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Introduction

Les inquiétudes concernant la gestion des déchets vont croissant dans un contexte
environnemental préoccupant. Les modes de consommation et la population mondiale
toujours croissante ont généré des tonnes de déchets qui compromettent sérieusement I’avenir
de la planéte. Dans ce contexte, il est apparu urgent de trouver des substituts aux plastiques
conventionnels issus de la pétrochimie. Utilisés dans des domaines tres variés, de I’agriculture
a I’emballage en passant par I’industrie au sens large, ces matériaux sont partout. Pour autant,
on sait aujourd’hui que leurs jours sont comptés. D’une part a cause de la gestion délicate des
déchets qu’ils produisent, et d’autre part, parce que les ressources pétroliéres sont en train de
se tarir. Par conséquent, il nous faut réduire notre dépendance au pétrole. La recherche a mis
au point différents biopolymeres pour substituer progressivement les plastiques traditionnels.
Pour autant, leur co(t reste élevé et leurs performances demeurent, a I’heure actuelle, en
dessous de celles des dérives de pétrole. De plus, si le caractére biodégradable est plutdt bien

documenté, on ne connait encore que peu leur comportement lors du vieillissement.

Ce travail de these se propose d’investiguer le vieillissement de certains bioplastiques dans le

cadre d’une utilisation comme packaging alimentaire.

Dans cette optique, nous travaillerons sur I’Hydroxypropyl Methylcellulose (HPMC), le Poly
Lactic Acid (PLA) et le Chitosan. Le Laboratoire d’Ingénierie des Biomolécules (LIBio,
Vandoeuvre-lés-Nancy, France) travaille en effet depuis de nombreuses années sur ces
matériaux. Cette expertise acquise sur la mise au point de films ainsi que sur leur
fonctionnalisation nous permet aujourd’hui d’envisager une étude plus en aval de I’évolution

de leurs propriétés au cours du vieillissement, indispensable a leur valorisation.

Une étude en conditions contr6lées de température et d”’humidité relative permettra de mettre
en évidence les modifications subies par ces biopolymeres au cours du vieillissement. Nous
verrons ensuite que ces modifications structurales peuvent avoir un impact sur les propriétés
des films (couleur, propriétés mécaniques, transparence, barrieres..) et donc, en modifier les

propriétés d’usage.
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Ces dix derniéres années, le mode de consommation ont beaucoup évolué. Beaucoup de
produits alimentaires sont aujourd’hui congus pour un usage hors foyer, rapide et pratique. De
ce fait, les emballages alimentaires ont suivi la tendance et on voit se développer les
emballages micro-ondables (types «box » et «doypack »). Apres le scandale des
polycarbonates et du bisphénol A (BPA), il parait d’autant plus crucial de bien connaitre le

comportement des matériaux polymeres utilisés en usage réel.

Dans cette optique, nous avons fait subir un post traitement micro-onde en simulant la
présence d’un aliment humide, afin d’étudier les modifications du biopolymeéres dans ces

conditions. La présence de composés néoformeés a également été étudiée.

Cette étude originale permet d’enrichir les connaissances de ces matériaux dans un usage
d’emballage alimentaire et de poser la question de I’emploi et de I’innocuité de ces

biopolymeres au cours du vieillissement et des post-traitements.
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1. Polymeres et généralités

1.1. Structure

Un polymere est une molécule de haut poids moléculaire constituée par I’assemblage de sous-
unités de plus petites tailles, appelées monomeres, liées entre elles par des liaisons covalentes.
Un polymere peut étre caractérisé par son degré de polymérisation (DP) ou sa masse
moléculaire. Le degré de polymeérisation correspond au nombre de monomeres assemblés qui
constitue la macromolécule. Si le degré de polymérisation est inférieur a 30, on qualifie la
macromolécule d’oligomere. A I’inverse, si le degré de polymérisation est supérieur a 30,
c’est un polymere. Un polymere est souvent constitué d’un mélange de chaines
macromoléculaires de tailles différentes avec des degrés de polymeérisation différents.

La masse moléculaire d’un polymére est exprimée de deux facons différentes. Mw est la
masse moléculaire moyenne de toutes les macromolécules présentes dans le matériau. Mn est
la masse moléculaire majoritaire dans le mélange.

Nous I’avons évoqué, les polymeéres présente une structure plus ou moins complexe, tel que

présenté sur la Figure 1.

Les polymeres linéaires ne sont constitués de grandes chaines formées de monomeres tous
identiques (homopolymeéres) ou différents (copolymeéres) et enchainés selon différentes
distributions : alternée, aléatoire ou par bloc. Ces grandes chaines interagissent et
s’assemblent entre elles grace a des liaisons secondaires faibles (type liaisons hydrogene ou
force de Van der Waals), assurant une certaine stabilité de I’ensemble. Ces liaisons faibles
sont fortement déstabiliser en cas d’augmentation de la température, jusqu’a leur rupture

entrainant une déstabilisation du matériau.

D’autres polymeres présentent une structure encore plus complexe avec la présence de
chaines latérales greffées sur la chaine principale. On distingue les polymeéres ramifiés des
polymeres réticulés qui se déploient dans les trois directions de I’espace et dorment ainsi un

véritable réseau.
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Homopolymeére

Copolymeére alterné

POLYMERES LINEAIRES
Copolymeére statistique
Copolymeére bloc
POLYMERES
NON LINEAIRES

Copolymeére ramifié Copolymeére réticulé

Figure 1: Différents types de polyméres selon I’enchainement des monoméres et le branchement des
chaines

1.2. Cristallinité

Les chaines polymériques peuvent s’organiser de 2 fagons différentes, donnant lieu aux deux
états de la matiére solide. Si les chaines s’organisent de facon aléatoire, on parle de phase
amorphe. La phase amorphe est, en théorie équivalente a un liquide « figé », sans ordre
moléculaire a grande distance.

A I’inverse, parfois, les chaines polymériques, malgré leur taille et leur complexité, peuvent
s’assembler régulierement. On parle alors de phase cristalline. Les cristaux peuvent étre de
formes différentes. On en dénombre 7 formes de cristaux (cubique, tétraédrique, hexagonal,
monoclinique, triclinique, orthorhombique et rhomboédrique) dont I’organisation interne peut
varier légérement : Les 14 structures possibles appelées réseaux de Bravais sont présentées en

Figure 2.
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Simple Face-centered Body-centered
cubic cubic cubic

Simple Body-centered Hexagonal
tetragonal tetragonal

. ol |®
-
.

Simple Body-centered B d Face-ct
orthorhombic orthorhombic orthorhombic orthorhombic

§ 4 g 7

Simple Base-centered Triclinic
Rhombohedral » linic monoclinic

Figure 2 : Les différentes structures d’organisation cristalline (réseaux de Bravais)

Ces 2 états de la matiére solide (amorphe / cristallin) peuvent coexister dans un méme
matériau, on parlera alors d’un polymere semi-cristallin, comme indiqué sur la Figure 3, ou

le degré de cristallinité désigne la proportion de phase cristalline au sein du matériau.

Zone cristalline

Zone amorphe

Figure 3 : Schématisation d'un matériau semi-cristallin

Plusieurs parameétres influencent le taux de cristallinité d’un polymere. Parmi les plus

importants, on citera ces quelques exemples :

e Le poids moléculaire : les polymeres de plus petits poids moléculaires ont tendance a
cristalliser plus facilement. Cela est compréhensible de par un encombrement stérique
plus faible couplé a une mobilité plus grande, permettant un arrangement plus facile

des chaines entre elles.
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La structure moléculaire elle méme : Nous I’avons vu précédemment, les chaines
polymériques peuvent étre linéaires ou non. Les groupes latéraux greffés sur la chaine
principale vont avoir tendance a géner I’assemblage des macromolécules entre elles et

donc, diminuer la cristallinité.

Les plastifiants : Ces molécules de faible poids moléculaire s’intercalent entre les
chaines de polymeres et ont tendance donc a diminuer la cristallinité en augmentant la
distance entre les chaines. Un plastifiant peut-&tre ajouté dans la formulation d’un
matériau polymere pour en modifier les propriétés selon I’usage (ex : glycérol) mais il
faut savoir que I’eau joue le réle de plastifiant naturel. Nous aurons a y revenir

ultérieurement et en prendre compte dans la réalisation de nos travaux.

L’historique thermique du matériau: Il s’agit d’un parametre extrémement
important & prendre en compte. En effet, la vitesse de refroidissement imposée a un
matériau polymeére sous forme fondue va trés grandement influencer le taux de
cristallisation. En effet, la cristallisation est un phénomene qui nécessite un
arrangement des chaines entre elles, ce qui implique que c’est un processus qui
nécessite du temps. Par conséquence, un refroidissement rapide va aller a I’encontre
du phénomeéne de cristallisation. Poussant ce raisonnement & I’extréme, on peut
théoriquement considérer qu’un polymere fondu refroidit instantanément (a I’azote

liquide par exemple) sera complétement amorphe.

Deux paramétres sont importants a suivre et a comprendre en matiere de physique des

polymeres : La température de fusion (Tf) et la température de transition vitreuse (Tg). La

température de fusion concerne la partie cristalline alors que la transition vitreuse concerne

I’amorphe.

En dessous de la température de fusion, la phase cristalline du polymere est sous sa forme

solide, au-dela, sous sa forme liquide. En effet, I’élévation de la température va créer une

agitation moléculaire. De cette agitation va résulter la rupture progressive des liaisons

polymériques et le polymeére va changer d’état.

10
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La notion de transition vitreuse est un peu moins marquée. En dessous de la Tg, la phase
amorphe du polymeére est sous un état dit vitreux, avec une mobilité des chaines tres reduites.
Si la température s’éleve, le polymére est dans un état qualifié de caoutchoutique. Les chaines
polymériques ont alors une certaine mobilité les unes par rapport aux autres, ce phénomenes

étant notamment du a des ruptures des liaisons secondaires.

2. Biopolymeéres

2.1. Contexte

Rencontrant une demande croissante de matériaux plus propres, I’industrie des bioplastiques
connait une croissance intéressante. Par bioplastiques, on entend polyméres biosourcés et/ou
biodégradables. Les raisons de ce succes sont multiples. Parmi elles, on peut citer :
- I’envolee des prix des énergies fossiles, notamment le pétrole
- la médiatisation et la préoccupation croissante vis-a-vis des problématiques de
changement climatique.
Et donc, une bienveillance croissante de I’opinion publique vis a vis de ces matériaux «verts»

entrainant un investissement dans ce secteur.

Cette demande croissante rencontre des capacités de productions croissantes et des utilisations
toujours plus variées des bioplastiques. En 2011, la capacité de production était de plus d’un

millon de tonnes, et les prévisions pour 2016 pourraient voir ce tonnage multiplié par 6.
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Global production capacity of bioplastics
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Figure 4 : Capacités de production en bioplastiques jusque 2011 et prévision 2016
(source European Bioplastics)

Les applications industrielles de ces biopolymeres sont larges et dans des domaines variés tels
que le batiment, I’agriculture, la pharmaceutique et les équipements médicaux ou encore le
packaging. Ces applications sont rendues possibles par les bonnes performances de ces

matériaux, utilisés seuls ou en association avec d’autres polymeéres traditionnels.

Au niveau mondial, on estime qu’un tiers de la production de plastique est destiné a
I’emballage, ce qui en fait un secteur clé que I’on retrouve directement au premier plan de
I’utilisation des bioplastiques. En 2011, sur les 1.2 millions de tonnes de bioplastiques

produites, environ 40% était destinées au marché de I’emballage.

On sait que la prise de conscience collective sur les enjeux environnementaux permet aux
bioplastiques de jouir d’une image tres positive auprés des consommateurs qui sont en

demande d’emballages renouvelables et raisonnés. La croissance de ce secteur n’est pas
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freinée car les bioplastiques (le PLA notamment) s’adaptent globalement bien aux procédés
de mise en ceuvre des plastiques traditionnels (extrusion, injection, lamination,
thermoformage...) permettant une grande diversité dans les emballages possibles (bouteilles,
sacs, films, plateau, blisters...) sans obliger les industriels a amorcer une transition

technologique trop lourde et colteuse pour adapter leurs lignes de production.

Les bioplastiques sont donc aujourd’hui une alternative a la fois crédible et attendue dans le

domaine de I’emballage alimentaire.

2.2. Classification

Le qualificatif « bio » peut renvoyer a différentes notions et peut étre source de confusion
dans les esprits. Parler de « biopolymeéres », est-ce parler de «biodégradabilité », de « bio-
fragmentation », de «bio-compostabilité », de I’agriculture biologique, «de bio-

sourcing »...?

Les biopolymeres regroupent 3 catégories selon le mode de production :

a) Les polymeres issus directement de la biomasse

b) Les polymeres synthétisées par des micro-organismes ou des bactéries modifiées
génétiquement

c) Les polymeres produits par synthése chimique a partir de monoméres d’origine

naturelle

13



Revue Bibliographique

2.2.1. Biopolymeres issus de la biomasse

Cette catégorie comprend les polysaccharides (amidon, chitosan, lignine, cellulose...), les
protéines (animales comme le collagene ou la caséine ou végétales telles que le gluten) et les
résines naturelles.

Les biopolymeres issus de la biomasse sont présents naturellement dans I’environnement.

2.2.2. Biopolymeéres de synthése bactérienne

Ce sont en général des polyesters et ils sont utilisables en I’état. On trouve par exemple les
polyhydroalkanoates (PHA), le polyhydroxybutyrate (PHB), I’hydroxyl-valerate (PHV), mais

aussi la cellulose bactérienne ou le xanthane.

2.2.3. Biopolymeéres obtenus par synthese chimique

Ils sont obtenus par synthése chimique a partir de monomeres d’origine naturelle
renouvelable. L’ exemple le plus connu est le Poly Lactic Acid (PLA), qui, comme son hom

I’indique, est un polymere d’unités d’acide lactique.

2.3. Biopolymeres et biodégradabilité

Si le vieillissement des polymeres dits « traditionnels » tels que le PE, le PA ou le PET sont
aujourd’hui bien connus, le vieillissement des biopolyméres non issus de la pétrochimie est
assez peu étudié.

En effet, les travaux menés sur ces biopolymeéres se sont plutét attachés a en démontrer la

biodégradabilité (Ahn et al., 2001, Kale et al., 2007, Kijchavengkul et al., 2010)

Le terme biodégradabilité renvoie a la capacité d’un matériau a étre dégradé par des micro-

organismes dans un environnement favorable en température, humidité et oxygénation sans
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production de produits dont I’action pourrait se révéler dommageable pour I’environnement.
Le polymére est dégradé progressivement : clivés en sous-unités de tailles de plus en plus
petite, et finalement totalement converti en dioxyde de carbone (CO;), méthane et/ou eau et

nouvelle biomasse (Castelan, 2007).

La qualification d’un matériau « biodégradable » est strictement encadrée par la norme NF
EN 13432 «Exigences relatives aux emballages valorisables par compostage et
biodégradation — Programme d’essai et Critéres d’évaluation de I’acceptation finale des

emballages ».

Cette norme prévoit plusieurs criteres reglementaires pour la qualification d’un matériau :
e Composition du matériau, notamment les seuils de présence de métaux lourds et de
fluor tolérés
e Biodegradabilité évaluée par des essais en laboratoire et en conditions maitrisées : le
matériau doit étre dégradé a hauteur de 60 a 90% en masse en 6 mois

e Qualité et innocuité du compost obtenu.

La biodégradabilité est évaluée en conditions in vitro, c’est le test de Sturm en milieu liquide
qui repose sur I’observation de I’activité respiratoire des micro-organismes du milieu de
biodégradation. On suit ainsi la production de CO,, la consommation d’O, ainsi que la
croissance microbienne.

Pour poursuivre I’étude in vitro, des études de biodégradabilité sont menées en laboratoire
dans un milieu-test puis in situ sur le terrain avec des mesures de perte de masse
d’échantillons abandonnées dans le sol. Cette derniére méthode reste difficile a maitriser du

fait de la multitude de parametres mis en jeu mais est en cours de normalisation.

Suivant la définition de la biodégradabilité, on comprend donc que définir un matériau de
« biodégradable » ne présage en rien son origine mais que cela qualifie sa fin de vie. Ainsi,
un matériau biodégradable peut, selon son origine ou sa voie de synthese, étre issu de la

pétrochimie comme des ressources renouvelables.
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Ce dernier critere exclut de fait les mécanismes de « bio-fragmentation ». En effet, des
produits ont été mis sur le marché, de type sacs plastiques ou films de couverture pour
I’agriculture (paillage). 1l s’agissait d’additiver un polymere d’origine pétrochimique non
intrinsequement biodégradable (ex : Polyéthyléne) avec des molécules dites pro-dégradantes
afin d’initier la rupture des chaines et provoquer ainsi le clivage des macromolécules. Trois
types de molécules pro-dégradantes pouvaient étre employées: des stabilisants (type
antioxydant phénolique), pour assurer la stabilit¢ du matériau pendant son stockage, des
agents photo-dégradants (stéarate de Fe**) permettant la dégradation du matériau sous
exposition lumineuse (en extérieur pour le paillage, par exemple), et enfin de thermo-
dégradants pour assurer I’ultime fragmentation du polymere. Dans ce cas, il s’agit d’une
décomposition du matériau plastique en une multitude de petits résidus plastiques mais non
visibles. Ces résidus invisibles sont pourtant encore bien présents et ont un potentiel de
nocivité vis-a-vis de I’environnement. De plus, les agents utilises comme catalyseurs de cette
bio-fragmentation sont loin d’étre anodins et neutres du point de vue environnemental

(métaux lourds, par exemple) (Al Mahdi, 2006). De ce fait, qualifier ces matériaux de

« bioplastiques » serait indu, et les commercialiser en laissant planer la confusion avec un

matériau biodégradable serait répréhensible.
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3. Vieillissement d’un polymeére

Nous le verrons ultérieurement, plusieurs facteurs peuvent provoquer la dégradation d’un
polymere. Toutefois, peu importe le déclencheur de cette dégradation, le premier phénoméne
mis en jeu est la rupture de liaison. Pour qu’il y ait rupture, il faut un apport d’énergie. Cette

énergie peut étre d’origine variée : thermique, mécanique, lumineuse, chimique...etc.

3.1. Dégradation d’un polymeére

La dépolymérisation d’un polymere débute par une phase d’amorcage. La scission primaire
est habituellement d’origine photochimique ou thermique.

Elle peut se produire a une extrémité comme a un endroit quelconque de la chaine. La scission
initiale se produit au niveau d’une zone d’affaiblissement du polymére, comme par exemple
I’existence de liaisons faibles aux extrémités.

La dépolymerisation se poursuit par I’étape dite de dépropagation. On caractérise
I’importance de cette étape par la longueur cinétique de chaine en depropagation. Ce facteur
renseigne sur le nombre de monomeéres produits par la chaine en cours de dépolymérisation.

Enfin, I’étape de dépolymérisation s’achéve par la terminaison

3.2. Dégradation thermique

Pour caractériser la dégradation thermique d’un polymere, on peut définir la notion de
température de demi-vie (Ty,). Il s’agit de la température pour laquelle la moitié d’un

échantillon de polymere est dégradée apres une durée de chauffe de 30 minutes. On la calcule

grace a la formule empirique proposée en Equation 1 (Mercier and Maréchal, 1993).
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Ty,=1,6 E+ 140

Equation 1 : Calcul de la température de demi-vie d'un polymére

Ou E correspond a la valeur de I’énergie de rupture de la liaison chimique impliquée dans la

scission primaire. E exprimé en kJ.mol™,

3.3. Vieillissement physique et chimique

Le vieillissement d’un matériau correspond a la modification lente et irréversible de sa

structure chimique.

Le vieillissement intervient sous la pression de différents évenements :
e de par la nature méme du polymere, lui conférant une certaine instabilité intrinseque
e sous I'influence de facteurs de I’environnement avec lequel il interagit : humidité,
température, rayonnements UV...
e sous Ieffet des sollicitations extérieures appliquées au matériau : compression,

flexion, étirement, etc.

Il existe deux principaux types de vieillissement selon I’importance des remaniements et
modifications subies par le polymére: le vieillissement chimique et le vieillissement

physique.

Le vieillissement chimique implique une modification profonde de la structure avec

notamment, des remaniements au niveau des groupements fonctionnels.

Le vieillissement physique, appelé aussi relaxation structurale, consiste en un réarrangement
spatial des molécules sans atteinte a la structure chimique. C’est un phénomeéne naturel qui
affecte significativement les propriétés physiques de la phase amorphe dans des polymeres

vitreux ou partiellement vitreux. Les effets du vieillissement physique débutent aux alentours
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de la température de transition vitreuse (Tg) et on considere geénéralement que ces

phénomenes sont thermoréversibles.

On peut observer des phénomenes de cristallisation. Cela a pour conséquence une diminution
du volume libre de par la croissance de la partie cristalline et donc une diminution de la
mobilité des chaines de polymeéres les unes par rapport aux autres. Cette baisse de la mobilité
entraine ainsi une diminution des propriétés mecaniques du matériau (Acioli-Moura and Sun,

2008).

Du fait de I’expansion de la partie cristalline, il se crée au sein du matériau des tensions qui

participent a des phénomeénes de ruptures intra et inter-chaines.

La plupart des etudes chimiques sur la dégradation thermique sont en accord avec les
réactions de degradation purement thermiques causées par la température seule (dans le vide
ou dans un gaz inerte), les réactions thermo-oxydatives en présence d’oxygene atmosphérique

ou d’ozone, ou les réactions hydrolytiques causées par la présence d’eau.

Trois domaines de température peuvent au moins étre distingués clairement [Le Huy-92]:

A tres haute température typiquement supérieure a la Ty (température de transition vitreuse), il
est généralement reconnu que la thermolyse joue un rdle prédominant dans le procédé de
dégradation et le taux dépend initialement des énergies de dissociation des liaisons les plus
faibles.

A faible température, inférieure a Tg, les processus chimiques sont généralement trop longs et
le vieillissement physique est la cause initiale des changements au niveau des propriétés des
matériaux.

Dans la gamme de température intermediaire, I’oxydation par I’oxygene de I’atmosphere joue
géneralement le réle clé. L’oxydation conduit a une perte de masse et a la variation de
différentes propriétés mécaniques, électriques, chimiques, etc. Pour la plupart des
thermodurcissables, le phénoméne de post- réticulation peut dominer dans un premier temps

le vieillissement. 1l est assez difficile de faire une synthese sur les mécanismes de dégradation
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thermo-oxydatifs rapportés, puisque la formulation des résines peut changer d’un auteur a un

autre et les irrégularités structurales peuvent entrer en jeu.

3.4. Vieillissement accéléré

Pour observer le comportement des matériaux a moyen ou long terme, un vieillissement
accéléré est souvent utilisé. Ces méthodes classiqguement employées permettent aussi de
prédire la durée de vie d’un matériau. Pour ce faire, de hautes températures sont souvent
utilisees, et les données recueillies sont extrapolées pour prédire le comportement du dit

matériau a des temperatures classiques d’utilisation.

La méthode de vieillissement accélérée est basée principalement sur la loi d’Arrhenius
(Equation 2) qui décrit la variation de cinétique d’une réaction chimique en fonction de la
température.
Bien que cette loi soit empirique, elle est majoritairement utilisée pour I’extrapolation des
données de vieillissement accéléré.

—Ea

.|I = :'1. i —
LE ATy

Equation 2 : Loi d'Arrhenius

Ou k : le coefficient de vitesse
T : la température en °K (Kelvin)
R : la constante des gaz parfaits (R = 8,31 mol™.K™)
Ea : I'énergie d'activation d'Arrhenius donnée en J.mol™
A : le facteur de fréquence basé sur la frequence des collisions et des effets

stériques
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Ce modele implique que les mécanismes chimiques conduisant au vieillissement ne varient

pas avec la température, et ainsi, que Ea ne change pas dans la région d’extrapolation.

Le modeéle de Williams, Landel et Ferry (WLF) (Williams et al., 1955)

Il s’applique a divers cas de figures pour évaluer le comportement des élastomeéres en fonction
de divers paramétres : temps, température, pression, fréquence...

Le modele WLF sera le plus adapté pour de trés nombreuses applications ou les phénomenes
viscoélastiques (fluage, relaxation, etc.) prédominent. Il prend notamment en compte le

passage de la transition vitreuse pour les polymeres amorphes ou semi-cristallins.

Pour les mémes raisons que celles évoquées dans le cas du modele d’Arrhenius, la méthode
WLF de superposition temps-température ne permet en aucun cas de prédire de facon

rigoureuse les durées de vie des matériaux étudies.

3.5. Influence des micro-ondes

En terme d’application du traitement micro-onde a des systemes polymeériques, on trouve dans
la littérature plutdt des articles relatifs a la synthese de polymeére induite par micro-ondes.

Il existe en revanche peu de publications traitant de la dégradation des biopolymeres au
micro-onde. La plupart d’entre elles concernent plutét les polymeres traditionnels (Nerin and

Acosta, 2002), et sont souvent relatives au relargage de bisphénol A du contenant vers le

contenu, apres le scandale sanitaire qui mene aujourd’hui a une modification de la législation.

(Aschberger et al., 2010, Ehlert et al., 2008, Kubwabo et al., 2009, Lim et al., 2009, Maragou

et al., 2008).

Par ailleurs, il a été montré I’intérét d’utiliser les micro-ondes pour mettre en évidence ou

pour exacerber des réactions organiques au sein d’un systéme (Cao et al., 2001). L’action du
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micro-onde est en effet qualifiée de « chauffage interne » et pourrait augmenter de 1240 fois

I’apparition de reactions classiques (Shao et al., 2003). En ce sens, utiliser le rayonnement

micro-onde n’est pas seulement une fagon de tester le matériau en conditions d’utilisation

réelles, mais aussi de procéder a un vieillissement accéléré (Chen et al., 2012).
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4. Les biopolymeéres utilisés pour ces travaux
4.1. Le Poly Lactic Acid (PLA)

4.1.1. Structure

Le PLA est un polyester aliphatique résultant de la polymérisation de monomeres d’acides

lactiques.

Hs CHs

HO

Figure 5 : Molécule de PLA -Poly Lactic Acid-

L’acide lactique (2-hydroxypropionic acid), découvert a la fin du XVIII*™ par le chimiste
suédois Scheele est une molécule simple et largement répandue. La demande mondiale en
acide lactique est forte du fait de ses nombreuses applications en industries alimentaire,
pharmaceutique, textile ou encore en industrie chimique. Comme I’acide lactique est une
molécule chirale, ne présentant aucune symétrie intrinséque de sa structure, elle peut exister
sous deux formes d’énantiomeres : La forme L (le métabolite biologique) et la forme D. Le
terme « Polylactic acid » fait en fait référence a un ensemble de polymeéres, selon les formes
d’acide lactique polymérisées ensemble: L’homopolymere poly-L-lactic acid (L-PLA),
I’homopolymere poly-D-lactic acid (D-PLA), et enfin, I’hétéropolymeére, mélange de forme L

et D d’acide lactique, le poly-D,L-lactic acid (DL-PLA) (Griffith, 2000)

Le PLA peut cristalliser sous trois formes (a, B, and y) selon sa composition en différentes

formes d’énantiomeres (Lim et al., 2008).
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4.1.2. Propriétés et Usages

La premiére utilisation commerciale de I’acide lactique a été dans le domaine biomédical avec

la production de fibres utilisées pour obtenir des sutures resorbables (Auras et al., 2004).

Devant ce matériau prometteur, de nombreuses applications ont été développées depuis. Le
PLA est aujourd’hui approuvé par les autorités américaines (Food and Drug Administration)
et européennes (European Food Safety Authority) pour toutes les applications alimentaires et

certaines applications biomédicales (Lampe et al., 2009).

Pourtant, malgré ses qualités, la littérature souligne un temps de dégradation long couplé avec
un fort taux de cristallisation qui peut causer des réactions inflammatoires in vivo. Pour pallier
a ce probleme, le PLLA peut-étre utilisé en combinaison avec d’autres formes isomeres, les
monomeres d’acide lactique L étant dégradé tardivement sans formation de fragments

cristallins (Fukushima and Kimura, 2008).

Le PLA peut étre mis en ceuvre par les techniques classiques telles que I’injection, le
soufflage ou I’extrusion. Il reste toutefois fragile et demande des conditions de séchage trés
strictes, la maitrise de la cristallisation étant un point particuliérement sensible (pour

I’injection par exemple).

Table 1 : Valeurs des parametres thermiques (températures de transition vitreuse, de cristallisation et
de fusion) du PLA selon différentes sources bibliographiques

Tg (°C) Tc (°C) Tf (°C) Source Biblio.
55-65 - 150-175 (Petinakis et al., 2013)
60 124 153 (Signori et al., 2009)

La stéreochimie et I’historique thermique du PLA influencent grandement sa cristallinité et
donc, ses propriétés en général. La température de fusion et la température de transition

vitreuse du PLA diminue quand la quantité de PLLA diminue (Auras et al., 2004). Les
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propriétés physiques du PLA dépendent de ses températures de transition (Henton et al.,

2005)

4.1.3. Dégradation

Pour la forme amorphe du PLA, la température de transition vitreuse est I’un des parametres
les plus importants. En effet, c’est a partir de cette température, et au dela, que surviennent les
changements les plus importants car c’est dans cette zone thermique que la mobilité des
chaines est la plus importante permettant des réarrangements. Pour les formes semi-
cristallines de PLA, ou coexistent des zones amorphes et des zones cristallines, la température
de fusion et la température de transition vitreuse sont tout aussi importantes pour étudier le

comportement du PLA (Bouapao et al., 2009, Yamane and Sasai, 2003). L’enthalpie de fusion

(AH®y) pour du PLA pur 100% cristallin est de 93 J/g. Cette valeur est la plus souvent
utilisée et citée dans la littérature bien qu’on puisse trouver des valeurs supérieures (jusqu’a

148 J/g) (Sodergard and Stolt, 2002)

Le taux de dégradation du polymeére est principalement détermine par la réactivite de celui-ci
vis-a-vis de I’eau et des catalyseurs. Ainsi, tout facteur qui affecte la réactivité du polymere,
tels que la taille, la conformation, la température, I’hydratation, le taux de cristallinite, la
concentration en résidus d’acide lactique, le poids moléculaire ou des particules métalliques,

affectent le taux de dégradation du polymere (Auras et al., 2004, Bleach et al., 2001, Cha and

Pitt, 1990, Drumright et al., 2000, Tsuji and Ishida, 2003). La dégradation d’implants de PLA

in vivo et in vitro a été étudiée pour des applications chirurgicales. Les études in vitro montre
que le pH de la solution joue un rdle important et dans les études et que I’étude in vitro est un
modele predictif acceptable pour le comportement in vitro du PLA (Mainil- Varlet et al.,

1997).

La dégradation du PLA est dépendante de plusieurs critéres tels que le poids moléculaire

moyen, le taux de cristallinité, ou la pureté du polymére (Madhavan Nampoothiri et al., 2010).

En effet, la purification du polymeére, c’est a dire le fait de le débarrasser des éventuels
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monomeres résiduels ou impuretés, permet d’en améliorer la stabilité thermique (Sodergard

and Stolt, 2002).

La littérature fournit quelques travaux pour expliquer la dégradation thermique de ce matériau
ou dans des conditions hydrolytiques. Les principaux mécanismes mis en evidence
aboutissent rapidement a une réduction du poids moléculaire. Parmi les phénomeénes reportés,
on citera des phénomeénes oxydatifs et de scission de la chaine principale (Gupta and

Deshmukh, 1982), de dépolymérisation et de transestérification (Hyon et al., 1999). Ces

modifications structurales du polymere affectent directement ses propriétés de mise en ceuvre.

