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Résumé

Pour réduire le volume des déchets et protecter I’environnement, nous tenons dans ce travail
la valorisation des déchets du bois et les coquilles d'ceufs aux pansements médicaux, par la
préparation des biopolymeéres a base de la cellulose extrait des déchets du bois, et par la
préparation de la membrane d’ceufs comme inhibiteur de croissance bactérienne et pour guérir

les plaies.
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Abstract

To reduce the volume of waste and protect the environment, in this work, we take the
valuation of wood waste and eggshells to medical dressings, by the preparation of
biopolymers based on cellulose extracted from wood waste, and by preparing the eggshell

membrane as a bacterial growth inhibitor and to heal wounds.

Mots-clés : pansement médicale, biopolymére cellulosique, la membrane d’ceufs, la

cellulose.
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Introduction générale

L’environnement est un ensemble des éléments physiques (I’eau, la terre, 1’air,
ressources naturelles, faune et flore) ainsi que des interrelations entre ces éléments et entre
I’homme. Malheureusement depuis quelques décennies, I’environnement est apparu comme
un probleme majeur a travers la dégradation continue des ressources naturelles, qui représente
un danger pour le présent et I’avenir de I’humanité. Toute activité humaine de production ou
de consommation génére des déchets (industrielles ou ménageres), qui sont souvent associés a

la détérioration de notre environnement et a de multiples risques pour la santé humaine.

Aujourd’hui, la protection de l'environnement est devenue une préoccupation
collective, malgré plusieurs projets dans le domaine de la gestion des déchets. La gestion ou
la valorisation des déchets, généralement considérée comme une solution préférable a
I'élimination des déchets, est un ensemble de procédés par lesquels on transforme un déchet
matériel ou organique dans I'objectif d'un usage spécifique.

L'objectif principal de cette étude est de contribuer a une meilleure gestion et
valorisation des déchets solides. Dans ce travail on a utilisé les déchets du bois pour préparer
biopolymere cellulosique et les coquilles d’ceufs comme antibiotique pour fabriquer un

pansement meédical utiliser sur les plaie chroniques.
Cette étude est organisée en trois chapitres comme suit:

Le premier chapitre présente une généralité sur les biopolymeres cellulosiques : le bois
(les principales composantes de la paroi végétale et les compositions chimiques du bois), la
cellulose (historique, la biosynthese, la structure, la cristallinité et ses propriétés) et quelques

méthodes d’extraction de la cellulose & partir du bois.

Le deuxiéme chapitre présente une synthese bibliographique sur la membrane d’ceufs :
généralités sur les ceufs (les compositions de 1I’ceuf) et sur la membrane coquilliére (structure,
compositions chimiques, 1’activité antibactérienne et les effets de la membrane sur les

traitements des plaie).

Le troisieme chapitre représente la partie expérimentale, il est composé en deux
parties, la premiére partie a décrit les dispositifs expérimentaux, les équipements analytiques,
les méthodes (extraction de la cellulose, extraction de la membrane, préparation des biofilms),
les techniques et les tests de caractérisation (caractérisations de la cellulose et de la membrane

d’ceufs, les tests sur les biofilms et le activité antibactérienne) dédiés a la mesure des
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grandeurs necessaires pour atteindre les objectifs de la recherche. La deuxiéme partie

représente les résultats et leurs discussions et leurs interprétations.

Finalement, on termine par une conclusion générale.
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Chapitre | Généralité sur les biopolymeres cellulosique

Un composé dit biosourcé est un composé dérivé de la biomasse, c’est-a-dire de
ressources biologiques renouvelables comme les plantes, les algues, les arbres, les organismes
marins et les déchets agroalimentaires. Par ailleurs, I’intérét pour la biomasse végétale croit
continuellement depuis le début du XXle siécle. Cette ressource, jugée quasi-inépuisable,
suscite de plus en plus I’intérét du monde industriel. Leur but est de trouver de nouveaux
synthons chimiques ou encore de remplacer ceux issus de ressources pétrolieres. Le fait de
s’affranchir des fluctuations du pétrole est un enjeu majeur pour le développement stratégique
des pays et des industries. Cela permet de diminuer les dépenses en matiéres premieres et

surtout de diminuer les risques financiers [1].
I.1. Lebois

Le bois est une importante ressource naturelle renouvelable largement utilisée
comme matiére premiere industrielle. En plus d'étre une source de plusieurs produits
chimiques industriels importants, il est la source principale de fibre pour la pate, le papier, les

panneaux de fibres, les panneaux de particules, le contreplaqué, ... etc.

Chimiquement, le bois est principalement composé de trois polymeéres naturels qui
sont la cellulose (40-60 %), les hémicelluloses (20-40 %) et la lignine (10-25 %) [2]. Des

composés pectiques et des protéines entrent également dans la composition des cellules [3].

. X Macrofibrille
Paroi cellulair

W)

. (5528

R <) ocy- i Hémicelluloses
: e et pectines

Cellule végétale Lignine

Cellulose

Microfibrille

Figure 1.1 : Paroi cellulaire du bois [4].
1.1.1. Paroi végétale : principale composante

La paroi végétale fonctionne comme un exosquelette participant a la forme des
différents types cellulaires des tissus végétaux. Cette structure dynamique et modelable

contrebalance la pression de turgescence des cellules en croissance, participe aux mecanismes
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de défense, signalisation et différentiation cellulaire et approche rigidité et soutien aux

organes végétaux, en particulier dans les tissus de soutien et de conduction.

A Tarrét de la croissance cellulaire, les parois des fibres s’épaississent avec la
formation d’une strate pariétale (la paroi secondaire) étroitement associée aux couches
préexistantes (lamelle moyenne, paroi primaire). A maturité de la fibre, la paroi peut étre
assimilée a un réseau composite pluristratifié composé d’une armature fibrillaire, les
microfibres de cellulose, enrobée par une matrice amorphe de polymeéres (pectines,

hémicellulose, protéine) susceptible d’€tre incrustée par un polymere phénolique, la lignine.

"> Lignine

Hémicellulose

Cellulose

Figure 1.2 : Schéma représentant 1’assemblage particulier de la cellulose, de la lignine et de

I’hémicellulose au sein de la paroi végétale [5].

— La lamelle moyenne, région mitoyenne entre les cellules, d’épaisseur inférieure a 0,5
MM ; ¢’est la premiére strate formée au cours de la division cellulaire [6] ; c’est une
membrane complexe, renfermant principalement de la lignine (60 a 90 %) qui sert de
lien entre les fibres, le reste (10 a 40 %) des substances pectiques, hémicelluloses et
cellulose [4];

— La paroi primaire correspond a la paroi déposée dans la cellule en croissance, et
forme une fine couche étroitement reliée a la lamelle moyenne. Les microfibrilles de
cellulose sont dispersées dans une matrice riche en hémicelluloses et pectines [6]. Elle

est hydrophile, I’eau représenter jusqu’a 90 % de son poids [7] ;
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Daciing

moyenne
médiane microfibrillas
3
5" 1 €)=

parol ‘ allulousa
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primaire
membrane — hémicellulose
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protéine soluble

Figure 1.3 : Modele simplifier de la paroi primaire [8].

— La paroi secondaire est mise en place dans les fibres a 1’arrét de la croissance
cellulaire. Avec une épaisseur variable de 1 a 20 um selon le type de fibre, cette région
est la composante majoritaire des fibres. La cellulose est le constituant principal de la
paroi secondaire. L’organisation des microfibrilles de cellulose permet de distinguer
trois sous-couches selon leur inclinaison par rapport a I’axe de la cellule : S1, S2 la

plus épaisse et S3 [6].

7
it
{

Couche 83

7
U

Couche 82
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Couche 51

5.

(

/
1

Paroi primaire

Figure 1.4: Représentation schématique des sous-couches de la paroi secondaire [9].
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1.1.2.  Composition chimique du bois

La composition chimique du bois est complexe et présente une grande hétérogénéité.
Le bois est essentiellement constitué de composants macromoléculaires (cellulose,
hémicelluloses et lignine) et de composants minoritaires a bas poids moléculaires tels que les
substances minérales et extractibles qui contribuent généralement peu aux propriétés
mécaniques du bois, mais lui donnent principalement sa couleur, son odeur et améliorent sa

durabilité.

Humidité
10-12 %
Cellulose
' 41-60 %
Holocelluloses ; Hexosanes
. Hémicelluloses
25-42 %
Bois Lignine | Pentosanes
Résines, tanins,
Substances gommes, pectines,
extractibles cires, etc.

0.6-7.8 %

Matieres monérales
0.1-2%

Figure 1.5 : Les compositions chimiques du bois [7].

1.1.2.1. Lacellulose

La cellulose est le constituant le plus important du bois. C'est un polysaccharide
linéaire, homogeéne, non réticulé, de trés haut poids moléculaire formé de motifs répétitifs de
cellobiose. La cellobiose est constituée d'unités D-anhydroglucose attachées par des liaisons

glycosidiques pB-(1—4).

Dans la paroi cellulaire, en particulier dans la paroi secondaire ou la cellulose est
fortement concentreée, les chaines moléculaires de cellulose se sont rassemblées sous forme de
longs filaments minces appelés microfibrilles. Ces microfibrilles sont disposées en régions

cristallines et en régions amorphes [10].
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. A
HOH,C HOHG
OH OH
OH
HOM—TLO/' —-__\1_-'-——0 HO -h_!_»-—7\0 h—_\__.-‘""
s - E =D
HOH,C N HOH,C oH
Extrémité non <+ Motif glucose - Extrémité
réductrice \&———  Motif cellobiose ———)/ réductrice

Figure 1.6: Structure de la cellulose [6].

1.1.2.2.  L’hémicellulose

L’hémicellulose est un hétéropolysaccharide constitué de 13 unités monomériques
répertoriés en deux familles : les furanoses (hétérocycles a 5 ¢léments) et les pyranoses (cycle
a 6 éléments). L’hémicellulose est un polymére amorphe, d a de nombreuses ramifications et

un degré de polymérisation généralement faible (de I’ordre 200) [11].

