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- Glossaire -

Adhésivité : Aptitude a créer des forces d’interactions entre deux surfaces [60].

Ellipsométrie : C’est une technique optique de caractérisation et d’analyse de surface, fondée sur le
changement d’état de polarisation de la lumicre, par réflexion de la lumiere sur la surface plane d’un
échantillon (on peut déduire la quantité de protéines absorbées sur les surfaces). [19] [35] [36]

Fluorophore : C’est une substance chimique capable d’émettre de la lumiére de fluorescence aprés
excitation. Ce sont des substances composees de plusieurs noyaux aromatiques conjugués ou encore de

molécules planes et cycliques qui possédent une ou plusieurs liaisons 7.

Glycoprotéine : Elles représentent la plus grande partie des protéines. Elles posseédent un pourcentage
massique trés variable de sucres et d’acides sialiques. Beaucoup d’hormones sont des glycoprotéines
dont une partie de celles qui interviennent dans le mécanisme de production. [74]

lonomere : C’est un copolymere thermoplastique « réticulé ioniquement » qui contient une faible
proportion (de 1 a ~10%) de motifs de répétition portant des groupes ioniques.

Moment dipolaire : On appelle dipble le systeme formé de deux charges égales mais de signe opposé
séparé par une distance d. Un dipdle est caractérisé par son moment dipolaire électrique u tel que

Hl=gd=p . 48 B

" " 9 Exemple : o— O
Il

Mouillabilité : Aptitude a créer un contact entre deux surfaces [60]. H

Phosphoglycoprotéine : La caséine de lait, par exemple, contient de 1’acide phosphorique attaché a la
chaine polypeptidique. On notera que de nombreuses protéines sont phosphorylables sous 1’action

d’enzymes dans les cellules de nombreux organismes (dont I’organisme humain).

Protéines fibrillaires : Ces protéines peuvent former des fibres, elles ont généralement une solubilité
faible en milieu aqueux (fibrinogéne du sang...) ou nulle (collagéne, kératine). En raison de leur
nature, on les rencontre tres rarement dans les analyses biologiques, celles-ci s’effectuant en solution
aqueuse. [74]

Protéines Globulaires : Elles representent les protéines de masse moléculaire de plusieurs dizaines de
milliers de daltons dont I’albumine du sang, du lait et du blanc d’ceuf. [74]
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- Introduction -

L’industrie des ovoproduits comporte un secteur dit « produits élaborés » parmi lesquels on
retrouve les omelettes, les ceufs dur, les ceufs pochés... destinés a la restauration hors domicile. Certain
de ces produits sont cuits directement dans 1’emballage pour de nombreuses raisons : augmentation de
la durée de vie, meilleure qualité, meilleur rendement ...I1 s’avére que, lors de la cuisson, des liaisons
entre I’emballage et le blanc d’ceuf se créent et posent des problémes lors de 1’ouverture des
conditionnements. Par empirisme, la société a développé une formulation (un mélange d’huile) qu’elle
pulvérise sur les films plastiques pour éviter ces problémes d’adhérence. Aujourd’hui, elle souhaite
éliminer cette formulation qui impose des contraintes qualité. En effet, ces huiles ne doivent pas étre
obligatoirement signalées sur I’emballage, mais avec la nouvelle législation concernant 1’étiquetage,
plus exigeante vis a vis des OGM et des allergénes, ces huiles vont perdre leur statut d’agent
technologique. Considérées comme additifs, elles devront apparaitre dans la composition du produit
sur ’étiquette de I’emballage. Pour cela, il est essentiel de comprendre les liaisons qui se mettent en

place afin d’envisager un moyen de les éviter.

L’un des objectifs de ce stage est de compléter la bibliographie concernant les interactions
entres les protéines du blanc d’ceuf et les films plastiques. Il est également important de référencer les
techniques qui permettent de caractériser la présence ou non de protéines sur les films plastiques ainsi
que les forces d’adhésion présentes. Un autre objectif est de mettre en place des expérimentations
simples qui permettront de définir les raisons de 1’adhésion afin d’envisager un emballage plus
adéquat.

Pour le moment, nous avons consacré beaucoup de temps aux recherches bibliographiques.
C’est pourquoi dans une premiére partie, nous présenterons les différents ¢léments qui permettront une
meilleure compréhension du sujet et de la problématique du stage. Dans un premier temps, nous
rappellerons quelques bases essentielles sur la biochimie structurale des protéines. Puis une description
rapide de I’ceuf ainsi que de I’emballage utilisé actuellement par 1’entreprise seront exposés. Les
mécanismes d’adhésion et les recherches concernant les interactions protéines-surface seront evoqués
dans un second temps.

Dans une deuxieme partie, nous décrirons les différentes manipulations réalisées ainsi que les
méthodes suivies. Puis nous discuterons des premiers résultats obtenus qui semblent encourageants
pour la suite. Les perspectives du stage seront aussi exposées.



- Présentation des structures -

Laboratoire de recherche :
INRA - Agrocampus Ouest STLO « Science et Technologie du Lait et de I’Oecuf »

L’Unité Mixte de Recherches INRA (Institut National de la Recherche Agronomique) et Agrocampus
Ouest STLO est créée le 1% janvier 2004 a partir du Laboratoire de Recherche de Technologie Laitiére
(LRTL) et du laboratoire de technologie des ovoproduits de 1’Ecole Nationale Supérieure Agronomique de
Rennes (ENSAR). Implantée & Rennes, ’'UMR 1253 STLO regroupe une centaine de personnes dont 75
permanents, 30 doctorants et post-doctorants et 15 détachés d’entreprises.

Son objectif global est de générer des connaissances sur 1’organisation structurale des constituants des
deux aliments, le lait et I’ceuf, sur la maitrise des principaux procédés qui leur sont appliqués, incluant
leurs conséquences fonctionnelles et nutritionnelles, et sur les mécanismes biologiques (enzymatiques et
microbiens notamment) impliqués dans leur transformation ou leur altération. Six équipes de recherche
travaillent en étroite collaboration pour faire avancer leurs priorités scientifiques. Toutes ensembles, elles
offrent un panel complet d’outils et d’expertises en biochimie, physico-chimie, procédés et microbiologie,
permettant des approches pluridisciplinaires des questions de recherche :

- ISFPL : Intéractions, Structures, Fonctionnalités des Protéines et des Lipides

- D2R : Dynamique Diffusionnelle et Réactionnelle au sein des matrices laitiéres

- BN : Bioactivité & Nutrition

- TIPIL : Transferts, interactions, Procédés-produits, Industrie Laitiere

- B2ISI : Biodiversité Bactérienne et Interactions In Situ

- MICQV : Microbologie de I’oeuf et des ovoproduits

J’effectue mon stage au sein de 1’équipe ISFPL qui regroupe une dizaine de personnes. Elle travaille

sur différents axes comme les propriétés des protéines globulaires a I’interface, leur role et leur structure,
les lipides du lait ou encore sur la formation de nanoparticules entre protéines. ..

Partenaire industriel :
Domaine des Genéts (filiale du groupe CECAB)

Producteur d’ceufs en coquille depuis plus de 30 ans, c’est en 1991 que le Domaine des genéts se lance
dans la fabrication des ceufs pochés en adaptant, dans ses locaux, la technique de cuisson sous vide. En
2010, le Domaine des Genéts, situé a Pierrefitte-sur-Sauldre (41), est racheté par le Groupe CECAB pour
assurer la production et le conditionnement d’ceufs pochés pour la Restauration Hors Domicile.

Le groupe CECAB (CEntrale des Coopératives Agricoles Bretonnes ) dispose de sa propre usine
d’aliment du bétail, de fermes de pontes, de centres de conditionnement pour les ceufs coquilles, de
casseries d’ceufs et d’usines de cuisson pour les produits €¢laborés. Cette organisation en filiere permet de
garantir une tracgabilité et une qualité optimale.



En effet, le service avicole CECAB assure le suivi des élevages de poulettes et de pondeuses.
L’aliment est fourni par CECALIMENT (certifié 1SO 9001) qui permet de contrdler rigoureusement
I’alimentation des poulettes et des pondeuses. Le groupe dispose également d'une casserie (ABCD) a
Ploérmel, produisant une gamme compléte d’ovoproduits frais ou congelés déclinée en blancs, jaunes ou
entiers. Deux sites de production (PEP) assurent la fabrication des produits ¢laborés d’ceufs, a Ploérmel
(56) et Carvin (62).Ces sites, disposant d’une technologie moderne, produisent des gammes fraiches et
surgelées, adaptées aux besoins de leurs clients (omelettes, tortillas, ceufs plats, ceufs durs, blancs en
neige...).

