dans le précédent chapitre ou encore en augmentant la porosité
des films.Dans la littérature, il est indiqué que, le pouvoir antibactérien du chitosane est
amélioré¢ par des modifications chimiques [169,170], comme la présence d’¢léments
métalliques qui possédent eux-méme un effet antibactérien : comme ’argent, le cuivre, le zinc
... Cependant, la présence de ces métaux potentiellement toxiques n’est pas envisageable dans
les domaines alimentaire et biomédical; I'utilisation du chitosane nanométrique pourrait

éventuellement étre une bonne alternative.
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III.Conclusions sur I'élaboration et les propriétés des films
composites PLA/chitosane et PHBV/chitosane

» Les nanoparticules de chitosane générées par le procédé SCASA sont mieux

dispersées et réparties dans les films biopolyesters obtenus par extrusion-cast

Toutes les particules de chitosane (commerciales, nébulisées et générées par le procédé
SCASA) ont été dispersées avec succes dans les matrices biopolyesters par le procédé

d’extrusion-cast.

Le procédé d’extrusion-cast n’a pas eu d’effet sur la taille des particules commerciales dont le
diamétre médian reste compris entre 30 et 40 um, cependant, il a réduit d’une manicre
significative la taille des particules nébulisées (~20um au lieu de 39um); ces deux types de
particules sont facilement identifiables dans la matrice. Quant aux nanoparticules générées par
le procédé SCASA, le procédé d’extrusion-cast a permis de désagréger correctement les
agglomérats de ces nanoparticules (taille majoritaire < 2-3um au lieu d’environ 20um) qui

deviennent difficilement identifiables dans les films composites.

La faible taille de ces particules nanométriques et leur surface spécifique importante ont
permis une meilleure dispersion au sein de la matrice par rapport aux particules

micrométriques commerciales et nébulisées.

» Le procédé d’extrusion-cast favorise la germination et la croissance des sphérolites du
PLA et du PHBV

Le procédé d’extrusion a accéléré le début de la cristallisation froide du PLA et de ses
composites, possiblement a cause de l’organisation locale des chaines générée durant
I’extrusion, qui a favorisé la germination et la croissance des sphérolites lors de la

cristallisation et qui a augmenté le taux de cristallinité final du matériau.

Pour le PHBV, I’extrusion et les vitesses de refroidissement ¢élevées favorisent la germination
et la croissance d’une fraction de cristaux plus parfaits et stables thermiquement, ce qui se

traduit par un deuxiéme pic de fusion a plus haute température.
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> Les particules de chitosane impactent la cristallisation anisotherme du PLA mais sont

sans impact sur le PHBV

L’ajout des particules de chitosane nanométriques a un taux de 2,4% augmente
significativement le taux de cristallinit¢ du PLA alors que les particules de chitosane
nébulisées et commerciales ne présentent pas d’effet significatif sur ce paramétre.
L’augmentation du taux de charge a 10% augmente dans tous les cas le taux de cristallinité du
PLA, qui devient équivalent pour tous les composites. Dans le cas du PLA:Com et
PLA:Nebu, c’est la dégradation importante des chaines macromoléculaires de PLA qui est
principalement responsable de cette augmentation de cristallinité ; pour le PLA:Nano-10% qui
n’a pas subi de dégradation des chaines, c’est I’effet nucléant des charges qui explique ce

phénomene.

Dans le cas du PHBYV, les particules de chitosane ne semblent pas avoir un effet nucléant lors
de la cristallisation de ce biopolyester ; ceci est possiblement di a la présence préalable d’un
agent nucléant dans le grade commercial de PHBV utilis¢ qui rend D’effet des charges

négligeable.