HO™ "OH
QH

Ho HO O._,.OH CHZOH O. OH -
OH H Ha
o_.on| HO OH

HOAS—T' OH OH OH OH OH
HO OH OH OH

a) xylose b) mannose c) galactose d) rhamnose e) arabinose

Figure 1.7: Les sucres monomérigques pouvant étre observés dans la composition de
I’hémicellulose [12].

1.1.2.3. Lalignine

La lignine est un polymere hydrocarboné complexe a constituants aliphatiques et
aromatiques [13]. La lignine est constituée de polymeéres phénoliques tridimensionnels,
amorphes possédant trois unités différentes de type phénylpropane : les alcools
sp-coumarylique, coniferylique et sinapylique [14]. La lignine a une structure trés hétérogéene
qui varie en fonction des différentes espéces végétales [15]. La lignine est non hydrolysée par
des acides ; mais soluble dans une solution alcaline chaude. La lignine est totalement amorphe

et de nature hydrophobe. C'est le composé qui donne la rigidité aux plantes [13]. La lignine
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est thermiquement stable ; mais elle est responsable de la dégradation de la fibre par les
ultraviolets (UV) [16].

Phenylcoumaran _X' .
—0 \o ~o PP ;:/. -"}2
§‘°_ <
O Ho fo) 0 h ‘

Figure 1.8 : Représentation de la structure de la lignine et modéle moléculaire de la lignine
dérivée du bois [17].

1.1.2.4. Les extractibles simples

Les extractibles sont des composés solubles dans des solvants organiques ou dans
l'eau. Ce terme d’extractibles peut englober les constituants du bois autres que la cellulose, les
hémicelluloses et la lignine. Ils comprennent un trés large éventail de substances chimiques
(plusieurs milliers de composés), la plupart ayant des masses moléculaires faibles. Ces
substances peuvent étre lipophiles ou hydrophiles et sont non structuraux du bois qui

représente environ 2 a 8 % de la matiére séche.
1.1.2.4.a. Les pectines

Les pectines forment un groupe de polysaccharides complexes qui ont comme
caractéristique d'étre extraits de la paroi par de l'eau chaude, des acides dilués ou des
chélateurs de calcium. On considere qu'il existe trois domaines parmi les pectines :
L'homogalacturonane (HG), le rhamnogalacturonane | (RG-1) et le rhamnogalacturonane 11
(RG-I1) [18].
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Figure 1.9 : structure schématisée des principales pectines [6].
1.1.2.4.b. Lescires

Elles sont des composantes des fibres végétales qui peuvent étre extraites avec des
solutions organiques. Elles sont constituées de différents types d’alcools insolubles dans I’eau

et de plusieurs acides comme I’acide palmitique, I’acide oléagineux et 1’acide stéarique
[13],[19].

1.1.2.5. Les substances minérales

Les métaux alcalins ou alcalino-terreux Ca, Mg et K comptent pour plus de 80 % de

tous les constituants inorganiques [20].

1.2. La cellulose
1.2.1. Historique

La premiere description de la cellulose remonte a 1838, par Anselme Payen qui
suggere que les cellules des plantes sont presque toutes composées d’une méme substance
fibreuse qui subsiste a des traitements a 1’acide ou a ’lammoniaque. Le terme « cellulose » a
été utilisé pour la premicre fois en 1839 dans un rapport de ’académie francaise sur les
travaux de Payen [21]. Il a fallu ensuite attendre un peu plus de cinquante ans pour déterminer

sa formule chimique basique (CsH100s) révélée par Weill Statter [22].

Au cours du 19°™ siécle, de nombreux procédés d’extraction ont été développés afin

d’extraire une cellulose, la plus pure possible :

— 1853 : procedé de cuisson a la soude a 170 °C permettant I’obtention d’une pate

marron dédiée a I’emballage avec un taux de cellulose de 70-80 % ;

9
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1.2.2.

1866 : procédé Bisulfite acide utilisant I’acide de calcium (Ca(HSO3)2) et le dioxyde
de soufre (SO2) a 140 °C ;
1879 : procédé Kraft a base de soude et de sulfure de sodium (Na2S) [23].

La biosynthése de la cellulose

La cellulose est le constituant majoritaire des parois cellulaires, ou elle assure le

soutien des organismes végétaux, avec une teneur variant de 30% a 50% [24]. La cellulose

peut aussi étre présente dans le squelette de certains animaux marins ou bien obtenu a partir

de bactérie ou d’algues [25,26]. Sa structure chimique est bien connue mais son organisation

cristalline et fibreuse est, elle, moins bien résolue. Sa structure peut étre décrite a différentes

échelles :

A T’échelle moléculaire, la cellulose est représentée par une macromolécule linéaire
d’unités glucopyranose reliées entre elles par des liaisons -(1,4). La cellulose est
synthétisée au niveau de la membrane plasmique de la cellule végétale par un
complexe enzymatique de cellulose synthase (CESA) regroupé par six pour former
des sous unités, elles-mémes regroupées par six pour former des rosettes d’une
dimension de I’ordre de 25 nm. Chaque rosette produit ainsi 36 chaines de cellulose
[27];

Une échelle d’agrégation, la constitution chimique, la conformation spatiale des
chaines de cellulose et les liaisons de Van der Walls [28] tendent a faire agréger les
chaines entre elles. La présence de groupements hydroxyles en C2, C3 et C6 permet la
formation de liaisons hydrogéne intra et inter-moléculaires formant des structures
cristallines ordonnées, les microfibrilles (dimension de 5 a 20 nm). La microfibrille
représente la plus petite entité pouvant étre extraite de la paroi cellulaire ;

A D’échelle macroscopique qui représente I’organisation des blocs élémentaires. Les
microfibrilles s’associent pour former des fibres de taille plus importantes (15 a
20 um). Les fibres sont composées de plusieurs couches de microfibrilles avec une

orientation bien définie [29].

10
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1.2.3. Lastructure de la cellulose

Le nom cellulose indique qu’il s’agit d’un sucre « ose » issu de cellules [30]. La
composition élémentaire massique des macromolécules de cellulose est de 49,4 % en

oxygene, 44,4 % en carbone et de 6,2 % en hydrogéne [31].
1.2.3.1. Structure moléculaire

Les premieres étapes de la caractérisation structurale de la cellulose datent de 1920
avec la détermination de la structure polymeére de la cellulose par Staudinger [32]. Les travaux
d’Irvine et Hirst [33] puis ceux de Freudenberg et Braun [34] ont ensuite montré que les
carbones C2, C3 et C6 de la cellulose portent des groupements hydroxyles. Les travaux
d’Haworth et al [35] qui ont découvert que la cellobiose constitue la composante basique de la
cellulose, ont permis de comprendre qu’il s’agit d‘un homopolymére constitu¢ d‘unités
d’anhydroglucopyranose reliées par des liaisons glycosidiques B (1-4). Chu et Jeffrey [36] ont
ensuite montré que les cycles D-glucopyranose avaient une conformation chaise 4C1. L unité
de répétition, la cellobiose, est constituée de deux motifs de glucose orientés a 180° 1‘un par
rapport a 1’autre autour de la liaison glycosidiques C1-O-C4. Les deux extrémités des chaines
de cellulose ne sont pas équivalentes chimiquement. Une extrémité est constituée d‘un
D-glucopyranose dont le carbone anomere est engagé dans une liaison glycosidique et qui
possede une fonction alcool secondaire libre sur le C4. L‘autre extrémité est une unité
D-glucopyranose dont le carbone anomere est libre : on a donc une fonction cyclique qui est
en équilibre avec une forme aldéhydique minoritaire. Cette extrémité, dite "réductrice” a la
capacité de réduire des ions Cu?* dans une solution de Fehling en ion Cu*. Cela confére a la

cellulose une polarité chimique.

Chaque unité anhydroglucose porte trois groupements hydroxyles libres : une fonction
alcool primaire sur le carbone 6 et deux fonctions alcool secondaire sur les carbones 2 et 3.
Ces liaisons ainsi que les liaisons glycosidiques sont en position équatoriale alors que les

liaisons avec les atomes d’hydrogéne sont en position axiale.

11
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Cellobiose : Extrémité
2 unités anhydroglucopyranose réductrice

Figure 1.10 : structure chimique de la cellulose [37].
1.2.3.2.  Structure supramoléculaire

Les trois groupements hydroxyles présents dans la structure chimique de la cellulose
permettent la formation de liaisons hydrogene intra et inter-moléculaires, donnant naissance a
une structure trés organisée qui a été le sujet d’intenses recherches depuis plusieurs décennies
[38,39]. Gardner et Blackwell [40] avaient décrit la structure de la cellulose native selon une
maille monoclinique contenant deux chaines. Ce n’est qu’avec le développement d’une
nouvelle technique, la RMN 13C a I’¢état solide, que 1’0n a identifié deux allomorphes pour la
cellulose native, dite de type I : I’allomorphe Ia posseéde une maille triclinique et une chaine
par maille tandis que 1’allomorphe If a une maille monoclinique et deux chaines par maille
[41,42]. La proportion des allomorphes Io et Ip differe suivant les especes. On retrouve
principalement la phase Ia dans la cellulose produite par des organismes dits primitifs comme
les algues ou les bactéries, alors que la cellulose IB se trouve principalement dans la cellulose
produite par les plantes supérieures (bois, coton) et dans I'enveloppe d'un animal marin, le
tunicier [43]. L’allomorphe Ia peut étre converti en phase Ip, thermodynamiquement plus
stable, par traitement hydrothermal a 260 °C ou par recuit dans des solvants organiques de

polarités différentes [44].

Figure 1.11: Représentations schématiques des mailles élémentaires des allomorphes Ia et I

de la cellulose I et du réseau de liaisons hydrogéne intra et inter-chaines [45].

12
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1.2.4. La cristallinité

La cristallisation de la cellulose est rendue possible par le caractére linéaire de sa chaine.
Les nombreux groupements hydroxyles (-OH) sont responsables du comportement
physicochimique de la cellulose. Ainsi, selon leur position dans 'unité de glucose, deux types

de liaisons hydrogénes peuvent étre établi :

— Des liaisons intramoléculaires, entre deux fonctions hydroxyles adjacentes présentes
dans la méme chaine de cellulose, stabilisant la cellulose dans son orientation linéaire
ce qui lui confere une certaine rigidité ;

— Des liaisons intermoléculaires, entre deux fonctions hydroxyles issues de deux chaines
adjacentes, qui relient plusieurs macromolécules et les maintiennent disposées

parallelement [46,47].