Le processus industriel de fabrication des ceufs pochés est détaillé en figure 1 :

CEuf petit calibre Plastique - Surlyn
| Réception - Convoyage| | Débobinage |
| Pré-cassage Laser | | Thermoformage |
| Cassage manuel | Pulvérisation Huiles

N <

| Depose dans alvéoles |

| Mise sous vide |

| scellage |

| Impression - Tragabilité |

| Cuisson |
(au bain marie &4 93°C / 5 min

Refroidissement
(Eau froide : 4°C / 25 min)

| Egouttage - Stockage |

Figure 1 : Processus de fabrication [46]

La cuisson est réalisée directement dans 1’emballage aprés le scellage de 'opercule. La
température appliquée (93°C +/- 2°C pendant 5 minutes) est suffisante pour assurer la salubrité de
I’ceuf. Il permet en effet de diminuer d’un facteur 5 la population de micro-organismes. De plus,

cette étape de pasteurisation est indispensable pour une bonne coagulation du blanc d’ceuf (Cf §II
4).
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Partie A

Recherches bibliographigues
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| - Des Acides Aminés aux protéines

1) Les acides aminés

Les acides aminés sont des ¢léments constitutifs des peptides et protéines. C’est la formation

d’ammoniac qui permet la synthése d’acides aminés (fixation d’azote).

a - Definition :
Un acide aminé est un composé chimique contenant les groupes fonctionnels de type carboxyle
(COOH) et amine (NH2), attachés a un atome de carbone. Le squelette est le méme pour tous les

acides amineés et R représente la chaine latérale, qui identifie I'acide aminé (figure 2).

H ® (o]
/N-—C C
I
H H OH

Les acides aminés ont un caractére amphotére. En solution et fonction du pH, les acides aminés
s'ionisent. En effet, le groupement amine gagne un hydrogéne (NH3") et le groupement acide en perd
un (COQ). En fonction de la position de NH; il y a deux configurations possibles (énantiomeres) et

I’hydrophobie de I’acide aminé se détermine par la nature du groupement R.

Les acides aminés peuvent se lier les uns aux autres par une liaison peptidique. En effet, la
liaison peptidique se fait entre le groupement acide (COOH) d'un acide aminé et le groupement amine
(NH>) de l'autre. Au cours de la réaction, il y a formation d’une fonction amide et une molécule d'eau

est éliminée (figure 3). Il s'agit donc d'une réaction de condensation :

-——
- ~

H i o H ® 0 H @’,? ﬁ'\‘uﬁ 0
N—C-—C —_— N—C\-C —N-+~C—C + H,0
[ H ||_‘\§_,/ H OH

Les 20 acides aminés de la figure n°4 sont tous constitués de la molécule représentée figure 2 a
laguelle est associé un radical (R) qui les différencie. Ils peuvent étre classés en fonction de leur

structure chimique (aliphatique, hydroxyle, soufrés, aromatique...) et de leur polarité.
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Figure 4 : Principaux acides aminés classés en fonction de leur polarité [49]

Exemple : La cystéine est acide aminé naturel soufré : groupement sulfhydryle (ou thiol R-S-H). Sa
présence dans les protéines est tres importante car elle permet la formation des ponts disulfures : ce
sont des liaisons covalentes fortes qui, par oxydation, réunit les fonctions thiols de deux cystéines
(Cystéine + Cystéine = Cystine). Cette liaison est nécessaire a la stabilisation de la structure de
certaines protéines et sert de sites actifs dans le transport d’électrons.

2) Les protéines

a - Definition
Un peptide est 1’élément de base d'une protéine, formé par I’enchainement d'acides aminés
reliés par liaisons peptidiques. L'ensemble de plusieurs peptides donne une protéine (figure 5). En
général, on parle de protéine lorsque la chaine contient un grand nombre d’acides aminés (supérieur a
50) et de peptide pour des assemblages de petite taille.
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Les protéines sont donc les macromolécules biologiques les plus abondantes et présentent une

extréme diversité de structure et de fonction.
(0]
K
R H

Figure 5 : motif de répétition d’une protéine [52]

b - Structure

On distingue quatre stades structuraux chez les protéines (figure 6). La structure primaire est un
enchainement successif d’acides aminés par la formation d’une liaison amide covalente : rigide et
plane, sans rotation possible sauf autour des carbones a. Cette structure permet d’en déduire en partie
la structure finale et la fonction. En effet, la modification de quelques acides aminés donne une
fonction différente.

La structure secondaire correspond au 1% degré de repliement de la chaine. Elle présente
différentes conformations dans 1’espace telle que la structure dite en hélice a, ou la chaine
polypeptidique se présente sous forme de spires régulieres, stabilisée par des liaisons hydrogenes. Pour
celle dite en feuillet P, les liaisons sont arrangées comme sur une feuille de papier pliée de fagon
réguliere (donne une conformation étirée). On trouve aussi celle en coude B qui représente le
repliement de 4 acides aminés, stable grace a des liaisons hydrogenes. Enfin, lorsque la conformation
locale d'un segment protéique ne correspond a aucune de ces structures secondaires, on dit qu'il adopte
une conformation indéterminee.

(o) o] 008
g % <(§ 45
—{3‘9’0 & _,S!) B < > v o
Sopoue® :_b.ygtp
e, -
t“t‘r:) OC;"
I i1 § m v

Figure 6 : Structure des protéines [37]

La structure tertiaire est le 2°™ degré de repliement de la chaine. La structure est en 3D dans
I’espace de la chaine et dépend de la structure secondaire. Quant a la structure quaternaire, il s’agit
d’un assemblage, lorsqu’il existe, de chaines multimériques pour former la protéine définitive. On
distingue selon la forme générale adoptee par la molécule les protéines globulaires* et les protéines
fibrillaires™.

15



Il - Le blanc d’ceuf

1) Structure de I’ceuf

Du fait d’une sélection intense depuis de nombreuses années, les ceufs de poule aujourd’hui
commercialisés ont un poids relativement constant de 60 g en moyenne (plus ou moins 5g). Les
principales parties qui le constituent sont: le jaune ou le vitellus, le blanc ou I’albumen, les
membranes coquillieres et la coquille (figure 7).

Les proportions relatives de chacune de ses parties peuvent, en revanche, varier en fonction de
divers parametres (condition et durée de conservation des oecufs...). En moyenne et en poids, la
coquille représente environ 10%, le jaune 30% et le blanc 60% [42].

Blanc liquide Blastoderme
externe
Membrane

Blanc épais vitelline

Blanc liquide
interne

" Latebre

coquilliere
Ligament interne

Chalaze Chambre a air
Membrane
coquilliere
externe

Coquille

Cuticule =

Figure 7 : Structure interne de I’ceuf [66]

2) Composition du blanc d’ceuf

Le blanc d’ceuf n’est pas un milieu homogéne, mais résulte de la juxtaposition de quatre zones
distinctes (figure 7) :

- Blanc liguide externe en contact direct avec les membranes coquilliéres

- Blanc épais présentant I’aspect d’un gel

- Blanc liquide interne localisé entre le blanc épais et le jaune

- Chalazes : sorte de filaments spiralés allant du jaune vers les deux extrémités de 1’ceuf qui
traversent le blanc épais et permettent de maintenir le jaune en suspension au milieu de
I’ceuf.

Le blanc d’ceuf est composé en majeur partic d’eau (88%) et de protéines (10.6%), mais
contient aussi des glucides (0.9%), des sels minéraux (0.5%) et quelques traces de lipides.
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3) Les protéines du blanc d’ceuf

Le blanc d’ceuf peut étre considéré comme une solution aqueuse de protéines globulaires dans
laguelle baignent des fibres d’une glycoprotéine*, particuliérement abondante dans le blanc épais :
I’ovomucine. Les protéines du blanc d’ceuf ont été largement étudiées en raison de leurs nombreuses
propriétés nutritionnelles, techno-fonctionnelles et biologiques. Malgré cela, la composition en
protéines et notamment celle en protéines mineures n’est certainement pas complétement achevée
puisque de nouvelles protéines viennent d’étre mise en évidence dans le blanc d’ceuf [56]. L’ensemble
des protéines aujourd’hui répertoriées est présenté en annexe n°l. Nous allons donc décrire les
principales protéines du blanc d’ceuf.

a - L’ovalbumine :

L’ovalbumine est la protéine prédominante du blanc d’ceuf: elle correspond a 54% de la
fraction protéique. Il s’agit d’une phosphoglycoprotéine* de pHi 4,5 et de masse moléculaire 45 kDa.
C’est une protéine globulaire qui comporte 385 acides aminés et sa température de dénaturation est de
84,5°C. Elle posseéde six cystéines dont deux sont liées pour former un pont disulfure. Chaque
molécule d’ovalbumine posséde 4 groupements thiols libres : trois d’entre eux sont faiblement réactifs
et le quatrieme peut réagir lorsque la protéine est dénaturée [54]. C’est la seule protéine du blanc d’ceuf
contenant des groupes S-H libres. De plus, elle est formée de trois feuillets B et dix hélices a. La moitié
des résidus de 1’ovalbumine est hydrophobe et un tiers des résidus est chargé, conférant un caractére
acide a la protéine[55].

b - L’ovotransferrine

L’ovotransferrine est une glycoprotéine* qui appartient a la famille des transferrines fixant les
ions métalliques et en particulier le fer. C’est également une protéine globulaire de 686 acides aminés,
son poids moléculaire est de 77,7 kDa et représente environ 12% de la fraction protéique du blanc
d’ceuf. Son pHi de 6.5 est proche de la neutralité. De plus, elle comprend 31 hélices a et 6 feuillets f.

L’ovotransferrine est la protéine la plus thermosensible du blanc d’ceuf, elle coagule entre 60 et
65°C.