On notera ainsi une reduction des propriétés mecaniques. (Kopinke et al., 1996, Taubner and

Shishoo, 2001)

Une fois le PLA dégradé, le phénomene s’auto entretient et se propage, a cause des extrémités
de chaine réactive, de la présence de monomere ou d’autres impuretés qui entretiennent le

phénomeéne de dégradation.

4.1.4. Degradation thermique

La degradation thermique du PLA est une réaction qui suit une cinétique du ler ordre (Gupta
et al., 2007). Le principal mécanisme mis en jeu lors de la dégradation du PLA est la
dépolymérisation qui est favorisée en conditions alcalines et qui consiste en la libération

progressive de dimeéres d’acide lactique (De Jong et al., 2001). Il se produit des phénomenes

d’oxydation aléatoire des chaines principales et I’attaque des chaines est privilégiée au niveau
des liaisons C-O des carbonyles.

Lors de la dégradation thermique du PLA, on observe différents évenements tels que des
phénomenes de dépolymérisation « zipper-like » et des phénomenes de trans-estérification

inter et intra-chaines (Sodergérd and Stolt, 2002) .

Ces phénomeénes de dépolymeérisation entrainent une baisse du poids moléculaire moyen au

cours de la dégradation ce qui influence directement la température de transition vitreuse du
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polymere qui s’en trouve diminuée. Cette diminution de la Tg est un facteur impactant

directement les propriétés de mise en ceuvre du matériau dans ses applications industrielles.

4.1.5. Role de I’humidité

Méme si le PLA est un polymeére hydrophobe avec une forte résistance a I’eau, les variations
en humidité relative affectent ses propriétés et son contenu en eau (Acioli-Moura and Sun,

2008).

Les premiers phénomeénes de dégradation du PLA sont des phénoménes d’hydrolyse, apres
plusieurs mois d’exposition a I’humidité. La dégradation du PLA se déroule en deux étapes :
En premier lieu, des phénomenes aléatoires de coupures de chaines au niveau des liaisons
ester, entrainant une réduction du poids moléculaire. Dans un second temps, les unités d’acide
lactique ainsi que les oligoméres de faible poids moléculaire peuvent étre métabolisés par des

micro-organismes en dioxyde de carbone et en eau (Oyama et al., 2009, Auras et al., 2004).

L’attaque des liaisons esters est d’autant plus importante qu’elle est couplée a une
augmentation de la température concomitante a une augmentation de I’humidité relative du

milieu ou a I’action de rayonnement ultraviolet (Copinet et al., 2004). Il y a donc un effet

cumulatif des facteurs de dégradation.

La dégradation totale du PLA peut méme survenir par action de la vapeur d’eau a haute
température, permettant ainsi de revenir au monomere initial, I’acide lactique. Ce procéde

permet ainsi le recyclage du PLA.
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Figure 6: Suivi du poids moléculaire moyen de différents commerciaux de films de PLA soumis a 40°C
et 50%RH d’aprés Ho, 1999

La Figure 6 représente les travaux de Ho (Ho et al., 1999) menés sur des films commerciaux

de PLA produits par Chronopol (désigné par Ch-1) et Cargill Dow Polymers (désignés par GlI
and Ca-1). Ces films ont été soumis a une température de 40°C et de 50% d’humidité relative
et le poids moléculaire moyen a été suivi au cours du temps.

On constate nettement la diminution de ce poids moléculaire moyen, reflétant encore les
phénomenes de dépolymeérisation.

Cette modification profonde de la structure du polymeére a des conséquences directes sur les
propriétés mécaniques de ces films, tel que montré en Figure 7 avec notamment un

effondrement du pourcentage d’élongation avant rupture.
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Figure 7: Suivi du % d’élongation a rupture de différents commerciaux de films de PLA soumis a

40°C et 50%RH d’apres Ho, 1999

4.1.6.

Influence de I’irradiation UV

La photo-oxydation du PLA a été décrite dans les travaux de Belbachir (Belbachir et al.,

2010) qui décrivent les modifications de la structure chimique du polymeére ayant subi une

exposition a des rayonnements ultra-violets (Figure 8). Ces travaux montrent que ce type de

vieillissement photo-induit provoque globalement les mémes conséquences sur la structure

polymeérique, a savoir des scissions de chaines, et donc une diminution du poids moléculaire

moyen.
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Figure 8: Photo-oxydation du PLA d’apres Belbachir (2010). a) Attaque de la chaine de PLA par les
UV. b) Excitation photophysique. ¢) Oxydation et scission de la chaine

Figure 9 : Size-exclusion chromatography profils de PLA dégradé aux UV-C entre 0 et 24h d’aprés
Yasuda (Yasuda et al., 2010)

La Figure 9 montre bien I’influence rapide des UV-C sur le PLA. On constate la encore une
nette diminution du poids moléculaire moyen, signant la dépolymeérisation du PLA et ce, dés

les premieres heures d’exposition aux rayonnements.
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4.2. L’Hydroxypropyl Methylcellulose (HPMC)

4.2.1. Structure

L’HPMC, est un éther cellulosique. Elle est obtenue a partir de pulpe de bois et fait donc

partie des biopolymeéres issus de la biomasse.

OH
H;(I.':-li:-l:]-l=

H.CO H
CH

3

Figure 10 : Structure de 'HPMC

Comme indiqué sur la Figure 10, la chaine principale est composée d’unités osidiques liées
entre elles par des liaisons glucosidiques de type B 1-4. Greffés a la chaine principale, on
constate la présence de groupements hydroxyles, méthyles et hydroxypropyles. Les chaines
sont liées entre elles par des liaisons inter et intramoléculaires qui forment le réseau

polymérique (Einfeldt et al., 2001)

4.2.2. Propriétés et Usages

L’HPMC se présente sous forme de poudre granuleuse ou fibreuse, blanche légerement
jaunatre, elle est faiblement hygroscopique et présente une temperature de dégradation
supérieure a 220°C. Sa température de transition vitreuse varie de 155°C a 180°C selon le
type d’HPMC et la méthode de détermination (Siepmann and Peppas, 2001). L’HPMC est un
polymere déja largement utilisé comme additif (E464) dans I’industrie alimentaire pour ses
propriétés d’agent de texture en particulier (émulsifiant, épaississant, stabilisant, gélifiant...).

Issue de la cellulose, elle est non digestible et n’apporte aucune calorie. De plus, elle est sans
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odeur ni saveur ce qui permet son ajout a un produit alimentaire sans risquer un rejet du
consommateur.

Elle est soluble dans en solution aqueuse froide et présente la particularité de former un gel
apres chauffage au dela de 60°C. Ce gel est réversible si refroidi.

Ses propriétés font d’elle un bon agent de texture, un stabilisant d’émulsion, mais aussi une

bonne barriere aux graisses comme a I’eau (Burdock, 2007).

Utilisée aussi en industrie alimentaire, on la retrouve dans les enrobages de médicaments,
pour réaliser des capsules sans gélatine, ou comme émulsifiant dans les cremes. Elle peut
aussi étre utilisée pour réaliser des capsules gastrorésistantes pour un principe actif dont la

cible est I’intestin (Cole et al., 2002)

4.2.3. Dégradation

L’influence de I’irradiation par un faisceau d’électron de films d’HPMC a été décrite dans la
littérature. Les travaux montrent des phénomenes de dépolymeérisation et de rupture de
chaines. Ces scissions permettent la formation de fragments d’HPMC de faible poids
moléculaire et la production de radicaux libres, CH3z par exemple. Les conclusions de ces
mémes travaux meénent a I’hypothése que des phénomenes de réticulation de I’'HPMC sont
induits par I’irradiation. Plus la dose est forte, plus la stabilité thermique du polymeére est
grande. La température de fusion augmente avec la dose tout comme la température de

destruction de I’'THPMC. (Asha et al., 2009)

Une étude menée sur de la poudre d’HPMC —identique a celle utilisée pour nos travaux—
montre I’influence du traitement micro-onde sur la qualité des gels formés apres hydratation

de la poudre (Kowalczuk and Tritt-Goc, 2011). Il apparait que I’énergie fournie par

I’irradiation micro-onde est suffisante pour altérer les liaisons hydrogene qui maintiennent le
réseau formant le gel d’HPMC. Ce constat est dépendant de la dose d’irradiation. La
conséquence de ce traitement micro-onde est donc visible sur la qualité du gel obtenu aprés

hydratation qui présente une viscosité moindre. En effet, le traitement micro-onde perturbe le
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réseau polymérique, modifiant I’accessibilité des molécules d’eau lors de la réhydratation de
la poudre ce qui altére les qualités du gel formé.

Une étude a été menée sur des films de méthylcellulose, a la structure trés proche de I’HPMC,
additivés de sorbitol comme agent plastifiant pour déterminer I’effet du stockage et de la
congélation sur ces films. Cette étude montre que la température de transition vitreuse n’est
pas modifiée au cours des différentes conditions de stockage testées. Les changements
principaux retenus pour le vieillissement de ces films sont principalement attribués a I’action

de I’eau congelable ou non congelable des films et de la présence d’un plastifiant (Tavera

Quiroz et al.).
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4.3. Le Chitosan

4.3.1. Structure

Le chitosan est obtenu par N-déacétylation partielle de la chitine - poly-[(1-4)- 2-deoxy-2-
acetamido-D-glucose] — (Figure 11), découverte en 1884, contenue dans I’exosquelette des

crustacés (crabes, crevettes...). La chitine est le polymeére le plus abondant apres la cellulose.

D:< OH o=<: =

HO o NH
0 Omo H o Chitin
4] HO o]
NH

0

CHs OH

Deacetylation

Nt OH o:-Q

HO

e HO 0 Chitosan
NH
OH ‘

OH

Figure 11 : Obtention du chitosan par N-déacétylation de la Chitine

Le chitosan est un copolymére principalement composé d’unités -(1-4)-2-amino-2-deoxy-D-
glucopyranose. La structure globale du chitosan rappelle celle de la cellulose mais la présence
de groupement amine -NH, sur le carbone 2 modifie beaucoup ses propriétés physico-

chimiques, notamment sa solubilité et sa réactivité.

4.3.2. Propriétés et Usages

La chitine est le polysaccharide le plus abondant derriére la cellulose. La chitine est insoluble
dans I’eau mais le devient lorsqu’elle est partiellement déacétylée ou sous la forme du

chitosan.
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Le chitosan est biocompatible, biodégradable et non toxique ce qui lui confére un large champ
d’applications possibles. Le chitosan est utilise comme floculant, clarifiant, désépaississant,
membrane sélective aux gaz. Le chitosan donne des films dont les propriétés de barriere aux
gaz sont élevées. Son caractére cationique peut permettre des interactions avec divers
éléments chargés négativement pour ensuite incorporer ou délivrer des composes actifs

(Hoagland and Parris, 1996). Le chitosan peut aussi fixer environ 15 fois sa masse en lipides

ce qui lui a permis des utilisations en formulation de produits diététiques (Jarroux, 2008).

4.3.3. Degradation

Une étude a été menee sur des solutions a 1% de chitosan ayant subi un traitement micro-onde

de 6,18 et 30 minutes au micro-onde (Mecwan et al., 2011). Un micro-onde domestique a éeté

utilisé, a I’instar de notre étude, a une puissance moindre toutefois de 700W. Il apparait dans
cette étude que la solution de chitosan traitée par micro-onde présente un poids moléculaire
moyen réduit, et que cette réduction est dépendante du temps de traitement. En revanche,
I’étude de montre pas de modification du degré de déacétylation ni de la viscosité de la
solution. Les auteurs étudient aussi les qualités du chitosan comme support d’adhésion de
cellules dans le domaine de la bio-ingénierie et montrent que le micro-onde affecte aussi les
propriétés biologiques du chitosan.

Dans cette étude, on note que le contenu en eau des échantillons n’est pas modifié au cours du

traitement, insistant sur I’effet de I’irradiation micro-onde plutot que sur I’effet de I’humidité.
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1. Matieres premiéres
1.1. Biopolymeéres utilisés

1.1.1. HPMC

L’Hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) utilisée dans ces expériences a été fournie par
Fluka-Biochemika (Japan). Elle est de type 28-9 ce qui signifie qu’elle contient ~9% de
groupements hydroxyproyles et ~28.18% de méthyles.

Sa viscosité est de ~15mPas et sa solubilité est de 2% en solution aqueuse a 25°C.

1.1.2. Chitosan

Le Chitosan utilisé lors de ces expériences a été fourni par Sigma—Aldrich (Saint-Quentin,
France). Il s’agit d’un chitosan obtenu a partir de chitine extraite de carapace de crevettes. Il
présente une viscosité <200 mPa.s dans une solution aqueuse d’acide acétique a 1 % v/v a

20°C selon les données du fournisseur.

1.1.3. PLA

_ - s ® .
Le PLA utilisé pour I’ensemble de ces travaux a ete acheté a NatureWorks ~ Co (Minnetonka,
USA). Il est de référence 2002D et se présente sous forme de granulés. 1l est a noter qu’il est
- . I _ ®
le seul matériau polymere utilisé non pur pour ces travaux. En effet, la société NatureWorks

le commercialise sous une forme additivée préte a I’emploi pour ses clients industriels.
Evidemment, la formulation de ce mélange est obscure mais contient, a n’en pas douter, des

antioxydants pour protéger le matériau.
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1.2. Solvants

L’éthanol (Pharmaceutics CARLO Erba, France) utilisé pour augmenter la solubilité de
I’HPMC et pour réduire la formation de mousse a une pureté de 96.2% et est de qualité

analytique.

Le chloroforme et I’acide acétique ont été achetés chez VWR International (France) et sont de

pureté analytique.

1.3. Consommables

Les boites de Pétri (Optilux) ont été fournies par Nunclon™ Fisher (DK-4000 Roskilde,

Danemark). Elles mesurent 1 cm de hauteur pour 8,5 cm de diamétre.

2. Production des films et tests d’homogénéité

2.1. Protocole général

Les différents films de biopolymeéres ont été réalisés par méthode de casting. Les polymeéres
sous forme de poudre ou granulés ont été dissous dans le solvant adéquat, formant une
solution filmogéne. Cette solution est filtrée et dégazee et une masse constante de solution a
été coulée dans des boites de Pétri. La premiere étape de formation des films consiste en un
rapprochement des macromolécules dans la solution filmogéne (solvant + polymere). La
seconde étape consiste en la creation de jonctions entre les chaines (forces de cohésions). Une
fois le solvant évaporé et le film formé, il n’est pas utilisable en I’état. En effet le contenu en
humidité du film joue un réle important dans ses propriétés physico-chimiques. Ainsi, le film
obtenu est équilibré en humidité grace a une boite a humidité contrblée a I’aide de sels de

Mg(Nos),. Une solution saturée de ce sel dans une boite hermétique permet en effet d’obtenir
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a 20°C une Aw=0,54. Le temps d’équilibrage necessaire est de 2 semaines. Le protocole de

formation des films est schematisé sur la Figure 12.

POLYMERE POUDRE
+S0LVANT

> CASTING BOITE

PETRI 9 cm

Filtration / Dégazage

| Q Q | Séchage

AGITATION = CHAUFFAGE

FILMS

FILMS NON
EQUILIBRES
%H

EQUILIBRES Aw maitrisée 2 semaines
%H

Figure 12 : Protocole de production des films de biopolyméres par méthode de casting

2.1.1. Production des films d’HPMC

La solution filmogéne d’HPMC a été réalisée selon le protocole de décrit par Akhtar (Akhtar
et al., 2009), en dissolvant 6g d’HPMC dans une solution composée d’un mélange eau/éthanol
dans les proportions 65/35% respectivement. La poudre d’HPMC est mélangée au mélange
eau/éthanol prealablement préchauffé a 40°C afin de faciliter la dissolution du polymére. Le
mélange est ensuite chauffé a 60°C pendant 40 minutes sous agitation modérée (400 rpm).
Une fois la solution filmogene obtenue, homogeéne en apparence, dépourvue de grumeaux et
bien transparent, elle est dégazée a I’aide d’une trompe a vide. Le dégazage est effectué a
chaud pour une meilleure efficacité.

Le film est réalisé par casting : 6g de solution filmogéne sont coulés dans une boite de Pétri et

laissés a sécher sur une surface plane (vérifiée au niveau), a 20°C, pendant au moins 48h.
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2.1.2. Production des films de Chitosan

Le chitosan est un polysaccharide hautement basique, insoluble dans I’eau, mais qui devient
soluble dans des solutions acides diluees (acide acétique ou acide formique par exemple)

(Kumar, 2000). La solution filmogene de chitosan est obtenue en dissolvent 1g de poudre de

chitosan dans une solution diluée d’acide acétique a 1% v/v. Le mélange est homogénéisé par
agitation modérée (300-350 rpm) pendant 24h a 20°C . Apres mélange, la solution est filtrée
sur une membrane de nitrocellulose de porosité 5um sous vide. Il est conseillé de réaliser
cette étape aprées avoir tiédi la solution au bain marie a 35°C, afin d’en réduire la viscosité et
de faciliter ainsi la filtration. Apres dégazage, 259 de solution sont versés dans une boite de

Pétri et laissés a secher pendant 48h a 20°C.

2.1.3. Production des films de PLA

Les films de PLA ont été réalisés a partir de granules de PLA (2002D) fournis par
NatureWorks ® Co, Minnetonka (USA).

La solution filmogene a 3,5% est obtenue par dissolution des granulés de PLA dans du
chloroforme, en prenant toutes les précautions inhérentes a I’utilisation de ce solvant classé
CMR. La solution filmogéne est laissée 1 a 2h sous agitation modérée (400rpm) jusqu’a
compléte solubilisation des granulés de PLA. La solution filmogéne claire et limpide est préte
a étre coulée sans dégazage préalable, du fait encore de I’utilisation de chloroforme tres
volatile. Les films de PLA, a I’instar des films d’HPMC et de chitosan, sont réalisés par
casting en versant 20g de solution filmogene dans une boite de Pétri. La précaution
particuliére est d’utiliser un fond téflonné pour les boites de Pétri du fait de I’utilisation de

chloroforme. Le séchage a lieu dans un endroit bien ventilé, a 20°C, pendant 48h.
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2.2. Epaisseur

L’épaisseur des films a été déterminée selon la norme NF Q 03-016 avec un micromeétre
manuel équipé d’une téte de mesure de 5 mm de diametre avec une sensibilité de 1um.
L’épaisseur de chaque film a été mesuréee en 10 points du film de fagon aléatoire. La moyenne

et I’écart-type de I’épaisseur ont été calculés pour chaque film.

2.3. Contenu en eau

La mesure du contenu en eau des films a été réalisée en triplicat pour chaque type de film.
Chaque échantillon est pesé (mo) puis seché dans une étuve a 102°C pendant 3h (selon la
norme ASTM D644-99. A la sortie de I’étuve, le film est immédiatement entreposé dans un
dessiccateur afin d’éviter la reprise en eau, puis pesé a nouveau (my). Le contenu en eau (MC)

exprimé en pourcentage est calculé tel que présenté dans I’Equation 3.

(GRSl P

MO (%) = X 100

my

Equation 3: Calcul du contenu en eau d'un film de biopolymére

3. Méthodes de Vieillissement

3.1. Pré-conditionnement des films

Parmi les trois types de biopolymeres étudiés, deux sont hydrophiles (chitosan et HPMC) et
donc, le parametre humidite est particuliérement important a prendre en compte.

Concernant le traitement micro-onde, c’est I’agitation des molécules d’eau qui permet le
dégagement de chaleur. Si, intuitivement, le contenu en eau parait alors un parameétre
important a contréler, il était important de mettre en évidence ce phénomeéne et de comprendre

comment standardiser le procedé d’obtention des films.
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Le séchage des films au cours de ces travaux a été realise a température contrdlée, mais a une
humidité relative variable selon les conditions atmosphériques, ce qui pourrait causer des

disparités dans la structuration du polymeére et son contenu en eau apres séchage.

Température

4 Tg
Réarrangement possible des chaines
Impact Cristallinité possible
Caoutchoutique Stable
Vitreux
| | | L. Hydratatinn.
1 I 1 LI | polymére
Polymére 50% Polymére100% —
Eaum/m pur et sec

Figure 13: Influence de la température et du taux d'hydratation sur d'un polymeére sur la mobilité des
chaines

Comme montré sur le schéma présente en Figure 13, a un taux d’hydratation donné, selon la
température d’utilisation, le polymére peut se trouver dans sa forme vitreuse (en dessous de la
Tg), forme plutdt stable, ou dans son état caoutchoutique, aprés franchissement de la Tg. Dans
ce cas, le polymeére est susceptible de subir des remaniements structuraux.

Pour permettre de discuter correctement les travaux effectués, nous avons donc choisi de
standardiser le contenu en eau des films en les entreposant aprés séchage pendant 2 semaines
dans une boite & 20°C et Aw contrdlée.

Pour ce faire, nous avons réalisé un montage (Figure 14) étanche avec une solution saturée en
sel de Nitrate de Magnésium hexahydrate Mg(NOs),. Ce sel a, en effet, la particularité de

générer une atmospheére avec une Activité de I’eau (Aw) égale a 0,53.
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Mg(NOS]Esat

Figure 14: Boite a Aw contrélée pour équilibrage des films

Pour choisir le temps d’équilibrage nécessaire dans ce systeme, nous nous sommes basés sur

les résultats preliminaires obtenus en DSC (Differential Scanning Calorimetry) sur les films

d’HPMC.

Ces résultats préliminaires sont présentes sur la Figure 15.
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Figure 15 : Suivi par DSC de la température de transition vitreuse (Tg) et de la température de fusion
(Tf) de films d'HPMC au cours des premiéres semaines de vieillissement & 20°C (a,b) et 40°C (c,d)
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3.2. Vieillissement accéleré en enceinte climatique

Pour maitriser au mieux les conditions environnementales de vieillissement, une enceinte
climatique a été utilisée (Climacell, MMM Medcenter, Fisher Bioblock Scientific, Illkirch,
France). Cet équipement permet de contréler la température, I’humidité relative ainsi que le
taux d’éclairage. Nous avons choisi de fixer les paramétres suivant : 40°C, 50% d’humidité

relative et dans I’obscurité.

3.3. Traitement par micro-ondes

Concernant le vieillissement par micro-onde, nous avons souhaité répondre a deux questions :

- Le micro-onde est-il un moyen rapide de mettre en ceuvre le vieillissement d’un
polymere ?

- Quels sont les comportements des biopolymeres utilisés comme emballage

alimentaire lorsqu’ils sont soumis a un usage domestique tel que le chauffage au

micro-onde.

Un four micro-onde classique a donc été utilisé a différents temps de chauffe. La puissance a
été réglée sur 800W pour I’ensemble des expérimentations. En termes de mécanisme d’action
des micro-ondes, nous I’avons vu précédemment, I’eau joue un réle prépondérant.
600 mL d’eau ont donc été introduits dans un bécher lors du chauffage micro-onde.
Cette quantité d’eau remplissait différents roles :
- Permettre la simulation du chauffage d’un aliment humide
- Permettre de contréler le taux d’humidité dans le micro-onde d’une expérience a
I’autre. En effet, I’enceinte du four se retrouvait rapidement saturée en humidité.
- Permettre de réaliser des temps de chauffage longs de plusieurs dizaines de
minutes puisqu’il est dangereux de faire tourner un micro-onde a vide. L’énergie doit

pouvoir étre absorbée par un support, I’eau dans notre cas.
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Aprés le chauffage, la température de surface du film de biopolymeére a été mesurée a I’aide

d’un thermomeétre infra-rouge (ThermoFlash).
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4. Analyse structurale

4.1. Spectroscopie Infra-rouge a transformée de Fourier (FTIR)

4.1.1. Principe

La spectrométrie infrarouge est la mesure de la diminution de I’intensité du rayonnement qui
traverse un échantillon en fonction de la longueur d’onde. Le rayonnement infrarouge
dispense suffisamment d’énergie pour stimuler les vibrations moléculaires a des niveaux
d’énergie superieurs. La spectrométrie infrarouge s'utilise principalement pour I'analyse
qualitative d'une molécule en mettant en évidence la présence de liaisons entre les atomes

(fonctions et groupements). La majorité des applications se situe entre 2,5 et 15 um soit en
nombre d'ondes de 4000 cm ™ 4 670 cm ™ (IR moyen).

Un spectre infrarouge est traditionnellement présenté en transmission (fraction de Il'intensité
transmise par rapport a I'intensité incidente) exprimée en pourcentage et I'axe des abscisses en

fonction du nombre d'onde (inverse de la longueur d'onde), sur un axe dirigé vers la gauche

4.1.2. Protocole utilisé

Les mesures FTIR ont été réalisées en mode de réflexion totale atténuée (ATR-FTIR) au
cours des différents traitements de vieillissement subis. Les mesures ont été réalisées a 20°C
avec un spectrometre Tensor 27 mid-FTIR (Bruker, Karlsruhe, Germany) équipé avec une
cellule optique Platine et un détecteur de type DTGS (Bruker, Karlsruhe, Germany).
L’ouverture du diaphragme a été réglée a 6 mm. Le taux de balayage a été réglé a 10 kHz et
64 scans ont été réalisés pour chaque échantillon testé. Le balayage a été réalisé entre 3800 et
900 cm™ avec une résolution de 4 cm™.

Les données obtenues ont traitées par le logiciel OPUS livré par le fournisseur (Bruker,

Karlsruhe, Germany).

48



Matériels et Méthodes

Le traitement des données brutes a été le méme pour chaque expérience a savoir :
- Conversion spectrale
- Correction atmosphérique H,O / CO,
- Lissage neuf points (fonction de Savitsky-Golay)
- Correction de la ligne de base 1
- Normalisation vectorielle

- Correction de ligne de base 2

4.1.3. Traitement statistiques

Le traitement statistique des données FTIR pour les films a été réalisé grace au logiciel
Unscrambler®. Ce logiciel permet de réaliser une analyse en composante principale (ACP)
sur le spectre entier des différents échantillons testés.

Une analyse dite de corrélation 2D a également été réalisée au logiciel 2D Shige© pour

compléter cette étude statistique. Ce logiciel a été concu par Dr. Shigeaki Morita de I’équipe
de Pr. Yukihiro Ozaki a I’université de Kwansei-Gakuin.

Présentation des résultats : les données doivent étre présentées dans un format .csv avec un
format strictement défini: les échantillons pour la premiére colonne (i.e. les temps de

traitement micro-ondes dans notre cas) et les nombres d’ondes en cm™ pour la premiére ligne.

4.2. Calorimétrie Différentielle a Balayage (DSC)

4.2.1. Principe

La calorimétrie a balayage difféerentiel est une technique servant a étudier les transitions

thermiques d'un polymére. On entend par la, les changements qui interviennent dans un
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polymere quand il est chauffé (la fusion d'un polymere cristallin ou le passage de la transition
vitreuse pour un polymere amorphe, par exemple) ou refroidi.

La méthode est basée sur la mesure des flux thermiques mesurés entre I’échantillon et le
polymeére, ces flux étant mesurés par des thermocouples reliés a un systeme informatique de
traitement du signal.

La courbe obtenue permettra donc de mettre en évidence des phénomenes endothermiques
consommateurs de chaleur (comme la fusion) et des phénomeénes exothermiques qui

produisent de la chaleur (tels que la cristallisation).

4.2.2. Protocole

L’analyse thermique a été menée en scellant 5,5 a 8 mg d’échantillon de films dans une
capsule en aluminium, couvercle retourné pour permettre un contact optimal du film avec le
fond de la capsule et assurer les meilleurs échanges thermiques lors de I’expérimentation.

La capsule est introduite dans un calorimetre a balayage différentiel (DSC, Netzsch,
Germany).

L’ analyse thermique est toujours réalisée en trois étapes. Une premiére montée en température
pour éliminer I’historique thermique du matériau, suivi d’une phase de refroidissement puis
une deuxieme montée en température sur laquelle les mesures de températures de fusion ou de
transition vitreuse pourront étre relevées. Les mesures sont effectuées sous flux d’azote pour

protéger I’échantillon.

Pour le chitosan, la premiere montée en température a éte effectuée de 25°C a 180°C a une
vitesse de 10°C/min. Le refroidissement a été réalisé de 180°C a 25°C a une vitesse de
30°C/min et la derniere montée en température de 25°C a 350°C a une vitesse de 10°C/min.

Pour I’HPMC, la premiére montée en température a été effectuée de 25°C a 130°C a une
vitesse de 10°C/min. Le refroidissement a été réalisé de 130°C a 25°C a une vitesse de

30°C/min et la derniere montée en température de 25°C a 300°C a une vitesse de 10°C/min.
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4.3. Diffractométrie de rayons X (DRX)

Les mesures en DRX ont été reéalisees dans deux laboratoires différents équipés pour ce type
d’expérimentations.

Premierement a I’Institut Jean Lamour - UMR 7198 - Centre de Compétence X-gamma
(Diffraction-Diffusion-Imagerie X et Spectroscopie Mdssbauer), unité CNRS - Nancy-
Université avec I’aimable collaboration de M. Ghouti MEDJAHDI.

Deuxiemement a ’TENSAM-Arts et Métiers ParisTech de Metz au Laboratoire LEM3 UMR
CNRS 7239 avec I’aimable collaboration de M. Raphaél PESCI.

Un diffractometre panalytical X'Pert Pro MPD a axe horizontal a été utilisé, monté en
réflexion et en théta/théta. Il est équipé d'une anticathode au cuivre et d'un détecteur rapide
X'Celerator. La radiation Kbéta est filtrée a l'aide d'un filtre en Nickel. L'échantillon est
déposé sur un porte-échantillon qui est ensuite introduit dans une platine animée d'un

mouvement de rotation sur son propre axe.

4.4. SEC MALLS

Cette technique permet la détermination de la masse moléculaire.
Nous I’avons employée pour confirmer les éventuelles ruptures de chaines au cours du
vieillissement, du chitosan en particulier dont nous possédions des étalons de différents poids

moléculaires.

La SEC MALLS (Size exclusion chromatography with multi-angle laser light scattering

detectors) a été utilisée pour étudier la distribution de poids moléculaire d’échantillons de

chitosan selon la méthode décrite par Nguyen (Nguyen et al., 2009). L’indice de réfraction
(R1) ainsi qu’un micro-viscosimétre ont été utilisés. Le poids moléculaire moyen a été
déterminé grace a la courbe étalon réalisée grace a des standards de chitosan au poids

moléculaire connu (American Polymer Standard).
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Pour chaque échantillon, une solution a été realisee en solubilisant le film a testé a 1mg/L
dans un tampon acétate (0,3M d’acide acétique; 0,3M d’acétate de sodium; pH=4,5) Ce
tampon est filtré sur membrane de porosité 0,45 um (Durapore® 47 mm diam. Millipore) a
20°C. Le tampon acetate sert également de phase mobile pour la chromatographie.

Les analyses ont été menées a 30°C a un débit de 0,7 mL/min avec un volume d’injection de
100 pL et en utilisant un viscosimetre de type Viscotek A4000M (colonne de 7,8mm de

diametre interne et 30 cm de long)

4.5. Microscopie Electronique a Balayage

La technique de microscopie électronique a balayage -Hitachi SEM instrument (Hitachi S-
4800, Tokyo, Japan)- a été utilisée pour obtenir des images de la surface des films avant et
apres vieillissement. Les échantillons ont été métallises avant observation pour améliorer le
contraste. Les observations ont été réalisées a 10kV. Différents grossissements (x 2000, X
5000, x 10000 and x 20000) ont été utilisés, du général au particulier pour observer la surface

des films.