/ pouts hydrogéne intramolécul aires

"y OH D"n...l_. 0 DX-.... ,
ponts hydrogtne 'HO

intermoléculaires "y, HO Q s

¢ OR™ L HO

Figure 1.12 : Ponts hydrogéne intramoléculaires et intermoléculaires entre deux

macromolécules adjacentes de cellulose [48].

Ainsi, ’association de nombreuses chaines de cellulose favorise 1’établissement d’un
état solide ordonné, partiellement cristallin et permet la formation d’un édifice plus complexe
les microfibrilles. Les microfibrilles de cellulose sont constituées de zones cristallines

hautement ordonneées et de zones amorphes, au contraire totalement désordonnées.

————
—

Région amorphe Région cristalline Région amorphe

Figure 1.13: Représentation des micros fibrilles constituant la fibre de cellulose [47].
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Le taux de cristallinité de la cellulose peut étre mesuré par plusieurs méthodes. Les

plus courantes sont la spectroscopie infrarouge (rapport des aires de bandes caractéristiques),

la diffraction des rayons X (différence de spectres entre la cellulose 1 et la cellulose I1) et la
spectroscopie RMN du 13C [48].

Le degré de cristallinité dépend de 1’origine de la cellulose et des prétraitements subis

[49]. Le taux de cristallinité de la cellulose est de 40 a 50 % pour le bois, 60 % pour le coton

et supérieur & 70 % pour certaines algues marines [50]. La présence de ces liaisons

hydrogenes, inter et intramoléculaires, rend la cellulose insoluble dans I'eau ainsi que dans la

majorité des solvants organiques [49].

1.2.5.

Propriétés de la cellulose
La masse molaire de la chaine de cellulose varie beaucoup (entre 1,5.10* et 2,5.10°
g.mol?) en fonction de I’origine du végétal et du traitement d’extraction utilisé ;
La masse molaire du motif élémentaire de (anhydroglucose) est de 162,1 g/mol [51] ;
La densité de la cellulose est classiquement comprise entre 1,50 et 1,55 g/cm?;
La chaleur spécifique Cp : 1,32 a 1,78 J/g.K (4 273 K) [52] ;
Allongement a la rupture : 20 a 40 % ;
Ténacité : 13 a 23 cN/tex ;
Coefficient de dilatation thermique : 80.10°% K*;
Conductivité thermique : 0,06 W/m.K a 23 °C ;
La fibre de cellulose est inflammable [53] ;
La température de dégradation est entre 330-350 °C [6] ;
Température de transition vitreuse (Tg): 220-245 °C amorphe, 243-433 °C cristalline ;
Enthalpie de cristallisation : 121,8 KJ/g [54] ;
La cellulose est difficile a dissoudre, elle est insoluble dans 1’eau et dans la plupart des
solvants organiques. Parmi les solvants capables de dissoudre la cellulose [55,56] :

» Les solvants aqueux : les agents complexant tels que 1’hydroxyde de
cuprammonium (cuam), la cupriéthyléne diamine (cuen) ou le
cadmium éthylénediamine (cadoxen) [57,58] ;

» Les solvants non-aqueux : DMAC (diméthylacétamide), avec des
composés aminés (cupriéthylenediamine) ou des sels (chlorure de
lithium...), I’oxyde de N-méthylmorpholine (NMMO) ;

14
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» Certains liquides ioniques tels que le 1-butyl-3-methylimidazolium
(BminCl) ou 1-ethyl-3-methylimidazolium (EminAc) [59].

1.3. Extraction de la cellulose

Plusieurs méthodes d'obtention de la cellulose a partir de la biomasse ont été décrites.

Les traitements appliqués peuvent étre chimiques ou physico-chimiques.
Méthode |

Broyage ; tamisage ; rincage ; traitement a la soude NaOH 2% a 80°C pendant 2h,
(x2) ; blanchiment par NaOCl; a 70°C pendant 1h (x2) [61].

Meéthode 11

Le résidu végétal brut est traité dans un Soxhlet par un mélange éthanol/toluéne.
L’étape suivante peut étre réalisée par action d’HCI dans le dioxane ou de
NaClO,/CH3COOH ou d’H20; a pH=11,5. La cellulose est ensuite obtenue par action de
solutions basiques : KOH a 0,1 %, puis NaOH a 1 % et NaOH a 18 % [60,62,63].

Méthode I11

Les fibres ont été lavées plusieurs fois avec de I’eau distillée et séchées dans un four a
80 °C pendant 24 h. Ensuite, ils ont été coupés a une longueur approximative de 5 a 10 mm.
Enfin, une étape de déparaffinage a été realisée : ébullition dans un melange toluene/éthanol
(2:1 v/v) dans un Soxhlet pendant 6 h. Les fibres déparaffinées ont ensuite été filtrées, lavées

a I’éthanol pendant 30 min et sécheées.
Par la suite, deux procédures différentes ont été utilisées pour I’extraction de la cellulose :
Procédure 1

a. Prétraitement avec NaOH 0,1 M dans 50 % d’EtOH a 45 °C pendant 3 h sous agitation
continue ;

b. Traitement avec du H.O2 a pH=11,5 (solution tampon) et 45 °C : 0,5 % de H202, 1 %
de H202, 2 % de H,0O:> et 3 % de H20> pendant 3 h chacun sous agitation continue ;

c. Traitement avec 10 % NaOH, 1 % Na2B4O7-10 H20 a 28 °C pendant 15 h, sous
agitation continue ;

d. Traitement avec HNO3 70 % + HAc, 80 % (1/10 v/v) a 120 ° C pendant 15 min ;
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e. Lavage avec I’EtOH a 95 % puis avec 1’eau puis lavé a nouveau avec I’EtOH a 95 % ;

f. Séchage a I'étuve a 60 ° C jusqu'a poids constant ;

Procédure 2

a. Traitement avec NaClO2 a 0,7 % a pH 4 (solution tampon), on fait bouillir pendant 2 h

en utilisant un rapport fibres sur liqueur de 1:50 et en traitant avec NaHSOsa 5 %;

b. Traitement avec une solution de NaOH a 17,5 % ;

c. Filtration, lavage a 1’eau distillée et séchage a 60 ° C dans une étuve a vide jusqu'a

poids constant [64].

Méthode IV

a. Technique physique : broyage mécanique ;

b. Techniques thermo-physico-chimiques

Thermo-hydrolyse

Le procédé de thermo-hydrolyse est un procédé discontinu, et se réalise a des
températures comprises entre 200 et 230 °C pour une durée de 15 a 60 minutes
(pression>5 MPa) [65] ;

Explosion a la vapeur

Le procédé d’explosion a la vapeur de la cellulose s’effectue a haute pression
par injection de vapeur saturée (1 ou 5 MPa) et a 185-260 °C, ou s’ensuit une
détente brutale pour revenir a pression atmosphérique dans le but de
désintégrer la matiére [66] ;

Procéde AFEX

Le procédé AFEX consiste a traiter la matiére lignocellulosique avec de
I’ammoniac liquide anhydre, sous pression (0,1 a 0,4 MPa) et a des
températures moderées (50 a 90 °C), sous agitation pendant 30 minutes [67] ;

c. Techniques-physico-chimiques

Hydrolyse a I’acide dilué

Le prétraitement a I’acide dilué s’effectue en présence d’acide liquide dilué de
type H2SOs4, HCI ou HNO3z (0.5 & 3 % par rapport a la teneur en matiere séche
du matériau lignocellulosique), a des temperatures comprises entre 60-200 °C
pour des temps de séjour de 1’ordre de 10 s en réacteur piston ou de 30 min en

réaction a percolation [68,69] ;
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— Prétraitement en milieu alcalin
Le prétraitement en milieu alcalin s’effectue en présence de soude (8 & 12 %
par rapport a la teneur en matiere séche du matériau lignocellulosique) a des
températures entre 80-120 °C, pour des temps de sejours de 30 a 60 min ;

— Procedé Organosolv
Ce procéde consiste a traiter le matériau lignocellulosique dans un solvant
organique (méthanol ou éthanol) en présence d’HCI ou H.SOs pour des
températures inférieures a 185 °C ;

— Procédé d’oxydation chimique
Les prétraitements par oxydation chimique, ozonolyse (barbotage Oz a 10 % en
poids par rapport au matériau, 4 °C, 30 a 90 min) ou oxydation humide (H20-
de 0.5 a 2 % en poids par rapport au matériau, 90-120 °C, 30 a 90 min) [70].

Méthode V

a. Préparation de la matiere premiéere
Dans un premier temps, la biomasse nettoyée et broyée est extraite dans un Soxhlet
par un mélange azéotropique éthanol/toluene (2:1, v/v) pendant au moins 7 h [71] ;

b. Le procédé Kraft
La cuisson Kraft consiste a chauffer, pendant 120 min a 170 °C, des copeaux de bois
immergés dans une solution de soude et de sulfure de sodium (mélange de 60 g/L de
sulfure de sodium et 110 g/L d’une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium, v /v /v,
11:20:69) appelée "liqueur blanche". Le rapport solide / liquide a été fixé (1:7, poids
sec) [72] ;

c. Procéde Organosolv
La biomasse lignocellulosique ont été traités avec une solution aqueuse (EtOH/H.0 :
65/35 v/v) en présence d’acide sulfurique (1,25%) comme catalyseur. Le mélange a
été chauffe a 180 °C pendant 60 min dans un réacteur sous pression. Le rapport
solide / liquide utilisé est de 1: 7. A la fin du processus, le résidu solide a été filtré et
lavé avec un mélange éthanol/eau a 60 °C (8/2, 3 x 50 ml) puis séché a 40 °C [73-74] ;

d. Extraction de la cellulose
L’holocellulose est obtenue en traitant la pate obtenue (non blanchie) avec une
solution aqueuse de NaClO- : Pour chaque 1.5 g de matiére lignocellulosique seche,

1 g de NaClO: et 1 ml d’acide acétique sont ajouté a 125 ml d’eau distillée. L’addition
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de chlorite de sodium et de I’acide acétique est répétée plusieurs fois jusqu’a
I’obtention d’un résidu solide blanchatre. Le précipité solide est ensuite filtré sous
vide puis rincé plusieurs fois a 1’eau distillée et séché a 40 °C pendant 24 h ;

1g d’holocellulose est traitée avec une solution de soude & 17.5 % (50 ml) a 25 °C
pendant 30 min, suivi d’un autre traitement dans une solution de soude a 8.75 %. La
cellulose obtenue est filtrée et rincée avec une solution d’acide acétique a 1 % (50 ml)
puis avec de I’cau distillée (100 ml) [75, 76]. Apres filtration et séchage a 40 °C
pendant 24 h [77].