Les analyses par DSC modulée et par StepScan ont montré la présence des phénoménes de
fusion-cristallisation-fusion pour les deux polyesters, sans doute liés a la formation de cristaux
moins stables thermiquement lors de la cristallisation froide qui fondent puis recristallisent

sous forme de cristaux plus stables, lesquels fondent a plus haute température

» Les particules de chitosane impactent la cristallisation isotherme du PLA mais sont

sans impact sur le PHBV

Dans le cas du PLA, la cristallisation a lieu en une seule étape. Quel que soit le type ou le taux
de particules de chitosane, ces derniéres n’impactent pas le mode de croissance des cristaux
du PLA qui tend probablement vers une germination instantanée sous forme de disque.
Toutefois, 1’influence des charges de chitosane est avérée sur la vitesse de cristallisation qui
augmente significativement par 1’ajout des charges de chitosane et est généralement plus

importante quand le taux de charge augmente.

Contrairement au PLA, le PHBV a montré plusieurs étapes de cristallisation, dont la durée
différe selon les températures et les échantillons ; I’effet de la température sur la cinétique de

cristallisation s’est avéré toutefois prépondérant. Les faibles différences observées en fonction
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de la nature et de la concentration des charges sont possiblement liées a la mobilité des
chaines qui varie en fonction de la température, des surfaces disponibles entre particules et de
la longueur des chaines macromoléculaires aprés extrusion. L’influence trés marquée de la
température sur la vitesse de cristallisation du PHBV est vraisemblablement liée au temps de
latence entre les deux étapes de cristallisation qui n’a pas été pris en considération. Pour une
meilleure évaluation de la vitesse de cristallisation, il serait éventuellement judicieux de traiter

séparément les étapes de cristallisation.

Les difficultés rencontrées lors de la détermination du mode n et de la constante de vitesse de
cristallisation k dans la premicére étape de cristallisation du PHBV et de ses composites, n’ont
pas mis en évidence une modification du mode de cristallisation en fonction de la nature des
particules de chitosane utilisées. Néanmoins, les résultats obtenus suggérent une modification
du mode de cristallisation vers une germination sporadique pour les particules nanométriques
et nébulisées, en lien avec I’amélioration de la dispersion et la diminution de mobilité
moléculaire associée a ces charges. Des analyses complémentaires de la distribution de

masses moléculaires seraient cependant nécessaires.

Pour la deuxiéme étape de cristallisation, le mode de cristallisation » du PHBV et de ses
composites passe d’une valeur de 2 a 3 au-dela de 118°C et la cinétique de cristallisation est
significativement ralentie ; cet effet peut étre li¢ soit a ’encombrement engendré par les
cristaux de 1’étape 1 qui réduit la mobilité moléculaire disponible et favorise une germination
sporadique pendant I’étape 2, soit & un perfectionnement des cristaux formés pendant 1’étape

1 de cristallisation.

» Les particules de chitosane nanométriques ont un effet positif sur la stabilité
thermique et les propriétés thermomécaniques du PLA par rapport aux particules de

chitosane commerciales et nébulisées

L’augmentation du taux de charge réduit la stabilité thermique du PLA. Les raisons qui
expliquent les différents profils de dégradation obtenus sont nombreuses. Les nanoparticules

de chitosane semblent toutefois étre les moins néfastes a la stabilité thermique du PLA.

Les propriétés thermomécaniques du PLA sont négativement influencées par la présence des
particules de chitosane commerciales et nébulisées, et particuliérement a un taux de 10%.
Cette baisse est liée a la mauvaise cohésion interfaciale entre les charges de chitosane et la

matrice de PLA, a des phénomeénes d’agglomération des particules a 10% de charge et a la
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dégradation des chaines de PLA li¢ a Dincorporation des particules nébulisées et
commerciales. D’un point de vue général, I’incorporation des nanoparticules de chitosane a
2,4% semblent fournir les meilleurs comportements et rigidité et ce, sur une large plage de

température.