¢ - L ovomucoide

L’ovomucoide est une glycoprotéine* représentant environ 11% des protéines du blanc d’ceuf.
Sa masse moléculaire est de 25kDa, sa sequence comprend 186 acides aminés et son pl moyen est de
4,1. La molécule contient neuf ponts disulfures mais pas de groupements « thiol » libre. La molécule
consiste en trois domaines reliés entre eux par des ponts disulfures.

Le lysozyme est une petite molécule de 129 acides aminés, de masse moléculaire 14,9 kDa
présent en faible quantité dans le blanc d’ceuf : 3,5%. Cette protéine globulaire est basique dont le pl
de 10.7 est tres éloigné de celui des autres proteines et sa température de dénaturation est de 71,5°C.
Elle contient quatre ponts disulfures, lui conférant une structure tres compacte et la rendant tres stable
[25]. La chaine polypeptidique est reliée sur elle-méme et les 40 premiers résidus du domaine N-
terminal (groupe amine) forment un domaine globulaire tres compact avec au centre un noyau trés
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hydrophobe coincé entre deux hélices alpha. Le second domaine (40-85) est plus hydrophile et le reste
de la chaine est principalement constitué de résidus hydrophobes [24].

e - L’ovomucine

L’ovomucine est une glycoprotéine sulfatée responsable de I’aspect visqueux du blanc d’ceuf.
Son pl se situe autour de 4,5 et c’est une protéine de trés haut poids moléculaire (>200 kDa),
constituée de plusieurs sous-unité (o et B) difficile a analyser. La séquence est constituée de 2086
acides aminés [42].

4) Les propriétés du blanc d’ceuf

Les propriétés interfaciales des protéines, incluant le pouvoir moussant et émulsifiant sont des
fonctionnalités particulierement recherchées dans de nombreux produits alimentaires. Mais ce sont ses
propriétés gélifiantes qui vont nous intéresser. En effet, le blanc d’ceuf est un liquide visqueux
transparent qui, aprés chauffage, prend 1’aspect d’un gel blanc opaque. De plus, la qualité des gels
dépendra des caractéristiques physico-chimiques des protéines (hydrophobie, charge...).

Les gels sont considérés comme étant un état intermédiaire entre un solide et un liquide. Ils sont
constitués de polymeéres reliés entre eux par des liaisons covalentes (pont disulfure, liaisons
isopeptidiques...) ou non covalentes (liaisons hydrogénes ou de Van Der Walls...) pour former un
réseau continu tridimensionnel.

La dénaturation d'une protéine correspond a la désorganisation de la structure spatiale sans rupture
des liaisons covalentes et en particulier des liaisons peptidiques, seules les liaisons secondaires sont
concernées. La chaine polypeptidique est alors partiellement ou totalement dépliée [15].

En effet, le blanc d’ceuf est fortement concentré en protéines (10%) dans lequel ces dernieres
établissent entre elles des liaisons temporaires de faible énergie (interactions électrostatiques, liaisons
hydrogénes). L’absence de zone de contact de forte énergie entre les protéines réside dans le fait que
les acides aminés hydrophobes et les groupements les plus réactifs sont majoritairement enfouis au
ceeur des structures et que I’effet de ceux localisés en surface est contrebalancé par la présence de
groupements chargés et/ou hydrophiles s’opposant a I’établissement de zones de contact plus pérennes.

Dans le cas de la gélification, c’est I’énergie thermique apportée par le chauffage qui constitue la
force motrice pour la formation du gel protéique (méme s’il peut étre couplé a des évolutions de pH ou
de forces ioniques). L’énergie thermique induit des modifications dans la structure des protéines (=
dénaturation) : dissociation des liaisons hydrogenes, déploiement des chaines polypeptidiques,
démasquage et exposition de résidus hydrophobes et de groupements réactifs enfouis au coeur des
protéines a 1’état natif [16].

18


http://fr.wikipedia.org/wiki/Liaison_covalente
http://fr.wikipedia.org/wiki/Liaison_peptidique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Liaisons_secondaires

Il - Les plastiques dans ’emballage
1) Généralités

De plus en plus utilisées dans 1’emballage, les matiéres plastiques se sont substituées aux
matériaux traditionnels comme le papier, le carton, le verre, le métal. Elles sont tres répandues grace
notamment a une grande variété de fonctions et a une certaine polyvalence dans le design. La diversité
des caractéristiques offertes par les matieres plastiques toujours associées a des adjuvants rend
I’identification de ces matériaux souvent difficile.

Lorsque I’on parle de maticres plastiques, il convient de définir lesquelles car elles ne possedent
pas toutes les mémes caractéristiques mécaniques et physico-chimiques. Cependant, en les associant en
couches successives (structure laminaire), on peut obtenir le matériau idéal si, toutefois, on a au
préalable défini les performances souhaitées : perméabilité a 1’eau, aux gaz, résistance meécanique,
transparence ... Actuellement, ce type de matériau est discuté en raison des problémes de recyclage
qu’il génere.

Les films polymeéres couramment utilisés sont la pellicule cellulosique, les films en polypropylene,
le polyéthyléne, les polyamides... Le choix du film va donc dépendre du produit a emballer, du
traitement que le produit subira apres emballage (stérilisation, refroidissement...) et également du
processus de fabrication de I’emballage.

Le domaine des Genéts utilise la technologie de cuisson dans I’emballage car elle posséde de
nombreux avantages : augmentation de la durée de vie, une meilleure qualité des produits, un meilleur
rendement ... ( figure 1)

2) Le Surlyn

Le surlyn est un thermoplastique ionomeére* et est utilisé pour la production des ceufs pochés au
domaine des Genéts (figure 9). L’emballage réunit deux types de films : le film thermoforme est plus
rigide car il doit résister a I’action mécanique de la machine alors que le film qui servira d’opercule est
beaucoup plus souple. Le facteur, ici, qui permet de les différencier est I’épaisseur du film.

Il s’agit donc d’un copolymere fabriqué par copolymérisation de 1’éthyléne avec une faible
quantité d’acide méthacrylique : EMAA ou poly(ethylene-co-methacrylic acid). Son nom lui vient de
la marque commerciale de la société Dupont de Nemours.

CH,
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Figure 9 : formule chimique du surlyn [59]

19



Le groupement COO™ peut étre neutralisé avec des cations tels que Na*ou Zn** par immersion dans
une solution basique ou dans un mélange de base et de copolymére. Cette introduction de groupe
ionique conduit & une modification des propriétés du polymeére : morphologie, augmentation de la
viscosité, dureté, propriétés d’adhésion... [59]

Son utilisation dans 1’emballage s’explique par ses nombreuses propriétés physico-chimiques et
mécaniques : aptitude au scellage (basse température de fusion), thermoformable, transparence, bonne
résistance chimique aux graisses...

Des liaisons hydrogénes se forment entre les acides carboxyliques de la chaine et des interactions
électrostatiques apparaissent entre les ions et entre les composées non-polaires de la chaine.

Figure 10 : comportement au chauffage [59]

Les groupes ioniques ont tendance a se regrouper mais lorsque I’on chauffe le plastique, ils perdent
leur attraction (figure 10). Les chaines sont donc plus libres et ¢’est ce paramétre qui explique que le
surlyn peut étre traité et moulé. En théorie, le surlyn est aussi utilisé car il est chimiquement inerte : il
n’adhére pas aux produits qu’il contient: dans ce cas, il ne subit pas de traitement thermique au
contact du produit. Dans notre étude, la cuisson des ceufs pochés est réalisée dans le surlyn mais les
protéines du blanc d’ceuf adhérent quand méme a I’emballage.

On peut déja en déduire quelques liaisons qui se mettent en place pendant le traitement thermique :
des liaisons hydrogénes et ioniques, des liaisons hydrophobes ou encore des liaisons isopeptidiques
dues a la présence du groupement acide.

Plusieurs chercheurs sont d’accord pour dire, qu’a 80°C, I’adhésion des protéines est plus
importante avec le surlyn [1] [9] [10]. Malgré son excellente réaction au scellage, son utilisation est
plutot a éviter pour des produits cuits dans I’emballage. De plus, c’est I’'un des polymeres le plus
cher sur le marché.

3) Les alternatives :

Bien que le sujet du stage s’oriente plus sur la compréhension et I’identification des interactions
entre les proteines et les films plastiques, il est intéressant de se demander quel matériau pourrait
remplacer le surlyn. Il est important de rappeler que pour éviter 1’adhésion, les techniciens vaporisent
un mélange d’huile, évitant ainsi tout contact entre les protéines et 1’emballage, qu’ils souhaiteraient
éliminer pour des raisons de réglementation.
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D’aprés le cahier des charges, le polymére doit étre thermoformable et doit pouvoir se sceller
facilement. Ces deux propriétés sont prioritaires du point de vue de I’entreprise. La transparence
semble étre un facteur de choix, donc il faut favoriser les polymeres plutét amorphes, (voir certains
semi-cristallins).