Méthode VI

a. Solubilité des fibres dans un mélange éthanol-toluéne
Les fibres séchées sont traitées par 100 ml de mélange éthanol - toluéne (en proportion
volumique 1:2) dans un erlenmeyer sous agitation et a reflux a 80 °C pendant 8 h.
Puis, le résidu est filtré et séché dans un dessiccateur a 100 °C jusqu'a poids constant ;

b. Solubilité des fibres dans 1’eau chaude
Les fibres séchées sont traitées deux fois par 100 ml d’eau a reflux a 85 °C pendant
3 h. Puis, le résidu est filtré et lavé a I’eau, séché dans un dessiccateur a 100 °C ;

c. Teneur en lignine
Les fibres sont agitées dans une solution de H2SO4 & 75 % pendant 2 h (tous les %
utilisés pour les solutions dans cette étude sont des % massiques). Puis 560 ml d’eau
sont ajoutés pour reduire la teneur en acide & 3 % et la solution est chauffée a
ébullition et a reflux pendant 4 h. Le résidu est ensuite filtré et lavé avec 500 ml d’eau,
séché a 100 °C et pesé ;

d. Teneur en Holocellulose
Les fibres récupérées sont mises dans une fiole contenant 150 ml d’eau distillée,
0,2 ml d’acide acétique glacial et 1 g de NaClO.. Cette fiole est chauffée dans un bain
d’eau maintenu a 70-80 °C durant 5 h sous agitation. Chaque heure, 0,2 ml d'acide
acétique glacial et 1 g de NaClO2 sont ajoutés. Au bout de cing heures, la fiole est
placée dans un bain d'eau glacée jusqu’a ce que la température de la solution ait atteint
10 °C. Le contenu de la fiole est ensuite filtré et le résidu est lavé avec 500 ml d’eau
distillée (le résidu change de couleur et vire du jaune au blanc). Le résidu est ensuite

séché a 100 °C jusqu’a poids constant ;
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e. Teneur en cellulose
L’holocellulose séchée, sont traitées par une solution de soude a 17,5 % massique,
pendant 30 min. 50 ml d'eau distillée sont ensuite ajoutés et le mélange est agité
pendant 5 min. Puis, le résidu est filtré et lavé par une solution de soude a 8,3 % puis
par 40 ml d’acide acétique a 10 %, par 1000 ml d’cau et enfin séché a 100 °C jusqu'a
poids constant [78].
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Les déchets de coquille d’ceuf, ayant la propriété de biodégradabilité, sont un sous-
produit ménager courant dans le monde entier. Ces matériaux sont disponibles a faible codt,
sont abondants et peuvent entrainer des risques pour 1’environnement lorsqu’ils sont déposés
en grande quantité. Une gestion appropriée de ces déchets est hautement pertinente dans le
scénario environnemental actuel. Depuis une vingtaine d'années, divers chercheurs ont
entrepris une étude scientifique approfondie de ces matériaux afin de déterminer leurs
applications chimiques, biologiques, physiques, industrielles et environnementales, de
maniere a ce qu'ils puissent trouver des utilisations appropriées dans divers domaines de la

société humaine et au méme temps [88].
I.1.  Generalités sur les ceufs

L'ceuf a un jaune au centre, entouré d'albumine (blanc d'ceuf), tous deux enfermés dans

une membrane. La structure detaillée est illustrée a la figure 11.1.

En moyenne, la coquille, I'albumine et le jaune constituent respectivement 10, 60 et 30
% de I'ceuf. Les solides totaux respectifs de 1'albumine et du jaune sont d'environ 11 et 51 %.
Les coquilles sont plus généralement blanches ou brunes mais peuvent étre bleues ou vertes,

déterminées par le génotype de la poule [79].

coquille

membrane coquilliére externe

“___ membrane coquilliére interne

chalaze

blanc liquide externe
) albumen
blanc épais

' L membrane du jaune (ou vitelline)

4 /)

jaune (ou vitellus)

blanc liquide interne (ou albumen)

chambre a air

Figure 11.1 : Schéma représente les compositions d’ceuf [79].

11.L1.1  Compositions de I’ceuf
11.1.1.1 Le jaune

Le jaune est composé de 51 % d’eau, de 30 % de lipides, de 16 % de protéines et de

0,6 % de glucides. Il est également riche en phosphore, contient la plupart du fer de I’ceuf et
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renferme des vitamines (la totalité des vitamines liposolubles et un certain nombre de
vitamines hydrosolubles) [81]. Les principaux composants sont des lipides (environ 65 % de
la matiere seche) et le rapport lipides/protéines est d'environ 2:1. Les lipides du jaune sont
exclusivement associés aux assemblages de lipoprotéines. Ils sont composés de 62 % de
triglycérides, de 33 % de phospholipides et de moins de 5 % de cholestérol. Les caroténoides
représentent moins de 1 % des lipides du vitellus et lui donnent sa couleur. Les protéines sont
présentes sous forme de protéines libres ou d’apoprotéines. Les interactions entre les lipides et
les protéines entrainent la formation de lipoprotéines (basse et haute densité), qui constituent

les principaux constituants du jaune [80].
11.L1.1.2 La membrane vitelline

La membrane vitelline est de nature protéique ; elle entoure et contient le jaune [82].
Elle a une épaisseur totale d’environ 10 um [83] et peut étre divisée en trois couches : une
couche médiane continue au centre compris entre deux couches fibreuses que sont la couche
interne et la couche externe [82]. Une étude protéomique a permis I’identification de 137

protéines présentes dans la membrane vitelline [86].
11.1.1.3 Le blanc (albumine)

Le blanc d'ceuf représente environ 60 % du poids total de I'ccuf. Il consiste en une
solution aqueuse de protéines contenant peu de minéraux et de glucides. Les protéines
représentent plus de 90 % de la matiére séche du blanc d'ceuf. Les protéines de blanc d'ceuf
sont principalement des protéines globulaires et acides ou neutres, a I'exception du lysozyme
et de l'avidine, qui sont des protéines hautement alcalines. Tous sont glycosylés, a I'exception
de la cystatine et de la forme principale du lysozyme. La principale protéine du blanc d'ceuf
est I'ovalbumine, protéine globulaire et phosphoryle de 45 kDa. L'ovotransferrine (13 % du
total des protéines) a un poids moléculaire d'environ 78 kDa. Cette protéine est constituée de
deux lobes, chacun contenant un site de liaison spécifique pour le fer (ou Cu, Zn, Al). C'est la
protéine de blanc d'ceuf la plus sensible a la chaleur, mais la complexation du fer ou de
I'aluminium augmente considérablement sa stabilité a la chaleur. Ovomucoide est une
protéine hautement glycosylée (jusqu'a 25 % de glucides, p/p) de 28 kDa. L'ovomucine est
également une protéine hautement glycosylée, de poids moléculaire trés élevé (104 kDa). Le
lysozyme est une petite protéine globulaire (14 kDa), sa structure est trés rigide, stabilisée par
quatre ponts disulfures. La fraction glucidique du blanc d’ccuf est composée de glucose libre

(0,5 % p/p) et d’hydrates de carbone liés aux protéines (0,5 % p/p). La fraction minérale est
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composeée principalement de Na*, K* et CI", sous forme de minéraux libres, alors que P et S
sont essentiellement des éléments constitutifs de protéines. Le blanc d’ceuf contient également

du COg, en équilibre avec le bicarbonate, qui joue un role majeur dans le contréle du pH [80].

Tableau I1.1 : Vitamines et minéraux contenant d’entier d’ceuf, blanc d’ceuf et jaune d’ceuf (a

100 g, sans la coquille) [87].

Minéraux (mg/100 g)

Sodium 155 50 120
Chlore 175 162 172
Potassium 140 100 125
Calcium 8 133 50
Phosphore 18 530 193
Fer 0.1 4.8 1.7
Magnésium 10 15 12
Soufre 163 165 164
Zinc 0.12 3.9 1.4
Cuivre 0.02 0.14 0.06
Manganeése 0.007 0.11 0.04
lode 0.003 0.14 0.05
Vitamines (1g/100g9)

Acide ascorbique 0 0 0
Vitamine A 0 450 150
Vitamine D 0 4.5 1.5
Vitamine E 0 3.6 1.2
Vitamine B1 10 250 913
Vitamine B2 430 480 447
Vitamine B6 10 370 133
Vitamine B12 0.1 2.8 1
Acide folique 12 140 56
Niacine 90 60 79
Biotine 7 60 25
Acide pantothénique 250 4.5 1.7
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11.1.1.4 Lacoquille

La coquille de I’ceuf est une structure parfaitement définie, son premier role est de
protéger le contenu de I’ceuf de I’environnement physique et microbien, le second de
permettre les échanges d’cau et de gaz au travers de pores pour assurer le développement
extra-utérin de I’embryon et le troisiéme de fournir le calcium pour assurer la calcification
osseuse de ce méme embryon [84]. La coquille d’ceuf de poule représente environ 8,5% du
poids total de I’ceuf et son épaisseur est d’environ 355 pum. La coquille est en grande partie
composée de carbonate de calcium (94 %), de carbonate de magnésium (1 %), de phosphate
de calcium (1 %) et de matiere organique, principalement des protéines (4 %). La coquille
d’ceuf avec les membranes respectives est composée de membranes de coquille interne et
externe, d’une couche mamillaire, d’une couche de palissade, d’une couche de cristaux de

surface et de la cuticule.