» Le pouvoir antibactérien des nanoparticules de chitosane a été mis en évidence
Seules, les nanoparticules de chitosane ont montré un effet répulsif sur la croissance d’E.coli
sur un milieu nutritif de gélose. Cependant les films biocomposites a base de ces
nanoparticules n’ont pas présent¢ un effet similaire, possiblement a cause d’un manque
d’accessibilité aux particules de chitosane emprisonnées dans la matrice polyester. Une piste
possible pour améliorer le contact entre les nanocharges de chitosane dans le film composite
et les bactéries serait de favoriser la présence du chitosane en surface des films en contrélant

la formulation et le procédé de mise en forme ou en augmentant la porosité des films.
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Ces travaux de thése étaient consacrés a 1’élaboration et a la caractérisation de nanomatériaux
biocomposites a base de poly (acide lactique) PLA/chitosane et de

polyhydroxy(butyrate-co-valérate) PHBV/chitosane.

Le premier objectif de 1’étude ¢tait de générer des nanoparticules de polymeéres biosourcés a
propriétés fonctionnelles en utilisant un procédé assisté par CO, supercritique. Le deuxiéme
objectif était d’¢laborer des biocomposites par extrusion-cast en utilisant une matrice
biopolyester (PLA ou PHBYV) et les bionanoparticules générées, et d’étudier leurs
morphologies et leurs propriétés afin d’apporter une meilleure connaissance de ces

biocomposites.

La mise en place du procédé de génération assisté par CO,-sc et les caractérisations des
nanoparticules générées ont été réalisées dans un premier temps. L’¢laboration des films
biocomposites par extrusion-cast ainsi que |’é¢tude de leurs propriétés morphologique,

thermique, thermomécanique et antibactérienne a été effectuée dans une seconde étape.

Dans la premiére partie de ce travail, une étude bibliographique a été réalisée. Les principales
caractéristiques et propriétés du chitosane, du PLA et du PHBV ainsi qu’un état de I’art sur
les méthodes de génération des particules de chitosane, les techniques d’¢laboration de
composites a base de PLA/chitosane et de PHBV/chitosane et leurs propriétés, y ont été
présentés. Parmi les polymeéres issus de la biomasse, le chitosane, un amino-polysaccharide,
se distingue par ses nombreuses propriétés: c’est un matériau abondant, bio et
cytocompatible, biodégradable, dont la structure chimique contient deux groupements
fonctionnels et qui est reconnu pour son activité antibactérienne. Il est étudi¢ pour de
nombreuses applications dans le domaine biomédical et I’emballage mais on ne trouve dans la
littérature que peu d’études sur sa transformation a I’échelle nanométrique et encore moins sur
I’incorporation de nanocharges de chitosane dans une matrice de polymere pour réaliser un

biocomposite.

La génération de particules de chitosane se fait conventionnellement par des procédés
nécessitant 1’utilisation de solvants organiques tels que I’acide acétique ou des hautes
températures. La technologie du CO, supercritique, plus innovante, a permis la génération de
nanoparticules de chitosane uniquement par les procédés SAA (Supercritical Assisted
Atomization) et SAA-HCM (Supercritical Assisted Atomization from Hydrodynamic

Cavitation Mixer) a partir d’une solution acide aqueuse et en utilisant le CO;-sc comme agent
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d’expansion. A notre connaissance, aucune autre tentative de génération de particules de

chitosane par un autre procédé¢ assisté par le CO,-sc n’a été publiée.

Le PLA et le PHBV sont deux biopolyesters qui présentent I’avantage d’étre a la fois
biosourcés et biodégradables et/ou compostables. La production industrielle du PLA a été
optimisée et est maitrisée depuis quelques années; celle du PHBV reste encore
insuffisamment maitrisée, de ce fait le PHBV reste vu comme un matériau d’avenir. Ces deux
biopolyesters sont biocompatibles et dotés de propriétés mécaniques relativement bonnes
mais ils sont désavantagés par leur stabilité thermique et dans certaines applications par leur
perméabilité et leur manque de fonctions bioactives. Leurs applications potentielles se
trouvent principalement dans les secteurs biomédical et de 1’emballage. La synthese
bibliographique a montré que dans les rares études sur les composites a base de
PLA/chitosane ou PHBV/chitosane, ceux-ci sont souvent produits a partir de mélanges en
voie solvant (solution-cast, adsorption...). Uniquement deux é&tudes portent sur
I’incorporation de microparticules solides de chitosane dans le PLA par voie fondue en
extrusion et aucune étude n’a été réalisée sur le PHBV, ce qui a suscité notre intérét pour

1’¢laboration de ces bionanocomposites.