On peut déja éliminer un des polyméres dont les caractéristiques d’anti-adhérence sont trés
connues, le PTFE (polytétrafluoroéthyléne)car son thermoformage est impossible. En effet, il a une
viscosité dynamique tres élevée a 1’état fondu, ce qui exclut toute possibilité de mise en ceuvre par les
méthodes classiques des thermoplastiques. Mais il peut étre utilisé comme additifs dans les plastiques
(ex : poudres micronisées). D’autres polyméres comme le PVC (poly (chlorure de vinyle)), le PC
(polycarbonate), le PET (poly(éthyléne téréphtalate)) , les PA (polyamides) sont aussi a éliminer car le
scellage n’est pas possible. Il reste alors des polyoléfines comme le PP, le PEBD, le PEBD linéaire et
d’autres polymeres tels que le PLA et autres polymeres fluorés...

a - Revétements anti-adhérents

Parmi les produits industriels actuellement disponibles sur le marché, deux groupes de polymeéres
ont des propriétés intéressantes : les polymeéres halogénés (et en particulier les fluoropolymeres) et les
silicones (pas utile pour notre étude : servent plutot pour des plats en cuisine...).

Les polymeéres fluorés sont connus pour leur faible coefficient de frottement et leur propriété anti-
adhérente. Les plus importants fluoropolymeéres sont le PTFE (déja cité ci-dessus), le poly(fluorure de
vinylidéene) (PVdF), représenté figure 11, le poly(fluorure de vinyle) (PVF) et divers copolymeres
comme les copolymeres éethyléne-propylene fluorés (FEP). lls présentent tous une faible énergie de
surface et sont souvent inertes chimiquement. Concernant leur alimentarité, la réglementation autorise
I’utilisation de polymeéres si leurs monomeéres ou constituants de base sont autorisés et si leurs limites
de migration sont respectées dans les conditions d’utilisation prévues.

-(CH3-CTF),-
Figure 11 : représentation du PVVdF [69]

Des recherches sont également menées sur les polymeéres capables de former un film
biocompatible, tels le poly(éthyléne glycol) ou PEG. Il est connu pour prévenir 1’adhésion de bactéries
et I’adsorption de protéines notamment sur les biomatériaux

b - Traitements de surface

Les traitements des polymeres peuvent étre classés en deux groupes : les modifications chimiques
(le polymere est placé dans une espéce réactive liquide, solide et parfois gazeuse) et les modifications
physiques (la surface est irradiée par un milieu possédant une énergie importante). Un troisieme
groupe aborde les modifications des propriétés de masse (cristallinite, composition) souvent utilisees
dans la conception des mélanges de polymeéres [64]. On y retrouve par exemple les modifications
chimiques avec les attaques humides, I’oxydation chimique ou la polymérisation par Plasma et les
modifications physiques telles que le flammage, traitement Corona, Plasma, ou les faisceaux d'ions,
d'¢lectrons, de photons...
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IV - Les mécanismes d’adhésion

1) Les liaisons chimiques

a - Généralités

11 existe plusieurs types d’interactions moléculaires telles que (figure 12):

- Van Der Waals (London, Debye, Keesom) : Longue portée (a.)

- Electrostatiques : longue portée (b* et b%)

- Liaison Hydrogéne : courte portée (c.)

- Liaisons chimiques (covalente, pont disulfure...) : courte portée (d.)
- Structurales (d’hydratation, hydrophobes, stériques...) (e.)

a. b, b?. C. d. €.
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Figure 12 : les types de liaisons [60]

La liaison covalente est la liaison qui unit les atomes dans la molécule. On la définit comme
une force résultant du partage d'un doublet d'électrons entre deux atomes. La liaison intermoléculaire
est celle qui unit les molécules dans le solide. On la définit comme une force électrostatique
s'établissant entre les dip6les des molécules.

Les interactions de Van der Waal résultent d’attractions interdipolaires et sont de trois types :
- Forces de Keesom : interaction de molécules possédant chacune un moment dipolaire
permanent comme les groupements polaires tels que : -NO2, -Cl, -COOR-
- Forces de Debye : interaction entre un dip6le permanent et un dip6le induit
- Forces de London : interaction entre deux dip6les instantanés

La liaison hydrogene est une interaction électrostatique dipolaire (non covalente). Elle se
développe entre un atome d’hydrogeéne porté par un atome fortement électronégatif (O, N) et un
groupement polaire comportant un atome fortement électronégatif (F,N,0). Ces liaisons sont plus
énergeétiques que les interactions de Van der Waals car elles font intervenir des moments dipolaires*
importants et surtout des distances interdipolaires faibles en raison de la petite taille des atomes mis en
jeu, I’hydrogene en particulier.

La liaison ionique est I'attraction électrostatique des ions de charges opposées qui assurent la
liaison de ces composés (liaison trés forte) (figure 12 : b*)
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Les radicaux des acides aminés ont des propriétés chimiques différentes (figure 4). Certains sont
hydrophobes, d'autres hydrophiles, certains s'ionisent négativement et d'autres positivement. Certains
radicaux peuvent former des liaisons chimiques plus ou moins fortes avec d'autres radicaux. Il peut
donc y avoir dans une chaine d'acides aminés un certain nombre d’interactions entre les radicaux.
Certains se repoussent et d'autres se rapprochent formant alors des liaisons chimiques (figure 13). La
chaine d'acides aminés aura donc tendance a se replier sur elle-méme pour adopter une structure
tridimensionnelle précise. Cette structure tridimensionnelle dépend avant tout de la séquence des
acides aminés formant la chaine.

ienique =) Liaison
' hydrogéne

Effet
~ hydrophobe

Pont
disulfure

Figure 13 : Exemple de liaisons créées dans une protéine [51]

2) Généralités sur 1’adhésion

a - Définition

L’adhésion correspond a 1I’ensemble des phénoménes physiques et/ou chimiques qui prennent
naissance lorsque deux surfaces sont mises en contact. L’adhésion est liée a 1’adhésivité*, a I’état de

surface et a la mouillabilité*.

Les forces d’adhésion correspondent aux forces de cohésion des matériaux (figure 14): liaisons
interatomiques (liaisons chimiques fortes) ou intermoléculaires (liaisons « physiques » faibles). Les
énergies de liaison correspondantes sont donc trés différentes.

Types de liaison Energie de liaison Distance
(Kcal/mol) d’interaction (A)
Inter- Ionique 80 - 250 15-24
atomiques Covalente 50 - 220 1.5-24
Meétallique 25-85 2,6-3,0
Hydrogéne 2-10 26-3.0
Inter- London 1-10 3-5
moléculaires Debye i=B 4. 8
Keesom ~0,5 3-5

Figure 14 : Energie de liaison et distance d’interaction pour chaque type de liaisons
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De plus, quelles que soient les forces d’adhésion, les interactions deviennent négligeables dés
que la distance entre deux sites actifs est supérieure a 5 A [60].

Le potentiel des interactions intermoléculaires correspond aux forces entre deux molécules qui
sont soit répulsives (a courte distance), soit attractives (a longue distance).

On définit 1’énergie potentielle d’interaction de la fagcon suivante: —J = a - b (avec
a: attraction et b : répulsion). On en déduit la force : F =-dU/dr

r 7

L’adsorption des protéines dépend de plusieurs parameétres :

- Influence des parametres extérieurs : la température, le pH et la force ionique sont des parameétres
qui encouragent 1’adhésion (cf § dénaturation des protéines).

-> Influence des propriétés des protéines : En effet, les protéines sont des biopolymeres composées de
20 acides aminés naturels comme unités monomeres. Ce sont des structures trés complexes que 1’on
peut décomposer en domaine individuel présentant des propriétés spécifiques comme
hydrophiles/hydrophobes, polaires ou non-polaires, chargés ou non-chargé... La conformation de la
protéine, la distribution de sa charge et la force de ses liaisons intermoléculaires sont a prendre en
compte.

- Influence des propriétés de surface : Les interactions protéine-surface sont influencées par les
propriétés des protéines mais aussi par les propriétés de la surface. Des parameétres important comme
I’énergie de surface, la polarité, la morphologie, la rugosité... doivent étre considérés. Les protéines
ont plutdt tendance a adhérer sur des surfaces apolaires, chargées et avec une tension de surface élevée.
Belfort et al (2010) ont supposé que les surfaces apolaires déstabilisaient les protéines et ainsi
facilitaient les réorientations de conformation conduisant a la formation de liaisons plus fortes [57]. Ce
phénomene pourrait expliquer la constatation assez générale que les protéines ont plus d’affinité avec
des surfaces hydrophobes. Une exception serait le cas des glycoprotéines, dont certaines sont présentes
dans le blanc d’ceuf, ou 1’adhésion serait plus forte sur des surfaces hydrophiles que sur des surfaces
hydrophobes [58].

L’adsorption des protéines peut étre décrite par une condition thermodynamique simple : il y
aura adhésion si 1’énergie libre de Gibbs diminue (AG = AH — TAS <0) [2].

Un des parameétres les plus importants pour déterminer la variation de 1’énergie libre et plus

précisément son enthalpie sont les interactions électrostatiques. Celles-ci peuvent étre attractives ou
répulsives selon la charge des protéines et de la surface.
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V - Les interactions protéines / films plastiques

1) Etat de I’art

De nombreuses études montrent 1’énorme enjeu scientifique de définir les interactions
protéines / surface. En effet, ces interactions jouent un réle clé dans de nombreux domaines comme la
médecine régénératrice, les médicaments, les implants, la technologie des biocapteurs ... Toutes ces
applications biotechnologiques sont aussi liés a des effets indésirables comme 1’encrassement du
matériel par adsorption de protéine d’ou I’intérét de comprendre ce phénomene d’adhésion dans le but
de I’éviter [23] [25]. Dans I’industrie pharmaceutique, en biologie avec les membranes, I’adsorption
des protéines sur les surfaces posent de gros problémes car la fonction initiale des médicaments cibles
encapsulés par exemple peut étre stoppée nette et les avancées technologiques et scientifiques freinées
[4]. Nous comprenons bien ici I’importance d’éclaircir ce phénomene.