La membrane de la coquille interne épouse la surface de I’albumine, tandis que la
membrane externe est reliée a la partie calcifiée de la coquille de I’ceuf. Ces membranes sont
composées de protéines (environ 95 %) avec une petite quantité de polysaccharide. La
membrane interne de la coquille du poulet mesure environ 20 um et I’externe environ 50 um

d’épaisseur. Ces membranes empéchent la pénétration de microorganismes dans I’ ceuf.

La couche cristalline de surface, la partie calcifiée finale de la coquille d’ceuf, repose
directement au-dessus de la couche de palissade et au-dessous de la cuticule. C’est une couche
mince de cristal alignée a peu pres perpendiculairement a la surface de la coquille de 1’ceuf.
La surface externe de la coquille est entourée par la cuticule qui est une couche organique
cireuse ; son épaisseur chez le poulet varie de 0,5 a 12,8 um. La cuticule est composée de
90 % de protéines, qui se distinguent des protéines de la coque et de la matrice par leur teneur
plus élevée en tyrosine, glycine et lysine, mais par une teneur plus faible en cystine.
L’hexosamine est présente avec le galactose, le mannose et le fucose. La cuticule peut
faciliter la rotation de I’ceuf dans 1’utérus, servant éventuellement de lubrifiant. La cuticule
aide a maintenir la fraicheur des ceufs et empéche également la pénétration de micro-

organismes dans les ceufs en bloquant les pores [79].
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Membranes coquilliéres

Figure 11.3 : Photographie en microscopie a balayage électronique de la coquille [85].

I1.2.  La membrane coquilliere

1.2.1. Structure et morphologie

La membrane de la coquille est une structure fibreuse située entre la coquille et le
blanc de I’ceuf. Il s’agit d’un réseau fibreux biopolymére essentiel a la formation de la
coquille et qui fournit une plate-forme non minéralisée pour la minéralisation externe de la

coquille et, de I’autre, empéche la minéralisation du blanc d’ceuf de I’intérieur.

La membrane coquilliere externe est située juste sous la coquille et I'épaisseur de ses
fibres est comprise entre 1 um et 7 um. Les fibres de la membrane externe de la coquille
s'étendent dans les boutons mamillaires de la coquille. L'épaisseur de toute la couche de

membrane externe est d'environ 50 a 70 pm.
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La membrane coquilliére interne est séparée de la membrane coquilliere externe par la
cellule d’air. L’écart entre ces deux structures est le plus important de la cellule pneumatique.
En comparaison avec la membrane externe, les fibres de la membrane interne ont un diamétre
inférieur, leur épaisseur est comprise entre 0,1 et 3 um et la couche de membrane interne dans
son ensemble est plus fine, son épaisseur est comprise entre 15 et 26 um. Les fibres de la
membrane coquilliére interne sont entrelacées avec la membrane externe. La membrane
limitante représente la structure la plus interne trés fine de la membrane entourant le blanc
d'ceuf.

membrane coquilliére externe

membrane coquilliére interne

Figure 11.4 : Structure de la membrane coquilliere [89].
11.2.2.  Composition chimique

La membrane de la coquille peut étre considérée comme un mélange complexe de
fibres de protéines entrelacées et de polysaccharides, dont au moins 70 % de la matrice sont
des protéines et 11 %, des polysaccharides [87]. Le collagéne constitue 10 % de la teneur
totale en protéines de la membrane de I'ccuf. Des collagenes de type I, V et X ont été trouvés

et identifiés dans la membrane de la coquille [90,91].

De plus, des protéines telles que l'avidine et I'ovalbumine ont été identifiées dans les
boutons mammiféres de la matrice de la coquille de 1’ccuf. L’ovalbumine est 1’une des
premicres protéines de blanc d’ceuf a avoir été identifiée dans la matrice de la coquille et est
sécretee en grande quantité dans le liquide utérin au cours des premiers stades de la formation
de la coquille. Un certain nombre de proteines différentes qui sont nouvelles et spécifiques a

la matrice de coquille d'ceuf, telles que 1’ovocléidine-17, 1’ovocléidine-16, ont été rapportées.
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Un certain nombre de glycoprotéines ont également été isolées et caractérisées dans la

membrane de la coquille [87].

Tableau 11.2 : Les acides aminés contenant a la membrane coquilliére d’ceuf [89,92].

Proline 11.6 12 11.92
Acide glutamique 11.1 11.9 9.69
Glycine 111 10.6 9.67
Serine 9.2 9.2 6
Hydroxyproline 1.5 1.4

Acide aspartique 8.4 8.8 7.45
Valine 7.2 7.9 7.9
Threonine 6.9 6.9 5.67
Arginine 5.7 5.8 5.45
Leucine 5.6 4.8 4.78
Alanine 4.6 4.1 4.01
Histidine 4.1 4.3 3.3
Lysine 3.6 3.4 3.37
Isoleucine 33 3.4 3.57
Méthionine 2.3 2.3 3.04
Tyrosine 2.2 1.7 1.4
Phénylalanine 1.6 1.5 1.47
OH-Proline 0.89
OH-Lysine 0.1
Desmosines 0.01

11.2.3. L’activité antimicrobienne de la membrane

L’exploitation de nouveaux biomatériaux naturels suscite un intérét croissant dans le
domaine du genie biomédical en raison de leurs propriétés uniques telles que la non toxicité,
la biocompatibilité et la biodégradabilité. La membrane de la coquille d’ceuf est une ressource
protéique naturelle abondante et peut étre facilement obtenue presque n'importe ou en tant que

déchets. Jusqu’a présent, seules quelques applications ont été rapportées, notamment les
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substrats pour la culture cellulaire, les pansements biologiques pour les brdlures, les
plateformes pour l'immobilisation d’enzymes, les modeles pour la formation de réseaux
tubulaires ordonnés, les matrices pour I'adsorption d'ions de métaux lourds, et ainsi de suite.
La membrane de coquille d’ceuf naturelle possédait une propriété antibactérienne qui est
importante dans certaines applications médicales. De plus, la biodégradabilité est une
exigence fondamentale dans certaines applications telles que les échafaudages pour

I’ingénierie tissulaire [93].
11.2.4. La membrane dans le traitement des plais

La membrane de coquille des ceufs de poule est largement utilisée en équateur comme
reméde a la maison pour les lacérations et les abrasions. Des preuves anecdotiques
supplémentaires de leur utilisation dans la cicatrisation des plaies ont été rapportées en
France, en Ukraine et en Californie. A Taiwan, une étude clinique a évalué leur efficacité
dans le traitement des brdlures. Bien que la médecine occidentale utilisat autrefois les
membranes d'ceuf dans les traitements ophtalmiques, peu de données de recherche ont évalué

son efficacité et son innocuité.

La membrane de I'ceuf est un tissu hautement collagénisé dont la teneur en protéines est
de 90%. Les principaux types de collagéne sont I, IV et V. Les autres composants principaux
incluent I’albumine, 1’acide uronique et 1'acide sialique. Lorsqu’il est appliqué a la maison ou
sur le terrain, une partie du blanc d'ceuf est conservée, ce qui confere des propriétés adhésives,
tandis que la membrane conserve la perméabilité aux gaz. Le blanc d'ceuf contient du
lysozyme, de 1’avidine (un liant & la biotine), de l'ovotransferrine (un liant du fer), des
collagénases et du sulfate de chondroitine. La membrane se durcit et se contracte en séchant,
ce qui facilite la fermeture de la plaie [94].
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I1.1.  Matériels et produits
111.1.1. Produits

Pour cette étude, on utilise les déchets de bois et les coquille d’ceuf. Tous les produits

qui ont été utilisés dans ce travail présentent dans le tableau suivant :

Tableau I11.1 : Produits utilisés dans ce travail

Toluene : (pureté 99,5 % ; formule moléculaire C7Hg; masse molaire 92,14 g/mol) :
SIGMA-ALDRICH

Ethanol (pureté 99 % ; formule moléculaire C2HsOH ; masse molaire 46,07 g/mol) : AnalaR
NORMAPUR

Acide sulfurique (pureté 98 % ; formule moléculaire HSO4 ; masse molaire 98,079 g/mol) :
EMSURE

Hypochlorite de sodium (eau de javel 15° Cl : NaClO) : Bref

Acide acétique (pureté 99-100 % ; formule moléculaire CH3COOH) : RECTAPUR.

Hydroxyde de sodium (pureté 96 % ; formule moléculaire NaOH ; masse molaire
40 g/mol) : BIOCHEM.

Propanol (pureté 99.8 % ; formule moléculaire C3HgO ; masse molaire 60,09 g/mol):
EMSURE

n-heptane (pureté 99 % ; formule moléculaire C7H16) : CARLO ERBA.

Acétone (pureté 99 % ; formule moléculaire CsHeO; masse molaire 58,08 g/mol):
BIOCHEM.

DMSO (pureté 99.9 % ; formule moléculaire CoHeOS ; masse molaire 78,13 g/mol) :
SIGMA-ALDRICH.

Benzéne (pureté 955 % ; formule moléculaire Ce¢He; masse molaire 78.11 g/mol) :
BIOCHEM.

Acétate d’éthyle (pureté 99.8 % ; formule molaire C4HsO>; masse molaire 88.11 g/mol) :
EMSURE.

Dichlorométhane (pureté 99.9 % ; formule molaire CH2Cl>; masse molaire 84,93 g/mol) :
SIGMA-ALDRICH.

Acide chlorhydrique (pureté 37 % ; formule moléculaire HCI; masse molaire
36.46 g/mol) : SIGMA-ALDRICH
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Acide perchlorique (pureté 70 % ; formule moléculaire HCIO4; masse molaire
100,46 g/mol) : BIOCHEM.

Méthanol (pureté 99 % ; formule moléculaire CH3OH ; masse molaire 32.04 g/mol):
BIOCHEM.

Chloroforme (pureté 99 % ; formule moléculaire CHCIs; masse molaire 119,38 g/mol) :
SIGMA-ALDRICH

Cyclohexane (pureté 99.5 % ; formule moléculaire CeH12; masse molaire 84.16 g/mol):
BIOCHEM.

Perchlorate de sodium monohydraté (formule moléculaire NaClO4.H2O ; la masse molaire
140,46 g/mol) : EMSURE.

Eau physiologique (9 g/l de NaCl)

Agar agar (C12H1809)x ; Fluka : est un polymére de galactose (galactane) contenu dans la
paroi cellulaire de certaines espéces d'algues rouges appartenant aux familles des Gelidiacées
(Gelidium et Pterocladia) et des Gracilariacees (Gracilaria).