5. Analyse fonctionnelle
5.1. Essais mécaniques

5.1.1. Systeme de traction

Un Lloyd Instrument (AMETEK, LRX, Leicester, UK) a été utilisé pour déterminer les
propriétés mécaniques des films testés, conformément a la norme ASTM D882 « Standard
Test Method for Tensile Properties of Thin Plastic Sheeting ». Les essais ont été réalisés par
fixation des films dans des méchoires de serrage, et la traction exercée sur les film a eté
réalisée & une vitesse constante de 20 mm.min™ jusqu’a rupture. Le serrage et le maintien de

ces éprouvettes fragiles est une partie délicate pour la bonne mise en ceuvre de la technique.
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Le serrage doit en effet empécher le glissement du matériau mais sans le déchirer pour éviter

une rupture prématurée de I'éprouvette.

5.1.2. Géomeétrie des éprouvettes et placement

Les éprouvettes ont été découpées conformément & la norme ASTM D882 « Standard Test
Method for Tensile Properties of Thin Plastic Sheeting » comme présente sur la Figure 16.

On notera que les mesures ont été adaptées proportionnellement pour répondre a la contrainte
de la technique de casting dans des boites de Pétri de 90 mm de diametre, limitant de fait la

longueur des éprouvettes.

10mm

20mm

Diamétre

omm
4mm—| |7 64mm | 18mm

Figure 16 : Modéle de découpe des éprouvettes de biopolymeres pour les essais de traction

5.1.3. Découpe des éprouvettes

Lors des essais mécaniques, une découpe précise est primordiale pour assurer une bonne mise
en ceuvre des essais de traction sur les polymeres. Cette étape de découpe est d’autant plus
importante que nos échantillons étaient fins (de I’ordre de 50um).

Differentes solutions (coupe en eau pure uniquement) ont donc été testées pour la découpe des

différents biopolymeres au CRITT Techniques Jet Fluide et Usinage de Bar-Le-Duc.
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La technique de découpe au jet d’eau fait actuellement partie des techniques préconisées pour
I’usinage des polymeres. En effet, elle permet une découpe a froid du polymere, sans
endommagement thermique du matériau ni déformation.

Cette technique allie la vitesse et la pression d’un jet d’eau tres fin. Le matériau est donc

découpé par une action mécanique, par le dépassement de sa limité d’élasticité (Dessarthe

Pression
Température T
Al ype
Additif 'écoulement
Dosage
9 Débit
@ de buse

2000).

Vitesse Distance
d'avance <—< _Angle :
d'incidence de tir
Epaisseur "
Nb de couche aarsot@mtms
Sens q
Orientation
Support
de coupe

Figure 17 : Principe du montage de découpe au jet d'eau pure utilisé pour la découpe des films de
biopolymeéres
(source : http://www.crt-coupe.com )
Des problémes importants de découpes sont intervenus pour les films de chitosan et HPMC
qui, quelques secondes apres leur découpe, se sont enroulés completement sur eux méme,
comme sous I’action du relachement de tension interne. Différents paramétres de découpe ont
été testés. Notamment le caractére hydrophile de ces deux biopolymeres a été mise en cause.
Théoriquement, les vitesses et pressions utilisées sont telles que la méthode ne devrait pas
poser de probleme pour la découpe de matériaux hydrophiles. Toutefois, pour lever
définitivement ce questionnement, les films ont été découpes entre plusieurs couches pour les

protéger d’une éventuelle humidité lors de la découpe.
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Ont été testés les solutions suivantes :

- Entre des feuilles au dessus et en dessous

- Entre des feuilles absorbantes au dessus et en dessous
- Entre des couches de lino

- Entre des feuilles de PVC

- Dans une pochette plastique en Polypropyléne

- Avec un emporte-piéce en acier découpé au jet d'eau abrasif.

Ils ont en outre testé différentes vitesses entre 200 et 600 mm/min.

Au final, aucune solution n’a été trouvée pour un découpage satisfaisant des échantillons
d’HPMC et de chitosan, et ce, malgré I’expertise de I’équipe du CRITT.

Les éprouvettes de PLA, quant a elles, ont été decoupées en eau pure avec des buses de 0.12

mm de diamétre a 600 mm/min entre 4 feuilles de papier (2 de part et d'autre).

5.2. Colorimétrie

La mesure de la couleur des films a été réalisée en utilisant un colorimétre Minolta CM, CR-
210 (Minolta, Colombes, France) paramétré dans le systeme colorimétriqgue CIELab. Les
valeurs représentées sont la moyenne des mesures réalisées en triplicat a différents endroits
choisi aléatoirement sur chaque échantillon. Pour un temps de vieillissement donné, 3 films
ont été testé afin de garantir la répétabilité des mesures.

Pour représenter la variation de couleur au cours du vieillissement, le paramétre AE,
représentant I’écart de teinte entre deux échantillons, a été calculé tel que presenté dans

I’Equation 4.

AE = \/(Lt - Lt0)2 +(at _at0)2 +(bt _bto)2

Equation 4: Calcul du paramétre AE pour représenter la variation de couleur entre différents
échantillons dans I’espace colorimétrique CIELab
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Dans I’Equation 4, le paramétre L* représente la clarté, mesurée de 0 -noir- & 100 -blanc- . Le
parametre a* se positionne sur un axe allant du vert (valeurs négatives de a*) au rouge
(valeurs positives de a*). Le paramétre b* se positionne quant a lui sur un axe allant du bleu
(valeurs négatives de b*) au jaune (valeurs positives de b*). Les trois axes L*, a* et b* se

croise en un point 0 qui correspond au gris, tel que montre sur la Figure 18.

+L

+b +a

Figure 18: Espace colorimétrique CIE Lab

Nous I’avons évoqué, le paramétre AE permet d’obtenir une quantification de 1’écart global de
teinte entre deux échantillons. Concernant les résultats présentés ultérieurement, le AE a
toujours été calculé entre I’échantillon référence non vieilli ty et un échantillon & un temps t de

vieillissement.

Pour aller plus loin dans I’analyse colorimétrique de la couleur des films de biopolymeres, on
peut calculer I’index de jaunissement (Y1) (Cao et al.) selon la norme ASTM D1925 comme

décrit par I’Equation 5.

[ 100 = (£ X — 0,2
- ¥

Equation 5: Calcul de I'indice de jaunissement
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On notera que le calcul de cet indice de jaunissement n’utilise pas les parametres
colorimétriques de I’espace CIE Lab mais les coordonnées X, Y et Z. On notera que les
facteurs Cy et C, dépendent de la nature de I’illuminant et de I’angle d’observation. Dans
notre cas, pour un illuminant type lumiére du jour D65 et un angle d’observation de 10°, les

facteurs Cy et C,sont de 1.3013 et 1.1498 respectivement.

6. Evaluation sensorielle
6.1. Analyse olfactive

6.1.1. Test de Robinson

L’analyse des propriétés olfactives des films de biopolymeéres testés a été réalisée selon le
protocole du test de Robinson.

Ce test consiste a faire sentir au paneliste un échantillon référence puis un échantillon a tester.
Le panéliste doit ensuite quantifier la différence d’odeur percue sur une échelle de 0 a 4 selon
les criteres exposes dans le protocole ci-apres.

Le film référence ainsi que le film testé sont placées dans un pot en verre fermé
hermétiquement par un joint en Téflon®, matériau qui a la propriété d’étre a la fois étanche et
inerte olfactivement, n’interférant donc pas avec I’odeur du matériau a tester.

Les pots en verre sont entreposés pendant 1h a 40°C (ils peuvent également étre laissés a
température ambiante pendant 24h). Apres une heure a 40°C et environ 15 minutes a

température ambiante, le test peut étre réalisé tel que décrit ci-apres.

« Vous avez devant vous 2 bocaux en verre. L’un est considéré comme le témoin et est annoté
T et le second est I’échantillon annoté E.

1) Ouvrir le bocal témoin T et le sentir. Refermer immédiatement apres le flairage.
2) Attendre 30 secondes
3) Ouvrir le bocal échantillon E et le sentir. Refermer immédiatement apres le flairage.
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Il s’agit de qualifier la différence percue entre le témoin et I’échantillon selon I’échelle
proposeée ci-apres. »

0= aucune différence

1= différence avec le témoin difficilement perceptible

2= légere différence avec le témoin (a peine définissable)

3= différence significative avec le témoin

4= différence forte avec le témoin
Ce test, de réalisation rapide et facile d’accés pour les panélistes est largement utilisé dans
I’industrie des matériaux d’emballage, et ce a divers usages : détecter une odeur de solvant
résiduelle, une odeur de colle (matériaux multicouches), veérifier la qualité de la production,

verifier I’influence d’un nouveau process...

6.1.2. Nez électronique

Un “nez électronique” de type Heracles 1l (Alpha MOS, Toulouse, France) a éte utilisé pour
mettre en evidence et caractérisé les off-flavours libérées lors du chauffage des polymeres. Ce
systéeme consiste en une chromatographie en phase gazeuse a double colonnes. La phase
mobile est de I’hydrogéne de qualité analytique.

Pour I’analyse, un film coupé en morceaux (soit une masse de 0.30 g) a été scellé
hermétiquement dans un Vial et chauffé a 40°C pendant une heure pour permettre la
volatilisation et la libération dans I’espace de téte du Vial des composés volatiles. 1mL
d’espace de téte a été injecté via une seringue dans le détecteur de I’appareil. Se produit alors
une évaporation éclair permettant la libération des composés. Ces derniers vont alors passer
au travers d’un systeme de trap absorbant ou ils sont piégés et concentrés, puis injectés
successivement dans deux colonnes capillaires courtes (2m chacune). La premiére colonne -
DB5- est apolaire alors que la seconde -DB1701- est de polarité moyenne. Deux détecteurs a
ionisation de flamme (en anglais FID - Flame lonization Detectors - ) travaillent en paralléle,

permettant d’obtenir deux chromatogrammes grace au logiciel Heracles. C’est le croisement
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d’informations de ces deux colonnes, couplé a une base de données chimique, qui va

permettre une identification plus pointue des composés volatiles libérés.
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6.2. Analyse visio-tactile

6.2.1. Contexte et outil SensoTact®

Pour cette étude, nous avons utilisés un outil mis au point par I’Ecole Nationale Supérieure de
Mécanique et des Microtechniques (ENSMM) : le SensoTact®. Cet outil, permet d’évaluer la
sensation tactile de la surface d’un matériau. Mis au point au départ pour I’industrie
automobile afin de caractériser le toucher des matériaux plastiques de I’habitacle automobile,
le Sensotact® est applicable a de nombreux autres domaines comme celui de
I’agroalimentaire, de la cosmétique, mais également du textile.

L’outil se compose de dix descripteurs pour caractériser la sensation tactile. A chaque
descripteur est associé un type de geste exploratoire. Pour décrire la sensation thermique du
matériau, on utilise un geste statigue. Un mouvement orthogonal est utilisé pour les
descripteurs que sont le collant, la dureté, la nervosité et I’effet mémoire. Enfin, un
mouvement tangentiel permet de décrire le bloquant, le glissant, le relief, le rapeux et le
fibreux.

Pour chaque descripteur, une échelle ordonnée de 8 cases permet au panéliste de positionner

I’intensité de la sensation pergue tel que présenté en Figure 19

Figure 19 : Echelle tactile ordonnée de I'outil SensoTact® pour le descripteur collant

Concernant I’interaction entre le toucher et la vision, une étude (Whitaker et al., 2008) a été

effectuée afin de montrer le lien de dépendance entre le toucher et la vision pour la perception

de la texture. Cette étude montre que la texture d’un objet est d’abord envisagée et estimée
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visuellement par sa forme et sa couleur par exemple. Le toucher intervient ensuite et permet
de préciser les premiéres impressions, pour décrire les propriétés de surface de I’objet. De

plus, dans des expériences conduites par (Lederman et al., 1986) il a été montré que dans

I’évaluation de la densité spatiale des éléments d’une surface, la vision dominait le toucher,
alors que le toucher domine la vision dans I’évaluation des propriétés de surface comme la

rugosité.

Au niveau cérébral le lien entre la vision et le toucher a été démontré par (Stein and Meredith,

1993). En effet, dans une partie du cerveau appelée colliculus supérieur sont organisees les
représentations visuelles et tactiles. Une grande partie des neurones des cartes sensorielles de
la vision et du toucher du colliculus supérieur est multisensorielle : des stimuli visuels et
tactiles y sont détectés. C’est pourquoi la vision et le toucher sont considérés comme une carte
multisensorielle unique et intégree et sont deux sens complémentaires dans la description d’un

objet (Pasquinelli, 2003).

Dans I’idée de mettre au point un outil innovant de caractérisation des modifications
structurales tout en vérifiant I’acceptabilité des biopolymeres vieillis dans le cadre de leur
utilisation comme matériaux d’emballage, nous avons souhaité réaliser I’analyse visio-tactile
de nos films. Concrétement, il s’agit de verifier si le vieillissement des films étudiés est
perceptible visuellement et tactilement. Il s’agit ensuite de montrer, si elle existe, I’influence

de la vue sur la perception tactile.

Un panel de 69 jurys volontaires a été recruté pour ces séances. Les séances ont eu lieu dans
une salle d’analyse sensorielle, dédiée a cet effet, et congcue selon les exigences de la norme
ISO 8589:2007 concernant les directives générales pour la conception de locaux destines a

I'analyse sensorielle.
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6.2.2. Choix des échantillons

Trois sessions de test ont été utilisées pour qu’a chaque session corresponde un seul type de
film testé. Pour chaque biopolymere (HPMC, Chitosan et PLA), 3 films ont été testés a
différents temps de traitement micro-onde (0, 8 et 15minutes). Ces temps ont été choisis car
ils correspondent a des temps realistes d’utilisation domestique du micro-onde tout en
provoquant sur le film des modifications qui nous paraissaient sensibles en terme de

transparence, d’aspect et de rugosité de surface par exemple.

6.2.3. Choix des descripteurs

Le nombre de descripteurs est fonction de la durée de la séance, en effet, une séance d’analyse
sensorielle ne doit pas étre longue pour permettre une participation des panélistes efficaces
sans fatigue sensorielle. C’est pourquoi trois descripteurs ont été choisis pour analyser les
différents films.

Parmi les descripteurs tactiles, trois descripteurs ont été choisis: le glissant, le collant et la
rigidité. Le glissant décrit la facilité a déplacer son doigt sur le matériau, le collant décrit la
capacité d’adhérence du doigt sur le matériau et la rigidité décrit la résistance du matériau a la

flexion.

Avant les séances d’évaluation a proprement parler, les panélistes ont été familiarisés et

entrainés sur I’outil SensoTact et en particulier, sur les descripteurs choisi pour notre étude.

Le caractere « glissant » du film décrit la facilité a déplacer son doigt sur le matériau en
suivant un mouvement tangentiel avec I’index.

Le caractere « collant » décrit la capacité d’adhérence du doigt sur le matériau, jugé grace a
un mouvement orthogonal au film.

Enfin, la « rigidité » décrit la capacité du matériau a résister a un mouvement de flexion.
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Les mouvements tangentiel et orthogonal sont décrits sur la Figure 20.
Concernant I’évaluation de la rigidité, on a demandé aux panélistes de réaliser une flexion
modérée du film testé tenu dans chaque main entre le pouce et I’index.
Avant chaque séance, les panélistes ont également été invités a se laver les mains pour que

rien ne puisse perturber leur perception tactile des films.

mouvement | mouvement
tangentiel orthogonal
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Figure 20 : Mouvements exploratoires tangentiel et orthogonal utilisés dans I'évaluation tactile des
films selon la méthode SensoTact®

La préparation des seances d’analyse sensorielle (codages des échantillons, plan de
présentation des échantillons, questionnaires d’évaluation...) a été réalisée sur I’outil

informatique Fizz.

6.2.4. Traitement statistique

Pour chaque descripteur, les panélistes ont eté invités a classer les échantillons de films en
rang 1, 2 ou 3 par ordre d’intensité du descripteur (1 <2 <3).

On utilise donc le test de Friedman, test non paramétrique utilisé pour la comparaison de k
échantillons appariés. Dans notre cas, k=3 correspondant aux trois temps de traitement micro-
ondes testés (0, 8 et 15 minutes). Les échantillons sont appariés puisque le test est organise
par type de biopolymere. On considere un degré de liberté (ddl) égal a k-1 soit un ddl=2 dans

notre cas. Le traitement statistique a été effectué grace au logiciel XLSTAT.
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6.2.5. Organisation de la séance

Les échantillons ont été codés par un nombre a 3 chiffres et proposés aux panélistes selon un

plan de présentation qui suit un double carré latin.

Au début des séances, tous les participants ont été invités a se laver et se sécher les mains afin
de ne pas contaminer les films (mains humides, grasses ou collantes) et de permettre une
évaluation tactile optimale.

Une boite de présentation a été concue (Figure 21) pour permettre & chaque panéliste
d’évaluer les films en aveugle, c’est-a-dire pour la premiére partie de la séance, I’évaluation

tactile pure.

b)

Figure 21 : Boite de présentation pour I'analyse visio-tactile des films de biopolyméres
a) cOté panéliste b) coté expérimentateur

La deuxieme partie de la séance consiste en I’évaluation visuelle des films placés sur fond
blanc, et enfin, la troisiéme et derniere étape consiste en une analyse visio-tactile ou les

panélistes sont libres d’explorer et d’ordonner les films en utilisant la vue et le toucher.
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1. Influence du vieillissement accéléré sur des films de Biopolyméres

1. Influence du vieillissement acceléré sur des films de Biopolymeéres

1.1. Introduction

Dans ce chapitre, nous évoquerons les consequences du vieillissement accéléré sur les films
de biopolymeres. Nous testerons I’HPMC, le chitosan et le PLA dans différentes conditions

de vieillissement, en testant notamment I’influence de la température.

Pour ce type de méthode de vieillissement, nous nous sommes intéressés a des températures
inférieures a 50°C (30, 40 et 50°C), donc en dessous des températures de transition vitreuse
des matériaux considérés. En effet, nous cherchons ici @ montrer les conséquences d’un
vieillissement sur du moyen et long terme, pour mimer par exemple, I’évolution des
polymeres au cours de leur stockage. Il s’agit de montrer I’évolution naturelle du polymere,

en dehors des process de mise en ceuvre plus agressifs a plus haute température.

En effet, dans le cadre d’une utilisation industrielle, il est important que le matériau possede
une certaine stabilité intrinseque afin de garantir une constance de performance en termes de
propriétés mécaniques ou barriéres, comme une certaine inertie vis a vis d’une éventuel
contact alimentaire pour des emballages alimentaires (relargage de monomeres susceptibles

de migrer vers I’aliment..).

1.2. Vieillissement de films d’HPMC en enceinte climatique

Des films d’HPMC d’une épaisseur de 48 + 2 um ont été entreposés pour vieillissement dans
une enceinte climatique régulée a 40°C, 50% d’humidité relative et dans I’obscurité. Le
vieillissement s’est poursuivi pendant une durée totale de 6 mois et des échantillons ont été

régulierement prélevés pour analyse.



1.1 Vieillissement de films d’HPMC en enceinte climatique

L’objectif de ce travail est de mettre en evidence, si elles existent, les modifications subies par
I’HPMC au cours de plusieurs mois de vieillissement. Cela permet d’accéder a des
informations nouvelles qui aideront a déterminer I’opportunité d’utiliser ce type de matériau

pour des applications en packaging par exemple.

1.2.1. Suivi de la couleur des films au cours du vieillissement

La couleur des films a été suivie au cours du vieillissement. Les résultats des mesures L*, a*

et b* sont présentés en Figure 22 et Figure 23.
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Figure 22 : Evolution du parametre colorimétrique L* des films d'HPMC au cours du vieillissement
en enceinte climatique (40°C/50%RH/obscurité)
La Figure 22 montre que le parametre L* reste constant au cours du vieillissement. En effet,
le film d’HPMC initial est incolore et transparent ce qui explique une valeur élevée du

paramétre L. Ce paramétre est préservé lors du vieillissement.
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Figure 23 : Evolution des parameétres colorimétriques a (en gris) et b (en noir) des films d'HPMC au
cours du vieillissement en enceinte climatique (40°C/50%RH/obscurité)

Les valeurs a* (axe vert-rouge) et b* (axe bleu-jaune) sont également peu sensibles au
vieillissement. Nous ne detectons pas de changement de couleur, de jaunissement par
exemple, du film.

Cette mesure quantitative permet d’objectiver I’observation macroscopique des films, dont la
couleur ne parait effectivement pas altérée au cours de ces semaines de vieillissement.

En effet, les paramétres L*, a* et b* restent stables au cours du vieillissement. Cela signifie
par exemple qu’on n’observe pas de jaunissement du film par exemple. Cela contribue a la
fois a rendre le matériau acceptable pour une utilisation sur du moyen terme, mais cela
présage aussi d’une certaine stabilité structurale. En effet, le changement de couleur d’un film
peut étre un élément diagnostique de modifications importantes, comme par exemple la
production de composés néoformés potentiellement néfastes pour une utilisation en packaging

alimentaire.

1.2.2. Suivi de la structure du polymeére par spectroscopie infra-rouge a transformée

de Fourier

Le spectre obtenu par mesure spectroscopie infrarouge des films d’HPMC au cours de leur

vieillissement permet d’approcher les modifications structurales du film au cours du temps.
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1.1 Vieillissement de films d’HPMC en enceinte climatique

La Table 2 permet d’identifier les pics d’intérét en spectroscopie infra-rouge pour I’'HPMC.

Table 2: Analyse des groupements fonctionnels de I'HPMC tel que décrit par (Subhashree et al., 2011)
en FTIR

Nombre d’onde Nombre d’onde

théorique (en cm™) observé sur mes Groupes impliqués
q films (en cm™)
3500-3400 3437 Hydroxyle
2900 2900 Meéthyl et Hydroxypropyl

1650-1600 1643 Cycle a 6 carbones
1500-1450 1454 Méthyl dans CH30
1100-1000 1053 C-0-C
1000-950 945 Cycle pyranose

C-0-C streching

0,2000
Methyl and . .

Hydroxyl Group Hydroxypropyl sur {211:((3)]1:3 éigcose 0,1500 —_
groups N a
) =
— a
Kol
0,1000 <
S
c
©
2
| a
/\ 0,0500 4

: : ' : 0,0000

3350 2850 2350 1850 1350 850

Wavenumber (cmY)

—HPMCt0 —HPMCt4 —HPMCt8 —HPMCt12 —HPMCt16 ——HPMCt25

Figure 24 : Spectres infra-rouges des films d'HPMC soumis a différents temps de vieillissement en
enceinte climatique (de 0 a 25 semaines) a 40°C et 50%HR
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1. Influence du vieillissement accéléré sur des films de Biopolyméres

La Figure 24 donne une vue d’ensemble du spectre FTIR des films d’HPMC ainsi que des
zones d’intérét. On constate sur cette figure que certaines zones sont modifiées au cours du
vieillissement. Comme nous le verrons dans la suite de I’étude, certaines modifications sont

plus discretes et méritent une visualisation plus précise des spectres pour étre mis en évidence.
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3750 3650 3550 3450 3350 3250 3150 3050

Wavenumber (cm™)

——HPMCtD ——HPMC t4 HPMC t8 ——HPMCt12 HPMCt16 HPMC t25

Figure 25 : Spectre FTIR de films d'HPMC de 0 a 25 semaines stockées a 40°C et 50% RH, zoom sur
le pic & 3440 cm™

La Figure 25 permet I’observation de la zone 3050 & 3750 cm™. Ce pic est généralement
attribué a la vibration de la liaison O-H, notamment celle de la molécule d’eau. L’observation
de ce pic peut ainsi rendre compte du niveau d’hydratation de notre film au cours du

traitement.

Ce pic décroit en intensité au cours du temps, signant une perte en eau du film au cours du

vieillissement, ce qui est un résultat attendu lors d’un stockage a 40°C comme c’est le cas ici.
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Figure 26 : Spectre FTIR de films d'HPMC de 0 a 25 semaines stockées a 40°C et 50% RH, zoom sur
le pic & 1643 cm™

La Figure 26 présente un agrandissement de la zone 1500 & 1800 cm™ centrée sur le pic &
1643 cm™. On constate que I’intensité de ce pic décroit au cours du vieillissement des films.
Ce pic est attribué a la vibration de la liaison C-O des cycles a 6 carbones, en I’occurrence les
unités glucoses de I’HPMC dans notre cas. La diminution de I’intensité de vibration de cette
liaison est en faveur d’une possible rétractation des unités osidiques, possiblement due a un
encombrement stérique dans I’environnement proche. Cet encombrement stérique pourrait
étre expliqué par des phénomeénes locaux de cristallisation de I’HPMC, créant des
phénomenes de tension locale et limitant la mobilite des chaines polymériques de la phase

amorphe.
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Figure 27 : Spectre FTIR de films d'HPMC de 0 a 25 semaines stockées a 40°C et 50% RH, zoom sur
le pic & 2900 cm™

La Figure 27 permet de visualiser la zone des spectres concernant les groupements méthyles
et hydroxypropyles de I’'HPMC. On constate une diminution sensible des vibrations
concernées, notamment apres 16 et 25 semaines de traitement, laissant supposer une perte de
ces groupements substitués sur la chaine principale lors du vieillissement. On notera toutefois

que si ces phénomenes sont visibles, ils restent d’intensité tres modeérée.
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Figure 28 : Spectre FTIR de films d'HPMC de 0 a 25 semaines stockées a 40°C et 50% RH, zoom sur
le pic & 1053 cm™

Enfin, la Figure 28 permet I’observation du pic centré & 1053 cm™ qui est caractéristique de la

liaison C-O-C entre les unités osidiques de I’HPMC. Ici, on remarque des différences, mais

tres faibles, non significatives et ne suivant pas la cinétique de vieillissement. Ces variations

ne permettent pas de tirer de conclusion. On peut estimer que dans les conditions testées, le

vieillissement n’atteint pas cette liaison.

1.2.3. Suivi des parametres thermiques par calorimétrie différentielle a balayage

La Figure 29 montre I’allure géenérale d’un thermogramme obtenu par la méthode DSC pour
un film d’HPMC. Le thermogramme présente 3 courbes représentant les 3 phases de

montée/descente/montée en température de I’échantillon au sein de I’équipement DSC.
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Figure 29 : Thermogramme DSC obtenu a partir d'un film d'HPMC

Cooling — — —Second heating

------ First heating

La troisiéme courbe correspondant & la 2°™ montée en température permet d’observer deux
évenements de type endothermique. Le flux de chaleur ici presenté sur I’axe des ordonnées est
présenté par valeurs croissantes, signifie qu’un pic orienté vers le haut représente un

événement endothermique (transition vitreuse, fusion) alors qu’un pic vers le bas représente

un évenement exothermique (cristallisation)
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Figure 30 : Thermogrammes obtenus lors de la seconde montée en température pour les films
d'HPMC vieillis de 0 a 25 semaines a 40°C, 50% d'Humidité Relative et dans I'obscurité en enceinte
climatique
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1.1 Vieillissement de films d’HPMC en enceinte climatique

La Figure 30 présente les courbes de thermogrammes obtenues lors de la seconde montée en
température pour les films d’HPMC au cours de leur vieillissement en enceinte climatique en
conditions contrdlées de température (40°C), d’humidité relative (50%) et dans I’obscurité.
On constate que le vieillissement ne modifie pas I’allure des thermogrammes au cours des

semaines et que les températures de transition vitreuses et de fusion ne semblent pas affectées.

Table 3 : Evolution de la température de transition vitreuse (Tg), de fusion (Tm) et de cristallisation
(Tc) de films d'HPMC au cours du vieillissement en enceinte climatique (40°C, 50%RH et obscurité)

Temps de vieillissement Tg(C) Tm(°C) Tc(°C)

(semaines)
0 154+1 183+1 1281
4 155+2 1831 1271
8 154+1 184+1 129%0
12 154+1 182+0 1281
16 155+2 1812 1262
25 155+1 181+1 127%0

La Table 3 présente les valeurs des évenements notables sur les thermogrammes des films
d’HPMC au cours du vieillissement et confirme les observations des courbes présentées en
Figure 30. Comme on le constate, les valeurs de température de transition vitreuse, de
température de fusion et de cristallisation (155 + 1°C, 182 + 1°C et 128 + 1°C
respectivement) restent stables au cours du traitement. Le vieillissement n’affecte donc pas les
parametres thermiques de I’HPMC. Ce résultat était attendu, considérant les faibles variations
structurales mises en évidence dans I’analyse en FTIR précédemment exposée. Ces
parametres thermiques, outre le fait qu’ils représentent I’état structural du polymere, sont
d’une importance cruciale pour sa mise en ceuvre dans un procedé industriel par exemple. On
constate ici que I'HPMC est stable au cours du vieillissement ce qui est un argument

favorable pour son emploi en industrie.
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1. Influence du vieillissement accéléré sur des films de Biopolyméres

1.2.4. Evaluation des phases amorphe / cristalline par diffraction aux rayons X

La méthode de diffraction aux rayons X permet de mettre en évidence la phase amorphe et la
phase cristalline d’un polymére. Nous I’avons évoqué précédemment, cette répartition de
phase amorphe et cristalline au sein du polymére conditionne beaucoup ses propriétés et donc

Ses usages.
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Figure 31 : Diffractogramme aux rayons X d'un film d'HPMC neuf comparé a un film d'HPMC vieilli
pendant 6 mois en enceinte climatique a 40°C et 50%RH

La Figure 31 présente les diffractogrammes obtenus pour deux échantillons de films
d’HPMC. Le premier est un film d’HPMC dit neuf, c’est a dire juste aprés sa production et
son équilibrage en humidite relative. Le second est celui d’un film d’HPMC dit vieilli qui a
subi un vieillissement en enceinte climatique a 40°C et 50% d’humidité relative, dans
I’obscurité, pendant une durée de 6 mois. Si les allures globales des diffractogrammes sont
semblables, on note toutefois un pic plus marqué sur I’échantillon d’HPMC vieilli, signant la
présence d’une zone cristalline sur cet échantillon que I’on ne retrouve pas sur le film a I’état

neuf. Cette observation est cohérente avec I’hypothése posée suite aux résultats de I’analyse
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1.1 Vieillissement de films d’HPMC en enceinte climatique

infrarouge, qui laissait supposer des phénomenes de cristallisation qui engendraient un

encombrement stérique.

1.2.5. Observation de la surface des films par Microscopie Electronique a Balayage

Pour confirmer les résultats obtenus en DRX, nous avons procede a I’étude de surface des

films d’HPMC avant, a I’état initial, et aprées vieillissement (6 mois en enceinte climatique).

I 1 1 I LI
a) 1.0kV-D 6. 1mm x10 SEU 5.00um b) 1.0kV-D 6. 1mm x20.0k SE(U,LAD) 2.00um

Figure 32 : Image de Microscopie Electronique a Balayage de films d'HPMC neufs,
grossissements a) X 10000 et b) X 20000

(I B S | LT 0
a) 0.5kV-D 6. 17mm x10.0k SE{U,LAD) 5.00um b) 05kv-D & S 2.00um

Figure 33 : Image de Microscopie Electronique a Balayage de films d'HPMC vieillis 6 mois en
enceinte climatique (40°C, 50%RH et dans I’obscurité),
grossissements a) X 10000 et b) X 20000

Les images de microscopie présentées en Figure 32 montrent la surface des films d’HPMC a
I’état neuf, et ce, a différents grossissements (X 10000 et X 20000). Ces images sont

conformes a I’ensemble de la surface du film qui a été balayée. La surface est lisse, sans
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irrégularité, sans particularité ni élément notable. Cela permet de constater que le procédé de
fabrication de nos films est performant et permet I’obtention de films homogénes par casting.