Jusqu’a présent, les mécanismes d’adhésion entre le blanc d’ceuf et les différents films plastiques
n’ont pas été étudiés. C’est pourquoi, nous avons axé nos recherches sur 1’adhésion des protéines en
générale (lait, jambon, poulet, poisson, plasma sanguin...) car elles sont sensiblement les mémes.

La technique « Cook in the film », autrement dit cuisson dans I’emballage, a été étudiée par Clardy
Rosinski et al. Il en ressort qu’en fonction du type de viande, 1’adhésion recherchée sera différente [1].
En effet, pour du jambon, il faut prévoir une bonne adhésion pour éviter une poche/perte de fluide
entre le produit et le film d'emballage, alors qu'une cuisse de poulet exige une faible adhésion de
I’emballage pour empécher la séparation de la peau et de la viande lors du retrait du film [9] [10]. Le
type de viande détermine donc le degré d’adhésion du film plastique. Si le but est de minimiser la
quantité de résidu sur le film, le PP se révéle étre le plus intéressant. Ils ont aussi remarqué que si la
viande est congelée avant d’étre emballée, il n’y a pas d’adhésion et ce pour n’importe quel film
plastique.

Des nombreuses études se sont orientées sur I’influence de certains paramétres comme le niveau de
vide dans 1’emballage, la concentration en sel (NaCl, phosphate)... En effet, si on augmente le vide, la
quantité de protéines adsorbée diminue alors que 1’ajout de sel, jusqu’a 2,5% augmentera la quantité la
protéine présente sur les films plastiques [10] [13]. Briand et Belfort ont testé plusieurs facteurs
(mouillabilité, tension de surface) et deux protéines (ribonucléase et de 1’albumine de sérum humain)
sur des films d’acétate de cellulose. Ils ont ainsi montré que la mouillabilité semblait étre un parametre
négligeable pour I’adhésion [3] A I"opposé, Sethuraman et al indiquent qu’il y a une relation entre
I’adhésion et la mouillabilité [7]. D autres affirment que la rugosité n’influence pas du tout 1’adhésion
[11].

Belfort montre, par la méme occasion, que I’albumine, se dénaturant trés facilement, favorisait
la création de liaisons fortes avec I’acétate de cellulose qui a une surface plutot hydrophile [4]. Xu et
Siedlecki se sont focalisés sur un type de protéines, la fibrinogéne (glycoprotéine* du plasma sanguin),
et ont utilisé la microscopie de force atomique pour comprendre les interactions avec des surfaces
chimiquement différentes. Ils ont conclut en disant que cette protéine a tendance a s’adsorber sur des
surfaces plut6t hydrophobes [6].
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Plus récemment, les recherches se sont tournées sur les moyens d’éviter 1’adsorption des protéines
sur les surfaces. Des scientifiques danois ont fait une étonnante découverte : ils ont trouvé un moyen
assez simple de réduire I’adsorption des protéines (fibrinogéne et albumine) en enduisant sur
différentes surfaces (acier inoxydable, or, polystyréne) une solution aqueuse de protéines de poisson
[8]. Quelle que soient la surface, métallique plutdt hydrophile, PS plut6t hydrophobe, les protéines de
poisson peuvent éviter 1’adsorption par répulsion stérique. Inoue et al , Quant a eux, ont proposé les
caractéristiques idéales pour empécher ce phénoméne d’adhésion : le matériau doit étre hydrophile,
doit contenir des liaisons H accepteurs et doit étre électriquement neutre [21]. L’une des conditions
importantes est que le polymere ne doit pas contenir de liaisons H donneur, sinon il y aura adhésion.
Le PEG, poly(éthyléne glycol), a alors intéressé beaucoup de chercheurs car il est connu pour ses
caractéres anti-adhérent et biocompatible (figure 15):

H\EO MOH

Figure 15 : Représentation chimique du PEG

Gon et Santore démontrent que les interactions électrostatiques jouent un réle important dans
I’adsorption des protéines [20]. Cette étude montre comment ils ont réussi a greffer des « patchs » de
polymeéres brossés (copolymere PLL-PEG) a la surface de plaquette de silicium (figure 16) dans le but
de controler 1’adsorption :

TSz 2T By e o633

Figure 16 : état de surface : cationique = patch de PLL saturé (poly-L-lysine) ;
surface anionique : Silicium nu ; surface brossée = copolymére PLL-g-PEG [20]

Les interactions électrostatiques entre les surfaces cationiques et les régions plutbét négatives
des protéines sont énergiquement insuffisantes pour créer des liaisons. De plus, ils montrent qu’il
existe un seuil d’adhésion : si la surface est totalement ou partiellement brossée de PLL-g-PEG, il n’y
a pas d’adhérence (répulsions stériques) alors que si on augmente la concentration des patchs en PLL,
il y a adhésion (interactions électrostatiques). Les résultats de 1’étude de Malzert-Fréon et al
corroborent avec 1’idée que 1’adsorption des protéines (et du lysozyme en particulier) sur des films en
PLA modifié par du PEG dépend du pourcentage de PEG introduit [23].

Une étude sur les mesures d’angles de contact préalablement réalisée par 1’ancien directeur du
Domaine des Genéts a montré que le lysozyme est capable d’échanger des interactions attractives de
type Van der Waals et Lewis acide-base avec le film testé : le surlyn. Ainsi pour limiter ’adhésion du
lysozyme a la surface des polymeres, il semblerait qu’il faille les rendre hydrophobes et apolaires [47].

Nous comprenons ici que 1’adhésion est un phénomene trés complexe et que de nombreux
parameétres sont en jeu. Il faut néanmoins prendre toutes ces données avec recul car dans la majorité
des études réalisées, les protéines sont dans leur état natif ou alors ne sont pas dénaturées par la
chaleur. En effet, la température n’aura pas la méme influence qu’une variation de pH ou qu’une
augmentation de la concentration en sel... Mais, il y a des pistes a suivre.
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2) Les méthodes de caractérisation

Gréce a une intensification des recherches sur les interactions des protéines avec la surface,
différentes techniques (de I’échelle micro a la nano) ont été développées pour les étudier.

Le marquage des protéines avec des radio-isotopes ou des sondes fluorescentes, les dosages
colorimétriques et la microbalance a cristal de quartz ont été les premiéres techniques utilisées pour
suivre les cinétiques d'adsorption isotherme des protéines alors que I'appareil a force de surface (SFA)
a été utilisé pour mesurer les forces d'interaction entre les couches de protéines a I’échelle micro.

Récemment, des techniques plus élaborées comme la fluorescence a réflexion interne totale
(TIRF), spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF), résonance plasmonique de surface,
la spectroscopie Raman, 1’ellipsométrie*, SFA (a 1’échelle nano)... ont été appliquées pour éetudier la
densité des protéines, la structure ou l'orientation au niveau des interfaces. Cependant, un tournant
dans I'étude des interactions des protéines a été l'invention et l'utilisation a grande échelle de la
microscopie a force atomique (AFM), qui peut a la fois imager les molécules sur les surfaces et qui est
aussi capable de mesurer directement les forces d'interaction.

L’¢tude des interactions protéine/film plastique a été améliorée avec 1’application de la
fluorescence a réflexion interne totale (TIRF) [20]. Cette technique trés précise utilise des ondes
évanescentes générées par des ondes incidentes réfléchies vers le substrat. En effet, pour un certain
angle d’incidence, la lumiére est totalement réfléchie a ’interface et permet d’examiner une branche
trés fine d’un échantillon. Aprés excitation, les fluorophores* présents dans les tryptophanes (acides
aminés) émettent et absorbent a des longueurs d’onde bien précises et nous indiquent la présence ou
non de protéine sur le substrat [31] [32].

La spectrométrie infrarouge a transformée de fourrier (FTIR) apporte plus d’informations sur la
structure des protéines a ’interface [2] [5]. Les spectres obtenus comporteront une bande entre 1600 et
1700 cm™ caractéristique de la fonction amide, si les protéines ont été adsorbées & la surface (analyse
quantitative). De plus, il est possible de déterminer quelle protéine est présente. Dans notre cas, le
lysozyme et I’ovalbumine émettent souvent avec une intensité différente ce qui permet de les dissocier.