Glycérol ou glycérine (masse molaire 92.09 g/mol; formule moléculaire CsHgOs3) ;
BIOCHEM : Liquide visqueux, incolore, inodore. Le glycérol est un composé organique dont

la structure comporte trois groupes -OH, également appelé le propane 1,2,3-triol.

Gélose nutritive (commercial) : La Gélose Nutritive est un milieu largement utilisé pour la

culture des microorganismes.

Gélose Mueller Hinton (commercial) : La gélose Mueller-Hinton est le milieu de référence
pour les tests de sensibilité des germes aux antibiotiques et sulfamides.

Bouillon nutritif : constitue un milieu d’utilisation générale pour la croissance d’un grand

nombre de microorganismes. Il est constitué d’un mélange de Tryptone et d'extrait de viande.

Les souches bactriennes (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
et Klebsiella pneumoniae) : Hopital Hakim Saadane Biskra.

111.1.2. Matériels

Les matériels de laboratoire qui ont été utilisés dans ce travail présentent dans le

tableau suivant :
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Tableau I11.2 : Matériels utilisés dans ce travail.

Pompe sous vide Papier filtre Entonnoir Ballon Bicher

Boites pétri en verre Barau magnétique Thermomeétre Cristallisoir  Balance

Papier Whatman D=6 mm  Tubes d’essai stériles Réfrigérant Bec bunsen  Ecouvillon

Boites pétri stériles Pipette pasteur Anse platine  Régle

111.1.3. Appareillage

Les appareilles laboratoire qui ont été utilisés dans ce travail sont :

— Broyeur ; Tamiseur (D= 1mm) ; Etuve ; Plague chauffante.

— Soxhlet

L'extracteur Soxhlet est un dispositif en verre permettant I'extraction d'une substance.
Il est principalement utilisé dans la préparation d'échantillons avant analyse, dans la
détermination de matiéres grasses dans les eaux, de détergents, ...etc. Un ensemble Soxhlet
est constitué d'un ballon, d'un réfrigérant et d'un extracteur. Ce dernier présente un systeme de
tube permettant la vidange du réservoir. Le systéeme doit étre complété a lI'aide d'une cartouche

en cellulose, placée dans le réservoir, destinée a recevoir le composé a extraire.

Tube de distillation

Figure I111.1 : Extracteur de Soxhlet.
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— La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier ou spectroscopie IRTF (ou
encore FTIR, de lI'anglais Fourier Transform InfraRed spectroscopy) est une technique utilisée
pour obtenir le spectre d'absorption, d'émission, la photoconductivité ou la diffusion Raman
dans l'infrarouge d'un échantillon solide, liquide ou gazeux. L'analyse par spectroscopie
infrarouge donne des informations sur les liaisons chimiques présentes dans nos échantillons.
Les mesures sont réalisées en transmission entre 400 et 4000 cm™,

Figure 111.2 : Spectroscopie IRTF.

— Duromeétre

Un durométre Shore est un instrument qui mesure typiquement la dureté des
élastomeéres et de certains polymeres thermoplastiques. Il détermine la profondeur

d'enfoncement d'un pénétrateur normalisé par simple application sur I'échantillon.

Figure 111.3 : Durometre.
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— Machine de traction

Cet instrument est dédi¢ a la mesure de propriétés mécaniques de polymeres a 1’état
solide. La traction est I’essais de base pour les plastiques homogénes ; elle permet de

déterminer la contrainte a la rupture, ’allongement a la rupture, le module d’¢lasticité.

Figure I111.4 : Machine de traction.

— Autoclave

Un autoclave est un récipient dont le couvercle est glissé a I'intérieur de I'enveloppe du
récipient et qui se ferme hermétiquement sous I'effet de la pression intérieure de la vapeur. Il
permet de dépasser la pression atmosphérique et donc de porter de I'eau liquide au-dela de
100°C. Un autoclave est un récipient a parois épaisses et a fermeture hermétique congu pour
réaliser sous pression (de quelques bars) soit une réaction industrielle, soit la cuisson ou la

stérilisation a la vapeur.

Figure 111.5 : Autoclave.
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111.2. Méthodes

111.2.1. Extraction de la cellulose

— Préparation de la matiere premiére

La biomasse nettoyée par 1’eau distillée et séchée a I’étuve a 40 °C pendant 24 h ; puis

la biomasse seche broyée et tamisée a tamis de D=1 mm.
— Extraction des matiéres extractibles

Nous avons pris 50 g de bois et le traité par 450 ml de mélange azéotropique
toluéne/éthanol (1 :2, v/v) pendant 7 h pour éliminer les cires, les pigments, les lipides, les
tannins et les graisses. Puis on a filtré et lavé le solide par I’eau distillée et séchée a 40 °C

pendant 24 h.

Pour enlever la pectine et les matiéres inorganiques, le solide séché est traité (2 fois)
par400 ml d’eau distillée a reflux a 85 °C pendant 3 h. le résidu est filtré et lavé a I’eau

distillée, puis séché a 40 °C pendant 24 h.

Figure 111.6: Etapes d’élimination les matieres extractibles.

— Extraction de la lignine

La biomasse lignocellulosique obtenu a été traités a reflux avec 400 ml d’une solution

aqueuse d’éthanol (EtOH/H20 : 65/35, v/v) en présence d’acide sulfurique (1.25 %) comme
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catalyseur. Le mélange a été chauffé a 90 °C pendant 1 h. le résidu est filtré et lavé a I’eau
distillée et séché a 40 °C pendant 24 h.

L’holocellulose est obtenu en traitant le solide non blanchi obtenu avec une solution
aqueuse d’eau de javel 100 ml et 2 ml d’acide acétique sont ajoutés a 300 ml d’eau distillée
dans un bicher de 600 ml a 60°C sous agitation. Cette étape est répétée plusieurs fois (chaque
fois 45 min) pour éliminer les traces de pigments résiduels et jusqu’a délignification compléte
indiquée par I’obtention d’une pate blanche. La péate blanche obtenu est ensuite filtrée sous

vide puis rincé plusieurs fois a 1’eau distillée et séché a 40 °C pendant 24 h.

Le blanchiment

Figure 111.7 : Etapes d’¢élimination la lignine.
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— Extraction la cellulose

L’holocellulose est un mélange de cellulose et hémicelluloses. Afin d’extraire une
cellulose pure et d’¢éliminer les hémicelluloses, 1’holocellulose est traitée dans un bicher sous
agitation avec une solution de soude a 17,5 % (200 ml) a 25 °C pendant 30 min, suivi d’un
autre traitement dans une solution de soude a 8,75 % (200 ml) & 25 °C pendant 30 min. La
cellulose obtenue est filtrée et rincée avec une solution de 200 ml d’acide acétique a 1 % puis
avec 400 ml d’cau distillée. Apres la filtration et le séchage a 40 °C pendant 24 h, une

cellulose pure sous forme de a-cellulose est obtenue.

Figure 111.8 : Etapes d’élimination les hémicelluloses.

— Rendement de I’extraction

Nous pouvons déterminer le rendement de la cellulose extrait par la relation suivante :

R % = (m1/ mo) . 100

R% : Rendement en pourcentage.
m; : la masse en gramme de la cellulose extrait.
mo : la masse en gramme du bois.
111.2.2.  Extraction de la membrane d’ceuf

Les coquilles d’ceufs sont lavées a 1’eau et une brosse puis rincés par ’eau distillée.
Dans un cristallisoir avec une solution de 1 % d’acide acétique pesées les coquilles d’ceufs et
laissées pendant 10 min, puis enléve la membrane a mains par gants stérilisés. Les membranes
sont séchées a 37 °C pendant 24 h, et stérilisées par 70 % d’éthanol pendant 24 h a
température ambiante et enfin sechées a 37 °C pendant 24 h et broyées.
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: =
Figure 111.9 : Etapes d’extraction la membrane d’ceuf.

11.2.3. Préparation des biofilms

Pour préparer les biofilms de cellulose, 0,5 g de cellulose et 4 g d'agar agar ont été
dissous dans 50 ml d'eau distillée et mélangés pendant 1 h a la température ambiante. 2 ml de
glycérol ont été ajoutés a la suspension de fibres cellulosiques et ont été agités pendant 1 h a
90 °C. Puis, le mélange a été coulé sur les boites de Petri et séché pendant 24 h a température

ambiante.

Figure 111.10 : Etapes de préparation les biofilms de cellulose.

111.2.4. Activité antibactérienne de la membrane d’ceuf

— Les souches bactériennes

On a utilisé les souches bactériennes pathogenes responsables d'infections de plaies
tels que Staphylococcus aureus (ATCC25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) et les
bactéries appartenant a la famille des Enterobacteriaceae (Escherichia coli (ATCC25922),

Klebsiella pneumoniae (S912)).
— Ré-isolement des souches bactériennes

On a prélevé les souches bactériennes par once de platine et isolées a 10 ml de
bouillon nutritif a tube d’essai stérile, puis incubées a I’étuve a 37 °C pendant 1 h. Les

souches microbiennes ont été cultivées et ensemencées sur des boites de pétrie contenant la
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gélose nutritive puis incubées a 37 °C pendant 24 h pour I’obtention des souches pures et

jeunes.

A~ A A E
(EZEF fxwe] Lvms, TR\ VERNY

Figure 111.11 : Ré-isolement les souches bactériennes

I

— Ensemencement

Racler a I’aide d’une anse de platine, quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques introduire I’anse de platine dans 5 ml d’eau physiologique stérile. Tremper
I’écouvillon dans la suspension microbienne, ensemencer la boite en frottant délicatement
I’écouvillon sur la gélose Mueller Hinton. Tourner plusieurs fois le boite de fagon a croiser les

sites.

Figure 111.12 : Etapes de ’ensemencement des bactéries.

— Applications de disques

Premiérement, on a préparé les disques a 1’aide d’une perforeuse, les disques sont
découpés en diametre de 6 mm a partir du papier Whatman, puis placés dans un tube a essai et

stérilisés a I’autoclave pendant 20 min.

37



Chapitre 111 Partie expérimentale

Figure 111.13 : Préparation des disques.