La Figure 33 montre la surface d’un film d’HPMC qui a subi un vieillissement accéléré en
enceinte climatique a 40°C et 50% d’humidité relative pendant 6 mois, a des grossissements
semblables aux images de films neufs. La surface montre des eléments corpusculaires ronds
dispersés sur la surface du film. Ces inclusions ont parfois été le point d’initiation de

phénomeénes de cristallisation bien visibles sur la Figure 33.

Deux types de cristaux sont visibles a la surface des films vieillis. Des cristaux de structure
assez élaborée, composés de plusieurs feuillets assemblés, mais aussi des cristaux en forme de
batonnets. Cette structure fibrillaire n’est pas sans rappeler les whiskers de cellulose, forme
cristalline fibrillaire de cellulose, d’échelle nanométrique et qui benéficie d’un intérét
croissant pour ses propriétés utilisées dans le domaine des nanocomposites (Favier et al.,
1995) .... La plupart des études reportées dans la littérature font référence aux nanocristaux de
cellulose, bien que des nanocristaux polysaccharides puissent également étre obtenus a partir

de chitine (Paillet and Dufresne, 2001, Gopalan Nair et al., 2003) ou d’amidon (Wang et al.,

2010).

1.2.6. Essais de traction

Les résultats des essais de traction réalisés sur les films d’HPMC au cours du vieillissement
en enceinte climatique a 40°C et 50% d’Humidité relative sont présentés en Figure 34 par le
suivi du module d’Young au cours des semaines du temps. Ce paramétre permet une
appréciation de la rigidité du matériau testé, en particulier au niveau de son élasticité, de sa
capacité de résistance a la contrainte. Il est obtenu graphiquement sur le diagramme
contrainte-deformation du matériau. La pente de la phase linéaire dite « elastique » donne la

valeur du module d’Young.
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Figure 34 : Module de Young de films d'HPMC au cours du vieillissement de 0 & 25 semaines a 40°C
50% d'Humidité relative et dans I'obscurité

Ici, le module d’Young montre une tendance a I’augmentation au cours du vieillissement.
Cette augmentation est en faveur d’une perte des propriétés mécaniques des films d’HPMC au
cours des semaines de stockage en enceinte climatique. Cette analyse est en accord avec les
observations décrites préecédemment. En effet, les phénomenes décrits en FTIR comme la
cristallisation des films d’HMPC mise en évidence par microscopie et diffraction des rayons
X, et la perte en eau des films sont autant d’éléments qui concourent a la baisse des
performances mécaniques des films d’HPMC, les rendant plus rigides.

Toutefois, si ces conclusions sont a pondérer par la discussion sur la méthode des essais de
traction employés. En effet, on constate sur la Figure 34 des écart-types élevés sur les valeurs
de modules de Young, de I’ordre de plusieurs dizaines voire centaines de MPa. Ces écarts-
types ont été obtenus sur les répétitions des essais de tractions sur des films d’HPMC a un
temps donné de vieillissement et sont attribuables & plusieurs facteurs. Parmi eux, on notera
en particulier la forte influence du systeme de découpage manuel des éprouvettes, ainsi que la

variabilité en humidité relative atmosphérique lors des essais.
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1.2.7. Conclusions

Les films d’HPMC qui ont été entreposés plusieurs mois en enceinte climatique ont subi un
vieillissement a 40°C et 50% d’humidité relative, ce qui correspond a un processus classique
de vieillissement accéléré.

L’étude de ces films a permis de mettre en évidence des modifications structurales de ces
films lors du stockage. En particulier, les films montrent des phénomenes de cristallisation
tres localisés, visibles en spectroscopie infrarouge comme en diffraction aux rayons X et qui
ont été confirmés par I’observation de la surface des films en microscopie. Etant donné que
les films sont conservés en dessous de leur transition vitreuse, ces phénomenes de
cristallisation sont surprenants et pourraient étre dus a une modification locale de I’humidite
durant le stockage.

Ces modifications structurales ont des conséquences sur les propriétés des films d’HPMC.
Ainsi, on a observé une diminution des qualités mécaniques des films au cours du
vieillissement avec une augmentation du module d”Young (de 1614 pour un film neuf a 2005
MPa aprés 25 semaines de vieillissement). Cette diminution des propriétés mécaniques est
attribuable, a la fois a la perte en eau des films, puisque I’eau joue un réle de plastifiant, mais
aussi aux phénomenes de cristallisation mis en évidence.

Les films d’HPMC se sont néanmoins montres résistants aux conditions de vieillissement
testées. Les modifications structurales mises en évidence sont toutefois limitées et ne sont pas
suffisantes pour détériorer I’aspect ou les propriétés thermiques du matériau, ne remettant pas
en cause son utilisation.

Les premiers résultats sont en faveur d’une certaine stabilité des films d’HPMC sous forme de
films au cours du vieillissement, rendant ce matériau intéressant pour des fonctions
d’emballage alimentaire, sous forme de films multicouches en association avec un autre

matériau pour compenser le caractere hydrophile de I’THPMC.
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1.3. Influence du temps et de la température de vieillissement sur la structure des films de

biopolymeres

Cette étude, menée sur des films d’HPMC, chitosan et PLA, vise a comprendre les
modifications structurales mises en jeu lors du stockage des films dans différentes conditions
de température et au cours du temps. Les films ont été entreposes dans un environnement
contr6lé en humidité relative a une valeur de Aw=0,53 gréce a une solution saturé de
Magnésium hexahydrate. Le vieillissement a été mesuré aprés 15, 30, 75 et 90 jours et 3
températures de stockage ont été testées (30, 40, 50°C + 2°C) a I’aide d’étuve en température

controlée.

1.3.1. Films d’HPMC

Les spectres obtenus par spectroscopie infrarouge FTIR présentés en Figure 35 concernent
des films d’HPMC au cours du vieillissement (15, 30, 75 et 90 jours) a différentes
températures (30, 40, 50°C).
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Figure 35 : Zoom sur la zone d'intérét 850-1500 cm™ des spectres FTIR obtenus pour des films
d’HPMC stockés a Aw=0,53 a différentes températuresa) 30°C, b) 40°C et ¢) 50°C pendant 15, 30,75
et 90 jours

La Figure 35 permet d’observer le pic a 1053 cm-1 sur le thermogramme des films d’HPMC
soumis a différents vieillissements. Ce pic représente la liaison C-O-C et est représentatif des
phénomeénes de dépolymérisation de I’HPMC. Ici, le pic diminue au cours du temps, ce qui

signifie qu’il y a, au cours du vieillissement des phénomeénes de rupture de chaines..

On remarque que ce phénomeéne est amplifié par I’augmentation de la température. En effet,
sur la Figure 35 a) a 30°C la diminution du pic se fait réguliérement au cours du temps apreés
15 a 90 jours de stockage. On observe une différence, fine mais présente, entre les films

stockés pendant 15 jours, 30 a 75 jours et 90 jours.
En comparaison, sur la Figure 35 b) et la Figure 35 c) a 40 et 50°C respectivement, I’intensité

du pic reste constante que ce soit apres 15, 30 ou 75 jours, puis diminue fortement apres 90

jours de stockage. Ces observations semblent signifier qu’a plus hautes températures, le
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1. Influence du vieillissement accéléré sur des films de Biopolyméres

phénomene de vieillissement ne devient visible qu’apres 90 jours. On peut imaginer une

réorganisation profonde du polymere a ces tempeératures entre 75 et 90 jours.

Ces résultats sont toutefois a relativiser car les spectres infra-rouge présentent des
modifications fines, attestant que si le matériau évolue en fonction du temps et de la

température, il existe une certaine stabilit¢ des films d’HPMC dans les conditions de

vieillissement testés.
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Figure 36 : Zoom sur la zone d'intérét 850-1500 cm™ des spectres FTIR obtenus
pour des films d’HPMC stockés a Aw=0,53
pendanta) 15 jours b) 30 jours c) 75 jours et d) 90 jours & différentes températures (30, 40 et 50°C)

La Figure 36 présente les spectres obtenus par spectroscopie FTIR sur des films d’HPMC. On
remarque sur la Figure 36 a) que les films d’HPMC, aprés 15 jours de stockage ne présentent
pas de différence significative, qu’ils aient été stockés a 30, 40 ou 50°C, les spectres sont

superposables. 1l en est de méme pour les films stockés pendant 30 ou 75 jours dans les

mémes conditions, dont les spectres sont présentés en Figure 36 b) et Figure 36 c).
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1.2 Influence du temps et de la température de vieillissement

On observe une modification discréte mais significative du spectre FTIR sur la Figure 36 d).
Sur cette figure, on constate en effet qu’apres 90 jours de stockage, les films d’HPMC stockés
a 50°C sont différents de ceux stockés a 30 ou 40°C. Pour ces films d’HPMC stockés pendant
90 jours & 50°C, on observe une diminution du pic & 1053 cm™, pic attribué & la vibration de
groupements C-O-C dans le matériau. Cette observation est en faveur de phénomenes de
rupture entre les chaines polymeériques, rendus possibles par un apport énergétique d’origine

thermique pendant une période de temps prolongée.
La Figure 36 nous renseigne donc sur la stabilité des films d’HPMC au cours du stockage. La
structure des films d’HPMC reste stable pour des températures de stockage modérées (30 a

40°C) au cours des 90 premiers jours. Il faudra une température d’au moins 50°C pendant une

période prolongée pour voir apparaitre des modifications structurales de I’lHPMC.

1.3.2. Films de Chitosan

La méme démarche a été effectuée sur des films de Chitosan, dans les mémes conditions de

vieillissement.

1554
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1380

a) #15 b) 1430 o) 475
—30°C 40°C —50°C
Figure 37 : Zoom sur la zone d'intérét 1180-1720 cm™ des spectres FTIR obtenus

pour des films de chitosan stockés & Aw=0,53
pendanta) 15 jours b) 30 jours c) 75 jours et d) 90 jours & différentes températures (30, 40 et 50°C)
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1. Influence du vieillissement accéléré sur des films de Biopolyméres

La Figure 37 montre I’évolution des films de chitosan en fonction de la température de
stockage. Les Figure 37a) a d) permettent de comparer I’influence du temps de vieillissement

sur les films stockés a différentes temperatures.

Sur la Figure 37 a) on distingue nettement une modification du pic & 1554 cm™ représentant la
bande Amide Il. Aprés 15 jours de vieillissement, I’intensité de vibration diminue
réguliérement avec I’augmentation de la température de stockage. Le pic & 1407 cm™ évolue
de méme et diminue au fur et a mesure que la température augmente. Ce pic est attribué a la

vibration des groupements carboxylate -COO™ (Manjubala et al., 2006). Ces modifications

signent des phénomeénes de déacétylation du chitosan.

1550
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Figure 38 : Zoom sur la zone d'intérét 1180-1720 cm™ des spectres FTIR obtenus
pour des films de chitosan stockés a Aw=0,53 a différentes températuresa) 30°C, b) 40°C et ¢) 50°C
pendant 15, 30, 75 et 90 jours.

La Figure 38 permet de visualiser I’influence de la température sur le comportement au

stockage des films de chitosan. A 30°C, les phénomenes de déacétylation (suivi notamment
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1.2 Influence du temps et de la température de vieillissement

par le pic & 1542 cm™, représentant I’Amide 11, et le pic & 1407 cm™ représentant les COO") se
produisent graduellement. On remarque que ces mémes événements sont comme précipités a
des plus hautes températures (40°C et 50°C) avec I’observation de spectres infra-rouge qui se

« tassent ». La température est donc un élément favorisant la déacétylation du chitosan.

1.3.3. PLA
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Figure 39 : Zoom sur la zone d'intérét 850-1900 cm™ des spectres FTIR obtenus
pour des films de PLA stockeés a Aw=0,53 a différentes températuresa) 30°C, b) 40°C et ¢) 50°C
pendant 15, 30, 75 et 90 jours.

La Figure 39 montre I’évolution des spectres infra-rouge obtenus pour des films de PLA au
cours de leur stockage et ce, a différentes températures. On constate que les pics les plus
affectés par le stockage et la température sont ceux situés & 1083 cm™ et 1751 cm™. Ces deux
pics sont représentatifs des liaisons de type C-O-C. Leur diminution laisse envisager des

phénomenes de rupture de chaines et ces phénomenes sont amplifiés au cours du stockage et

par la température.
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1.3.4. Conclusions

Les expériences menees sur les films de chitosan, HPMC et PLA montrent qu’au cours du
vieillissement, les phénoménes de degradation mis en jeu sont globalement les mémes. On
assiste a des phénomenes de rupture de chaines. Ces phénomeénes se produisent a une
température faible a modérée au cours du stockage et sont amplifiés pour des conditions de
température plus élevés. La chaleur apporte alors I’énergie nécessaire a I’augmentation des
phénomenes observés et joue le réle de catalyseur de vieillissement. C’est sur ce principe que
repose le vieillissement acceléré, permettant d’augmenter la vitesse d’apparition de

phénomenes qui auraient eu lieu a température ambiante a plus long terme.
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2. Influence d’un post-traitement micro-onde sur des films de Biopolymeéres

2.1. Tests préliminaires : Influence de I’humidité dans le traitement micro-onde

Dans cette partie seront présentés les resultats préliminaires obtenus pour montrer le réle que
joue I’eau lors du traitement micro-onde des films de biopolymeres.
Ces résultats préliminaires nous ont permis de mettre au point le traitement micro-onde qui a

ensuite été utilisé pour la suite des expérimentations.

Pour ce faire, 3 méthodes de traitement micro-onde ont été testées, telles que decrit ci-apres.

1) Condition dite « humide »

Dans ce cas de figure, nous avons utilisé un bécher d’eau pour simuler la présence d’un
aliment humide. Rien n’a été entrepris afin de limiter la diffusion de vapeur d’eau dans

I’enceinte du micro-onde et au contact du film de biopolymere testé.

2) Condition dite « séche »

Ici, les conditions sont similaires au traitement dit « humide » a la seule différence que le
récipient d’eau était fermé par un film pour limiter la diffusion de vapeur dans I’enceinte du

four.

3) Condition dite « a vide »

Le film de biopolymere seul a été entreposé dans I’enceinte du micro-onde. Cette derniere
méthode impose un traitement micro-onde tres court pour éviter de faire tourner I’appareil a

vide.

Aprés avoir testé ces trois méthodes sur les différents films de biopolymeres (HPMC,
Chitosan et PLA), une analyse FTIR a été menée pour comprendre les modifications

structurales induites par les différentes méthodes. Il apparait que le traitement « humide »
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ainsi que le traitement « a vide » montrent des modifications significatives des spectres
obtenus par méthode FTIR. En revanche, les films traités en condition « séche » ne présentent

pas de modification.

A partir de ce constat, plusieurs hypotheses ont été formulées et ont conditionne le procédé

utilisé pour la suite des expérimentations :

- I’eau apportée, simulant la présence d’un aliment, joue un réle important dans les
modifications subies au cours du traitement micro-onde, notamment en tant que
plastifiant

- le rayonnement micro-onde est générateur de chaleur et contribue a lui seul a apporter
des modifications du biopolymeéres

- lors du traitement en condition « seche », la majorité du rayonnement est absorbée par
I’eau, donc la génération de chaleur au niveau du film est limitée. De plus, le film
n’est pas en contact avec de la vapeur d’eau et donc ce type de traitement micro-onde

ne permet pas d’observer le vieillissement du film.

Partant de ces hypotheses, nous avons choisi de poursuivre les expérimentations en condition
dite humide. Elle permet d’observer les phénoménes de vieillissement tout en simulant au
plus proche I’'usage du film de biopolymeére utilisé comme emballage au contact d’un aliment
humide, soit un usage domestique classique. Les modifications observées avec ce type de
post-traitement relevent donc de I’action combinée des micro-ondes (de la température) et de

I’humidité du film.
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2.2. Influence of microwave heating time on structure and properties of Chitosan films

C. Jacquot, M. Jacquot, P. Marques, J. Jasniewski, S. Desobry.

Les résultats présentés ci-aprés concernent I’étude menée sur I’évolution des propriétés films
de chitosan lors d’un passage au four a micro-ondes.

Ce travail fait I’objet d’une publication scientifique soumis au Journal of Applied Polymer
Science en aolt 2013. Ce chapitre est présenté en anglais et correspond au texte soumis pour

publication.

Le but de cette étude est d’étudier le comportement de films de chitosan soumis a un
traitement micro-ondes pendant 10 temps de chauffage différents, de 0 a 40 minutes.

Les films de chitosan, obtenus par méthode de casting, ont subi un traitement micro-onde en
conditions humides, notamment pour simuler leur utilisation en conditions réelles de
traitement au contact d’un aliment humide. La structure des films a été étudiée par différentes
méthodes telles que la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier, la calorimétrie
différentielle a balayage. Les propriétés des films ont été évaluées au cours du traitement par
suivi de la couleur dans I’espace colorimétrique CIELab, mais aussi par I’étude rhéologique
des films réhydratés. Une technique originale de «nez électronique » a été utilisée pour
analyser les composés volatiles générés lors du processus de chauffage micro-ondes, dus a la
production de composés de Maillard.

Les résultats obtenus montrent des modifications qui se déroulent en deux étapes, avec
notamment des phénomeénes de cristallisation, de ruptures de chaines ou encore I’apparition
de composés néoformés. Ces modifications montrent que le traitement micro-onde modifie en
profondeur les films de chitosan et que ces modifications sont susceptibles d’altérer leurs
propriétés et de remettre en question I’innocuité de ce matériau utilisé comme emballage au

contact alimentaire.
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2.2.1. Introduction

Nowadays, with the increased environmental concerns and the growing questioning about oil-
based materials future, there is a huge development of bioplastic industry. Supposed to be
more “eco-friendly”, with a lower impact on environment, dozen of “green plastics” have

emerged in the past 15 years (Mooney, 2009, Scott, 2000). If those materials represent a great

opportunity and meet the demands of greener chemistry, “biopolymer” doesn’t necessarily

mean “safe” or “inert” (Mlhaupt, 2013).

Considering the opportunity for these materials to be used as food packaging materials (Dutta

et al., 2009), their behavior during aging or during processing such as microwave heating
have to be investigated to guarantee consumer safety. Due to the bisphenol-A crisis

(Aschberger et al., 2010, Ehlert et al., 2008, Kubwabo et al., 2009, Lim et al., 2009, Maragou

et al., 2008), concerns about polymer materials behavior used as food packaging have

increased and if traditional oil-based polymers have already been tested under microwave

irradiation (Begley et al., 1990, Bhunia et al., 2013, Alin and Hakkarainen, 2010, Nerin and

Acosta, 2002, Nerin et al., 2003), biopolymers behavior is still barely known. Only a few

publications reported chitosan molecular weight degradation using microwave irradiation

(Wasikiewicz and Yeates, 2013, Li et al., 2012).

Furthermore, microwave irradiation using commercial domestic microwave oven has received

increasing interest due to noticeable enhancements of chemical reactions and significant

effects over conventional reaction (Cao et al., 2001, Kappe et al., 2008). Microwave heating is
qualified as “internal heating” and is supposed to increase reactions rate compared to classical

methods (Shao et al., 2003). Studying biopolymers behavior under microwave irradiation is

not only a way to test the material in actual using conditions but also a way to simulate

accelerated aging (Chen et al., 2012). Chitosan is a biodegradable and biocompatible

biopolymer (Dodane and Vilivalam, 1998), allowing its use in a wide range of applications

such as pharmaceuticals, biotechnology, food, agriculture, or tissue engineering (Khor et al.

2003). Chitosan is a polysaccharide (copolymer of 1-4 linked B-D-glucosamine and B-D-N-

acetylglucosamine) obtained from chitin deacetylation extracted from crustacean shells such
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as crabs or shrimps (Rinaudo, 2006). This material has been widely studied due to its

pretended properties to act as an antimicrobial film (Aider, 2010) and opportunities to be used

in food contact.
The aim of this study was to identify microwave treatment consequences on chitosan films.
The materials structure was investigated before and after treatment and consequences on

structure and properties were evaluated.

2.2.2. Materials and Methods

2.2.2.1. Materials
Chitosan (Sigma—Aldrich, Saint-Quentin, France) used during experiments was a biochemical
product extracted from shrimp cells and had a viscosity <200mPa.s in 1 % acetic acid (99%

pure, Chem-Lab, Belgium) at 20°C according to supplier. Petri-dishes (optilux), provided by

Nunclon™ (Fisher, Roskilde, Denmark), were 10mm high with a diameter of 90mm.

2.2.2.2.  Film production

Chitosan is a highly basic polysaccharide, insoluble in water, which becomes soluble in

diluted acids such as acetic or formic acids (Kumar, 2000). Film forming solution was

prepared by dissolving 1g of chitosan in a 1% v/v acetic acid 99% pure (Chem-Lab, Belgium)
aqueous solution with a heating magnetic stirrer (Fisher Bio-block scientific) during 24 hours
at 20°C and 350rpm. After mixing, the solution was filtered under vacuum on a 5um nitro-
cellulose filter (Millipore, France) and finally degassed before being poured into Petri-dishes

and dried at 20°C and 50% of Relative Humidity for at least 48 h.
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2.2.2.3.  Film conditioning

Microwave treatment involves water molecules agitation and this agitation phenomenon
causes heating. As humidity plays an important role during microwave processing, this
parameter was very important to control. After a 48-hour drying period, each film was
conditioned in controlled Activity Water (Aw) atmosphere at 20°C and in darkness.

Mg(NO3), salt was used to adjust water activity at 0.53 in a climatic chamber at 20°C.

2.2.2.4.  Microwave processing

A microwave device (Matfer, France) was used with different heating time (0, 4, 8, 12, 15, 20,
25, 30, 35 and 40 min) at controlled power (800 W). 600mL of distilled water at 20°C was put
into a beaker and nothing was done to avoid vapor production and diffusion into the
microwave oven during heating. Chitosan films were put individually in the microwave
device and heating treatment was applied. Finally, surface temperature of the film before and
after microwave treatment was measured with an infra-red thermometer (ThermoFlash). This

process simulated microwave heating of a highly humid food product.

2.2.2.5. Film thickness measurement

Films thicknesses were determined according to the standard NF Q 03-016 with a manual
micrometer (Mitutoyo, Kawasaki, Japan), equipped with a head of 5 mm in diameter with a 1
pm sensitivity. Thickness was measured in 10 randomly selected points on each film and

average value was calculated.
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2.2.2.6. Moisture content measurement

Three samples of each microwave heating time tested were weighed (mo) and then dried in
oven at 102°C for 3 h (according to ASTM method D644-99). Films were then weighed again
(m¢) to determine their moisture content (MC). Moisture content (1) was calculated as the

percentage of weight loss relative to the original weight.

MC(© _(mf_mo)*
(o) =— "0y

2.2.2.7.  Film color measurement

Measurements were carried out with a Minolta CM, CR-210 colorimeter (Minolta, Colombes,
France) using CIE-Lab color scale. Results are the average of at least 10 points on each film

and 3 films for each heating time were tested. Color differences were calculated (2) as:

AE = (L, — L) + (3, —a)? + (b, —by,)? )

where L* value is assigned to lightness (from 0 —black— to 100 —white-). The a* value is
assigned to redness (positive a* values) or greenness (negative a* values) in the sample.
Finally the b* value describes yellowness (positive b* values) or blueness (negative b*
values) in the sample.

Yellowing index (Cao et al.) was measured (3) in accordance with ASTM D1925 standard as:

~100*(C,X -C,Z)
Y

YE

3)
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Where X, Y and Z were CIE tristimuli values and the coefficients Cx and C, depend on
illuminant and observation angle. Illuminant used is D65 and observation angle is 10°

involving Cx and C, were worth 1.3013 and 1.1498 respectively in this case.

2.2.2.8.  Electronic nose / Headspace Chromatography associated with Volatiles

Compounds Library

An electronic nose Heracles Il (Alpha MOS, Toulouse, France) was used to detect the off-
odors produced during heating. It consisted in double columns gas-chromatography, with
hydrogen (FID Grade) used as gas carrier.

0.30g of chitosan film was sealed hermetically in a vial and heated at 40°C for 1 hour to allow
volatile compounds release. ImL of headspace atmosphere was injected into the device via
syringe to an injector where a flash evaporation process happened. Volatile compounds from
the sample headspace then passed through an adsorbent trap to be concentrated. The system
was finally reheated to release trapped compounds that were subsequently injected in two
short capillary columns (2m long each), one apolar DB-5 and the second one with a medium
polarity DB-1701. Two Flame lonization Detectors (FID) in parallel provided two
chromatograms later analyzed with Heracles Software. Coupling two columns allowed a

sharper identification of volatile compounds.

2.2.2.9. Film FTIR analysis

Biopolymer films structure was investigated by Fourier transform infrared spectroscopy in
total attenuated reflection mode (ATR-FTIR) before and after microwave treatment.
Measurements were performed at 20°C with a Tensor 27 mid-FTIR Bruker spectrometer
(Bruker, Karlsruhe, Germany) equipped with a Platinum ATR optical cell and an RT-Dla
TGS detector (Bruker, Karlsruhe, Germany). The diaphragm was set to 6mm. The scanning

rate was 10kHz, and 64 scans were performed both for reference (to) and samples (microwave
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heated) from 3800 to 900cm™ with 4cm™ of resolution. All data treatments were carried out
using OPUS software (Bruker, Karlsruhe, Germany). Raw absorbance spectra were smoothed
using a nine-point Savitsky-Golay smoothing function. Elastic baseline correction was applied

to spectra.

2.2.2.10. Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Thermal analysis was performed by sealing 5.5 to 8 mg of chitosan film sample in an
aluminum pan. The pan was put in the DSC device (Netzsch, Germany) and heated under
protective nitrogen in three steps. First one consisted in heating the sample from 25°C to
180°C at a rate of 10°C.min™ to eliminate thermal history of the sample. Then, it was cooled
from 180°C to 25°C at a rate of 30°C.min™. Final step consisted in a heating from 20°C to

350°C at the same rate of 10°C.min™.

2.2.2.11. Rheological behavior

Rheological measurements were performed with a Kinexus Rotational Rheometer (Malvern
Instruments, KNX 2100, UK) on rehydrated films solutions. The rheometer Kinexus (Malvern
Instruments, Orsay, France) was equipped with a temperature control unit (Peltier effect) for a
very accurate temperature ramp. Rheological properties (viscous and elastic components as
well as angle phase) were measured at 20°C with a cone (CP2/50 SC0029SS) and plate (PL65
S0381SS) geometry. Solutions were prepared in 1% v/v acetic acid solution at 2% w/v
chitosan film concentration.

Various shear rates () were applied on samples from 10™ to 10% s*. The Power-law model

(4) (Lapasin and Pricl, 1995) was applied on raw data:

o=K(y)" &=E{¥}" (4)
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Where o is the shear stress (Pa), K the consistency coefficient and n the flow-behavior index.
The n parameter is representative of the viscosity and the rheological behavior of the solution,
i.e. n=1 when Newtonian fluid, n<1 when pseudo-plastic fluid (shear thinning) and n>1 when

dilatant fluid (shear-thickening).

2.2.2.12. Molecular weight determination of chitosan

Size exclusion chromatography with multi-angle laser light scattering detectors (SEC-
MALLS) was used to study the molecular weight distributions of chitosan according to the

method described by Nguyen et al (Nguyen et al., 2009). Refractive index (RI) was measured

with a microviscosimeter and molecular weights were determined relative to chitosan
standards (American Polymer Standard). For every sample, chitosan solutions (1mg/ml) were
prepared by direct dissolution in acetate buffer (0.3 M acetic acid; 0.3 M sodium acetate, pH
= 4) at room temperature. The acetate buffer used for dissolution was from the same batch as
the mobile phase used for SEC. Mobile phase was filtered before use through a hydrophilic
Millipore membrane with 0.45 pum pore size (47 mm diameter, Millipore). Analyses were
performed at 30°C at a flow rate of 0.7 ml/min with sample injection volume of 100 pl using
a Viscotek A4000M column (7.8 mm ID and 30 cm length). Chitosans with different

molecular weights were used as a standard to determine the molecular weight of chitosan.

2.2.2.13. Statistical analysis

Experimental values were given as means * standard deviation (SD). Analysis of variance
(ANOVA) was used to compare mean differences of the samples. Differences at P <0.05

were considered to be significant.
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2.2.3. Results and Discussion

The microwave heating process was designed to simulate a humid food cooking and to limit
influence of water and temperature on the study. Indeed, film surface temperature increased
with microwave treatment time. It reached 100°C at 15 min of heating and finally stabilized
around 110°C from 20 min of treatment. Thus, the inside of the microwave oven was full of
steam, allowing us to assume that relative humidity remained constant during the whole
heating (100%). This hypothesis was confirmed by film humidity measurement at each
heating time that remained constant around 11% (Table 4). Moreover, chitosan film thickness
was not affected by microwave heating time and remained stable at 47 £ 0.7 um, meaning that

chitosan films did not swell (Table 4).

Table 4: Films characteristics during microwave treatment (800W — 100%RH)

- - 0 4 8 12 15 20 25 30 35 40
time (min)
Film Thickness (um) 48+5 47+3 46+ 4 46+ 4 46+3 47+ 7 46+ 4 46 +5 47+ 4 46+ 4
. 12.8 111 11.9 9.9 9.6 10.0 10.4 12.4 111
(o)
Film water content (%) +0.3 +11 +21 +0.7 +0.7 +10 +0.9 +26 +2g  99%l4
Film surface 20 50+5 83+1 98+1  100+2  108+2  111+3 11740 11143  115+1
temperature (°C)
Moisture peak temp. Not Not Not Not Not
(°C) 8.7 measured  measured 921 measured 94.0 measured 933 measured %4
O -
& Doegradatlon peak temp 297.4 Not Not 295.8 Not 295.9 Not 291.9 Not 286.7
A (o measured  measured measured measured measured
Glass Transition temp. Glass Transition not observable on DSC thermogram =~ =-------------- 142 Not Not

(°C) measured  measured

2.2.3.1.  Thermal properties of chitosan films

Thermograms obtained by DSC measurement on chitosan films showed 3 events (Figure 40).
During first heating, the unique endothermic peak could be attributed to absorbed moisture
evaporation in chitosan film. The cooling curve showed an exothermal peak corresponding to
partial polymer crystallization. Glass transition was hard to detect in chitosan. During the

second heating, a slight change of baseline inclination at 140°C indicated film glass transition.
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This result was consistent with glass transition temperature found in literature even several

different values (Ogura et al., 1980, Ahn et al., 2001) were reported (Dong et al., 2004).

Finally, when temperature increased, chitosan films degradation occurred, starting at 290°C.
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Figure 40: Differential Scanning Calorimetry (DSC) thermogram of chitosan film obtained
with a first heating step, cooling and a second heating step

Chitosan is mainly amorphous, so a clearly defined glass transition could be expected on DSC
thermogram. However, glass transition remained non measurable until long time heating. The
main hypothesis for this phenomenon is a polymeric chain size homogenization. Indeed, DSC
device used had a limited sensitivity and was not able to detect a discreet heating flow. We
can assume that chitosan film is initially made of different size chains. During microwave
treatment, small chains easily tend to join each other while long polymeric chains seemed to
be broken. It led to polymeric chain sizes homogenization, with a more accurate glass
transition temperature that became detectable by the DSC device. The hypothesis of
depolymerization occurring during microwave heating is consistent with previous work
showing that chitosan is susceptible to depolymerization, and that the phenomenon is

enhanced with increased temperature (Morris et al., 2009). Thus, several studies showed that

low mass chitosan is more soluble at neutral pH, making it potentially more available in vivo

(Harish Prashanth and Tharanathan, 2007), explaining why it has been reported as causing

more cell damage (Aspden et al., 1996) (Fei Liu et al., 2001).
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2.2.3.2.  Films color

During treatment, films remained macroscopically intact but turned to yellow. This
macroscopic observation was confirmed by L*, a* and b* colorimetric measurement (Figure
41a). For each microwave heating time, AE parameter was calculated and represented the

difference in color between heated samples and non heated reference (Figure 41Db).
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Figure 41 : Chitosan film color measurement during microwave treatment
a) following a*, b* and L* values and b) following AE et Yellowing Index

It appeared that a* values, slightly negative and close to zero remained stable during heating
while positive b* values increased, confirming film yellowing. On the contrary, L* value

tended to decrease, due to film darkening that became stronger during heating. To be more
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accurate, the b value didn’t increase linearly. The curve showed 3 slopes corresponding to 3
steps of yellowing. First step, from 0 to 8 min showed the beginning of film yellowing. The
phenomenon accelerated from 8 to 25 min, described by the second slope on Figure 41b.
Finally, for long time heating (from 25 to 40 minutes), the yellowing was intense, and became
stable.