La spectrométrie photoélectronique par rayons X (XPS) est basée sur la détection d’éléments et de
leurs configurations grace a I'énergie de liaison fournie par les électrons émis lorsque I'échantillon est
irradié par rayons X [44]. Sa capacité de détection est limitée a une profondeur de quelques
nanometres. XPS est donc une technique difficile, non seulement pour I'étude des biomolécules aux
interfaces, mais aussi pour la caractérisation des modifications chimiques des surfaces des
biomatériaux. L'élément attestant I'existence de protéines a la surface est généralement de I'azote, mais
certains oligo-élements, comme Fe, P, ou S, peuvent étre utilisés dans le méme but, lorsque leur
concentration dépasse la détection XPS limite [53].
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Remarque : La résonance plasmonique de surface : une technique a envisager

Lorsqu’un faisceau de lumiére polarisée monochromatique illumine une interface entre deux
milieux d’indice de réfraction différent, une partie de la lumiére incidente est réfléchie sur I’interface
et I’autre partie de la lumicre est réfractée a travers la surface. Selon 1’angle d’incidence du faisceau
toute la lumicre peut étre réfléchie. Lorsqu’il n’y a pas de réfraction, une des composantes
électromagnétiques de la lumiere, I’onde évanescente, se propage perpendiculairement a 1’interface sur
une distance équivalente a sa longueur d’onde. Si une fine couche de métal, riche en électrons libres
est déposée a l’interface, ceux-Ci entre en résonance avec les photons du faisceau incident: ce
phénomeéne est appelé « Résonance plasmonique de surface ». Une conséquence énergétique de cette
résonance est visible dans le faisceau réfléchi qui, analysé, présente une chute d’intensité a un angle
défini. Il varie en fonction de I’indice de réfraction du milieu présent dans le champ évanescent [30]

C’est sur ce principe que fonctionne le Biacore (figure 17). Il a pour fonction de visualiser en
temps réel des interactions entre biomolécules dans un débit continu de tampon.
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Figure 17 : principe de fonctionnement du Biacore [30]

Cette technique est principalement connue pour mesurer les forces de fixation d’un
« récepteur » adsorbé sur un «ligand » a la surface d'une couche métallique. On pourrait imaginer
placer un film plastique a la surface et faire passer en solution des protéines du blanc d’ceuf. 1l faudra
néanmoins se soucier de la viscosité du blanc d’ceuf (il ne passe pas dans les canaux), une dilution sera
sans doute a envisager. Si I’on étudie les protéines seules en solution, il n’y aura pas de problemes.
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En plus de la mesure de l'adsorption des protéines, on peut obtenir des informations sur les
interactions protéine-matériaux en mesurant la force d'adhésion ou de détachement a l'interface.

Le test de pelage, aussi appelé test d’adhésion, est principalement utiliser pour analyser des
adhésifs. Le principe est le suivant : il s'agit de tirer sur un adhésif ou autre, dans notre cas un film
plastique, collé a un substrat (blanc d’ceuf) et de mesurer la force nécessaire au décollage ainsi que
I'énergie totale dépensée (eénergie d'adhésion) [9] [10] [13].

Une autre technique utilisée dans cet objectif est I'appareil a force de surface (SFA) [2]. Il mesure
la force d'interaction entre deux surfaces (figure 18). Dans une expérience typique de SFA, les deux
surfaces utilisées sont, par exemple, des feuillets de mica préparés par clivage, donc lisses a I’échelle
moléculaire, puis collés sur des lentilles cylindriques, montées en regard dans 1’appareil avec leur
génératrice croisée. Quand les deux surfaces sont amenées au contact, celui-ci se fait en un point. Sous
I’effet d’une charge normale de compression ou d’une adhésion, le film de colle entre les lentilles
cylindriques et les feuillets de mica se déforme élastiguement. Le contact ponctuel devient alors un
contact plan. C’est une technique d’interférométrie optique qui est utilisée pour mesurer a la fois la
séparation entre les deux surfaces, les rayons de courbure locaux R autour du contact et le diamétre du
contact circulaire. Cette méthode optique permet de connaitre a I’angstrom pres la séparation entre les
deux surfaces [4]. On peut trouver cet appareil principalement au CNRS (Bordeaux, Lyon et Paris).

Dans notre cas, on peut imaginer fixer le film plastique sur les lentilles cylindriques, venir placer le
blanc d’ceuf sur une des surfaces, compresser et observer la force en fonction de la distance de
séparation des lentilles.
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figure 18 : principe de fonctionnement d’une SFA

Bien que toutes les techniques décrites ci-dessus contribuent de maniéres significatives a
I’étude des interactions interfaciales protéines/polymére, c’est I’invention de I’AFM qui a fait
progresser la recherche dans ce domaine. La microscopie a force atomique est utilisée en imagerie
pour représenter les protéines adsorbées a la surface et est aussi utilisée pour mesurer les forces
d’interactions entre la pointe et la surface (avec une résolution de 1’ordre du piconewton). La détection
de la force d’interaction interatomique se fait par I’intermédiaire d’un ressort a I’extrémité du quel se
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trouve la pointe. La pointe de I'AFM est alors modifiée avec une sphere colloidale, sur laquelle une
couche de protéine est immobilisée [14]. La force d'interaction a I'approche ou a la rétraction de la
pointe de la surface est calculée en multipliant la déviation du cantilever avec son ressort constant
(grace a une méthode optique). L’influence des interactions pointe-surface sur la déflexion du ressort
est représentée a la figue 19 :
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Figure 19 : déflexion du ressort [65] Figure 20 : force d’interaction en fonction de la distance pointe-force [61]

Si I’on considere la figure 20 qui représente la variation de la force d’interaction en fonction de
la distance pointe-surface, dans la position A, I’échantillon se trouve a grande distance de la pointe : le
ressort ne subit aucune déflexion car la force d’interaction est nulle. Quand on approche I’échantillon a
une distance de 1’ordre de 10-100 nm de la pointe, le ressort est alors soumis aux forces de longue
portée telles que les forces de Van der Waals, les forces €lectrostatiques ou magnétiques. Sous ’effet
des forces attractives de Van der Waals par exemple, le ressort va se courber vers la surface. Si on
continue de déplacer verticalement 1’échantillon vers la pointe, on observe un saut brusque de la pointe
vers la surface (position B) quand I’ensemble pointe-surface se trouve dans [’air, ce qui est
généralement le cas. Dans I’air, la surface est recouverte d’un mince film d’eau (d’épaisseur comprise
entre 2,5 et 50 nm suivant le taux d’humidité ambiant) et la pointe est soumise aux forces attractives de
capillarité (d’intensité égale a 10-8 N). Une fois la pointe au contact de la surface, si on continue de
déplacer 1’échantillon vers le haut, la courbure du ressort va progressivement changer de signe ; dans
la position C, I’interaction interatomique pointe-surface est répulsive et le ressort se courbe vers le
haut. Si, maintenant, on ¢éloigne 1’échantillon de la pointe, on constate que la pointe adhere a la surface
(position D) et que le ressort est courbé vers la surface. Cette adhésion a deux origines : la force
adhésive entre la pointe et la surface et la force de capillarité. Si on continue d’¢éloigner 1’échantillon,
la pointe va alors quitter brusquement la surface et la déflexion du ressort devient nulle (position E).
Le scénario précédent montre clairement que la nature attractive ou répulsive de la force exercée sur la
pointe influe sur le sens de déflexion du ressort : en mesurant la déflexion du ressort, on peut donc
atteindre la valeur de la force qui agit sur la pointe [3] [6] [21].
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Partie B

Expérimentation
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| - Matériels et méthodes

1) Les ceufs

Pour toutes les manipulations réalisées, les ceufs provenaient du commerce. Avant chaque
expérience, nous avons préparé une quantité suffisante de blanc d’ceuf (cassage manuel) puis nous
avons passé au « Turrax » le blanc d’ceuf pendant 5 minutes, c’est-a-dire que nous 1’avons rendu
homogene (mélange du blanc liquide et du blanc épais) pour faciliter la mise en ceuvre.

2) Les polymeres

Les films plastiques que nous avons testés lors de nos manipulations nous ont été donnés par le
fournisseur «Sealed air SAS » du domaine des Genéts. Les différents films sont les suivants : Surlyn
inférieur (qui subit le thermoformage), voir partie A § 2, surlyn supérieur (servant pour I’opercule), du
polypropylene (PP), du polyéthyléne basse densité (PEBD ou LDPE) et du polyéthylene basse densité
linéaire (PEBDI ou LLDPE).

Le PP, PEBD et PEBDI appartiennent a la famille des polyoléfines. Leurs caractéristiques
physico-chimiques sont sensiblement les mémes : apolaire, hydrophobe, semi-cristallin (mais
transparent), thermoformable et thermoscellable (figure 21).
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figure 21 : représentation chimique des polymeéres
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3) Outils utilisés

Nous avons réalisé plusieurs séries de tests pour essayer de comprendre ce qui se passe a
I’interface entre le film plastique et les protéines du blanc d’ceuf, et de ce fait pouvoir en déduire
quelles liaisons chimiques se forment lors de la cuisson des ceufs pochés.

Dans un premier temps, nous avons voulu voir dans quel cas il y a adsorption, autrement dit ce
qui se passe a la surface des films plastiques. C’est pourquoi nous avons utilisé¢ la «fluorescence
frontale». Le principe de cette technique repose sur la fluorescence du tryptophane. C’est un acide
aminé, aromatique, apolaire et hydrophobe, présent dans la plupart des protéines. L’une de ses
caractéristiques essentielles est qu’il absorbe a 280 nm et émet a 340nm. Pour chaque échantillon, nous
avons pu déduire la présence ou non de protéines.