A TP’aide d’une pince stérile, les disques sont déposés a la surface d’un milieu
ensemencé et imprégnes a 1’aide d’un pipette pasteur de différentes concentrations de la
membrane d’ceuf en suspension a I’eau distillée (0,1 g/ml; 0,05 g/ml; 0,025 g/ml ; 0,0125

g/ml). Ensuite, les boites sont placées a I’étuve pour une incubation de 24 heures a 37°C.

Figure 111.14 : Etapes d’applications des disques.

— La lecture des résultats

Le résultat de cette activité est exprimé par le diamétre de la zone d’inhibitions autour

des disques a I’aide d’une régle graduée sur le fond de la boite. La souche ayant un diametre :

» Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8 mm ;
» Sensible (+) : diamétre entre 9 a 14 mm ;
» Trés sensible (++) : diamétre compris entre 154 19 mm ;

» Extrémement sensible (+++) : diameétre >20 mm [95].
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I11.3.  Tests et caractérisations
111.3.1.  Analyse par IRTF

L’analyse par IRTF de la cellulose extraite a été realisée pour identifier le

polysaccharide suivant les relations :

— Indice de cristallinite total (TCI) : est utilisé pour évaluer le taux de cristallinité. La
bande 1380 cm™ est due aux vibrations de déformation de la liaison C-H ; la bande a

environs 2920 cm™ correspond a vibration d’élongation de la liaison C-H.

a -1

1380
TCI = __1560Ccm
A2920cm—1

— Intensité de liaison hydrogéne (HBI) : liée au systéeme cristallin et au degré de
régularité intermoléculaire de la cellulose (la cristallinité). Les bandes 3400 cm™ et
1450 cm™ sont dues aux vibrations d’élongation et de déformation des liaisons OH

respectivement.

a -1

3400C
HB] = —3300Cm ~
A1450cm-1

— Indice d’ordre latéral (LOI) : le rapport entre 1’intensité des deux bandes citées
précédemment est utilisé pour étudier la variation de ’ordre du réseau cristallin et
ainsi déterminer 1’indice d’ordre latéral. La bande a 1450 cm™ est associée au taux de
zones cristallines de la cellulose tandis que la bande a 870 cm™ indique le taux des

zones amorphes.

111.3.2.  Effet du temps sur la perte des molécules d’eau des biofilms

Les biofilms préparés puis séchés pendant 48 h a température ambiante et mesures la

masse et le diamétre a un intervalle de 15 jours.
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% de masse perdu = % . 100

Mo : la masse initiale de I’échantillon(g) ;
mi : la masse en fonction de temps (Q).
111.3.3.  Test de biodégradabilité

Les biofilms ont été coupes, pesés dans une boite contenant un sol humide. Le sol était
hydraté chaque jour avec I’eau distillée et les échantillons étaient prélevés et mesureés le poids
apres 30 jours.

. mo — m¢
% de poids perdu = e .100
0

Mo : la masse initiale de 1’échantillon (g) ;

ms : la masse finals (g).

Figure 111.15 : Test de biodégradabilité.
111.3.4.  Test de gonflement

Mesure une masse m1 de 1’échantillon séche, puis le déposer dans un bicher contenant
100 ml d’eau distillée. Les masses de 1’échantillons ont été mesurées chaque 15 min (15, 30,
45, 60, 75, 90 min) ; et avant mesuré, la surface de 1’eau de I’échantillons a été absorbés par

papier filtre puis mesure m;.

Taux de gonflement = “‘tm;;“l*mo
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m;1 : la masse initiale d’échantillons (g) ;

m¢ : la masse aprés certain temps (g) .

Figure 111.16 : Test de gonflement.

111.3.5. Test de la solubilité a ’eau

Les biofilms séchés a 100 °C pendant 24 h et mesurés le poids (m1). Les biofilms peser

a 100 ml d’eau distillée a température ambiante pendant 24 h, puis enléve les biofilms et
sécher a 100 °C pendant 24 h et mesure le poids (m>).

WS 9% =172 449
m1q

m1: la masse initiale (g);

my : la masse finale apres le séchage (g).

> Apres le séchage

Figure 111.17 : test de la solubilité a I’eau.

111.3.6. Test de la traction

Le test de traction est fréquemment utilisé pour déterminer la charge maximale (force
de traction) des échantillons synthétisés. Le test de traction est basé sur une valeur de charge

ou valeur d'allongement par extrapolation de la pente de la courbe dans le domaine élastique.
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Le module de traction, module de Young ou module d’élasticité donne des
informations sur le comportement du matériau soumis a des contraintes et caractérise la

rigidité du mateériau, il est exprimé par la loi de Hooke :

E=Z

&

E: module de Young (MPa);

¢ : la contrainte (MPa) ;

€ : l'allongement relatif, ou déformation.
111.3.7.  La dureté des biofilms

La dureté est la mesure de la résistance d’un matériau a la pénétration. On appelle

indice de dureté de pénétration Shore ou plus couramment dureté Shore.

L’éprouvette peut avoir une forme quelconque (carrée, rectangulaire ou disque) a
condition que les dimensions permettent 1’obtention d’au moins cinq mesures en des
emplacements différents distants entre eux d’au moins 6 mm et distants des bords de
I’éprouvette d’au moins 12 mm. La face de I’éprouvette sur laquelle doit étre effectuée la

mesure doit étre aussi plane que possible.

La dureté Shore est exprimée de la maniére suivante :

Dur. Shore X =M

X : étant la lettre correspondante au type de durométre Shore utilisé.

M : valeur moyenne calculée.
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111.4. Résultats et discussion
11.4.1. La cellulose

— Le rendement d’extraction

Les résultats obtenus de la composition chimique du bois aprés les traitements sont

représentés sur la figure 111.18.

Substances
extractibles
11,02%

Figure 111.18 : Composition chimique du bois (% en poids).
— Spectre IRTF

La figure 111.19 présente le spectre Infrarouge de la cellulose du déchet du bois sous

forme de pastille.
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Of

B0 B0 WO WY 40 240 200 190 B0 0 u® 4R 0 0 W0 T 6w

Figure 111.19 : Spectre infrarouge de la cellulose extraite du bois.

Les principales bandes d’absorption caractérisent la cellulose sont résumés dans le

tableau suivant :

Tableau 111.3 : Interprétation du spectre infrarouge de la cellulose.

3400 Vibration d’élongation de la liaison O-H des fonctions
alcools.

2920 Vibration de la liaison C-H (CHy).

1650 ; 680 L‘eau adsorbée sur la cellulose apparait vers 1650 cm™ et

aussi vers 680 cm™.

1450 Vibrations de déformation de la liaison O-H.

1380 Vibration de déformation de la liaison CH> du cycle.

1317 Vibration de déformation de la liaison C-H du cycle.
1110-1170 Les vibrations d‘élongation antisymétrique de la liaison

glycosidique C-O-C.

1050 Les vibrations de la liaison C—O des carbones 2, 3 et 6.

Le tableau 111.4 présente les valeurs de TCI, LOI, HBI calculés a base des résultats du
spectre IRTF de la cellulose. Les valeurs de TCI et de LOI plus élevées indique un plus haut

degré de cristallinité et une structure plus ordonnee de la cellulose dans le bois. D’un autre
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coté, I’intensité de la liaison hydrogéne peut étre utilisee pour interpréter les changements
qualitatifs de la cristallinité de la cellulose. En général quand la valeur de HBI augmente la

cristallinité de la cellulose diminue.

Tableau I11.4 : TCI, HBI, LOI de la cellulose.

Déchets du bois 1.07 1.67 1.66 Cette étude
Chéne zéen 0.87 1.36 2.07 [96]
Chéne afares 0.80 1.24 2.11 [96]
Pin d’Alep 0.82 1.33 2.03 [96]
Rachis de palmier dattier 0.94 1.59 1.81 [96]

111.4.2. La membrane d’cuf

— Lasolubilité

La solubilité de la membrane dans des quelques solvants est représentée dans le tableau I11.5 :

Tableau I11.5 : La solubilité de la membrane d’ceuf.

Propan-1-ol (x)

Pentane (X)

Acétone (x)

n-heptane (x)

DMSO (x)

Toluene (X)

Benzene (x)

Méthanol (x)

Ethyle acétate (x)

Chloroforme (x)

Dichlorométhane (x)

Acide acétique (x)

Acide chlorhydrique (x)

Cyclohexane (x)

Ethanol (x)

Hypochlorite de sodium (x)

(x) : insoluble ; (v') : soluble.
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— Spectre IRTF

La figure 111.20 représente le spectre IRTF de la membrane d’ceuf.

Figure 111.20 : Spectre IRTF de la membrane d’ceuf.

Tableau I11.6 : Interprétation de IRTF de la membrane coquilliére.

3400 Correspond les groupes O-H.

2900 Correspondant aux vibrations d'étirement asymétriques des
liaisons C—H présentes dans les groupes =C—H et =CHa.

1650 Vibrations du groupement C=C.

1550 Vibration de la liaison C=0.

1400 Correspond la liaison C-O.

1250 Correspondant la liaison O-C=0 asymeétrique.

1075 Correspondant d'élongation de la liaison C-O.

600 Vibration de la liaison N-H d’amine secondaire.

111.4.3. Les biofilms

— Effet de temps sur la perte des molécules d’eau des biofilms

La figure 111.21 représente la perte de poids des biofilms en fonction de temps, cette

figure montre que 1’augmentation du poids perdu est proportionnelle au pourcentage de la
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cellulose. L’augmentation de pourcentage de la cellulose augmente I’interaction de la matrice
polymérique entre la cellulose et 1’agar agar ; alors plus I’interaction est forte, plus la perte de

la masse est importante (la perte des molécules d’eau).
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o
o
o 40
©
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>
20
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——— —o—0
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0 2 4 6 8 10 12 14 16
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—0—11% —@—1550% 20% —@—24,5 29% 33,50%

Figure 111.21 : Effet de temps sur la perte de masse des biofilms.