To confirm this hypothesis, the yellowing index was calculated in accordance with ASTM
D1925 standard and was represented on Figure 41b and compared to the AE showing the
global difference in color during heating. Both AE and YI increased during heating, their
respective slope showing same behavior.

The AE increased with the microwave heating time up to 20. It is important to point out that a
AE value below 2 is considered as imperceptible by human eye. In this case, the film
yellowing was perceptible after 4 minutes of microwave heating.

This phenomenon leads us to conclude that film color significantly changed during
microwave heating. The yellowing was the main component of color change and was initiated
from the very beginning of heating, first slowly, then more quickly and finally, remained
stable for long duration heating. This result has implication both in consumer confidence and
safety. A film color change, even for short heating time, means that film endures chemical
changes possibly detrimental for its quality and maybe, its use safety. It can be assumed that
neoformed compounds could appear, for instance Maillard reaction products responsible for

film coloration as previously described in the literature (Rao et al., 2011, Huang et al., 2007,

Chang et al., 2011).

2.2.3.3.  Film structure changes

FTIR has been shown to be a powerful, rapid, easy to apply and non-destructive tool to study
polysaccharides structure. Figure 2 displays chitosan films spectra obtained for 0 and 40
minutes of microwave heating. Each spectrum is the average spectra of at least 3 spectra and
standard deviation is not pictured because of the perfect superposition of the different

repetitions for each heating time.
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PCA analysis of FTIR spectra (0, 4, 8, 12, 15, 20, 25, 30, 35 and 40 min of heating) was
performed using The Unscrambler® software. Data set for PCA calculation contains 10 rows
corresponding to the number of samples studied and 814 columns referring to wavenumbers
in cm™. Score plot obtained is shown on Figure 42. On this chart, each point corresponds to
each different sample from different heating time. It revealed that each spectrum was
significantly different from reference (non heated chitosan film, ty;), meaning that FTIR

spectra was modified, even for short microwave heating time.
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Figure 42 : Score plot extracted from the Principal Component Analysis from 10 FTIR average
spectra corresponding to different heating time from 0 to 40 minutes

The longer the chitosan film was heated, the statistically more different the sample was from
reference. This phenomenon was amplified with increased microwave heating time, i.e. the
longer a chitosan film was heated, the more FTIR spectra was modified. From PCA analysis,
3 groups of sample were emerging as represented on Figure 42. The first group only
contained reference sample, to. Second group contained samples heated from 4 to 25 minutes,
and were statistically close from each other from the FTIR spectra analysis point of view.
Finally, the third and last group included samples heated 30, 35 and 40 minutes.

This categorization into 3 groups was based on the statistical analysis performed on films

FTIR spectra. Interestingly, this 3 groups of samples were observable on the color analysis,
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especially following b* values (i.e. the yellowing of the chitosan film), leading to the
conclusion that some structural changes highlighted by FTIR spectroscopy were responsible

for film color change.

Absorbance (abs unit)

3800 3300 2800 2300 1800 1300

Wavenumber (cm )

——0min ====40min

Figure 43: FTIR spectra between 800 and 3800 cm™ during chitosan films microwave heating from O
to 40 minutes as an example of the 10 heating times studied. The spectrum shown for each heating
time is the average spectrum obtained with at least 3 samples.

On a qualitative point of view, spectra global shape remained the same between 0 and 40
minutes of heating (Figure 43). Some peaks appeared to be modified by microwave heating
and changes followed heating treatment time. Particularly, large wave around 3232 cm™
corresponding to hydroxyl bonds remained quite stable with heating time. These hydroxyl
bonds are usually related to water in the sample. Microwave process did not affect
significantly sample humidity, in agreement with films water contents (Table 4).

The peak at 1026 cm™ was identified as -OH elongation vibration and increased during
microwave heating. The breaking of C-O-C glycosidic bond led to chain scission on chitosan
polymeric chain. This phenomenon was confirmed by following the 1060 cm™ peak

corresponding to the —OH that increased with microwave heating time. It is consistent with
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the former hypothesis of polymeric chain scission and creation of hydroxyl groups and is also
consistent with previous work on chitosan solutions showing molecular weight degradation
using microwave irradiation according to Wasikiewicz et Yeates (Wasikiewicz and Yeates,

2013).

Peak at 1542 cm™ corresponds to Amide-I1 band and decreased during microwave treatment,

which is consistent with chitosan deacetylation (Dong et al., 2001) As previously shown, this

decrease occurred into 2 steps corresponding to a slow decrease between 4 and 25 min, then, a
steeper slope for 30, 35 and 40 minutes of microwave heating. The peak at 898 cm™ increased
by almost 60% between 0 and 40 minutes. This peak is related to ring stretching. In the
meantime, peak at 1405 cm™ related to -CH, and -CHs decreased by 15%. All these
information led to the hypothesis that chitosan was deacetylated during heating.

To confirm this hypothesis, the degree of N-acetylation (DA) was calculated. Previous works
investigated the possibility to determine the D.D. using IR spectra and showed good

correlation (Dong et al., 2001) e.g. with ratio between the absorbance at 1539 cm™

corresponding to the -NH bending in amide group and the absorbance at 2869 cm™

corresponding to -CH stretching band (Beil et al., 2012).

Two different methods were used to calculate the D.D. according to (Beil et al., 2012) and

(Brugnerotto et al., 2001). These methods are based on different peaks of interest in FTIR

spectra.
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Figure 44 : Calculation of the degree of N-acetylation (DA) of chitosan films
during microwave heating according to Beil and Brugnerotto
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As shown on Figure 44, N-acetylation degree tended to decrease with microwave heating
time. Deacetylation degree was not the same depending on method of calculation but, in both
case, it decreased. Again, we can discern 3 steps. First step was the beginning of
deacetylation, from 0 to 4 minutes of microwave heating. Degree of acetylation remained
stable while heating continued until 20 or 25 minutes (depending on the method of
calculation) where deacetylation decreased again and reached a second equilibrium for long

heating time.

2.2.3.4.  Rheological behavior

To confirm chain scission hypothesis, rheological study was performed on rehydrated film, as
solution obtained by film dissolution should show viscosity modification if the polymer

structure was degraded.

Table 5 : Rheological behaviour of solution of chitosan as a function of microwave heating time

time (min) K n Khi2 R2

0 avg. 0,170 0,946 418 0,999
sd. 0,001 0,022 91

15 avg. 0,550 0,896 259 0,999
sd. 0,033 0,018 11

30 avg. 0,313 0,790 307 0,996
sd. 0,004 0,021 53

K= consistency coefficient; n= power law index

Table 5 shows rheological results obtained on solution of rehydrated chitosan films after
different microwave heating time (0, 15 and 30min). The Power-law model was applied on
raw data where n is the power law index.

The n parameter was always below 1, indicating a non-Newtonian pseudo-plastic fluid in
every case. The n parameter decreased with increased microwave heating time. Two
parameters affect chitosan solution viscosity: molecular weight and deacetylation degree.
According to Mucha et al, this could indicate that deacetylation degree (DD) decreases

(Mucha, 1997). As chain scission phenomenon had a higher impact on the viscosity than DD,
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apparent viscosity decreased although chitosan deacetylation increased (i.e. acetylation degree

decreased).

2.2.3.5. Molecular Weight Determination of Chitosan

Size Exclusion Chromatography Multi-Angle Laser Light Scattering was used in order to
determine the mass average molecular mass (M,,) before and after microwave heating to
confirm the chain scission hypothesis. It decreased from 271 kDa (before microwave heating)
to a value of 175 kDa after 40 minutes of microwave heating. Moreover, polydispersity index
also decreased from 41 (before heating) to 16 (after 40-minute heating). This lead us to
confirm the previous hypothesis, i.e., polymer chain scission and homogenization in size of

polymeric chains, strongly linked to chain scission.

2.2.3.6.  Electronic nose — Headspace Chromatography associated with Volatiles

Compounds Library

Off-flavor in chitosan films could be responsible for a loss of consumer confidence.
Moreover, considering the fact that polymer structure was modified by microwave heating,
neoformed compounds could be produced and potentially hazardous. To check this point,
electronic nose analysis was performed not only on odorous volatiles but also on non-odorous
compounds, allowing the analysis of potential hazardous non-odorous compounds.

On the chromatograms obtained after electric nose analysis, several peaks were observed as
displays in Table 6.

Table 6 : Identified Volatile Compounds in microwave heating of chitosan films

Compounds RI Formula Olfac_tlve. .notes Peak area

(when identified) t0 t30
Acetaldehyde 431 C,H,0 - 6633 + 850 3722 + 945
Trimethylamine 490 CsHyN ammoniacal, fish 2708 + 422 810 + 195
Non identified compound 566 - - 1465 + 482 ND
Pyridine 750 CsHsN - ND 308 +74
2-methylpyridine 816 CsH/N hazelnut popcorn ND 1142 +291
4-Pyridine carbonitrile 978 CsHaN, - 670 + 159 980+ 3
Pyrazine trimethylisopentyl 1386 C12HzN; - ND 5273 + 3659

ND: Not Detected
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The first identified peak corresponded to acetaldehyde, and a-aminoacetaldehyde has been
found in literature to be an intermediate product of glucosamine degradation in water leading

to final production of pyrazine (Shu, 1998). This explains the high amount of acetaldehyde

found for non-heated chitosan. Acetaldehyde peaks decreased between 0 and 30min of
microwave heating, which is consistent with the pyrazine formation observed and described

hereafter. Trimethylamine (Laksmana et al., 2010), a volatile compound found in sea

products, was strongly present in chitosan film before microwave heating, but vanished after

treatment.

A third peak was not identified by electric nose. Indeed, the software used volatile compounds
library and crossed information obtained on the two columns of the system, and proposed
numerous possibilities to identify this unknown peak. None of these propositions could have
been crossed with literature data to formally identify this peak. This is one of the weaknesses

of the electric nose based on literature data.

After microwave heating, several pyrazine or pyridine derivatives were found resulting from

thermal processing of glucosamine (Chen and Ho, 1998, Koehler et al., 1969, Martin and

Ames, 2001, Shu, 1998, Wang and Odell, 1973). These molecules consist in a heterocyclic

aromatic organic compound, with one or several nitrogen atom in different position on the
aromatic ring. These compounds are strongly correlated with the occurrence of Maillard

reaction and are responsible for aroma development in processed food (Klocker et al., 2002).

To allow Maillard reaction, 3 elements are needed: amine, reductor sugar and heat. A Fehling
liquor test was performed confirming the presence of reductor sugars, amines were present
due to chitosan structure itself and films reached 100-110°C during microwave heating time.
Moreover, as some residual acetic acid in films could enhance reaction kinetic, Maillard
reaction products could be produced. Those compounds were already identified in literature
for high temperature heating of glucosamines until pyrolysis of chitosan or chitin (Chen and

Ho, 1998, Knorr et al., 1985, Zeng et al., 2011).
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The presence of these compounds was consistent with previous FTIR results highlighting ring
stretching vibration strongly increased with heating time. Indeed, pyrazine and derivatives

were the aromatic compounds observed at 898 cm™ in FTIR spectra.
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2.2.4. Résultats additionnels hors publication

Les résultats suivants ont été obtenus sur cette etude aprés la soumission de la publication

dans le cadre de la poursuite du travail et feront I’objet d’une autre publication en 2014.

2.24.1. SEC-MALLS

Les résultats obtenus par SEC-MALLS sont disponibles en Annexe 3 et Annexe 4. Parmi les
valeurs particulierement intéressantes, on peut noter le poids moléculaire moyen. Pour un film
de chitosan neuf (T0), Mw= 271299 Daltons contre Mw=175301 Daltons pour un film de
chitosan aprés un traitement micro-onde de 40 minutes (T40).

Par ailleurs, on constate que I’indice de polydispersité (Mw/Mn) est de 41 pour le film de
chitosan neuf contre 16 pour le film de chitosan qui a subi un traitement micro-onde de 40
minutes. Ces deux informations confirment les hypothéses posées précédemment a savoir : les
phénomenes de rupture de chaine et I’homogénéisation des tailles de chaines réduisant ainsi

I’indice de polydispersité.

2.2.4.2. Corrélation 2D a partir des données infra-rouge

La Figure 45a présente la carte dite synchrone obtenue par le logiciel 2D Shige. Le traitement
en corrélation 2D se décompose en plusieurs étapes selon la méthode mise au point et décrite

par Noda (Noda, 1990). Cette méthode a, par exemple, été utilisée sur des protéines

plasmatiques et permet d’accéder a une chronologie d’événements d’assemblage ou de

dégradation (Saguer et al., 2009).
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Figure 45 : Corrélation 2D obtenu sur les spectres FTIR des films de chitosan chauffés de 0 a 40
minutes au micro-ondes a) carte synchrone et b) carte asynchrone

Dans un premier temps, la carte synchrone est analysee. Ici, on observe sur la diagonale (ligne
en pointillés), 4 auto-pics & 1542, 1405, 1045 et 983 cm™. Ces 4 pics ont été identifiés comme
étant significativement différents d’un échantillon a I’autre. Pour poursuivre I’analyse, on
compare les pics deux a deux. Quand I’intersection des coordonnées de deux pics est rouge,
on parle de cross-pic positif, a I’inverse, dans le bleu, c’est un cross-pic négatif.

Sur la Figure 45a), les cross-pics positifs (en rouge) sont identifiés a 983/1045 cm™,
1405/1542 cm™, 1045/983 cm™, et & 1542/1405 cm™. Cela signifie que ces couples de pics
évoluent dans le méme sens au cours du traitement micro-onde. Attention, cela ne présume
pas du fait qu’ils diminuent ou augmentent au cours du temps, mais seulement qu’ils évoluent
de facon synchrone au sein d’un méme couple. En I’occurrence pour nos échantillons, les pics
1045 et 983 cm™ augmentent au cours du temps alors que les pics 1542 et 1405 cm™, quant &
eux, diminuent au cours du temps.

Les cross-pics négatifs (en bleu) suivants sont identifiés : 983/1405 cm™, 983/1542 cm™,
1405/983 cm™, 1405/1045 cm™, 1045/1405 cm™, 1045/1542 cm™, 1542/983 cm™ et
1542/1045 cm™. La logique est la méme que pour les cross-pics positifs, la différence vient

seulement du fait que cette fois, les pics d’un méme couple évoluent dans des sens opposés.

Ces données sont conformes & I’analyse menée avec le logiciel Unscrambler® comme présenté

sur la Figure 46. Cette figure peut-étre considérée comme un spectre témoin des modifications
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subies par les films de chitosan au cours du traitement micro-onde. Les pics de plus grande
amplitude montrent les nombres d’ondes pour lesquels de grandes différences sont mises en
valeur lors de I’analyse statistique des donnees. Plus le score de composante principale est
élevé, plus la variation d’aire du pic est significative au cours du traitement micro-onde.

On retrouve sur cette figure les 4 pics d’intéréts évoqués précédemment et mis en évidence

par I’analyse en corrélation 2D.

/\ \ /\\ 0,15

- \ A
— x./ s /\‘/\\jH \“.I - 0,00

N
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 \ ﬂ]OD 90(7 800

I\J \ ,’/ A -0,05

[

-0,15

Score de composante princiape

Nombre d'ondes (em)

Figure 46 : Loading plot obtenu avec le logiciel Unscrambler® pour I'analyse en composante
principale menée sur les échantillons de film de chitosan au cours du traitement micro-onde

Pour aller plus loin dans I’analyse de corrélation 2D, il faut maintenant s’intéresser a la carte
asynchrone, présentée en Figure 45 b), fournie par le logiciel a partir des données infra-
rouges. Cette carte asynchrone montre des cross-pics positifs (en rouge) a 1405/983 cm-1,
1405/1045 cm-1, 1405/1542 cm-1, 1542/1045 cm-1 et 1542/983 cm-1.

A I’inverse, elle présente des cross-pics négatifs (en bleu), 983/1405 cm-1, 1045/1405 cm-1,
983/1542 cm-1 et 1045/1405 cm-1 .

Ces constatations permettent ainsi d’accéder a la chronologie des événements visibles sur les
spectres infra-rouges. Pour ce faire, il faut croiser les informations de la carte synchrone avec

celle de la carte asynchrone tel que présenté dans la Table 7.
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Table 7 : Eléments d'interprétation des informations croisées entre les cartes synchrone et asynchrone
afin d'accéder a la chronologie des événements

NB : +pour cross-pic positif / - pour cross-pic négatif lus sur les cartes synchrone et asynchrone

Lecture des cross-pics sur les cartes ) )
Interprétation de la lecture croisée

Synchrone Asynchrone
+ + L’événement en X se produit avant 'événement en Y
+ - L’événement en X se produit aprés I'événement en Y
- - L’événement en X se produit avant I'événement en Y
- + L’événement en X se produit aprés I'événement en Y

Table 8 : Lecture croisée des cartes synchrone et asynchrone pour les films de chitosan

Coordonnées X N
> | [om” 1342 1405 1045 983
2 [ YR aym T
| [1045 T+ T+ /-
8, [Ta03 / —7- 7-
1542 7- s

Exemple de lecture de la Table 8, case 1: Le cross-pic ayant pour coordonnées les nombres
d’onde (983;1542) cm-1 est négatif sur la carte synchrone (- / .) et négatif sur la carte

asynchrone (./-).

La Table 7 permet d’interpréter ces informations: Le cross-pic ayant pour coordonnées les
nombres d’onde (983;1542) cm-1 étant de type - / -, cela permet de dire que I’évenement en
X (983 cm-1) se produit avant I’événement en Y (ici 1542 cm-1). On procédera de méme pour
tous les cross-pics identifiés, par croisement de lecture des cartes synchrone et asynchrone et

référence a la table d’interprétation (Table 7).
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Pour rappel concernant le traitement FTIR du chitosan, la vibration & 1542 cm™ est attribuée &
la bande amide 11, la vibration & 1404 cm™ est attribuée aux groupements —CH, et —CHj les
vibrations & 1045 cm™ peuvent étre assimilées aux phénomeénes de ruptures de chaine et a la
création de groupement —OH. Enfin, la vibration & 983 cm™ peut étre attribuée aux
phénomenes de ring stretching, ici nous avons posé I’hypothese qu’elle reflétait la création de

composés de Maillard avec un noyau pyranne.

Des informations contradictoires concernant les pics a 1542 et 1405 cm™ peuvent étre
expliquées de méme. En effet, I’étude de la Table 8 améne a la conclusion a la fois que 1405
se produit avant 1542 et que 1542 se produit avant 1405. Cette conclusion contradictoire
pourrait également s’expliquer par le fait que les évenements se produisant a ces deux

nombres d’ondes sont concomitants et se produisent aléatoirement a tour de réle.

En conclusion, I’étude en corrélation 2D a partir des spectres infra-rouge semble nous orienter
vers cette chronologie des événements : Des ruptures de chaines dans un premier temps avec
la création de groupements —OH libre en extrémité de chaines, une accumulation de tension
dans le matériau alors que le traitement micro-onde se poursuit, des phénomenes de ring
stretching signant la présence des composés de Maillard, et enfin, une déacétylation au niveau

de la bande amide II.
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2.2.4.3. Test de Robinson

Un panel de 20 sujets a testé olfactivement des films de chitosan ayant subi un traitement
micro-onde lors d’un test de Robinson. Nous avons choisi un temps de traitement modéré de 1
minutes, afin que le changement de couleur du film ne soit pas trop important entre

I’échantillon et le témoin (film de chitosan neuf) pour ne pas induire le panel en erreur.

Effectifs

Note attribuée

Figure 47 : Résultats du test de Robinson pour des films de chitosan apres 10 minutes de traitement
micro-onde

La Figure 47 montre qu’une différence olfactive est nettement pergue par le panel, signifiant
que les composés de Maillard identifiés dans cette étude sont percus méme pour des temps de

traitement modérés.

2.2.4.4. Détermination des propriétés mécaniques

Les essais mécaniques suivant ont été réalisés avec I’aimable collaboration de I’équipe de
ProViSys Engineering (Anne-Sophie Didelot et Kamel Ledra), start-up hébergée a I’école des
Mines de Nancy — Université de Lorraine, spécialisée dans la caractérisation de matériaux.

Des essais de traction ont été réalisés sur les films de chitosan avant traitement micro-onde et

aprés 10, 20 et 40 minutes de chauffage micro-onde & 20°C & une vitesse de 10 s™. Le
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module de Young est calculé linéairement entre 0,05 et 0,25% de déformation selon la selon

la norme ISO 527-4 « Plastiques : Détermination des propriétés en traction »

8 -
¥ = 27258+ 0,5422
R = 0,09146

¥ = 2648,4x + 0,0625
R? = 0,98853

¥ = 2430,3x + 0,1398
R? = 0,98603

¥ = 1453,6% - 0,1436
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Figure 48: Courbes contrainte-déformation des films de chitosan avant traitement, apreés 10, 20 et 40
minutes de traitement micro-onde

La Figure 48 présente un exemple de courbe contrainte-déformation pour différents temps de
micro-ondage, permettant de déterminer le module de Young. On constate que les valeurs de

contrainte sont faibles, du fait de la faible résistance du matériau et de la finesse des films

testés (de I’ordre de 45 um).
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Figure 49 : Suivi du module de Young de film de chitosan au cours du traitement micro-onde

La Figure 49 montre I’évolution du module de Young au cours du traitement micro-onde. On
note d’une part que les écarts-types sont élevés, probablement dds aux difficultés de realiser
des essais de traction dans des conditions idéales d’humidité relative et de découpe des
éprouvettes. Les essais ont en effet été réalisés ici avec des éprouvettes découpées a la main
sur des films fins, induisant nécessaire des fragilités des éprouvettes et beaucoup

d’échantillons inexploitable.

Toutefois, malgre ces difficultés opérationnelles, on constate grace a la Figure 49 que le
module de Young semble stable pendant les premiéres minutes de traitement micro-onde (de
0 a 20 minutes) puis diminue a 40 minutes de traitement. Ces résultats rappellent la
catégorisation des échantillons en 3 groupes réalisée précédemment avec I’analyse PCA des
spectres FTIR obtenus sur les films de chitosan au cours du traitement micro-onde, les films
traités pendant 4 a 25 minutes étant considérés comme significativement différents des
échantillons traités pendant 30 a 40 minutes ( Figure 42). Ces résultats suggerent que les
modifications structurales, révélées notamment par I’étude en spectroscopie infra-rouge, ont
une influence sur les propriétés mécaniques des films de chitosan, évaluées ici par le module

de Young.
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2.2 Influence du traitement micro-onde sur des films de chitosan

On peut imaginer qu’avant 20 minutes de traitement, le niveau d’hydratation et de chaleur du
film lui permet de rester en dessous de sa transition vitreuse. Au dela, on peut supposer que la
transition vitreuse est franchie, et que le polymeére subit un remaniement tel que ces propriétés

s’en trouvent fortement modifiées, d’ou cette chute marquée du module de Young.
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2. Influence d’un post-traitement micro-onde sur des films de biopolyméres

2.2.5. Conclusions

Thanks to the different techniques used and the results crossed during this study, different
modifications were shown to occur in chitosan films during microwave treatment.

The first important modification was the polymeric chain scission, observed on FTIR results,
and confirmed by rheological study. Depolymerization led to a deep change in polymer
structure and was confirmed with DSC. The second important modification occurring in
chitosan film during microwave heating is the chitosan deacetylation, which followed 3 steps:
one decrease, a equilibrium and a final decrease. It can be assume that depolymerization
happened first, followed by Maillard compounds release inducing film yellowing and finally,
chitosan deacetylation.

As seen, volatile compounds were produced, highlighted by film yellowing, responsible for
off-flavor and potentially hazardous for food contact.

In this study, we showed that several modifications happened during microwave heating of
chitosan film and changed its structure and properties. It also means that, although chitosan is
a biopolymer widely used with a wide range of applications, some chemical reactions could
occur and may potentially affect consumer satisfaction or safety. It is crucial to go further in
qualification and in quantification of these phenomena, especially as we showed that these

phenomena started since the first minute of microwave heating.
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2.3. Influence d’un post-traitement micro-onde sur des films d’HPMC

2.3.1. Contenu en eau et temperature de surface des films d’HPMC

Nous I’avons évoqué précédemment, I’eau joue un rdle important, a la fois dans les propriéetées

du polymeére (elle joue le r6le d’un plastifiant) mais aussi dans le post-traitement micro-onde

puisque la molécule d’eau est assimilée a un dipble électrique et réagit donc au rayonnement

micro-onde. L’agitation moléculaire qui en resulte est génératrice de chaleur et c’est I’action

combiné de la chaleur et de I’humidité qui engendre la plupart des phénomeénes de

vieillissement.
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Figure 50 : @) Contenu en eau (en %) des films d'HPMC et b) Température de surface (°C) des films

d’HPMC au cours du traitement micro-ondes

Le contenu en eau des films d’HPCM au cours des 16 premiéeres minutes de traitement a été

représenté sur la Figure 50 a). Il se stabilise rapide aprés 4 minutes de traitement a environ

3%. La température de surface du film, quant a elle, augmente régulierement dans les

premiéres minutes de traitement pour atteindre 100°C a 8 minutes et se stabiliser a 110°C

pour la suite du traitement micro-onde. Ces valeurs sont cohérentes avec les observations

réalisées sur les films de chitosan

18
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2.3 Influence d’un post-traitement micro-onde sur des films d’HPMC

2.3.2. Etude structurale par Spectroscopie infra-rouge FTIR
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Figure 51 : Spectres FTIR moyens de films d'HPMC obtenus avant et aprés 16 minutes de traitement
micro-onde

Le pic & 945 cm™ augmente progressivement au cours du traitement micro-onde. Ce pic a été

utilisé dans la littérature pour investiguer les microstructures cristallines de la cellulose (Wray

et al., 2013) et laisse donc envisager des phénomenes de vieillissement.

Le pic & 1053 cm™ correspond a la vibration d’élongation de la liaison C-O-C (Pawar et al.
2012). Elle est représentative des phénomenes de rupture de chaines et n’est pour ainsi dire
pas altérée par le traitement micro-onde.

Le pic & 1373 cm™ augmente au cours du traitement. Il correspond & la production de radicaux
libres CHj3 créés lors de la dégradation de I’THPMC par les phénomenes de ruptures de chaine

(Sangappa et al., 2008) .

Un pic, situé aux alentours de 1640 cm™ diminue au cours du traitement et on constate un

léger shift sur le nombre d’ondes (1643 cm™ pour t0, 1639 cm™ pour t2 & t10, 1635 cm™ pour
t12 a t16). Ce pic correspond a la vibration de la liaison C-O d’un cycle a 6 carbones. Cette

observation pourrait étre cohérente avec un encombrement stérique au sein du matériau.
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2. Influence d’un post-traitement micro-onde sur des films de biopolyméres

Le pic & 2835 cm™ ainsi que le pic & 2900 cm™ augmentent au cours du traitement. Ces pics
correspondent aux vibrations caractéristiques des liaisons des groupements méthyles et

hydroxypropyles de I’lHPMC (Pedley and Davies, 2009).

Enfin, la zone située aux alentours de 3450 cm™ reste constante tout au long du traitement, et
augmente a t16. On constate un shift du nombre d’onde (3448 cm™ pour t0, 3452 cm™ pour
t2, 3456 cm™ pour t4, 3460 cm™ pour t6 et t8 et 3463 cm™ pour t10 & t16). Ces zones est
généralement attribué a la vibration des liaisons —OH impliqué dans I’eau et signe une légére

prise en eau du film d’HPMC.

2.3.3. Analyse statistique avec le logiciel The Unscrambler®

¥ Dals treated b the dniva s&r
2 Daiw treaimd betesen @ and 34 min

1,4 |
0.8 - Flim Destruction
0,5 =

0.4 -

PL Seara

ll';.! 1

0.0 -
Q o E
'.- 0‘

o

T T 7 —f T 1

v — v
-2 L] F d a ] 0 1* 14 16 1

0,2

Time [min)

Figure 52: Score plot obtenu par I'ACP des spectres moyens de films d'HPMC au cours des 14 (en
bleu) ou 16 (en noir) premieres minutes de traitement micro-onde par le logiciel The Unscrambler

Figure 52 présente I’étude statistique en Analyse en Composantes Principales (ACP) obtenue
pour les films d’HPMC traités au micro-onde. Cette figure présente deux analyses en
paralléle. La premiére analyse présentée en Figure 52 considere I’ensemble des échantillons
de 0 & 16 minutes de traitement micro-onde, étant posé qu’au bout de 16 minutes, le film est

fortement dégradé. On remarque que globalement, les échantillons sont statistiquement
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2.3 Influence d’un post-traitement micro-onde sur des films d’HPMC

répartis en deux groupes : Le premier contient tous les échantillons de 0 & 14 minutes inclus,
et le dernier groupe n’est constitué que du dernier échantillon traité 16 minutes.

On pose alors I’hypothése que la dégradation du film d’HPMC a 16 minutes est telle que le
spectre FTIR en est forcément trés marqué et ressort trés différent de I’ensemble des autres

échantillons.

Pour confirmer cette hypothése, on procede a la méme ACP mais en excluant le dernier
échantillon traité pendant 16 minutes (tracé clair). On constate effectivement une tendance
différente. L’échantillon neuf t0 est représenté a part, puis, dés la 2°™ minute de traitement, la
structure est modifiée. On constate une pente rapide de t0 a t4 puis, a partir de 6 minutes, une
pente plus douce. Ces résultats laissent penser que les modifications se poursuivent mais sont
moins importantes alors que le traitement se poursuit. Ces deux pentes étaient masquées sur
I’ACP réalisée en prenant en compte le temps 16 minutes. L’analyse ACP sur les 14
premiéres minutes laissent envisager des modifications des films d’HPMC, rapides dans un

premier temps puis plus modérée lors de la poursuite du traitement.
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2. Influence d’un post-traitement micro-onde sur des films de biopolyméres

2.3.4. Etude de la cristallinité par Diffractométrie aux Rayons X

La Figure 53 présente le diffractogramme DRX obtenu pour 3 types de films HPMC.
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Figure 53 : Diffractogrammes aux rayons X obtenus pour des films d'HPMC neuf (en rouge), traité au
micro-onde pendant 15 minutes (en vert) et vieilli 6 mois & 40°C et 50% d'humidité relative (en bleu)

La courbe rouge représentant le film d’HPMC neuf est caractéristique d’un matériau amorphe,
ne présentant pas de pic de diffraction qui se produisent lorsque le faisceau de rayons X vient
heurter une zone cristalline, comme on peut le constater sur la courbe verte qui représente le
film d’HPMC qui a subi un vieillissement en enceinte climatique pendant 6 mois. Ce pic

laisse supposer la présence d’une zone cristalline sur ce film.