Cette étude bibliographique nous a ainsi permis de centrer les objectifs de cette these et le

programme des travaux.

Les travaux expérimentaux se sont focalisés dans un premier temps sur 1’étude et
I’optimisation des conditions de génération des nanoparticules de chitosane par deux procédés
assistés par le CO,-sc — le procédé antisolvant (SAS) et le procédé de solubilisation et
d’atomisation assistée par le CO,-sc (SCASA) mis en place pendant cette étude — ainsi que
sur la caractérisation des particules générées en comparaison avec les particules de chitosane

commercial et des particules générées par un procédé de nébulisation classique (Chapitre I1I).

Le procédé SAS avec I’acide acétique comme solvant a permis la génération de particules de
chitosane. Des nanoparticules sphériques et denses de chitosane ont été obtenues via ce
procédé mais I’aspect et la morphologie des particules différent selon les conditions de
récupération. Néanmoins, ce procédé s’est avéré peu reproductible a cause de la sensibilité du
chitosane a la physico-chimie du milieu, notamment le pH qui évolue progressivement au

cours de la dissolution et du dégazage du CO,, ainsi que la phase de lavage a 1’eau et le
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séchage. La fourchette opératoire du pH qui évite a la fois la dissolution et ’agglomération du

chitosane est treés réduite et difficilement contr6lable sous pression.

Pour contrdler ce procédé, il est donc nécessaire d’améliorer la stabilité des particules en
maitrisant 1’effet anti-solvant du CO,-sc, I’effet du milieu basique ainsi que le post-traitement

pour obtenir des particules séches et propres.

Pour surmonter les obstacles du procédé SAS, un procédé original de production de
nanoparticules de chitosane, SCASA, a été mise en place et a montré sa capacité a générer de
fagon reproductible des particules de chitosane séches par atomisation sans avoir recours a
aucun acide organique, en utilisant simplement le pouvoir acidifiant du CO, dissous dans
I’eau pour solubiliser le chitosane. Cette approche trés originale a permis une premiere

publication dans le Journal of Supercritical Fluids.

La caractérisation des particules obtenues par ces deux procédés assistés par CO,-sc a montré
une amorphisation du chitosane, sans cependant modifier significativement son degré
d’acétylation. La présence résiduelle de sels dans le chitosane généré par le procédé SAS
modifie la dégradation thermique du polymere alors que les particules générées par le procédé

SCASA présentent une meilleure stabilité thermique.

Les résultats présentés dans cette étude ne représentent cependant que la phase préliminaire de
I’é¢tude du procédé SCASA. L'influence des paramétres opératoires (temps de dissolution,
parameétres de pulvérisation, dispositif de collecte ...), des propriétés du chitosane (origine,
masse moléculaire, degré d’acétylation ...) et la concentration des solutions sur le rendement,
la surface spécifique et la structure macromoléculaire et cristalline des particules et la

distribution de taille et de forme restent encore a étudier plus finement.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés a 1’élaboration par extrusion-cast de
films bionanocomposites a base de PLA et de PHBV et a leur caractérisation en termes de
dispersion des particules, de cristallisation et de propriétés thermiques, thermomécaniques et
antibactériennes (Chapitre IV). Ce sont les nanoparticules générées par le procédé SCASA qui
ont été utilisées pour 1’¢laboration des composites et comparées aux particules commerciales

et nébulisées.

Les observations en microscopie optique et électronique a transmission ont montré que dans
les conditions d’extrusion utilisées, toutes les particules de chitosane (commerciales,
nébulisées et générées par le procédé SCASA) ont été dispersées avec succes dans le PLA et
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le PHBV. Toutefois, ’effet du procédé d’extrusion-cast est plus remarquable sur I’état de
dispersion des nanoparticules (SCASA) en désagrégeant correctement les agglomérats de
nanoparticules observés avant extrusion. La faible taille des particules nanométriques et leur
surface spécifique importante ont permis une meilleure dispersion au sein de la matrice. La
mesure des tailles de particules a confirmé ces tendances mais le protocole utilis€ n’a pas
permis la mesure des tailles ultimes des particules de plus petites tailles ; des mesures sont en

cours par un autre dispositif pour atteindre cet objectif.