— Test de biodégradabilité

Le tableau I11.7 représente les résultats de test de la biodégradabilité des échantillons
des biofilms préparés. Les résultats indiquent qu'il y a une augmentation de la perte de poids
des biofilms lorsque le pourcentage de la cellulose est augmenté a la matrice d'agar agar.
Ainsi, les résultats impliquent que les biofilms possedent une biodégradabilité accrue, car la
cellulose perte des propriétés mécaniques ou avec modification chimique. La structure de la
matrice se simplifie pour finalement se convertir en H.O, CO,, CH4 et/ou une biomasse

nouvelle et éventuellement un résidu non toxique pour I’homme et I’environnement.

Polymere cellulosique + O2 CO; + H.O/CHgs + biomasse + résidu
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Tableau 111.7 : Test de la biodégradabilité des biofilms.

11 44.62
155 49.13
20 50.64
245 51.42
29 53.5

335 55.39

— Test de gonflement

La figure 111.22 représente le test de gonflement des biofilms et montre la relation
inverse entre le gonflement et le pourcentage de la cellulose (lorsque le pourcentage de la
cellulose augmente, le pourcentage de gonflement diminué) car lorsque la cellulose se lie a

I’agar agar, elle crée une interaction plus forte entre elles et réduit les valeurs de gonflement.

240

220

= N
o] o
o o

% de gonflement
3

[N
H
o

120 = =
——

100
Le temps (min)

——11% —@—1550% —8—20% —@—24,50% —8—29% —8—33,50%

Figure 111.22 : Test de gonflement des biofilms.
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— Solubilité a I’eau

La figure 111.23 montre que la solubilité a I’eau des échantillons des biofilms préparés
est influencée par le pourcentage de la cellulose, a cause de la formation d’une forte liaison
hydrogene entre la matrice d’agar agar et la cellulose ou la cellulose accroit sa propriété de

cohésion entre 1’agar agar et diminue la solubilité de 1’eau.
60
55
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40

35
5 10 15 20 25 30 35
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Figure 111.23 : Test de la solubilité a 1’eau des biofilms.
— Test de traction

A partir les résultats obtenus, la figure 111.24 et le tableau 111.8, on a observé une
relation inverse entre le pourcentage de la cellulose et I’allongement des biofilms ; par contre,
si la quantité de la cellulose est plus importante, le module de traction est plus élevé. Ces

résultats montrent que 1’augmentation de pourcentage de la cellulose forme une matrice plus
rigide et réticulée.
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11 % de cellulose

15,5 % de cellulose

10 10
— ‘ —
. Z g 7\
© T /
S 6 I 6 pa
I c Ve
© 8 y.
24 = 4 /
[<b) (D)
o
= X
2y 2y
0 0
0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100
Allongement [%6] Allongement [%0]
20 % de cellulose 245 9% de cellulose
8 8
= —
T 6 m 56 /—-1
-
[ / \ T
= o]
= / =
S o4 § 4
(7]
o Q /
o
L 2 S 2
/ LL /
0 0
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
Allongement [%0] Allongement [%0]
29 % de cellulose 33,5 % de cellulose
20 20
3 Z
—_ b —\
[§+] ©
g 7 g
€ 10 — S 10
+— +—J
[7p] / wn
[<b] (D)
€ 5 © 5
o (@]
L L
0 0
0 15 30 45 60 0 15 30 45 60

Allongement [%0]

Allongement [%0]

Figure 111.24 : La traction des biofilms.
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Tableau 111.8 : Module de Young.

11 6.03 103.3 0.06

15.5 5.75 95.8 0.06

20 6.07 90.3 0.07

24.5 6.39 82.9 0.08

29 134 49.9 0.27

33.5 19.3 49.8 0.39
— Ladureté

Le tableau I11.9 représente les résultats de la dureté Shore des biofilms cellulosiques.
A base de ces résultats, on observe que le pourcentage de la cellulose est plus haut le matrix

de la cellulose et I’agar agar est plus rigide a cause des forces d’interaction.

Tableau I11.9 : La dureté des biofilms cellulosique.

11 43.64
155 47.78
20 49.94
245 52.34
29 54.58
33.5 58.48

111.4.4. L’activité antibactérienne

Les résultats relatifs a 1’activité antibactérienne des différentes concentrations de la
membrane d’ceuf sur les bactéries sont présentés sur la figure 111.25. Nous remarquons que

I’effet antibactérien est proportionnel a la concentration utilisée.
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Escherichia coli

~ T \pw

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus

Klebsiella pneumoniae

Figure 111.25 : Résultats de I’activité antibactérienne.

Les résultats de I’activité antibactérienne de la membrane d’ceuf ont montrés que

toutes les bactéries sont résistantes a la concentration 0.0125 g/ml.

D’autre part, la concentration 0.025 g/ml a montré que tous les bactéries Staph.
aureus est sensible mais E. coli, pseudo. coccus et Klebsiella pneumoniae sont résistantes.

Nous remarquons aussi tous les souches bactériennes sont sensibles a la
concentration 0.05 g/ml de la membrane.

Ces résultats montrent aussi a la concentration 0.1 g/ml, Staph. aureus est trés
sensible et les autres souches sont sensibles.
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Alors :
La CMI (concentration minimale inhibitrice) de la membrane pour les souches de
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et d’Escherichia coli est de 0.05 g/ml, la

souche Staphylococcus aureus a une CMI de 0.025 g/ml.

Tableau 111.10 : Diameétre des zones d’inhibition de la membrane.

E. coli - - - + +

(6 mm) (7 mm) (8 mm) (10 mm) (12 mm)
Staph.aireus - - + + ++

(6 mm) (8 mm) (10 mm) (13 mm) (16 mm)
Pseudo.coccus - - - + +

(6 mm) (7 mm) (8 mm) (9 mm) (11 mm)
Klebsiella pneumoniae - - - + +

(6 mm) (7 mm) (8 mm) (9 mm) (11 mm)

En effet, ’inhibition de la croissance de Staphylococcus aureus par les différentes
concentrations de la membrane est plus importante par rapport aux autres bactéries testées,

c'est-a-dire la souche Staphylococcus aureus est sensible a toutes les concentrations.

A base des résultats de cette étude in vitro, nous rapportons que la poudre de la
membrane de coquille d’ceuf a des propriétés antibactériennes. Cette membrane contient de
l'ovotransferrine qui est une glycoprotéine présente dans 1'albumine de I'ceuf et joue un role
clé en tant qu'agent antimicrobien dans la protection des embryons en développement contre

les infections bactériennes.
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Figure 111.26 : Histogramme présente les zones d’inhibition pour toutes les souches

bactériennes de la membrane d’ceuf.
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Conclusion générale

La cellulose est le principal composant structural des parois cellulaires des plantes et
constitue le polymere organique le plus abondant sur la terre. Il s’agit donc d’un biomatériau

renouvelable, facilement disponible a faible co(t.

Les chercheurs en biopolymeres ont mis au point de nouvelles stratégies pour
améliorer les propriétés des pansements pour les plaies au cours de la derniere décennie, qui
est en train de devenir l'un des biomateriels les plus expansion dans les domaines du
biomédical et de la pharmacie. La cellulose est 1’un des polymeéres qui remplit cette exigence
pour les futurs pansements. La cellulose est un biopolymere naturel bien connu qui peut étre
utilisé sans danger et qui est biodégradable par nature. Pour inhibiter la prolifération
bactérienne dans les plaies en chargeant sur le pansement des agents antimicrobiens tels que
la membrane en coquille d'ceuf. La membrane de coquille d'ceuf est un biomatériau naturel et
biodégradable qui a été utilisé dans le domaine biomédicauxcomme pansement naturel

alternatif pour guérir les plaies.

De ce fait, I’objectif de ce travail a été d’étudier la possibilité de valoriser les déchets

du bois et les coquilles d’ceufs.

La premiére partie de cette étude consiste a I'extraction et la caractérisation de la
cellulose et de la membrane de la coquille d'ceuf. La teneur en cellulose de déchet du bois est
de 37.54 %.

Le taux de cristallinité (TCI), I'intensité de liaison hydrogene (HBI) et I'indice d’ordre

latéral (LOI) de la cellulose ont été déterminé par la spectroscopie infrarouge.

Dans la deuxiéme partie nous nous somme intéressés I'étude des propriétés physique et
mécanique de biofilms préparé a base de cellulose.
Les principaux résultats des tests effectués sur les biofilms ont montré que :
— La perte de masse de biofilms est proportionnelle au pourcentage de cellulose ;
— Lorsque le pourcentage de la cellulose augmente, le pourcentage de
gonflement diminué ;
— La solubilité a I’eau des biofilms préparés est influencée par le pourcentage de
la cellulose ;
— L’allongement des biofilms est inversement proportionnel au pourcentage de la

cellulose.
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La troisieme et derniére partie de cette étude est consacrée a 1’évaluation des
propriétés antibactériennes de la membrane de coquille d'ceufs extraites et caractérisées dans
la premiére partie. Cette membrane a montré des résultats assez probants en révélant leur

efficacité sur la croissance des souches bactérienne testés.

Les résultats montrent un pouvoir antibactérien tres important de la membrane sur les
souches bactériennes Escherichia coli, Staphylocaccus aureus, Pseudemons et
klebsiellapneumoniae, dont I’effet antibactérien est proportionnel a la concentration utilisée
de la membrane. Les résultats montrent aussi que la souche Staphylococcus aureus est

sensible a toutes les concentrations de la membrane.

Sur la base de ces résultats, on peut affirmer que la membrane de coquilles d'ceufs et la
cellulose sont des matériaux tres disponible et peu colteux, peuvent facilement étre les

convertis en pansements médicaux.
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Résumé

Pour réduire le volume des déchets et protecter I’environnement, nous tenons dans ce travail
la valorisation des déchets du bois et les coquilles d'ceufs aux pansements médicaux, par la
préparation des biopolymeéres a base de la cellulose extrait des déchets du bois, et par la
préparation de la membrane d’ceufs comme inhibiteur de croissance bactérienne et pour guérir

les plaies.
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Abstract

To reduce the volume of waste and protect the environment, in this work, we take the
valuation of wood waste and eggshells to medical dressings, by the preparation of
biopolymers based on cellulose extracted from wood waste, and by preparing the eggshell

membrane as a bacterial growth inhibitor and to heal wounds.

Mots-clés : pansement médicale, biopolymére cellulosique, la membrane d’ceufs, la

cellulose.