La courbe DRX obtenue pour un film d’HPMC ayant subi 15 minutes de traitement micro-
ondes, ne présente pas ce genre de pic, mais plutét une allure de matériau amorphe. Le

diffractogramme n’est toutefois pas superposable a celui obtenu pour un film neuf.
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2.3 Influence d’un post-traitement micro-onde sur des films d’HPMC

Partant de ce diffractogramme, on peut formuler plusieurs hypotheses :

- il ne s’est pas produit de phénomene de cristallisation mais la phase amorphe du
matériau micro-ondé a subi un remaniement du & des phénomeénes de tensions internes
- il s’est effectivement produit des événements de cristallisation mais de facon trop
sporadique et on arrive aux limites de détections de la méthode, les zones cristallines
étant peut-étre trop rares et/ou trop petites pour étre détectées a cette puissance de

faisceau.

2.3.5. Etude de la surface des films d’HPMC par Microscopie Electronique a
Balayage

Pour mettre en évidence d’éventuels phénomeénes de cristallisation, une observation de la
surface des films par microscopie électronique a balayage a été realisée avant et apres

traitement micro-onde.

Figure 54: Images de microscopie électronique a balayage obtenues pour
a) un film d'HPMC neuf b) un film d'HPMC apreés 15 minutes de traitement micro-onde

La Figure 54 a) présente la surface d’un film d’HPMC neuf, elle est lisse, sans particularité

observable, homogéne.
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2. Influence d’un post-traitement micro-onde sur des films de biopolyméres

La Figure 54 b) presente quant a elle la surface d’un film apres le traitement micro-onde
d’une durée de 15 minutes. Le film présente une surface non-homogene, des structures qui
évoquent une organisation cristalline ainsi que des zones de fissures.

Cette observation semble coincider avec I’hypothése de phénomenes de cristallisation et de
dégradation du film d’HPMC. Toutefois, comme évoqué précédemment, cette cristallisation

est trop sporadique pour étre vraiment mise en évidence par la méthode DRX.

2.3.6. Comportement mécanique en traction

Nous I’avons vu précédemment, la structure des films a été modifiée au cours du traitement
micro-onde. Les essais de traction réalisés permettent d’évaluer les conséquences de ces
modifications structurales sur les propriétés mécaniques des films au cours du traitement

micro-onde.
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Figure 55 : Valeurs du module de Young obtenues aprés essais de traction sur des films d'HPMC a 0,
8 et 15 minutes de traitement micro-onde

La Figure 55 présente les résultats obtenus pour les essais mécaniques de films d’HPMC
neufs, traités 8 ou 15 minutes au micro-onde. Le module de Young a été déterminé
graphiquement comme la pente de la partie linéaire de la courbe représentant. Son
augmentation au cours du traitement signe la perte de souplesse du film probablement du fait

de sa déshydratation.
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2.3 Influence d’un post-traitement micro-onde sur des films d’HPMC

2.3.7. Spectrométrie UV-Visible : Transparence

Les propriétés barrieres des films d’HPMC a la lumiére visible et aux ultra-violet ont été
mesurées par balayage de longueur d’ondes entre 200 et 900 nm a I’aide d’un
spectrophotomeétre (Ultrospec 4000 UV/visible, PHARMACIA BIOTECH, Orsay, France)

selon la méthode décrite par Fang (Fang et al., 2002).
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Figure 56 : Pourcentage de transmission obtenu par spectrophotométrie sur des films d'HPMC avant
(film neuf) et aprés 15 minutes de traitement micro-onde

La Figure 56 montre que la transparence des films d’HPMC n’est pas modifiée par le
traitement micro-onde. Les phénomeénes de cristallisation mis en évidence précédemment
auraient pu laisser penser a une opacification méme mégere du film mais ce n’est pas le cas.
Cette mesure de la transparence montre que la cristallisation du film d’HPMC reste
sporadique et n’affecte pas les proprietés optiques du film. Ceci représente un avantage

certain lors de I’utilisation de ce matériau pour un emballage alimentaire.
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2. Influence d’un post-traitement micro-onde sur des films de biopolyméres

2.3.8. Conclusions

Il apparait au cours de cette étude que les films d’HPMC résiste plutdt bien au chauffage
micro-onde. On note toutefois que des phénomenes sporadiques de cristallisation ont lieu,
perturbant la phase amorphe avoisinante, et créant des tensions dans le matériau qui menent a
des fissures. Ces phénomenes restent toutefois limités, n’affectant pas les propriétés optiques
du film dont la transparence est préservée au cours du traitement.

En revanche, le film subit une déshydratation qui modifie ses propriétés mécaniques, se
traduisant notamment par une perte de souplesse mise en évidence par une augmentation du
module de Young.

On notera aussi qu’au dela d’un traitement de 15 minutes, le film d’HPMC brdle et est détruit.
On peut donc imaginer une application d’emballage alimentaire pour ce type de biopolymere,
mais probablement en association avec d’autres matériaux, et pour des durées de chauffage

courtes.
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2.4. Extension de I’étude de I’influence du post-traitement micro-onde sur des films de

PLA

Les résultats présentés ci-apres font suite aux deux études menées préecédemment sur le
chitosan et ’THPMC. Nous avons partiellement repris la méme démarche expérimentale sur le
PLA afin de voir si le post-traitement micro-onde impactait aussi un biopolymere utilisé non

pur, sous sa forme commerciale additivée en anti-oxydants notamment.

2.4.1. Etude structurale par spectroscopie infra-rouge FTIR
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Figure 57 : Spectres FTIR des échantillons de PLA traités de 0 a 8 minutes au micro-onde (chaque
spectre a un temps donné correspond a la moyenne de 3 spectres pour ce temps donné). La fleche
représente le sens d’évolution de I’intensité du pic au cours du traitement micro-onde.

Les spectres obtenus par FTIR pour les films de PLA au cours des 8 premiéres minutes de
post-traitement micro-onde sont sans différence notable, si ce n’est au niveau du pic a 1751
cm™ présenté Figure 57. On constate que le pic obtenu & ce nombre d’onde tend & diminuer au
cours du temps, de fagon non réguliere. En effet une tendance en 3 groupes se dessine. Le

premier groupe englobe les spectres des échantillons traités de 0 a 3 minutes. Ensuite,
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2.4 Extension de I’étude micro-onde sur des films de PLA

I’échantillon t4 se démarque du premier ensemble, constituant un deuxiéme groupe unitaire.

Enfin, les échantillons t5 a t8 sont superposés.

La Figure 58 montre seulement les spectres moyens extrémes t0 et t8 et fait également figurer
les écart-types obtenus pour la répétabilité des résultats. Comme on peut le constater, ces
écarts-types sont trés faibles et montrent que la diminution de I’intensité du pic & 1751 cm™

décrite précédemment est significative.
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Figure 58 : Spectres FTIR moyens et écarts-types obtenus pour les échantillons de PLA avant (0 min)
et apres 8 minutes de traitement micro-ondes

Ce nombre d’onde correspond a la vibration de la liaison C-O-C et donc, sa diminution signe
des phénomenes de ruptures de chaines au cours du traitement micro-ondes. Ce résultat est

cohérent avec les résultats publiés dans la bibliographie.
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2. Influence d’un post-traitement micro-onde sur des films de biopolymeres

2.4.2. Etude de I’état de surface par Microscopie Electronique a Balayage

Les films de PLA a I’état « neuf », avant traitement micro-onde, présente une surface lisse et
transparente. Apres traitement micro-onde, les films de PLA présentent une opacification bien
visible a I’ceil nu.

Nous avons procédé a I’observation de la surface des films de PLA avant et apres traitement

par Microscopie Electronique a Balayage.

a) b)

Figure 59 : Image de Microscopie Electronique a Balayage de la surface de films de PLA a)neuf et b)
ayant subi un traitement micro-onde de 10 minutes

Sur la Figure 59a) représentant la surface avant traitement micro-onde présente un réseau peu
dense. En effet, le contraste en imagerie MEB fait que la matiere parait gris clair alors que les
zones moins denses ou de vide paraissent plus foncées. On constate, en comparant cette image
a la Figure 59b) que les zones foncées sont plus petites et qu’a I’inverse, la majorité de la
surface du film apparait en gris clair, signe que le réseau de PLA est plus dense. Ce résultat

pourrait étre expliqué par des phénomenes de cristallisation.

2.4.3. Essais de traction en température controlée

Les essais de traction présentés en Figure 60 présente les courbes contrainte-déformation pour
des films de PLA soumis a différentes températures (20°C, 40°C et 100°C). Les températures

testées ont eté choisies afin d’observer le comportement du polymére & température ambiante
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2.4 Extension de I’étude micro-onde sur des films de PLA

(20°C), lors d’un vieillissement accéléré (40°C) et lors d’un post-traitement micro-onde
(100°C).

Les éprouvettes de PLA ont été les seules qui ont pu étre découpees grace a la technique jet
d’eau présentée dans la partie Matériels et Méthodes.

Sur les 3 graphiques, on peut constater une certaine variabilité des résultats, notamment au
niveau de la limite d’élasticité. Elle est de 43 £ 11 MPa a 20°C, 27 £ 5 MPaa40°Cetde 4 +
2 MPa a 100°C. Plus que les valeurs de limite d’élasticité qui sont discutables du fait de
I’allure des courbes, on constate quand méme une nette diminution de la valeur moyenne de
limite d’élasticité, signant la perte de souplesse des films de PLA au fur et a mesure que la
température augmente. Ce phénomene a pu étre constaté notamment lors du traitement micro-
onde des films, on peut observer la rigidification du film aprés traitement, sachant que celui-ci

induit une augmentation de la température jusqu’a 100°C du fait de la vapeur d’eau.
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Figure 60 : Essais de traction réalisés sur des films de PLA en température contrdlée
a) 20°C b) 40°Cetc) 100°C
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2. Influence d’un post-traitement micro-onde sur des films de biopolyméres

Pour gagner en précision, et pour obtenir des valeurs probantes, il aurait fallu disposer d’un
capteur de force sur le systeme de traction avec une valeur beaucoup plus basse, en

adéquation avec les forces mesurées.

2.4.4. Etude de la cristallinite par Diffraction a Rayons X avant et apreés traitement

micro-onde

Les observations microscopiques de la surface des films ainsi que la dégradation des
propriétés mécaniques du film nous menait a I’hypothése de modifications structurales de
type cristallisation. Une étude en diffractométrie a rayons X a donc été menée pour

investiguer la cristallinité du PLA et vérifier cette hypothése.
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Figure 61: Superposition des diffractogrammes de PLA neuf (en vert) et de PLA micro-ondé 30
minutes (en rouge)

La Figure 61 présente les pics de diffraction obtenus avant et apres traitement micro-onde et
on constate effectivement une augmentation de la diffraction apres traitement. Ces pics ne
sont pas nouvellement créés, ils sont déja présents sur le diffractogramme du film de PLA
neuf, mais sont bien amplifiés par le chauffage au micro-onde, ce qui appuie I’hypothése de la

cristallisation du PLA pendant le post-traitement.
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2.4.5. Conclusions

Les films de PLA soumis a un traitement micro-onde présentent des altérations faibles de leur
structure, notamment des phénomeénes de rupture de chaines, probablement dues a des
phénomenes de thermo-oxydation du fait de I’augmentation de chaleur au cours du traitement
micro-onde. Les films de PLA perdent leur transparence et deviennent opaques par

augmentation de la cristallinité du film, confirmée en diffraction aux rayons X.

Ces modifications structurales alterent les qualités optiques des films (opacification) mais
aussi leurs propriétés mécaniques puisqu’on observe nettement une rigidification des films.
De plus, lors du traitement au four & micro-ondes, la température monte vite, et le
franchissement de la température de transition vitreuse est facilité car celle-ci est relativement

basse par rapport aux autres biopolymeres considerés (de I’ordre de 55-60°C).

Ces conclusions sont plutdt en défaveur d’une utilisation du PLA pour des emballages micro-
ondables, d’autant que, contrairement aux autres biopolymeres testés, le PLA utilisé est déja

additivé d’antioxydants pour limiter ces phénomenes.
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2.5. Etude visio-tactile de I’influence d’un post traitement micro-onde sur des films de

PLA, Chitosan et HPMC

Cette partie souhaite répondre a la question suivante : les modifications structurales des films
de biopolymeres induites par le traitement micro-onde sont-elles perceptibles aux sens du

consommateur ?

2.5.1. Caractéristiques des films utilisés.

L’épaisseur moyenne de chaque type de biopolymeére utilisé pour cette étude a été déterminée
par la mesure aléatoire de I’épaisseur du film en 10 points.

Les films utilisés, produits par casting selon le protocole décrit dans la partie Matériels et
Méthodes, avaient une épaisseur moyenne de 50,7 £ 4,7 um, 52,4 £ 3,8 um et 54,8 £ 1,0 um

pour ’HPMC, le PLA et le Chitosan respectivement.

Le contenu en eau des films a éte calculé avant traitement et apres 8 et 15 minutes de

traitement micro-onde. Les résultats sont présentés dans la Table 9.

Table 9 : Contenu en eau des films de biopolyméres au cours du traitement micro-ondes

Temps de traitement micro-ondes

Type de biopolymeére

O minute 8 minutes 15 minutes
HPMC 8,24 % 7,10 % 8,34 %
PLA 11,50 % 10,50 % 12,64 %
Chitosan 21,45 % 22,05 % 21,44 %

On constate que le traitement micro-ondes n’affecte pas le contenu en eau des films d’HPMC,

de PLA et de chitosan. La valeur reste constante au cours du traitement micro-onde. Cela
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s’explique par le mode de traitement micro-onde choisi « humide » qui consiste a laisser
I’enceinte de I’appareil se saturer en vapeur d’eau. Les films, malgré I’augmentation de la

température, ne sechent pas.

2.5.2. Résultats

La Table 10 présente la p-value obtenue pour les tests de Friedman effectués sur les différents
types de biopolymeéres, selon les trois étapes de I’évaluation et selon les 3 descripteurs choisis.
Pour rappel, la p-value est a comparer avec le risque o qui est correspond a la probabilité de
rejeter I’hypothese nulle HO a tort. Dans notre cas, I’hypothese nulle HO est « il n’existe pas
de différence de perception entre les échantillons d’un méme type de polymeére selon le temps
de traitement micro-onde pour le descripteur considéré ».

On choisit la valeur communément admise de a = 5% (0,05).

Si pvalue < a alors on rejette I’hypothese nulle HO.

Si pvalue > a alors on ne rejette pas I’hypothese nulle HO.

Table 10 : p-values obtenues pour le test de Friedman sur les 3 descripteurs collant, glissant et
rigidité sur les films d'HPMC, PLA et Chitosan. Les valeurs significatives sont présentées en gras.

Collant Glissant Rigidité
Tactile 0,387 0,705 0,387
HPMC Visuelle 0,705 0,287 0,247
Visio-tactile 0,638 0,387 0,086
Tactile 0,887 0,080 < 0,0001
PLA Visuelle 0,026 0,035 0,021
Visio-tactile 0,527 0,006 < 0,0001
Tactile 0,275 0,607 0,130
Chitosan Visuelle 0,747 0,002 0,582
Visio-tactile 0,687 0,021 0,058
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Concernant les résultats obtenus pour I’HPMC, on remarque que les p-values sont toutes au
dessus du seuil fixé de 5%. On ne peut donc pas rejeter HO et donc, les échantillons n’ont pas
été correctement discriminés par le panel. Ce qui est intéressant, au dela de cette premiére
information, c’est de se pencher sur I’intérét de croiser les perceptions sensorielles dans cette

étude.

Concernant le descripteur «collant», la p-value la plus faible est celle obtenu pour
I’évaluation tactile pure «a I’aveugle ». Sans surprise, la p-value la plus forte est celle
obtenue sur I’évaluation visuelle pure. Difficile en effet, d’évaluer le caractere collant du
matériau seulement par I’observation. Ce qui peut parait surprenant, c’est que la p-value
obtenue pour I’étude visio-tactile soit aussi haute, plus proche de celle obtenue par
I’évaluation visuelle pure. Cela pourrait indiquer que le sens du toucher a éte partiellement

perturbé et induit en erreur par I’ajout de la dimension visuelle.

Pour le descripteur « glissant », les résultats peuvent surprendre. L’évaluation tactile de ce
descripteur donne une p-value haute, signifiant que les panélistes n’ont pas percu de
difference entre les échantillons. On constate en revanche que les analyses visuelle et visio-
tactile qui ont suivi montrent des p-values plus basses. Si on ne passe pas le seuil de
significativité, on peut dire que le caractére glissant est mieux évalué par la vision que par le
toucher. Dans le cas des films d’HPMC, on peut supposer que ce descripteur glissant est aussi

appréhendé par un autre descripteur, visuel, comme la brillance.

Enfin, concernant I’évaluation de la rigidité des films d’HPMC, la encore, les résultats sont
inattendus. La rigidité est un descripteur que I’on pourrait envisager comme purement tactile
et pas du tout visuel. Pourtant, les p-values des évaluations tactiles et visuelles sont proches,
ce qui signifient que les panélistes n’estiment pas mieux la rigidité par le toucher que par la
vue. L’association des deux perceptions, en revanche, améliorent nettement I’évaluation et
permet d’obtenir une p-value basse qui, si elle ne passe pas le seuil de significativite de 5%,

s’en rapproche fortement.
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Dans les cas ou on ne rejette pas I’hypothese nulle, on peut supposer qu’il existe une
différence entre les échantillons testés. On peut alors procéder a des comparaisons multiples
avec la correction de Bonferroni pour mettre en évidence des groupes au sein des échantillons
testés.

Ces comparaisons multiples concernent uniquement le PLA (Table 11, Table 12, Table 13) et

le chitosan (Table 14).

Table 11 : Test de comparaisons multiples par paires pour les analyses visuelle et visio-tactile pour le
descripteur glissant des films de PLA

] ) Visuelle Visio-tactile
Echantillon Effectif
Somme desrangs  Moyenne desrangs  Somme des rangs ~ Moyenne des rangs

PLA 0 min 25 58,000 23202 55,000 2,200
PLA 8 min 25 52,000 2,080 *P 58,000 2,320°
PLA 15 min 25 40,000 1,600 " 37,000 1,480 "

La Table 11 presente la comparaison multiple des résultats obtenus pour le descripteur
GLISSANT obtenus sur les echantillons de PLA. Pour I’analyse visuelle, on constate qu’il
n’existe pas de différence statistique entre un échantillon neuf et un échantillon traité 8
minutes, ainsi qu’entre un échantillon traité 8 et 15 minutes. Il existe en revanche une
difference significative entre un échantillon non traite et traité 15 minutes.

En visio-tactile, pour ce méme descripteur, les conclusions sont légérement différentes. Si
I’échantillon neuf et celui traité 15 minutes ressortent également comme différents,
I’échantillon traité 8 minutes est assimilé a I’échantillon neuf mais considéré comme différent
de I’échantillon traité 15 minutes.

Globalement, I’échantillon de PLA neuf a été considéré comme moins glissant que
I’échantillon traité pendant 15 minutes au micro-onde. Cette différence n’avait pas éte
marquée significativement pour une analyse tactile pure (Table 10) mais devient évidente des
qu’on introduit la dimension visuelle dans I’évaluation, associée ou non a I’analyse tactile.
Ceci confirme que, méme pour un descripteur que I’on pourrait considérer comme purement

tactile, la vision joue un réle important pour appréhender la sensation tactile
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La Table 12 montre les comparaisons multiples pour I’analyse visuelle du descripteur
COLLANT pour les films de PLA. Etonnement, c’est I’analyse visuelle qui a permis de
montrer une différence entre les échantillons pour ce descripteur et non I’analyse tactile.
L’analyse visio-tactile n’a pas non plus permis de rejeter I’hypothése nulle d’égalité entre les

échantillons.

Table 12 : Test de comparaisons multiples par paires pour I'analyse visuelle pour le descripteur
collant pour les films de PLA

Echantillon Effectif Somme desrangs Moyenne des rangs
PLA 0 min 25 40,000 1,600 °

PLA 8 min 25 51,000 2,040 P

PLA 15 min 25 59,000 2,360 "

La comparaison multiple permet de dire que pour ce descripteur Collant, les films de PLA
traités 15 minutes au micro-onde sont significativement différents des films neufs non traites.

Les films traités 8 minutes, quant a eux, ne sont pas considerés comme différents, ni des films
neufs, ni des films de 15 minutes. Les films de PLA neufs sont considérés comme moins

collant que les films traités pendant 15 minutes.

Il apparait que pour ce test du descripteur collant des films de PLA, la premiéere analyse —
tactile- n’a pas permis de montrer une différence. La seconde analyse —visuelle— permet en
revanche de discriminer et classer les échantillons. 1l y a donc bien une appréhension visuelle
avant la sensation tactile. Ici, les panélistes ont cherché a transcrire visuellement ce qu’ils
attendaient d’une surface « collante » et ont classé les échantillons en fonction, et avec succes.
La derniére analyse -visio-tactile— réintégre la dimension tactile et vient perturber le
classement des échantillons.

On pourrait en conclure que ce n’est pas vraiment le COLLANT en tant que perception tactile
qui a eté modifié par le traitement micro-onde. En revanche, on peut poser I’hypothése que ce

traitement a provoqué I’apparition de défauts de surface perceptibles visuellement de facon
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marquée chez les panélistes et qui constituent un critére de non acceptabilité du film,

notamment dans un usage de packaging alimentaire.

Table 13 : Test de comparaisons multiples par paires pour les analyses tactile, visuelle et visio-tactile
pour le descripteur rigidité pour les films de PLA

Tactile Visuelle Visio-tactile
Echantillon  Effectif Sommedes  Moyenne Somme des Moyenne des ~ Sommedes ~ Moyenne
rangs des rangs rangs rangs rangs des rangs
PLA 0 min 25 31,000 1,240° 39,000 1,560 ° 30,000 1,200 °
PLA 8 min 25 54,000  2160° 53,000 2,120 *P 58,000  2320°
PLA 15 min 25 65,000 2,600° 58,000 2,320° 62,000 2,480"

La Table 13 présente les résultats obtenus par comparaisons multiples des échantillons de
PLA pour le descripteur RIGIDITE. Il apparait que lors de la premiére phase d’évaluation, en
tactile, les panélistes ont évalué I’échantillon de PLA non traité comme étant moins rigide que
les échantillons traités 8 ou 15 minutes. En visuelle, I’échantillon tO est considéré comme plus
rigide que I’échantillon t15 mais le t8 n’est pas significativement différent, ni du t0, ni du t15.
L’analyse visio-tactile, dans un troisiéme et dernier temps, vient appuyer les conclusions de
I’analyse tactile et préciser celles de I’analyse visuelle. L’échantillon tO est considéré comme
plus rigide que les échantillons t8 et t15 qui sont assimilés comme identiques.

Cette étude montre qu’un descripteur qui pourrait étre considéré comme purement tactile, ici,

la rigidite, peut étre correctement interprétée visuellement par un consommateur.
Apres ce focus sur les différences significatives mises en évidence entre les échantillons de

PLA, procédons aux comparaisons multiples sur le descripteur GLISSANT sur les films de

chitosan.
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Table 14 : Test de comparaisons multiples par paires pour les analyses visuelle et visio-tactile pour le
descripteur glissant pour les films de chitosan

) ) Visuelle Visio-tactile
Echantillon Effectif
Somme desrangs  Moyenne desrangs  Somme des rangs  Moyenne des rangs

Chitosan 0 min 24 55,000 2,292° 55,000 2,292°
Chitosan 8 min 24 55,000 22922 52,000 2,167 *°
Chitosan 15 min 24 34,000 1417° 37,000 1,542°

La Table 14 montre que les films de chitosan neufs sont percus comme étant moins glissants
que les films de chitosan ayant subi un traitement micro-ondes.

Pour I’analyse visuelle, le chitosan traité pendant 8 minutes est apparié au film non traité mais
est considérée comme différent du film traité pendant 15 minutes.

Deés les premiéres minutes du traitement du film, nous avons vu que la couleur du film était
modifiée avec I’apparition d’un phénomeéne de jaunissement. Sur la Figure 41 2b), présentant
I’évolution de la couleur des films de chitosan au cours du traitement micro-ondes, on
remarque que le phénomeéne de jaunissement s’intensifie mais selon deux pentes différents. La
premiére pente, de t0 a t8 marque une progression du jaunissement continue et plutot lente.
Au dela de 8 minutes, la pente de la droite augmente, signant I’accélération des phénomeénes
de jaunissement avec une intensification de la couleur pour les films.

Pour en revenir a I’analyse visuelle pure, I’hypothese que le panel ait été influencé par la
couleur pour estimé le caractere glissant du film de chitosan permet d’expliquer que les films
t0 et t8 ait été appariés (jaunissement modéré) et considérés comme différents de I’échantillon
t15 (jaunissement plus intense).

On peut poser s’interroger sur pourguoi les panélistes ont choisi le jaunissement pour estimer
le caractére glissant du film ? Parmi les explications possibles, on peut estimer que le panel,
face a une évaluation visuelle exclusive forcée, a chercher a assimiler un descripteur plutot
tactile (le collant) a un descripteur plutét visuel (ici, le jaunissement qui était le paramétre
discriminant entre les échantillons). Le jaunissement peut en effet évoquer une surface plus

grasse, et donc, pourquoi pas, plus collant.
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2.5.3. Conclusions

L’analyse visio-tactile des biopolymeres révele plusieurs phénomenes. En premier lieu, le
panel n’a pas mis en évidence de différence sur les descripteurs considérés entre les
échantillons d’HPMC au cours du micro-ondage. Cela signifie que les modifications
structurales subies par I’THPMC sont suffisamment fines pour ne pas altérer ses propriétés
sensorielles, et donc, son acceptabilité consommateur en cas d’utilisation pour un emballage
alimentaire, ce qui n’est pas le cas pour les films de chitosan ou de PLA.

Pour ces biopolyméres, le panel a percu des différences significatives signant I’altération des
propriétés sensorielles des films au cours du traitement micro-onde. Il s’avere que ces
differences de perception ont pu étre mises en paralléle avec des modifications structurales et
fonctionnelles des films (opacification, perte de souplesse, jaunissement...).

Cette etude a, en outre, permis de montrer I’étroit lien entre les perceptions visuelle et tactile,
confirmant que ces deux sens interagissent I’un avec l’autre, allant jusqu’a influencer les
perceptions du consommateur. Ces conclusions appuient le fait que I’analyse sensorielle est
un outil puissant pour caractériser un matériau, et a fortiori, un matériau qui pourra étre utilisé
en tant qu’emballage alimentaire. La dégradation du profil sensoriel du film est aussi un outil
pour diagnostiquer des modifications structurales et risque de porter atteinte tant a

I’acceptabilité qu’a I’innocuité, et donc I’utilisation de ce polymere.
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Face aux enjeux environnementaux, il est apparu urgent de trouver des solutions pour
développer une industrie moins impactante. En particulier, les matériaux plastiques sont
souvent montrés du doigt en raison des quantités de déchets génerés et de la grande
dépendance de cette industrie au pétrole. C’est dans ce contexte que les biopolymeéres se sont

fortement développés.

Les travaux réalisés au cours de cette these de doctorat ont permis d’investiguer les
comportements de trois biopolymeres au cours de leur vieillissement. Globalement, les
phénomenes mis en évidence sont ceux déja deécrits pour les polymeéres traditionnels. On
retrouve principalement des phénomenes de ruptures de chaine et de cristallisation. Ces
modifications structurales sont limitées en intensité et n’affectent que peu les propriétés des
films dans les conditions testées. On assiste néanmoins a une perte significative de souplesse
des films qui deviennent, de ce fait, plus difficiles a mettre en ceuvre, dans I’optique d’une

utilisation industrielle.

Pour aller plus loin dans la caractérisation des phénomenes de cristallisation observés, nous
avons souhaité utiliser le rayonnement Synchrotron et avons soumis une demande pour des
experiences a I’ERSF de Grenoble (Annexe 5).

Cette proposition n’a malheureusement pas abouti pour la session de qualification a laquelle
nous avons postulé, mais il pourrait étre intéressant de soumettre une deuxieme demande. Cet
outil trés puissant nous permettrait d’eévaluer plus précisement les phénoménes de

cristallisation et de réorganisation structurale.

On remarque aussi que les phénoménes mis en évidence lors du vieillissement accéléré sont
du méme type que ceux mis en évidence lors du post traitement micro-onde. Ainsi, il serait
particulierement intéressant de pouvoir établir un modele prédictif du vieillissement des

biopolymeres en utilisant le chauffage micro-onde, facile a mettre en ceuvre et plus rapide.

L’étude des films de chitosan soumis a un post-traitement micro-onde a permis de montrer

des altérations significatives de la structure des films de type ruptures de chaine et
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déacétylation. Ces modifications ont une action délétaire directe sur les qualités des films, tant
au niveau optique (jaunissement) que mécanique. Plus grave, il se produit rapidement au sein
des films des réactions de Maillard et la création de composés néoformés susceptibles de
migrer vers un aliment au contact. Il serait intéressant d’étudier ces phénomeénes de migration

pour les mettre en évidence, et le cas échéant, les quantifier.

Il a été intéressant de montrer que I’analyse sensorielle est aussi un bon moyen de mettre en
évidence des modifications structurales méme fines. Par cette étude, nous avons aussi pu
constater que I’utilisation de I’analyse sensorielle en visio-tactile apportait une évaluation plus

fine que par I’utilisation d’un sens unique.

Ces travaux de thése sont inédits et ne font, a notre connaissance, pas I’objet d’autres études
publiées dans la littérature, on pourrait donc les qualifier d’exploratoires. lls permettent de
poser des bases pour des futurs travaux, en vue de mieux connaitre ces matériaux d’avenir que

sont les biopolyméres.
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Vieillissement et biodégradabilité des bio-polymeres

Charlotte JACQUOT, Muriel JACQUOT, Stéphane DESOBRY

Laboratoire d'Ingémienie des Biomolécules (LIBio), INFL, Vondoeuwvre-lés-Nancy

RESUME

Le plastique n'a pas bonne presse. Accusé d'étre polluant et d'en-
combrer nos poubelles, il est, de surcroit, fortement associé au
pétrole, ce qui ne contribue pas a redorer son image dans Uesprit
des consommateurs. Depuis quelgues années, les espoirs se por-
tent sur les « bio-polyméres », ces nouveaux matériaux issus de
ressources renouvelables.

Pour autant, si ces matériaux connaissent une croissance for-
te, que sait-on vraiment de leur vieillissement ? De la dégrada-
tion structurale & la diminution des proprigtés fonctionnelles,
cet article propose un apercu des connaissances actuelles sur le
vieillissement des hio-polyméres et sur les perspectives dans le
domaine.

1. EMERGENCE DES MATERIALX BI0-POLYMERES, LE COMTEXTE.
Les matériaux plastigues sont omniprésents dans le secteur de
'emballage et dans le quotidien des consommateurs. Ils arrivent,
en effet, en téte des matériaux utilisés pour Uemballage, devant
le verre et le papier carton. On le retrouve 3 tous les niveaux,
de l'emballage primaire au tertiaire, de la bouteille au film de
banderolage (Figure 1).

Figure 1 : Utilisations des polyméres plastiques

En 2009, 'emballage souple représentait 1,45 milliards d’euros de
chiffre d'affaire. Pourtant ['ensemble de ces matériaux plastiques
souffre d'une image trés négative et ce, pour plusieurs raisons.
A Uheure o0 les considérations environnementales sont au cozur
des préoccupations, tant des consommateurs que des industriels,
le plastique est particuliérement wisé.