Pour chaque film plastique, nous avons découpé 3 morceaux de taille égale (environ 4cm /
4cm). De plus, le mode frontal a été utilisé. Pour ce faire, nous avons fixé avec des trombones les films
directement sur la cuve en quart en vérifiant que les films étaient bien positionné (a plat). Pour chaque
échantillon, le spectre obtenu représente une moyenne de 3 scans. Nous avons donc réalisé deux séries
de manipulation :

Manipulation n°1 : - Blanc d’ceuf déposé directement sur les films plastiques
- 1% analyse

- Ringage a I’cau, séchage pendant 24h puis 2°™ analyse

Manipulation n°2 - blanc d’ceuf directement déposé sur les films plastiques
- Cuisson a I’étuve (90°C / 1h)
- 1 analyse
- Ringage & ’eau, séchage pendant 24h puis 2°™ analyse

Remarque : L’intérét du ringage est d” « éliminer» le blanc d’ceuf qui adhérait par des interactions
faibles.

Le deux mode « Emission » a été utilisés et voici la méthode suivie :

- Matériel : LS 50B luminescence spectroscopy

- Logiciel : FL WinLab

- Méthode : champ de I'étude compris entre 290 et 450 nm, excitation & 295 nm, une
largeur de fente de 2.5 nm et une vitesse de scan de 75 nm/min
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Ensuite, a I’aide d’un rhéomeétre, nous avons réalisé des mesures de forces normales entre le
film plastique et le blanc d’ceuf. L’avantage, ici, d’utiliser le rhéométre, est que nous avons pu
reproduire le processus industriel en chauffant puis en refroidissant le blanc d’ceuf. Les protéines se
trouvent alors dénaturées rendant 1’expérience plus réaliste.

Nous avons mis au point une méthode qui permet a la fois de placer le film plastique au contact
du blanc d’ceuf, de chauffer le blanc d’ceuf ainsi que de le refroidir, puis de tirer sur le film et d’en
déduire la force normale nécessaire pour séparer le film du blanc d’ceuf.

Avant chaque manipulation, il faut régler certains parametres de 1’appareil (inertie du
moteur...). De plus, il est important de configurer le zéro de I’appareil sinon les résultats seront faux.
Avec du scotch double-face, nous disposons le plastique sur la géométrie (6¢cm) ainsi qu’une coupelle
en Alu sur le plan Peltier ou nous verserons par la suite le blanc d’ceuf.

-> Création de 3 méthodes (WorkBook) :

La 1% est la mise en place du plastique au contact du blanc d’ceuf. Pour chaque échantillon, nous
appliquons la méme contrainte, c’est pourquoi nous avons défini la force maximum d’enfoncement
dans le blanc d’ceufa F = 15 mN (T cste = 20°C). La manip s’arréte une fois cette force atteinte.

La 2°™ est la création de rampes de température. En effet, pendant le process industriel, le blanc d’ceuf
subit des variations de température a 1’intérieur du plastique, nous avons donc créé une méthode s’en
rapprochant le plus : rampe : 20°C a 90°C (4°C / min), maintien : 10 min a 90°C, rampe n°2 : 90°C a
4°C (4°C/min)

La 3°™ correspond a la traction. On tire sur la géométrie avec une vitesse de 50pm/s & une température
constante de 4°C. Les courbes obtenues sont représentées sont en annexe n°2.

- Matéreil : rhéomeétre MCR 301
- Logiciel : rhéo-Plus
- Géométrie : Plan - Plan 6 cm
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Il - Résultats et discussion

1) Fluorescence

La figure 22 représente les spectres d’émission de trois films de Surlyn (n°l, n°2, n°3),
découpés aléatoirement, que nous avons passé sans blanc d’ceuf dans un premier temps. Ensuite, nous
avons déposé¢ du blanc d’ceuf sur les films (Surlyn n°1 + BO...). Les films numérotés sont
respectivement les mémes avec ou sans blanc d’ceuf.
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figure 22 : spectre de fluo du Surlyn inférieur avec blanc d’ceuf directement déposé (gauche) et aprés ringage(droite)

Pour tous les films testés, I’intensité des pics apres le ringage a fortement diminuée. Nous
pouvons penser que le rincage a permis 1’élimination du blanc d’ceuf qui n’est donc que faiblement
adsorbé sur le film plastiques. Les protéines du blanc d’oeuf, a 1’état natif, interagissent trés peu avec
les films plastiques.

Dans cette partie, nous avons voulu observer I’influence de la cuisson sur 1’adhésion des
protéines sur les films plastiques ainsi que I’effet du rincage.

La figure 23 représente les spectres d’émission d’un film de LLDPE (bleu foncé) qui servira de
référence d’une part et de trois films de LLDPE avec du blanc d’ceuf cuit (n°1, n°2, n°3) d’autre part.
Nous remarquons une perte d’intensité apres la cuisson alors qu’apres le ringage (puis le séchage),

I’intensité des spectres a augmentée.

Nous observons le méme comportement pour les films de surlyn. (pas montré ici)
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Figure 23 : spectre de fluo du LLDPE aprés cuisson (gauche) puis aprés le ringage (droite)

La figure 24 représente les spectres d’émission du LDPE pur d’une part (la référence en bleu
foncé) et ceux des trois films plastique avec le blanc d’ceuf cuit (n°1, n°2, n°3).

Nous remarquons le méme phénomene apres la cuisson, I’intensité est trés faible. Par contre, le
ringage ne semble pas avoir d’influence pour ce type de film. Les spectres correspondants au PP sont
tres proches de ceux obtenus avec le LDPE (pas montrés ici).
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Figure 24 : spectre de fluo du LDPE apres cuisson (gauche) puis apres le rincage (droite)

D’apres la figure 24 (apres le ringage), I’intensité du pic caractéristiques des protéines n’a pas
ou trés peu evoluée contrairement au spectre représentant le LLDPE (figure 23 aprés ringage) ou
’intensité a ré-augmenté comme s’il n’y avait pas eu de cuisson.

D’une maniére générale, pour les spectres obtenus juste aprés la cuisson, les pics
caractéristiques des protéines (340 nm) sont légérement décalés (environ 360nm). Ce décalage peut
s’expliquer car il correspond aux protéines dénaturées qui n’émettent pas aux méme longueurs d’onde.
( A augmente, 1’énergie diminue = proton plus exposé = protéine dénaturee)
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Ensuite, nous observons deux types de comportement. Pour le PP et le LDPE, aprés la cuisson
et le ringage, les résultats sont semblables a la premiére manipulation. L’intensité du pic caractéristique
des protéines n’a pas évoluée au cours des divers traitements. Le changement d’état des protéines ne
semble pas influencer I’adsorption sur ces films plastiques.

Pour le LLDPE et les deux types de Surlyn, nous observons une « réapparition » des pics apres
le ringage alors qu’ils n’étaient pas présents apreés la cuisson. Cette différence d’intensité peut
s’expliquer par la nature du milieu (milieu sec juste apreés la cuisson) alors qu’apres le ringage, les
protéines se sont réhydratées. Les interactions entre les protéines du blanc d’ceuf et ces deux films
plastiques sont donc bien présente : on en déduit qu’il y a eu adhésion.

Remarque : les spectres obtenus en excitation sont en accord avec ceux obtenus en émission
2) Traction

Pour chaque type de plastique, nous avons réalisé deux manipulations en prenant le soin de
changer le morceau de plastique a chaque fois ainsi que le blanc d’ceuf. Les méthodes suivies sont
assez lourdes mais c’est la derniére partie qui va nous intéresser, la traction. Les résultats obtenus sont
présentés dans le tableau n°1 ci-dessous :

° ° Ecart

n°1 n°2 F (N) type

PP 0,32 0,48 0,40 0,17
LDPE 0,52 0,60 0,56 0,08
LLDPE 13,95 15,21 14,58 1,26
Surlyn Sup 21,95 20,22 21,09 1,73

Tableau n°1: force normale des différents films polymeres

Nous remarquons qu’en fonction du type de plastique, les valeurs obtenues sont différentes.
Nous pouvons dire qu’il y a deux comportements bien distincts. Pour le PP et le LDPE, la force
normale obtenue est trés faible, inférieure a 1 Newton alors que si nous nous focalisons sur le LLDPE
et le Surlyn (opercule), la force normale est tres élevée, d’ordre de grandeur différentes (>15N). Nous
en déduisons que I’adhésion entre les protéines du blanc d’ceuf et ces deux films plastiques est bien
plus importante que pour le PP et le LDPE. Dans la littérature le PP et le LLDPE sont considérés
comme des polymeéres non-adhérent [46], mais ces expériences montrent que, danse cas du blanc
d’ceuf le LLDPE est plutét un polymére adhérent. Ce parameétre pourrait s’expliquer par ses
ramifications (groupement meéthyle -CH,, -CHs) qui ont la possibilite de créer un grand nombre de
liaisons hydrogeénes.

Maintenant, si nous croisons ces résultats avec ceux obtenus en fluorescence, les résultats sont
en accord et il en ressort deux groupes :
- PP et PEBD : polyméres peu adhérents aux protéines
- LLDPE et surlyn : polymeéres trés adhérents
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[11 - Suite des expeériences

Jusqu’a présent, nous nous sommes concentrés principalement sur des recherches
bibliographiques et sur de la mise au point de méthodes. Ces premiers résultats nous ont aidés a mieux
comprendre et a appréhender le phénoméne d’adsorption des protéines sur les films plastiques. En
fluorescence, ils nous informent juste sur la présence ou non de protéines sur les films plastiques, nous

ne comprenons pas ici les mécanismes d’adhésion.