Nous avons également évalué I’effet des particules de chitosane sur la cristallisation des
matrices biopolyesters PLA et PHBV. Les résultats ont montré un effet du chitosane sur la
cinétique et le taux de cristallisation anisotherme du PLA selon la nature et le taux de charges
incorporées. L’ajout du chitosane nanométrique a hauteur de 2,4% a augmenté
significativement le taux de cristallinit¢ du PLA alors que les particules de chitosane
nébulisées et commerciales n’ont pas eu d’effet significatif. L’augmentation du taux de charge
a 10% a augmenté davantage le taux de cristallinit¢ du PLA, qui est devenu équivalent pour
les trois types de composites : dans le cas des particules commerciales et nébulisées, c’est la
dégradation importante des chaines moléculaires du PLA qui était principalement responsable
de cette augmentation de cristallinité ; en présence des charges nanométriques, 1’absence de
dégradation du PLA suggére un effet nucléant de ces nanoparticules. Toutefois, quel que soit
le type ou le taux de particules de chitosane, le mode de croissance des cristaux de PLA tend
probablement vers une germination instantanée sous forme de disque. On notera par ailleurs
que ce sont les nanoparticules qui semblent étre les moins néfastes a la stabilité thermique du
PLA. Dans le cas du PHBV, les particules de chitosane n’ont pas montré d’effet nucléant lors
de la cristallisation de ce biopolyester ; ceci est possiblement di a la présence préalable d’un
agent nucléant dans le grade commercial de PHBV utilis¢ qui a rendu I’effet des charges
négligeable. Lors de la premicre phase de cristallisation, les résultats obtenus suggerent
néanmoins une modification du mode de cristallisation vers une germination sporadique avec
les particules nanométriques et nébulisées, en lien avec 1’amélioration de la dispersion et
I’augmentation de la surface spécifique associées a ces charges. Pour la deuxiéme phase de
cristallisation, une modification du mode de cristallisation a ¢été observée ainsi qu’un
ralentissement de la cinétique de cristallisation; probablement li¢ soit a 1’encombrement
engendré par les cristaux de la premiére cristallisation soit a un perfectionnement des cristaux

formés pendant la premicre cristallisation.
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L’analyse thermomécanique des films composites a base de PLA a révélé une influence
négative des particules de chitosane, sauf dans le cas des nanoparticules de chitosane a 2,4%,
qui semblent fournir les meilleurs comportements et rigidité sur une large plage de

température.

Enfin, les propriétés antibactériennes du chitosane ont été évaluées sur la croissance de
bactéries de I’espece E. coli. Seules, les nanoparticules de chitosane ont montré un effet
bactériostatique sur E. coli. Cependant les films biocomposites a base de ces nanoparticules
n’ont pas présenté un comportement similaire, probablement a cause d’un manque
d’accessibilité aux particules de chitosane emprisonnées dans la matrice biopolyester. Une
piste possible pour améliorer le contact entre les nanocharges de chitosane dans le composite
et les bactéries serait de favoriser la présence du chitosane en surface des films ou

d’augmenter la porosité des films.