En premier lieu, l'étendue de l'utilisation du plastigue le rend
particulierement visible dans les déchets ménagers comme dans
les déchets industriels. On estime que quelques 2 500 000 tonnes
de déchets de matiéres plastijues sont produites chague année
en France. De plus, le plasticue est fortement associé, de part
son mode de production, a Uindustrie pétrochimigue, ce gui ne
contribue pas & améliorer sor capital sympathie et ce qui pose
des questions sur l'approvisioinement en carbone d’origine fos-
sile @ moyen terme

Dans ce contexte ou mettre en ceuvre des démarches de dévelop-
pement durable est devenu autant une obligation légale gu'un
argument commercial, les industriels investissent dans les bio-
polyméres pour répondre aux attentes du marché et opérer la
transition nécessaire du secteur de la plasturgie. Bien que plus
chers, ils bénéficient de propriétés comparables aux matériaux
traditionnels, tout en apportant un axe d'amélioration au niveau
environnemental et jouissant d'une image trés positive auprés du
grand public. Le marché reste zoutefois encore restreint (0,3% du
marché des plastigues en Europe en 2008) mais les prévisions de
croissance sont optimistes, atteignant 5 a 10% en volume d'ici
2015,

=2« rdusines Almentares et Agpicoles + MowvembreDécembrs 2071

5i le vieillissement des polyméres dits « traditionnels » tels que le
polyéthyléne (PE). le rolyamide (PA) ou le polyéthyléne téréph-
talate (PET) sont aujourdhui bien connus, le vieillissement des
big-polyméres non issus de la pétrochimie est assez peu étudié.

2. BIO, VOUS AVEZ DIT « BIO » ?

Le qualificatif « bio » peut renvoyer a différentes notions et peut

gtre source de confusion dans les esprits. Parler de « bio-poly-

méres @, est-ce parler de «bio-dégradabilité », de « bio-fragmen-
tation », de « bio-compostabilité », de Uagriculture biologique,

« de bio-sourcing »... ? En bref, ce préfixe couvre un trop grand

champ de possibilités pour gu'il ne soit pas nécessaire de le pré-

ciser.

En réalité, on parle de bio-polymére dés lors gu'un matériau plas-

tique remplit deux critéres, basés sur la nature des ressources

utiles a sa production et sur la gestion de sa fin de vie :

- & Bio » parce que produit & partir de ressources renouvelables :
il peut contenir 40 a 100% de composants issus du renouvela-
ble. Par cela, on entend la valorisation de matiéres premiéres
agricoles, utilisées pour U'extraction damidon ou de cellulose,
sources de carhone vegetal.

- & Bio » parce que « yiodégradable » dans des conditions bien
déterminées.

Le terme biodégradabilité renvoie a la capacité d'un matériau
a étre dégradé par des micro-organismes dans un environnement
favorable en température, humidité et oxygénation sans produc-
tion de produits dont laction pourrait se révéler dommageable
pour lenvironnement.
Ce demnier critére exclu: de fait les mécanismes de « bio-fragmen-
tation », aussi appelés « oxo-biodégradation » de la dafinition
de biodégradation. Dans ce cas, il s'agit d'une décomposition du
matériau plastigue en une multitude de petits résidus plastiques
mais non visibles. Ces résidus invisibles sont pourtant encore
bien présents et ont un potentiel de nocivité vis-a-vis de Uenvi-
ronnement.

La qualification d'un matériau « biodégradable » est strictement

encadrée par la norme NF EN 13432 « Exigences relatives aux

emballages valorisables par compostage et biodégradation

- Programme d'essai et Critéres d'évaluation de U'acceptation

finale des emballages ».

Cette norme prévoit plusieurs critéres naglementaires pour la qua-

lification d’un maténiau :

- Composition du matériau, notamment les seuils de présence de
métaux lourds et de fluor tolérés

- Biodégradabilité évalué par des essais en laboratoire et en
conditions maitrisées : e matériau doit &tre dégradé 3 hauteur
de &0 a Y0¥ en masie en b mois

- Qualité et innocuité du compost obtenu.
La biodegradabilité est évaluée en conditions in witro, Cest le
test de Sturm en milieu liguide qui repose sur l'observation de
lactivité respiratoire ces micro-organismes du milieu de biodé-
gradation. On suit ainsi la production de €0, la consommation
d'0, ainsi que la croiszance microbienne.
Pour poursuivre étude in witro, des études de biodégradabilité
sont menées en laboratoire dans un milieu-test puis in situ sur le
terrain avec des mesurss de perte de masse d'échantillons aban-
données dans le sol. Cette derniére méthode reste difficile a mai-
triser du fait de la multitude de paramétres mis en jeu mais est
en cours de normalisation.
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3, LA CHIMIE DES POLYMERES, QUELQUES NOTIONS...

Farler de wvigillissement, c'est parler de la modification de la
structure du polymére at donc, pour en comprendre les mécanis-
mes, il est nécessaire de revenir sur quelques termes importants
de chimie des polyméares.

Un polymére est une molécule de haut poids moléculaire consti-
tuée par l'assemblage de sous-unités de plus petites tailles, ap-
pelées monoméres, liées entre elles par des laisons covalentes.
On distingue différentes formes de polymére, tel que présenté
sur la Figure 2.

e ®® Homopolymére

w - & Copolymére alterné
POLYMERES LINEAIRES
s ats Copalymére statistique
e Copolymére bloc
POLYMERES
NON LINEAIRES

Copolymére ramifié Copolymeére réticulé

Figure 2 : Différents types de polymeéres selon Uassemblage des
monomares

Les polyméres linéaires ne sont constitués que d’'une chaine prin-
cipale formée de monoméres tous identigues (homopolyméres)
ol différents (copolyméres} et enchainés selon différentes dis-
tributions : alternée, aléatoire ou par bloc. D'autres polyméras
présentent une structure plus complexe avec la présence de chai-
nes latérales greffées sur la chaine principale. On distingue les
pelyméres ramifiés des polyméres réticulés qui se déploient dans
les trois directions de lespace.

Les liaisons mises en jeu dans U'organisation spatiale d'un poly-
mére peuvent étre de différentes natures, seit des liaisons fortes
de type covalentes C-C, soit des laisons plus faibles de type
liaisons H.

Nous verrons que la cohésion de ses chaines et la résistance das
liaisons tiennent une place importante dans la mise en évidence
des phénoménes de vieillissament.

Plusieurs paramétres permettent le suivi de lévolution de la
structure du polymére, et donc la visualisation des phénoménes
de vieillissement.

La température de fusion (Tf) correspond, & une pression don-
née, & la température & laquelle un corps passe de état solide &
l'état gazeux.

La température de transition vitreuse (Tg) est caractéristi-
gue des matériaux amorphes ou semi-cristalling et représente un
changement d'&tat de la matiére. {e phénoméne repose sur le
changement de mekilité des chaines macromoléculaires avec la
température. Au dessus de la température de transition vitreuse,
le matériau est scuple, on dit qu'il est dans un &tat « caoutchou-
tigue ». A linverse, en dessous de la température de transition
vitreuse, le matériau est dur et cassant comme du verre, il est dit
« vitreux ». La température de transition vitreuse est un paramé-
tre propre a chague matériau.

La cristallinité est également un paramétre trés important. En
effet, plusieurs niveaux d'arrangement de la matidre sont pos-
sibles et peuvent coexister au sein d'un matériau, influencant
fortement ses comportements au vizillissement ou a la mise ne
euvre,
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La phase cristalline correspond & un haut niveau d'crganisation
de la matiére. Les chaines s'arganisant en faisceaux ordannés.
Le phase amorphe, quant & elle, sous-entend un déscrdre des
chaines de polyméres par rapport aux autres,

Un matériau peut &tre 100% cristallin, 130% amorphe ou mixte
avec des proportions variables des phases cristalline et amarphe.
On parle alors de pelymére semi-cristallin (Figure 3).

Zone cristalline

Zone amorphe

Figure 3 : Polymére semi-cristallin présentant des zones
amaorphes et cristallines

4, LE VIEILLISSEMENT DES BIO-POLYMERES

Sintéresser au vigillissement de ces nouveaux matériaux, c'est en
comprendre les mécanismes d'évolution et les implications tant
an matiére de séeurité que d'optimisation des utilisations.

Alors gue les professionnels de U'emballage deivent faire face i la
crise du Bisphénol A, il est important de mettre en ceuvre tous
les moyens nécessaires pour garantir la sécurité lors de Uemploi
de ces matériaux. D'autre part, comprendre, voire modéliser, les
phénoménes de vieillissement en conditions contidlées permet-
tra une utilisation optimale des bio-polyméres,

4.1 Qu'entend-t-on par vieillissement ?

Le vieillissement d’'un matériau correspend a la modification len-

te et irréversible de sa structure chimique.

Le vieillissement intervient sous la pression de différents événe-

ments :

- de part lz nature m&me du palyméare, lui conférant une certaine
instabilité intrinséque

- sous Uinfluence de facteurs de Uenvironnement avee lequel il
interagit : humidité, température, rayonnements UV...

- par des sollicitations extérieures du matériau : compression,
flexion, atirement, extrusion...

Il existe deux principaux types de vieillissement : chimigue et

physigue.

Le vieillissement chimique implique une modification profonde

de la structure avec notamment, des remaniements au niveau des

groupements fenctionnels.

Le vieillissement physigue, guant 3 i, consiste en un réarran-

gement spatial des molécules sans atteinte a la structure chimi-

que. C'est un phénoméne naturel qui affecte significativement

les proprigtés physiques de la phase amorphe dans des polyméres

vitreux ou partiellement vitreux.

4.2 Les facteurs de vieillissement,

Nembreux, nous Uavens évoqué, sent les paramétres qui peuvent
provoquer le vieillissement des polyméres. Toutefois, parmi ces
différents facteurs, deux principaux ont plus particuligrement été
atudiés dans la littérature, sont déja reconnus comme agent du
vieillissement physique des polyméres et sont présentg sur la
Figure 4,

Le pramier paramétre est la température. Comme nous l'avons vu
précédemment, ce facteur température a une influence direct sur
la mobilité des chaines les unes par rapport aux autres selon que
'on se place avant ou aprés la température de transition vitreuse.
Dans L'état vitreux, le matériau est comme figé et peu de change-
ments peuvent s'opérer. A inverse, dans l'état cacutchoutique,
des réarrangements sont possibles et c’est dans cet état que le
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matériau va subir les modifications du vieillissement physiques.
Le second paramétre important est Uhumidité. En effet, l'eau joue
un role de plastifiant, permettant des phénoménes de glissement
des chaines de polymére les unes par rapport aux autres.

L r L I |
T T T T
hhncn: S hmrm 100%
Es mfm

Figure 4 : Vision schématique de la stabilité d'un polymére en
fonction de son hydratation et de la température.

La Figure 4 montre limportance de ces deux paraméatres l'un par
rapport a lautre. On constate que la température de transition vi-
treuse sera d'autant plus basse que le polymeére sera humide. Cela
impligue gu'un matériau humide atteindra plus vite sa tempéra-
ture de transition vitreuse et donc, sera exposé aux phénoménes
de vieillissement 3 une température plus faible qu'un polymére
plus sec.

Ce constat a une implication directe pour lindustriel, par exem-
ple pour le stockage des films de bio-polyméres avant leur utili-
sation.

D'autres paramétres ont été identifiés comme influencant la dé-
gradation des bio-polyméres. Par exemple, des &tudes menges
sur le PLA (Poly Lactic Acid), ont montré que le degré de pureté
du bio-polymére influence son degré de dégradation. En effet, la
purification du polymére, c’est a dire le fait de le débarrasser des
éventuels monoméres résiduels ou impuretés, permet d'en amé-
liorer la stabilité thermigue. (Stdergard et Stolt, 2002)

4.3 Les conséquences du vieillissement sur les bio-polymé-
res.

Le vieillissement des bio-matériaux peut étre observé a différents
niveaux, de la structure chimique du polymére jusqu'a ses fonc-
tionnalités.

4.3.1 Modifications structurales

Plusieurs travaux menés sur le PLA (Poly Lactic Acid) tendent
a montrer des modifications de la structure du bio-polymére au
cours du vieillissement. La structure du PLA est présentée en
Figure 5.

Figure 5 : Molécule de PLA

Le principal mécanisme mis en jeu lors de la dégradation du PLA
est la dépolymérisation qui est favorisée en conditions alcalines
et qui consiste en la libération progressive de diméres d'acide
lactique (de Jong et al., 2001). Lors de la dégradation thermigue
du PLA, on observe différents événements tels que des phéno-
ménes de dépolymérisation « zipper-like » et des phénoménes de
trans-estérification inter et intra-chaines (Sodergdrd et Stolt,
2002).
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D'autres paramétres de dégradations ont été décrits dans la lit-
térature comme linfluence des rayonnements ultra-violets. Leur
influence a été étudiée et montre également la mise en jeu de
phénoménes de scission de chaines du bio-polymére comme ré-
sumé en Figure 6.

- % e b} Excitation photo-physigue.
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Figure 6 : Photo-oxydation du PLA daprés les travaux de
Belbachir (2010).

Méme si le PLA est un polymére hydrophobe avec une forte ré-
sistance 3 U'eau, les variations en humidité relative affectent ses
propriétés et son contenu en eau (Acioli-Moura et Sun, 2008).
Les phénoménes de dégradation concernent en premier lieu une
attague des liaisons esters gui sont hydrolysées. Cette dégrada-
tion est d'autant plus importante qu'elle est couplée & une aug-
mentation de la température concomitante 4 une augmentation
de Uhumidité relative du milieu ou & l'action de rayonnement
ultraviolet (Copinet et al., 2003).

La dégradation totale du PLA peut méme survenir par action de
la vapeur d'eau a haute température, permettant ainsi de revenir
au monomeére initial, l'acide lactique. Ce procédé permet ainsi le
recyclage du PLA (Auras et al., 2004).

Ces phénoménes de dépolymérisation entrainent une baisse du
poids moléculaire moyen au cours de la dégradation ce qui in-
fluence directement la température de transition vitreuse du po-
lymére qui s'en trouve diminuée. Nous avons vu précédemment
que cet abaissement de la température de transition vitreuse rend
le polymére sensible aux phénoménes de vieillissement & une
température inférieure par rapport 3 un polymére moins humide.

4.3.2 Modifications fonctionnelles

Il existe un lien étroit entre la structure du polymére et la fonc-
tionnalité du matériau (Figure 7). Il est donc aisé de comprendre
que les modifications structurales engendrées par le vieillissement
telles que nous les avons citées précédemment vont avoir des
conséquences sur les propriétés fonctionnelles du matériau. En
l'occurrence, si les travaux menés jusqu'a présent sur le vieillis-
sement des bio-polyméres s'attachent surtout 3 montrer leur bio-
dégradabilité ou leur dégradation structurale, quasiment aucune
&tude ne cherche & montrer les conséquences de ces modifica-
tions structurales sur les propriétés fonctionnelles. Ce travail
trouvera pourtant des applications directes pour les industriels
dans la mise ne muvre des ces matériaux. En effet, outre le fait
de garantir une innocuité et une biodégradabilité conformes aux
exigences réglementaires, il est primordial de maitriser la qualité
du bio-polymére tout au long de son cycle de vie. Ce critére de
qualité est d'autant plus important qu'il conditionne le niveau
d'acceptation de ces bio-matériaux par les industriels comme par
les utilisateurs finaux, et donc, conditionne aussi les débouchés
et la croissance de ce secteur.
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Figure 7 : les modifications structurales du polymére en affec-
tent les propriétés fonctionnelles lors de sa mise en euvre sous
forme de films par exemple

Influence du vieillissement sur les propridtés mécanigues des bio-
polymeres.

Des travaux (Ho, Pometts, et Hinz, 19%9) pour montrer le lien
entre structure et fonction ont 4té menés sur des films commer-
ciaux de PLA. Ces films ont &t& saumis & une température de 40°C
et de 50% d'humidité relative et le poids moléculaire moyen a
&té suivi au cours du temps. On a constaté la diminution du
peids moléculaire moyean, permettant de mettre une feis encore
les phénoménes de dépolymérisation en évidence. Parallalemant
a l'acquisition de cette donnée structurale, des essais de traction
ont &t réalisés sur les films de PLA vieillis. IL en ressort que
cette modification profonde de la structure polymérique a des
conségquences diractes sur les propriétés mécanigues de ces films,
aver notamment un effendrement du pourcentage d'&longation
avant rupture, signant la perte de souplesse des films.

Influence du vieillissement sur les propriétés sensorielles des bio-
polymaéres.

Il ast intéressant de regarder ['évclution des propriétés sensoriel-
les d’un film de bio-polymére au cours du temps. En effet, celui-ci
peut voir sa couleur changer, une odeur apparaftre ou encare de-
venir rugueux. Outre le fait que ces modifications sont le signe de
changements dans la structure du bio-pelymare au cours de son
vigillissemeant, elles peuvent aussi compromettre lacceptabilité
du film bio-polymére dans le cadre de son utilisation en embal-
lage par exemple. Ainsi, des essais ont été menés au Labora-
toire d'Ingénierie des Bio-Molécules {LIBic, Nancy) avec des films
d'HPMC {HydroxyPrepyl MéthylCellulose) qui est un bio-polymére
déja présent sur le marché, notamment utilisé comme texturant
alimentaire cu en industrie pharmaceutique pour la réalisation da
gélules. Des films d’HPMC ont été réalisés par casting et stockés
dans une enceinte climatique & 40°C et 50% d'humidité relative
pendant 6 meis. Un test de Robinson a ensuite &té réalisé entre
des témoins « Films d’HPMC frais » et des échantillons « Films
d'HPMC vieillis ». Lors de ce test, 2 flacons Uun contenant le film
« témoin » et l'autre « l'échantillon » sont présentés a chague
panéliste. Le panéliste ouvre le flacon et sent le « témoin ». Dans
un second temps, il procéde de méme avec « [2chantillon ».

La différence d'odeur pergue par les panélistes est cotée sur une
échellede ¢ d 4 :

0= aucune différence

1= différence avec le témoin difficilement perceptible

2= lagére différence avec le témein {(a peine définissable)

3= différence significative avec le témoin

4= différence forte avec le témoin.

Les résultats présentés sur la Figure 8 montrent la présence d'une
différence d’odeur significative entre le film témoin et le film
achantillen vieilli.

L'apparition d’'une odeur pour les films d'HPMC vieillis pose plu-
sieurs questions. Cette odeur signe-t-elle la présence de mone-
méres issus de phénoménes de dépolymérisation comme évogqué
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14 Figure 8 : Résultats du test de Robinson sur HPMC vieilli
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précédemment ? Est-t-elle révélatrice de la présence de composés
d’oxydation ? De compesés néo-formés ? {es molécules présen-
tent-elles un caractére de toxicité ? Dans le cadre de 'utilisation
de ces films de bio-polyméres pour des emballages alimentaires,
il est nécessaire de guantifier le potentiel de migration de ces
molécules vers Laliment et d'établir les conséquences an termes
de sécurité alimentaire mais aussi de qualités organcleptiques
du produit.

5. CONCLUSION

En conclusion, les matériaux bie-polyméres sont une des solu-
tions envisagées par lindustrie pour palier aux problémes posés
par les polyméres traditionnels. Pour autant, leur comportement
au cours du vigillissemant reste mal connu. Les pramiers travaux
montrent des phénoménes de dépolymérisation qui altérent les
praprigtés mécanigues et fonctionnelles de ces matériaux utilisés
sous forme de films. Ces études devront étre approfondies afin
de compléter les connaissances sur le domaine, et permettra un
meilleur développement de ces matériaux, améliorer le traite-
ment de laur fin de vie, optimiser leur utilisation et bien sdr,
garantir une sécurité aux utilisateurs. De plus, l'étude de l'impact
du vieillissement sur les propriétés fonctionnelles et sensorielles
permet une apprache originale dans le demaine et promet d'ap-
porter des réponses et des solutions innovantes peur L'utilisation
de ces matériaux.
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ABSTRACT

The anms of this work were to functionalize edible hydrexypropyl methylcellulose (HPMC} filins with
natural coloring biomelecules having antioxidant capacity and to study their photo-aging stahility in the
films. HPMC films containing a natural red color compound (NRC) at the level of 1, 2, 3 or 4% [v/v) were
prepared by a casting method. A slight degradation of films colorwas observed after 20 days of continuous
light exposure. The antioxidant activity of NRC incorporated films was stable during different steps of film
formation and 20 days of dark storage. Gn the other hand, antioxidant activity of samples stored under
light was significantly affected after 20 days. FIIR {Fourier Transformed Infrared} spectrascopy was used
to characterize the new phenolic pelymetic structures and to study the photo-degradation of films. The
results showed a good pelymerization phenomenon between NRC and HPMC in pelymer matrix giving a
natural color to the films, NRC showed an ability to protect pure HFMC films against photo-degradation.
This phenomenon was directly proportional to the concentration of NRC,

FIIR
Phote-aging

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Environment and food safety have been at the forefront of
research concern in recent years. Currently, there is an increas-
ing trend to employ environmental friendly materials with the
intention of substituting non-degradable materials. To deal with
environmental issues, extend the food quality and to reduce
non-degradable packaging wastes has catalyzed the use of new bic-
based packaging materials in edible food packaging (Burke, 2006).
In edible coating, use of bio-degradable pelymers such as polysac-
charides, proteins, lipids and their complexes derived frem natural
origin {Ray & Bousming, 2005), depends on their barrier properties
against light, water vapor and oxygen (Turhan & Sahbaz, 2004).

Cellulese based materials are widely used due to their big-
compatibility, edibility, barrier properties, non-polluting and
being more economical (Vasconez, Flores, Campos, Alvarado, &
Gerschenson, 2009). The use of hydroxypropyl methylcellulose is
attractive because it is a readily available non-ionic edible plant
derivative shown to form transparent, odourless, tasteless, oil resis-
tant, and water seluble edible films {Akhtar et al., 2010}, HPMC 1s
approved for food uses by the FDA (21 CFR 172.874) and the EU
(EC 1995); its safety in food use has heen affirmed by the JECFA

* Corresponding author. Tel.: +33 3 83 59 58 49; fax: +33 3 83 5958 04.
F-mait address; muriel jacquot@ensaiainpl-nancy fr (M. Jacquot),

0144-8617/% - see front matter € 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http:/fdx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2012.03.088

(Burdeck, 2007). The rensile scrength oTHPMC filmis is high and flex-
ibility neither teo high nor too fragile, which make them suitakle
for edible coating purposes (Brindle & Krochta, 2008},

In the scope of natural active agents, recently, fruit and veg-
etable extracts have gained a considerable market in food industries
(Stintzing & Carle, 2004). To consider the natural bicactive colors as
the celorants, stability, yield and price are mostly constrains. The
natural coloring agents in comparisen with artificial colers show
less stability against light, oxidation, teniperature or pH change and
other factors {Fabre et al,, 1893; Laleh, Frydoonfar, Heidary, Jameei,
& Zare, 2006). In spite of such factors, these natural colorants
are gaining importance due to their coloring potential, hygiene,
nutrition, pharmaceutical activities, bioactivity and environmen-
tal consciousness, which indicates relative dependernce on natural
products (Frank et al., 2005; Hari, Patel, & Martin, 1994).

Altheugh anthocyanins are less stable in various environimen-
tal conditions, they include varieties of colors such as orange,
red, maroon and blue which make them an attractive alternative
as coloring agents in food industries (Markakis, 1982). Morecver,
anthocyanins have many health benefits, including reduced risk
of cardiovascular diseases (Bell & Gochenaur, 2006) and decreased
risk of cancer {Dai, Patel, & Mumper, 2007). These henefits malke
them essential to provide a healthier food for consumers. Sev-
eral studies on the antioxidant and antiradical activity of betalains
{mainly betanin) from red beetroot extract (Beta vulgaris L.} have
Been published (Escribano, Pedrefio, Garcia-Carmena, & Munoz,
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1998; Kanner, Harel, & Granir, 2001 ; Pedrefio & Escribano, 2000). [n
addition to their colering properties, they are supposed to provide
protection against oxidation stress related disorders in hurnans
when being part of the regular diet (Kanner et al,, 2001), Beta-
lains are teported to exhibit anti-inflammatory effects (Gentile,
Tesoriere, Allegra, Livrea, & Alessic, 2004) and antiradical activities
(Cai, Sun, & Corke, 2003; Stintzing & Carle, 2004). These bioac-
tive color compounds can be added into edilsle filins to give them
additional preperties such as c¢olor, antioxidant and gas barrier
capacity. As previcusly reported, the red celor of HPMC films allows
very good control against photo-oxidatien of polyunsaturated fatty
acids (PUFA) in salmon oil (Akhtar et al,, 2010). Such edible films
would also provide additional henefits to traditional edible film
forming materials by providing unique sensory and antioxidant
capacity, thus attracting more potential applications as localizing
functional effect at the food surface.

The scientific objectives of this study were to functionalize
HPMC films with natural red celor compeund to give them addi-
tinnal properties and to investigate the impact of aging on color
stability, light transmissicn, antioxidant capacity and HPMC oxida-
tion.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Hydroxypropyl methylcellulose {Fluka-Biochemika, [apan) is
a bicchemical product containing 9% hydroxylprepoxyl and 28%
methyl radicals. It had a viscosity of 15 niPas and a water sclubility
of 2% at 25°C. Ethanol 96.2% (Pharmaceutics Carle Erba) was used
to improve HPMC solublisaticn, reduce air bubbles in film forni-
ing salution (FF5) and accelerate Glm drying. Petri-dishes (optilux)}
were provided by Nunclon™ Fisher {D{-4000 Roskilde, Denmark).
Height and diameter of Petri-dishes were 1cm and 8.5 cm respec-
tively. A red liquid "natural coler blend” of beetroot juice (E162)
and Purple Carret Extract (E163) containing about 20% glycerin
was obtained from ColorMaker, CA, USA. [t was used as an active
coloring agent to investigate the improvement of antioxidant and
color properties of HPMC filins. HPLC grade reagents and solvents
{ethanol & acetonitrile) were purchased from Pharmaceutics Carlo
Ertra (France).

22 Methods

2.2.1. HPLC analysis

The HPLC equipment was a Shimadzu {Tokyo, Japan) with auto
sampler (SIL-20AC), communication bus module (CBM-20A), pump
(LC-20AD), columm-cven (CTO-20AC) with ULFC {Shimadzu) cool-
ing module in series with a diode array detector {SPD-M20A).
Optimum separation of anthecyanins and betalains was achieved
en an analytical scale (250 mm x 4.6 mm i.d.) Agilent C18 (5 uM)
reversed phase column with a particle size of 5 pm (Phenomenex,
Torrance, CA), fitted with a security guard C18 0BS5S (4mm » 3.0 mm
i.d.)ataflowrate of 0.5 mL/min and a constant temperature 0f25-C.
Eluent A was 5% formic acid and B was MeCN/H5 0 (60/40, v{v). Sep-
aration was accomplished starting with 3% B, followed by a linear
gradient to 20% B for 30min and then to 50% B for 40 min. Maxi-
mum absorption of betalains tended to be higher than those of the
anthocyanins. Therefore, an interimediate monitoring wavelength
of 530 nm was chesen for both pigment groups. Aliquots mixecd
samples of 20 L were injected for analyzes. Duplicate determina-
tions were performed throughout.

2.2.2. Mass spectrometric corditions
The LL-MS equipment includes a hinary solvent delivery
pump and a linear ion trap mass spectrometer (LTQ-MS, Thermo

Finnigan, San Jose, CA, LUSA). LC analysis parameters were the same
as described above except use of a specific LCMS <18 column
{150mm x 2.1 mm and 5 pn - Alltima, Alltech, France) at a smaller
flow rate of 0.2 mL{min. LTQ equipped with an atmospheric pres-
sure ignization interface operating in electro spray positive mode
(ESI positive). Data were processed using Xcalibur 2.1 software.
The operational parameters of mass spectrometer were as follows.
Spray voltage was 4.20kV and the temperature of heated capil-
lary was set at 300+C, Flow rates of sheath gas, auxiliary gas, and
sweep gas were set (in arbitrary units min—!) to 35, 10, and 10,
respectively. Capillary voltage was —48V, tube lens was —13V,
split lens was —38 V and the front lens was —4.25 V. All parameters
were optimized by using a standard rutin selution as representa-
tive glycosylated flavonoid {0.1 g/0) in mobile phase (AfB: 50/50) at
a flow rate of 5 pL/min. The cempeounds of interest were monitered
through specific MS2 scans in addition of MS full scan (50-1000
mjz): MS2 {743), M52 {581), M52 (949), MS2 (919), and M52 (889)
for the screening of anthacyanins compeunds and MS2 (551), M52
{507}, M52 (389), and M52 (54%) for screening of betanin com-
pounds.

2.2.3. Preparation of film forming selution and films cesting

Film forming solutions were prepared according to Akhtar et al.
{2010) by dissolving 6¢ of HPMC in a 35% ethanol solution for
40 min at 657°C using a heating magnetic stircer (Fisher Bio-block
Scientific). For better disselving and aveiding heat oxidation, NRC
was dissolved separately in 35% ethanol solution at 20°C. Both,
HPMC and NRC solutions were then mixed and stirred for 30 min
at 20°C to obtain homogeneous solution. NRC solutions pH was
adjusted at 3.17 £0.1 with HCI (0.1 M). After stirring, the solutions
were degassed at ronm temperature under vacuum “Handy Aspi-
rator WP-15 (Yamatoe®)” for 36 min. Films were made by pouring
6 g of each film forming solution (FFS) in the lids of the Petri-dishes.
Films were then left in a dark room (pre-equilibrated at 20°C, 50%
RH) for drying on a levelled surface for 48 h. Composition of HPMC
films, glycerin and NRC concentrations are shown in Table 2.

2.24. Film thickness measurement

Film thickness was measured according to the standard NF Q
03-016 with a manual micrometer (Messmer, London, England)
equipped with a measuring head of 1cm in diameter and a sensi-
tivity of 2 pm. Thicknesses were measured in 10 randemly selected
points on each film and an average value was calculated.

225 Filmaging

For photo-aging, the films were conditioned under the fluo-
rescent light {(OSRAM L36W/640) or darkness for 20 days in an
experimental chamber with contralled conditions of tenmperature
{20+C) and relative humidity (50%). The distance of fluorescent tube
from the films was 14 cm.

2.2.6. Color measurements

Color measurements were carried out with a Minolta CM, CR-
210 colorimeter {Minclta, Colombes, France} using the Hunter
and CIE scale. A blaclk standard color plate (L*=24.60, a*=0.16,
b*=—-0.28) was used as a background for color measurements.
Value L* describes lightness (D=black to 100=white). Value ¢*
describes the amount of redness (positive) or greenness (negative)
presentinthe specimen, while value b* describes the amount of yel-
lowness (positive) or blueness (negative) present in the specimen.
Combined values ¢* and b* define the hue and intensity (satura-
tion) of the color {Moslemi, 1967} The L, a, and b values of each filin
were taken as the average of at least five paints. {alor difference
{AFE) is the magnitude of the resultant vector of three component



Annexes

1152 M Akhtar et ull. f Carbohydrate Polymers 89 (2002) 1150-1158

Table 1
Peak assignments for betalains and anthocyanins of natural red colour (NRC).