Ces travaux de thése ont démontré la faisabilité et 'intérét d’utiliser des nanoparticules de
chitosane générées par un procédé assisté par un fluide supercritique et leur incorporation
dans une matrice biopolyester. Nos résultats ont montré des effets positifs et prometteurs de
ces nanoparticules de chitosane sur les films composites obtenus. Pour compléter ce travail, il
serait intéressant d’évaluer la qualité de I’interface entre les nanoparticules de chitosane et la
matrice pour améliorer les performances mécaniques, d’étudier 1’aptitude de ces
nanoparticules a étre modifiées pour répondre a des applications dans le domaine biomédical
ou encore d’évaluer la perméabilité et la biodégradation pour des applications dans
I’emballage. En ce qui concerne les procédés de génération de nanoparticules assistés par
CO;-sc mis en place pendant ces travaux, ils devront étre optimisés notamment par une
approche classique en génie des procédés d’ étude paramétrique. Par ailleurs, il serait
envisageable de tester leur faisabilit¢é pour générer des nanoparticules d’autres types de

polysaccharides, la cellulose a titre d’exemple.
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Développement de composites nanostructurés a base de biopolyesters et de nanoparticules de
chitosane générées par des procédés assistés par CO, supercritique

RESUME

Dans une logique d'éco-conception et de développement durable, de nombreux travaux ont pour
objectif 1'étude de polymeéres biosourcés. Parmi les recherches menées a ce jour, une piste d'étude
consiste a les structurer aux échelles micro et nanoscopiques tout en valorisant certaines de leurs
propriétés spécifiques, 'objectif étant la création de matériaux a propriétés fonctionnelles originales et
performantes.

Dans ce contexte, une attention particuliere a été portée sur l'utilisation du dioxyde de carbone
supercritique (CO,-sc). En effet, sa capacité a se solubiliser en grande quantit¢ dans de nombreux
polymeéres et donc d'en modifier des propriétés (viscosité, tension interfaciale, ...) peut permettre une
amélioration des matériaux composites fabriqués.

Ce projet s'intéresse plus particulierement a 1'élaboration d'assemblages de biopolymeéres
nanostructurés et revét deux enjeux principaux :

(1) la synthése de nanoparticules de biopolymeres (dans notre cas, du chitosane),

(2) I'élaboration d'assemblage de biopolymeéres nanostructurés.

La premicre étape a consisté a concevoir et développer de nouveaux procédés de génération de
nanoparticules de chitosane par des procédés utilisant le CO,-sc soit comme antisolvant soit comme
agent de dissolution et d'atomisation. Pour la deuxiéme étape, des films composites a base de poly
(acide lactique) PLA et de poly (hydroxybutyrate-co-valérate) PHBV ont été préparés par la voie hot-
melt par extrusion bi-vis. Des analyses thermiques, moléculaires et structurales, morphologiques et de
granulométrie ont permis de caractériser les films biocomposites ainsi produits.

Mots clés: Biomatériau, Fluide supercritique, Antisolvant, Nanoparticules, Chitosane, Biopolyesters,
Extrusion film

Development of nanostructured composites based on biopolyesters and chitosan nanoparticles
generated by supercritical CO, assisted processes

ABSTRACT

In a logic of eco-design and sustainable development, many works aim to study bio-sourced polymers.
Among these studies, a promising concept consists in structuring materials at micro and nanoscales
while enhancing some of their properties, the objective being the creation of original materials with
improved functional properties and performance. In this context, particular attention has been paid to
the use of supercritical carbon dioxide (sc-CO,). Its ability to dissolve into many polymers in large
quantities and thus to change their properties (viscosity, interfacial tension, ...), can improve both the
composite material and its manufacturing process.

This project focuses on the development of nanostructured biopolymers and addresses two main
issues:

(1) the synthesis of biopolymer nanoparticles (in this case: chitosan),

(2) the development of nanostructured biopolymers.

The first step consisted in designing and developing new processing methods to generate biopolymer
nanoparticles, using sc-CO, as antisolvent agent or as dissolving and atomizing agent. For the second
step, poly (lactic acid) PLA and poly (hydroxybutyric-co-hydroxyvaleric acid) PHBV based composite
films were prepared by a hot-melt process by twin-screw extrusion of the nanoparticles and the matrix.
Thermal, molecular and structural analyses, as well as morphological and particle size distribution
studies allowed a good characterization of the biocomposite films.

Keywords: Biomaterial, Supercritical fluid, Antisolvent, Nanoparticles, Chitosan, Biopolyester, Film
extrusion