Compotnd tname Rt {min} UV-Visna () nyz [M+H|~ infz MS? of [M+H]* (%) Area at 530 nm
1 Betd 5-gle {betanin; 7.69 271.9/293.6/538.9 551.16 389.12 48.78
2 Isobetd 5-gle {iso-betanin} 11.95 271.8(293 5/538.9 551.16 389.13 4751
3 Cyd 3-xyl-gle-gal 2253 283.7/514.3 743.1 2870 0.23
4 Cyd 3-xyl-zal 2438 283.7/514.3 581.1 287.0 1.11
> Cyd 3-xyl-glc-gal-sin 2781 287.8{335.5/523.8 9492 287.0 0.29
6 Cyd 3-xyl-glc-gal-fer 2058 287.8/334.3/519.0 9192 581.1/287.0 119
7 Cyd 3-xyl-gle-gal-coum 3088 287.8{3100/519.0 8892 287.0 0.49

Aglycons: Betd, betanidin; Cyd, cyanidin; Xyl, xylose: Glc, glucose; Gal. galactose: Fer, ferulic acid; Sin, sinapic acid; Coum. p-coumaric acid.

differences. Total color difference (AEab), was calculated by fol-
lowing equation:

AEab = [(ALP +(Aa) +(ABY] (1)
where Aa=a; dp, Ab=8; by and AL=L; L. The index i, indi-
cates the values observed after storage pericd and index 0,
indicates initial values observed before samples storage (Jutaporn,
Suphitchaya, & Thawien. 2011).

2.2.7. Light transmission

The barrier properties of HPMC films against ultraviolet {(UV) and
visible light were measured ar selected wavelengths between 200
and 800 nm, using UV-visible recording spectrophotometer (Ultro-
spec 4000 UV/visible, Pharmacia Biotech, Orsay, France) according
to Fang, Tung, Britt, Yada, and Dalgleish (2002).

2.2.8. ABTS radicals scavenging activity

The evaluation of 22-azing-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphanic acid (ABTS™) radical scavenging activity was based on
the ability of antioxidants to inhibit the long-life ABTS radical
cation (Sigma, Germany), a blug/green chromophore with charac-
teristic absorption at 734 nm, in comparison with that of Trolox.
ABTS radical cation was produced by reacting ABTS stock soluticn
with 2.45 mM potassium persulfate and allowing the mixture to
stand in darkness, at room temperature, for 12-16 h before use. To
stucly antiradical activity of NRC, ABTS ™ solution was diluted with
ethanol at 30-C, to obtain an absorbance of 0.70 £ 0.02 at 734 nm,
After additien of 1.0mL of diluted ABTS™ solution to 10 pL of
sample or standard Trolox in ethanol (concentration between 0
and 16 wM}, the abserbance was measured at 30°C exactly 6 min
after initial mixing. Appropriate solvent lanks were run in gach
assay. All experiments were performed in triplicate. A standard
curve was obtained by using Trolox standard solution at various
concentrations. The absorbance of reaction samples was compared
to that of Trelox standard and results were expressed in terms
of Trolax cquivalents (Re ot al, 1999). TEAC valuc is defined as
the concentratien of standard Trolex with the same antioxidant
capacity as a 1 mM concentration or 1 mgfimL of the antioxidant
compound under investigation (Maisuthisakul, Pongsawatmanit,
& Gordon, 2007).

2.2.9. FTIR analysis of HPMC films

Changes in structure of HPMC composite films after 20 days
of continucus licht exposure were followed by Fourier (rans-
form infrared spectrescopy in tetal attenuated veflection mode
{ATR-FIIR). Measurements were performed at 25°C with a Ten-
sor 27 mid-FTIR Bruker spectremeter (Bruker, Karlsruhe, Germany)
equipped with a Platinum ATR optical cell and an RT-Dla TGS detec-
tor (Bruker, Karlstuhe, Germany). The diaphragn was set at 4 mn.
The scanning rate was 10 kHz, and 80 scans were performed both
for the reference and the sample from 4000 to 800e¢m ! with
4cm™! of resolution. All data treatments were carried out using
OPUS software (Bruker, Karlsruhe, Germany). Raw absorbance

spectra were smoocthed using a nine-point Savitsky-Gelay smooth-
ing functions. Elastic baseline correction was applied to spectra,
which were further cut between 1800 and 800 cm ', centered and
nermalized.

The stability of NRC compounds was calculated by spectral
decenvolution using second derivative resolution enhancement
and the curve-fitting procedure of 18G0-1500cm ! region. Second
derivative spectrawere calculated on centered and normalized data
with an additional nine-peints Savitsky-Gelay smoothing function.
The second derivative spectra were used enly for identifying indi-
vidual peak positions. The spectra were then deconvoluted by a
nen linear regression curve fitting program of Gaussian peaks to
the original spectra [Opus Software). Optimal Fits were supported
by favorable RMS (root mean square) values on the order of 10 >,
which were less than baseline noise. The resulting curves fitted
were analyzed and percentage of each covalent bond was quanti-
fied.

2.2.10. Statistical anolysis

A factorial design was used to characterize the composite films.
Experimental values were given as means + standard deviation
(SD). Analysis of variance (ANGVA) was used to compare mean
differences of the samples. [fthe differences in mean existed, multi-
ple pairwise comparisons were perforined using XL STAT software.
Differences at P<0.05 were considered to be significant.

3. Results and discussion
3.1. HPLC-MS/MS characterization of NRC

Various analytical methods have been reported to differentiate
ketalains and betacyanins {Charron et al., 2009; Nielson & Harley,
1996). An official HPLC method providing fingerprints of common
truit juices to characterize betacyanins has been published (1FU,
1998). In the present study, newly established HPLC-DAD-MS/MS
methad (Stintzing et al, 2005} was used allowing simultane-
ous determination of betacyanins. Betanin and iso-betanin were
previously detected in prickly pear {Gpuntia spp.} by Castellanos-
Santiago and Elhadi {(2008) and anthecyanin in purple carrots by
Kurilich, Clevidence, Britz, Simon, and Navotny (2005), Based on
comparison wirh the standards and bibliographical data (Stintzing
et al, 2005), betalains and anthocyanin were readily identified
by their retentien time order, spectral and mass characteristics
including daughter ien and neutral loss scanning (Talsle 1), As previ-
ously reported (IFU, 19598), betacyanins were generally more polar
than anthocyanins therefore hetanin {ketanidin-5-G-B-glucoside)
and ise-betanin (isebetanidin-5-0-3-glucoside) eluted consider-
ably earlier than the minor components such as anthocyanins
(Fig. 2a).

3.1.1. Identification of majei components (betanin & isobetanin)
Major components of NRC, betanin (1) and its Cy5 epimer

iso-betanin {2) amounted to 96.69% together were identified

on UV-visible chromatogram and single ion chromatogram at
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Fig. 1. Identification of major components {betanin & isabetanin) of natural red colour (NRC). Peak assignment is given in Table 1.(a) Single ion chromatogram (SIC) of NRC
at m{z=551. Betanin & isobetanin structures were adopted from Herbach et al. {2006a,1). {b} NRC Full MS spectium at 7.69 min (same at 11.95 min} with parention mfz=551

[M+H]*and souree fragmentation ion mfz=389.

retention time of 7.69min and 11.95min, respectively {Fig. 1a).
They were further confirmed with MS and M52 steps.

2.1.2. Identification of minor components {(anthecyanins)

NRC showed the minor components such as anthocyanins typi-
cally cyanidin derivatives (3—8) along with a courna-royl-derivative
(7) as also described by Stintzing et al. (2005) and Gldssgen,
Seitz, and Metzger (1992). Presence of these anthocyanins was
confirmed by comparing their specific retention times (Fig. 2a)
with those of a standard anthocyanin mixture chromatogram
{Fig. 2b).

3.2, Fim thickness medsurement
The thickness of edible films is an important parameter because

it directly affects the biological properties and the shelf life of the
coated foad. Thickness is dependent on the type of dry matter and

film preparation methods (Sebti, Chollet, Degraeve, Noel, & Peyrol,
2007). HPMC films incorporated with NRC at the level of 1, 2, 3,
or 4% {vfv) were compared for their thickness with 3 types of con-
trol HPMC films; composition is shown in Table 2. No significant
change in film thickness was found by the addition of glycerin (1%
or 4%, wiw of film dry matter). Simmilar results were reported by
[mran, ElI-Faliuny, Revol-Tunelles, and Desobry (2010) by the addi-
tion of 10% {wjw) plasticizer into HPMC films. A slight increase in
film thickness may lre associated with the property of glycerin to
retain high moisture content at the end of film drying {Chen & Lai,
2008). However, a gradual but non-significant increase in the thick-
ness of films containing NRC may be combined effect of glycerin and
betacyanin molecules containing lots of hydrophilic groups {Haz,
Lopez1, Kerstuppl, Ibarral, & Scheinvar, 2006). A slight increase
in thickness of films containing 4% NRC compared to films con-
taining 1% of glycerin confirmed the plasticizing effect of phenolic
compounds on film thickness.
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Fig.2. Identification of NRC minor components {anthocyanins}: comparisen between NRCUV-visible chromatogram{a) and standard anthocyanins UV-visible chromatogram

{b) at 330 nm. Peak assignment is given in Table 1.

3.3. Optical properties of film: color and transparency

Optical properties are the first ones detected by human vision
and could affect food quality {Fabra, Talens, & Chiralt, 2009).

3.3.1. Color stability

Color parameters of control and NRC films were analyzed
{Table 3). Centrol HPMC filims without NRC and glycerin appeared
clear and transparent which showed complete solublisation of
HPMC powder in 35% ethanol selution, Incorperation of NRC into
HPML films modified their appearance in both coler and trans-
parency. A decrease in L values and an increase in a values were
observed in NRC films. Hunter L, a and b values were statistically

Table 2

identical for control HPMC films but they were significantly differ-
ent for the films containing NRC up to 4% (v/v). Significant increase
in redness (a) of NRC films was observed representing its good
coloring ability.

Sirnilar results were observed by Park and Zhao (2008) by the
addition of Cranbkerry Pomace Extracts in low methoxyl pectin
{LMP) and high methoxyl pectin (HMP) films.

Coler stability was studied by conditioning the films under fluo-
rescent light at 20+C for 20 days. The control samples, HPMC films
alone or containing 1 or 4% {wjw) of glycerin exhibited non sig-
nificant color difference over 20 days of light sterage. A significant
decrease in a values was observed for all NRC films causing fading
of the red surface color (Table 3), The visual celor changes observed

Thickness and composition of HPMC-NRC-plasticizer composite films and pH values of FFS (mmean and standard deviation of triplicate analysis).

Film type Film ¢ompesition glycerin, H of film forming Filim thickness {p.m)
G% {w!w) of dry matter solutions (FES)
HPMC 0.00 761 = 0.60 48.25 + 348°
HPMC +G1% 1.0 730 — 050 49.03 + 4,157
HPMC+G4% 4.00 7.35 =050 49.50 + 5.03°
HPMC +NRC1% 020 317 — 050 4938 4+ 3.39°
HPMC + NRC2% 040 3.17 _ 0.50 52.29 L 3.92°7
HPMC+NRC3% 0.60 3.17 _ 050 53.09 1 4.857
HPMC + NRC4% 050 3.17 = 050 54.2%9 + 5.62°

Test conditions (temperature 20 = 2+ C; RII, 50+ 2%). NRC, natural red colour; TIPMC, hydroxypropyl methyleellulese. Sate letters within the column (film thickness) indicate

non-significant difference at P< (.05,
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Table 3

Colour paramelers (L7, ¢, b*) ol edible HPMC [ilms as a funclion ol NRC concenlralion and 20 days ol aging under Mucrescent lighl (mean values of Lriplicale analysis).

Films types L (lightness) a” (rednessfgreenness) B (yellowness/blueness) AFah® (0-204d}
0d(P.A) 204(PA) 0d(P.A) 20d (PA) 0d(PA) 204 (PA)
HPMC 32.18 1 0.05Y 32716 _ 009w —0.067 L 0006 —0.10 L p;ke —048 _ 0.04% —046 1 O3 006 L 002"
HPMC + G1% 3217 £ 0.02% 32.25 = 0.02M —0.007 £ 0.021M —011 001 —0.44 = 0.01% —0.50 + o.m¥ 0.10 = 0.03"
HEMC + G4% 32,16 + 0.03" 3217 = p22M 0.09% + 0.006" 010 + 0427 0.44 = .02 0.52 + 0.04% 0.08 + 0.03"
HPMC + NRC1% 3178 £ 01670 31.91 = D04M 0.997 + 0.085M 0,66 &+ 0.04% 2.34 = 0.15% 1.85 £ p.20M 056+ 0.32°
HEMC + NRC2% 2939 4+ 019 3040 = 008 5.013 + 0,267 327 £ 001 5.99 = 0185 577 £ 0154 203+ 0270
HPMC + NRC3% 2887 £ 0.16M 30,03 = 0155 5.930 4+ 0,267 4,18 £ 0,295 635 = 0.05M £.52 £ 0.08%° 211 £ 0279
HEMC + NRC4% 27.96 4+ 0.02% 28.88 = 0,17 6.943 4+ 0.651M 5.86 4+ 0.24% 631 = 0,03 £.95 + 0.0482 1.56 + 0.22°

0d (P.A), 0 day photo-aging; 20d {P.A.), 20 days phote-aging; Afab* (0-204), total colour change during 20 days of phota-aging. Different small letters within each column
and different capital letters within each row indicate significant differences among the values of the same colour property at P < 0.05.

for light stored films appeared in L values, significantly increased AF value of 1.0 is the smallest color difference a normal human
by phote-aging. The lightening of initial red surface color of films eye can detect so any AE less than 1.0 is imperceptible (Jonathan
was due to pheto-degradation of betacyanins {Herbach, Stintzing, Sachs, 2001-2002). Some color differences even greater than 1
& Carle, 2006, are perfectly acceptable, may be even unnaticeable, depending on

The changes in L, a and b values were summarized by calculating the color, shade and density. For example, the AE color difference
total color difference (A Eab). There was an increase in AE values of between two reds may be the same but may not look like same

NRC added films under fluorescent light conditions {Table 3). The difference to the human eye (Jonathan Sachs, 2001-2002), Keeping

increase in AFE values was higher for the films incorporated with in view this statement, the films other than those containing 2, 3
NRC 2, 3 or 4% over 20 days of photo-aging. This increase in AE and 4% NRC were stable for their color properties after 20 days of
resulted from a decrease in a values and increase in L values. The pheto-aging.
9
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Fig. 3. Light transmission {T%) of UV-visible for HPMC-NRC-plasticizer composite films before and after 20 days of photo-aging. {a) HPMC Od (@), HPMC 204 {m). (b)
HPMC+G1% 0.d (#), HPMC +G1% 20 (W), {c) HPMC + NRC1% 0 d (#), HPMC + NRC1% 20d (). {d} HPMC + NRC2% 0d (#). HPMC+NRCZ% 20 d (). (e) HPMC + NRC3% 0d (#),

HPMC+NRC3% 20d (Y. ([) HPMC + NRC4% O d {#), HPMC + NRCA% 20 d ().
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3.3.2. Light transmission

For use as packaging materials, transparency of HPMC films 1s
required to fulfill consumer eagerness to see food through pack-
aging. Comparing the effect of each mixture component on ¥
transmission, NRC concentration was the main factor reducing film
transparency. The lowest transmission through films was neoticed
for the greatest concentration of NRC. Fig. 3 shows transmission
of UV and visible light, at selected wavelength between 200 and
700 nm, through films before and afrer 20 days of light exposure.

Increase in NRC contents of HPMC films showed a decrease in
light transmission of films for both UV and visible regions. This
result was in accerdance with Jutaporn, Suphitchaya, and Thawien
{2011} who observed that HPMC films became less transparent
with the increase of phayom wood extract contents. No change
in transmission of HPMC films alone and with glycerin 1% was
noticed after photo-aging as shown in Fig. 3a and b. It is clear that
NRC filmis became more transparent after light expeosure due to
color degradation. Increase in light transmission after photo-aging
was more pronounced in filims containing high concentration of
NRC and was confirmed by total change in color (AE). Indeed, the
reflected and transmitted spectruni of a colored layer was based on
a material dependent scattering and absorption of light in visible
spectra (Hutchings, 1989).

3.4, ABTS radical scavenging activity

The ABTS radical scavenging activity method is based on the
ability of molecules to scavenge the ABTS radical cation, in com-
parison with that of Trelox. The ABTS assay was calibrated wirth
the water soluble alpha-tocopherol analog, Trelox. Antioxidant
stability of NRC was investigated for different stages of film for-
mation and light-aging (Fig. 4). All the samples centaining NRC
displayed antioxidant activities as they were able to scavenge
ABTS' radical cation. They were shown to be antiradical agents
compared to the Trolox. FES, fresh films, films stored under dark-
ness or under light, displayed less free radical scavenging activities
than pure NRC solution (TEAC=0.0133 +0.0005). No significant
change in TEAC value was observed for FFS (0.0123 £0.0004),
fresh film (0.0121£0.0005) and those stored under darkness
{0.012 £ 0.0004) as compared to pure NRC (10133 £ 0.0005), show-
ing their antioxidant stakility. The film samples stored under
light were significantly different from pure NRC samples for their
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Fig. 4. Antioxidant activitics of purc NRC solution, film forming solution (FFS) and
NRC incorporaled films againsl ABTS™ radical, expressed as TEAC values. Mecans
within the same celwmn with different letters are significantly different at P< .05,

antioxidant activity (Fig. 4). These results suggested that Trolox
equivalent antioxidant activity of NRC was slightly decreased dur-
ing FFS preparation but no significant change was chserved during
film casting and film aging after darkness or light exposure. This
phenemenon indicated that NRC compeound was slightly modified
or degraded during aging process. However, the degradation prod-
ucts have censerved some anticxidant capacity. Moreover, NRC was
maore stable in FFS, fresh films and filims stered in darkness. These
results were in accordance with these of Diaz et al. (2006) who
studied the effect of light and darkness on betalains stability.

3.5, FIIR analysis of HPMC films

FTIR spectroscopy is a rapid technique with minimum samples
preparation requirements. It allows qualitative and quantitative
determination of organic compounds in samples because intensi-
ties of spectrum bands are proporticnal to cencentration {Vlachos
et al, 2006). Control and NRC composite films were analyzed by
FTIR spectroscopy to characterize new phenolic polymeric struc-
tures and light sterage effect. FTIR spectra for control and HPMC
films colored with NRC {betacyanins), ranging between 1800 and
800 cm~! are shown in Fig. 5. All samples had very strong absorp-
tion bands at 1060cm ! related with a pronounced shoulder at
1115 cm~! attributed to a combination band of C-0 stretches and
secondary hydroxyl group (G-H).
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Fig. 5. FTIR spectra of control HPMC flms; without light exposure (3}, after light exposure (1) and films containing NRC 1% or 4% before and after 20 days of phote-aging (2).
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Fig. 6. FTIR spectral region {1525-1775cm ') of HPMC films containing 1% NRC; without light exposure {4), after light-ageing (3) and with 4% NRC; without light exposure

{1} and after light-ageing (2.

Table 4
Peak assignment of decanvolution FTIR spectra of NRC incerporated HPMC films (HPME + NRC1% & HPMC + NRC4%) before and after 20 days of phioto-aging.
Resonant frequency(cm ') HPMC + NRC1% HPMC + NRCA% Bond types
% age of covalent hond % age of covalent hond
0 day aging 28 days aging Variations 0 day aging 24 days aging Variations
1581.140 538 0220 964 0397 4260 9465 | 1.51% 1307 018" 3.603 NH
1609.G88 1651 _ 0.18" 20.34 _ 0.15° 3.829 16.84 L 2.75° 19.80 _ 0177 2.967 oo
1636439 948 = 01107 7.39 = 0.3%0" -2.08b 2213 + 0.590 3344 — 0117 1.130 oo
1654.688 36.50 = 0197 35.60 = 0.45" 0.903 3733 £ 0340 33.11 = 0.05" 4.220 NIz
1649.986 0.000 = 0,00 008 = 0.027¢ 0.081 1.115 + 0.78° 0.000 = 0.00° 1.115 =0
1726.441 3213 = 041° 26,95 = 0.48" —5.181 33.036 £ 4.6° 30.67 = 0.43° -2.365 =0

Ditferent letters wirhin each row indicate sianificant differences among the values of the saime NRC percentage at P<0.05,

3.5.1. Changes in absorption band at 1060cm 1

Absarption band at 1060cm~" is associated with the hydrexyl
erogup indicatng formation of intermelecular hydrogen bonds. In
case of pure HPMC films after 20 days of photo-aging, the absorp-
tion of this band was increased due to CH groups formation,
Increase in peale area in this region was due ta the availability of
more OH groups of glycerin interacting with cellulosic OH groups.
The stretching vibration at 1060 cm™~" causing an increase in peak
surface indicated light degradation of pure HPMC filmms after photo-
aging (Fig. 5). The increasing slopes of the curves were due to
availability of OH groups of phenolic compounds present in NRC
for cress-linking with cellulesic OH groups. Same results were
cbserved by Kim, Lopez, Giiebitz, and Cavaco-Paulo {2008) from
coloration of flax fabrics with flavonoids.

NRC Films were compared with contrel HPMC films for their
FTIR spectra. Absorption band at 1060 cm ! for films incorporated
with NRC was stable over 20 days of flucrescent light exposure,
which indicated that NRC had an ability to protect pure HPMC films
against photo-degradation.

3.5.2. Changes in the region between 1525 cm~" and 1775 cm~’

The comparison between the spectra showed an additional peak
around 1726 cm~" for NRC films (Fig. 6). This band was attributed
to (=0 stretching vibrations and indicated the presence of phenolic
compounds {betacyanins) en treated HPMC films. The 1726 cm™!
band was attributed to C=0 ester absorption and could be gen-
erated by flavonoids oxidaticn after 20 days of light exposure.
NRC compountds stability was calculated by speciral decenvolution
using second derivative resolution enhancement and curve-fitting
procedure of 1800-1500¢m™! region. The resulting curves were

then analyzed and percentage of each covalent bond was quanti-
fied.

Fitting the Tands to a variable number of individual contribut-
ing vibration nindes was most successtul using six peales {Table 4).
Stretching vibration of NH bond was reported at 1581cm ! and
increased after light exposure due te NH; oxidative breakdown.
The increase % in NH groups was greater in films containing 1%
NRC (4.26%) as compared to those containing 4% NRC {3.60%) after
light exposure showing NRC oxidation. Similarly, stretching vibra-
tion of COO~ was reported at 1609 cm~' and increased after light
exposure due to (=0 oxidative breakdown. The increase in COO~
groups was greater in films containing 1% NRC (3.82) as compared
to those containing 4% NRC (2.96%) after light exposure which indi-
cated NRC oxidation. It could be concluded from Table 4 that NRC
was slightly oxidized after 20 days of light exposure.

4. Conclusion

This study denionstrated that natural plant extracts could be
used to functionalize edible films with additional benefits. Such
films provide unique fruit flavor, coler and antioxidant capac-
ity, which would significantly enhance its potential applications
in both feod and nonfood industries. Miscibility of HPMC and
NRC in composite films was confirmed by infrared spectroscopy
analysis. Absorption bands in FTIR spectra suggested interactions
through hydrogen bonding between components. The additional
peak cbserved for NRC films was due to compounds OH graups
interaction with cellulosic OH groups. Increased peak area in this
region was directly proportional to NRC concentration making films
more hydrophilic. NRC antioxidant capacity during the steps of film
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preparation was stable. Color of edible films became darker and
redder as NRC increased, while an increase effect of light exposure
was noticed on celor stability. Results pointed that NRC films has
gocd potential for food applications due to their color, plasticizing
property, good antioxidant stahility and ability o protect HPMC
from pheto-degradation. Nevertheless, films stability in respect to
color, transparency, microbial growth, and flavor retention needs
further studies.
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Annexe 3 : Rapport SEC-MALLS du film de chitosan neuf t0 (pas de traitement micro-onde)
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Annexe 4 : Rapport SEC-MALLS du film de chitosan t40 (apres 40 minutes de traitement micro-onde)
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Annexe 5 : Proposal soumis a I’ERSF de Grenoble pour I’investigation poussée de la cristallinité des
biopolymeéres

EUROPEAN SYNCHROTRON RADIATION FACILITY

ESRF User Office
BP 220, F-38043 GRENOBLE CEDEX, France
Delivery address: 6 rue Jules Horowilz, 38043 GRENOBLE, France
Tel: +33 (0)4 7688 2552; fax: +33 (0)4 7688 2020; email: useroft@esrf.fr; web: http://www.esrf.fr

Application for beam time at ESRF — Experimental Method

This document should consist of a maximum of two A4 pages with a minimal font size of 12 pt.

Study of the crystallinity of biopolymer films after aging

Proposal Summary (should state the aims and scientific basis of the proposal) :

Today’s increased environmental concerns contribute to the development of the biopolymer industry.
Despite positive perception of biopolymers as a promising substitute for oil-based plastics, their properties
remain unknown. The Bisphenol A crisis has shown how crucial it is to investigate the behavior of
materials in food contact to preserve consumer safety. Furthermore, better knowledge of these biomaterials
leads to an optimal use considering their specificity, and will contribute to increase their use and benefit to
their promotion.

Specifically, this work proposes to investigate the influence of aging on biopolymer films structure. For
this study, 3 biopolymers were chosen for their different properties and behavior: Poly Lactic Acid (PLA),
first hydrophobic biopolymer used in industry, Hydroxypropyl Methylcellulose (HPMC) hydrophilic
cellulose-based biopolymer, used in food industry as a texture agent for food formulation, and finally
Chitosan, biopolymer mainly studied for its potential antimicrobial activity.

Two different aging methods were employed: controlled aging in climatic chamber and microwave
heating. Indeed, microwave irradiation using commercial domestic microwave oven has received
increasing interest due to noticeable enhancements of the rates of some organic reactions and significant
effects over conventional reaction [1]. It is qualified as “inside heating” and is supposed to make the rate of
the reactions 1240 times higher than that of conventional methods [2]. In this case, the biopolymer films
were heated from 0 to 40 minutes in a domestic microwave at 800W. For the second aging method in a
climatic chamber, biopolymer films were stored at 40°C, 50% of Relative Humidity and in the darkness
during 10 months. After these 2 aging treatments, the structure of the biopolymer films was investigated by
different methods such as DSC, FTIR, SEM, XRD... It appears that several changes occurred, maybe
crystallization and chain scission.

The aim of this proposal is to go further in our investigation and to better understand how aging affects
biopolymer films structure, especially, how the crystalline part changes in the studied biopolymer films.
Indeed, crystallinity plays an important part in determining a polymer's propertics as it affects mechanical,
thermal and optical properties, establishing the range of possible uses.

Scientific background :

The biopolymers films used for experiments are mainly amorphous. First experiments showed that there
are, indeed, some structural modifications occurring during biopolymer aging. The FTIR spectra
highlighted chain scission phenomenon, and it is known that molecular weight affects crystallinity. The
DSC analysis showed modification of the glass transition temperature, confirming the hypothesis that the
amorphous state is reorganized. SEM observations have been done; it seems that a few crystals are present
on the surface of aged samples, but it is very complicated to characterize through SEM images. XRD in
laboratory has also been used, but this phenomenon seems too sporadic to be quantified. Indeed, the
diffractograms obtained on films showed mainly a shape modification in the amorphous phase before and
after aging and little peaks that could be attributed to crystallisation but it remains to be confirmed with a
more adapted method, that is why we need a powerful tool as synchrotron since the X-ray flux is much
higher.
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Experimental technique(s), required set-up(s), measurement strategy, sample details (quantity...etc):
For the experiments expected, the responsible of BM2-D2AM beamline has been contacted. Diffraction
measurements could be done in reflection and transmission mode using a 2D detector and a
200pm*100pm beam. This will enable us to test the crystallinity of the biopolymers through different
volumes. In transmission mode, the whole thickness of the specimens can be analyzed but only considering
an area equivalent to the beam size at the surface of the specimens; in reflection mode, by changing the
incidence angle, it will be possible to characterize the whole material along the beam. If the crystals/grains
are big, it could be interesting to vary the orientation of the specimens to be in diffraction conditions and to
determine the possible texture induced.

Several biopolymers must be tested (HPMC, PLA and Chitosan) considering 2 aging modes (climatic
chamber and microwaves) and different aging times.

Beamline(s) and beam time requested with justification :

We therefore request at least 15 shifts with a maximum flux on BM2-D2AM beamline: 1 to 3 for the
setting up of the experiments (tests to determine the better technique for such analyses considering the
biopolymer supposed to be very crystallized: reflection or fransmission mode), the rest for the experiments
themselves, Depending on the time necessary to analyze one specimen, the biopolymers more prone to be
crystallized will be investigated first and a selection among all the specimens will be made considering the
different parameters in decreasing order of importance (biopolymer, aging technique and time).

Results expected and their significance in the respective field of research :

Even if biopolymers have received growing interest in research or industrial fields, these materials remain
unknown. The crystallinity is one of the most important criteria in the study of polymers, affecting many
propertics and it is crucial to investigate this point. The crystallization phenomenon that would be
highlighted by this study will allow us to increase knowledge about these biomaterials. This information
coupled with other structure and properties investigations could offer us the opportunity to propose a
model for different types of biopolymer while aging. This kind of study has never been done until now and
will strongly contribute to a better understanding of these new biomaterials with a promising future in a
wide range of use e.g . food industry, pharmaceutics, packaging, bioengineering...
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Résumé

Les inquiétudes concernant la gestion des déchets sont croissantes dans un contexte environnemental
préoccupant. De ce fait, il est apparu urgent de trouver des substituts aux plastiques conventionnels et
les biopolyméres semblent étre une réponse prometteuse. Leurs propriétés leur permettent des usages
trés divers, de I’emballage alimentaire a la bio-ingénierie tissulaire en passant par la formulation
cosmeétique ou la pharmaceutique. S’ils jouissent d’une image positive et de I’intérét croissant des
scientifigues comme des industriels, on ne connait encore que peu leur comportement lors du
vieillissement. Ce travail de these se propose d’étudier d’une part le vieillissement en enceinte
climatigue a paramétres contrdlés de certains polymeres bio-sourcés et biodégradable (HPMC,
Chitosan, PLA) et d’autre part, I’influence d’un traitement micro-onde sur des films de chitosan dans
le cadre d’une utilisation comme le packaging alimentaire.

Au cours du vieillissement, les biopolyméres subissent plusieurs modifications structurales telles que
des ruptures de chaines et des phénoménes de cristallisation. Ces modifications altérent les propriétés
mécaniques des films de biopolyméres. Par ailleurs, les films de chitosan, exposés au micro-onde,
vont présenter un phénoméne de jaunissement, révélateur de la production de composés néo-formés
issus de la réaction de Maillard et susceptibles de migrer vers I’aliment en cas de contact avec le film
de biopolymeére.

Mots-clés : HPMC — Chitosan — PLA - vieillissement — emballage alimentaire — chauffage
micro-onde

Abstract

Today’s increased environmental concerns and the growing questions about disposal management are
contributing to growth in biopolymer industry. These materials are used in various fields such as
pharmaceutic, bioengineering or tissue engineering as cell support, food formulation or packaging. In
spite of a positive perception of biopolymers to improve environmental issues, biopolymers properties
remain unknown, even though their biodegradability is well documented. Here we consider the
influence of aging in climatic chamber on different biopolymers (HPMC, Chitosan and PLA) and in to
what extent it could modify their structure and properties. Moreover, considering the opportunity for
theses materials to be used as food packaging, influence of microwave heating was also tested on
chitosan films. The food consumption trends tend, indeed, to the development of ready-to-eat meal
that is why it is crucial to investigate theses biopolymers behavior when used in microwave oven in
food contact.

The aim of this study is to bring new knowledge of theses materials and to guarantee an optimal and
safe use as a food contact packaging. The results showed several deep modifications in the
biopolymers structure such as chain scissions or crystallization. These modifications involved a
decrease in the polymer’s properties.

Chitosan films, exposed to increasing microwave heating times, showed gradually increasing
yellowing. Maillard neoformed compounds are responsible for this color change and could be
deleterious for consumer safety because of the possibility of migration in case of food contact.

Key-words : HPMC - Chitosan — PLA — aging — food packaging — heating — microwave
heating
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