C’est pourquoi, dans la suite du stage, nous allons poursuivre les expériences dans le but de
comprendre ce qui se passe a I’interface et d’identifier les forces en présence. Nous reprendrons les
tests de traction en faisant évoluer la méthode et en testant les protéines seules. Nous pourrons ainsi
définir quelle protéine est a I’origine de ce phénomeéne d’adhésion ou si elles sont plusieurs a y
participer. De plus, nous allons réaliser des expériences en utilisant un autre moyen de caractérisation :
la spectrométrie infrarouge a transformée de Fourrier (description : partie A - 85-2). Son principal
avantage est que 1’on peut déterminer quelle protéine est présente sur les films.

En collaboration avec I'IUT de chimie de Rennes, nous allons aussi analyser les films
plastiques en effectuant des mesures d’angles de contact et également des mesures du potentiel zéta.
Ces expériences nous permettront de caractériser chimiquement la surface des films (hydrophobie de
surface, charge..). Il est clair que dans la littérature, on retrouve facilement les données, 1’inconvénient
est que I’on connait mal la formulation des films plastiques.

Enfin, nous ferons des essais avec des polymeéres tel que le PLA et des polymeres fluores.

A plus long terme, 1’idéal serait de mettre au point des méthodes nous permettant d’utiliser des
techniques de caractérisation trés précise comme I’AFM ou le SFA. Certains protocoles ont déja été
présentés dans la littérature : [3], [6], [28], [29], [75].

Nous allons voir par la suite que certaines des perspectives de stage du mois de juin citées ci-
dessus ont pu étre atteintes contrairement a d’autres comme par exemple les tests de tractions qui n’ont
pu aboutir en raison d’une rupture de stock de matériel technique. Nous allons donc vous décrire les
résultats obtenus pendant ces deux mois d’été.
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1) Présentation du PLA

Le Poly(Acide Lactique) est un polyester thermoplastique d’origine naturelle dérivé de l'acide
lactique. Dans le processus de fabrication (figure 25), on extrait tout d'abord I'amidon a partir
généralement de mais. Le traitement par hydrolyse de I'amidon produit des sucres (glucose, dextrose...)
qui sont ensuite traités par fermentation pour convertir ceux-ci en acide lactique. Le processus de
polymérisation s'effectue ensuite par polycondensation de I'acide lactique ou plus généralement par
ouverture du cycle lactide. Le PLA est devenu la premiére alternative naturelle du polyéthyléne.

Biomasse S Sucres Fermentation
(Amidon) bislie )/ (Glucose) bactérienne
0 CH, l

Acide lactique
(ou cycle lactide)

| )
+C—CH—O—],_ .-—Polymérisation

Poly(lactic acid) (PLA)

Figure 25 : Cycle de fabrication du PLA

Il est utilisé dans I'alimentation pour I'emballage et plus récemment pour remplacer les sacs et
cabas en plastiques jusqu'ici distribués dans les commerces. Il peut étre utilisé également en chirurgie
ou les sutures sont réalisées avec des polymeéres biodégradables qui sont décomposés par avec 1’eau
ou/et par des enzymes..

Lors de la soutenance de stage qui a eu lieu a Lorient, nous avons profité du déplacement pour
récupérer du PLA au LIMATB, Laboratoire d’Ingénierie des MAT¢ériaux de Bretagne. Il utilise un
type de PLA qui sert plutét a la réalisation de composites avec des fibres de lin. Il permettra tout de
méme de nous donner une idée par rapport a son adhésion aux protéines du blanc d’ceuf. Celui que
I’on trouve sur le marché des emballages est bien plus épais, concu pour subir les transformations
classiques des plastiques.

2) Infrarouge a transformée de Fourrier

Comme nous I’avons décrit précédemment, la spectrométrie infrarouge a transformée de
Fourrier est basée sur 1’adsorption d’un rayonnement Infrarouge par le matériau analyse, et dans notre
cas, les films plastiques. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons
chimiques, d’effectuer 1’analyse des fonctions chimiques présentes dans le polymére (domaine : 4000
cm™ a400cm™). Les informations tirées des spectres sont de deux sortes :

- Informations qualitatives : Les longueurs d'onde auxquelles I'échantillon absorbe, sont
caractéristiques des groupes chimiques présents dans le matériau analysé. Des tables permettent
d'attribuer les absorptions aux différents groupes chimiques présents. Le tableau, montré en annexe n°3
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présente les bandes de vibrations caractéristiques des principales fonctions rencontrées dans les
composés organiques. Un méme groupe peut donner lieu a plusieurs types de vibrations et donc a des
absorptions a différentes fréquences.

- Informations quantitatives : L'intensité de lI'absorption a la longueur d'onde caractéristique est
reliée a la concentration du groupe chimique responsable de I'absorption. En mesurant I'aire du signal
caractéristique on peut, si on connait I'épaisseur de la couche, comparer la proportion d'un groupement
chimique donné dans plusieurs échantillons ou si on a une composition constante avoir une idée de
I'épaisseur des films les uns par rapport aux autres.

a. Protocole
Nous avons suivi le protocole rédigé par Marie Hélene Famelart en 2009. Pour lancer une
manip, il faut aller dans 1’onglet « mesures » et choisir « mesures en mode avancé ». Ensuite, dans
I’onglet « standard », le nom de I’échantillon vous sera demandé ainsi que le nom de 1’opérateur
(indiquer le méme nom que le dossier répertoire). La technique a suivre est : MIR ATR. De plus, avant
chaque mesure, il faut faire un blanc pour avoir la référence qui est 1’air. Enfin, il est recommandeé de
nettoyer le cristal délicatement apres chaque mesure.

Il est important de refroidir, systématiquement avant chaque utilisation de D’appareil, le

détecteur avec de 1’azote liquide sinon la manip ne pourra étre lancée.

- Appareil : Spectrometre IRTF Bruker Tensor 27
- Logiciel : Opus
- Nombre de Scan : 128

b. Resultats
Dans un premier temps, nous avons identifié les polyméres en caractérisant les pics obtenus.
Nous avons regardé, de la méme maniére qu’en fluorescence, si la face utilisée a une influence sur
I’adhésion et il s’est avéré que oui (constat observé absent en fluo). En effet, les films plastiques testés
sont fabriqués avec plusieurs couches de polymeéres pour répondre a certains criteres comme la barriere
aux gaz et a ’humidité, la scellabilité...

D’apres le rapport rédigé par les deux étudiantes, Tiphaine Boutet et Mélanie Rault, la
composition des films est la suivante :

- Surlyn: matériau thermoformable a base de polyamide (= Nylon) et un agent de
soudure a base de Surlyn

- Surlyn Supérieur : plastique multicouche coextrudé a barriere EVOH dont la couche de
soudure est a base de Surlyn
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- LLDPE : matériau thermoformable a base de polyamide non orienté et une couche de
soudure constituée de LLDPE

- LDPE : matériau a base polyester, avec une couche barriére d’EVOH et une couche de
soudure en LDPE

- PP plastique multicouche a base de polyamide ( = Nylon) et un agent de soudure a
base de polypropylene

- PLA : Multicouche de PLA

Nous comprenons bien que le polymeére sera différent si I’on s’intéresse a la face A ou a la face
B. En effet, si nous observons la figure 26 ci-dessous qui représente les spectres des films plastiques
avec leur deux faces superposées, nous pouvons dire qu’il y a des différences. C’est pourquoi, nous
allons identifier chacune des faces.
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Figure 26 : Spectres IR correspondant aux six plastiques (face A et face B)

Pour chaque spectre, il apparait deux pics aux alentours de 2360 cm™. Ils ne sont pas & prendre
en compte car ils représentent le CO, atmosphérique (le blanc effectué avant chaque manipulation n’a
pas permis de I’éviter). De plus, une bande large et intense apparait sur tous les spectres a 3260 em™.
Elle représente la fonction alcool de la sous-couche d’EVOH présente a I’intérieur des films
polymeres. De la méme fagon, nous n’en tiendrons pas vigueur.

Pour les faces B du Surlyn, du LLDPE et du PP, respectivement en rose, gris et violet, on

reconnait les pics caractéristiques de la fonction amide présente dans la couche supérieure (polyamide)
des films polymeres :
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- 3400 - 3300 cm™ : Elongation N-H
- 1680 - 1630 cm™: C=0

- 1650 - 1550 cm™ : Déformation N-H
- 1180 - 1040 cm™ : Elongation C-N

Nous comprenons ici que ces faces ne représentent pas les plastiques étudiés mais bien le
Nylon. Aprés avoir identifier toutes les faces, nous avons présenté sur un méme graphe les spectres IR
caractéristiques des films plastiques étudiés jusqu’a présent.
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Figure 27 : Spectres IR correspondants a la face A de chaque film plastique

Les spectres des faces A du PP, LDPE et LLDPE sont trés proches du fait de leur structure
chimique (figure 27). En effet, ils appartiennent & la méme famille de polymere : les polyoléfines (cf
p-33). Si nous souhaitons les différencier, il est nécessaire de faire d’autres analyses comme la RMN
du proton. Dans notre cas, nous n’en avons pas besoin car nous connaissons déja la nature des films.
Les pics caractéristiques de cette famille sont les suivants :

- 2950 et 2850 cm™ : élongation des CH,, CH5 présents dans la chaine carbonée
- 1460 cm™ : déformation des CH, et CHs

Les spectres correspondant au surlyn et au surlyn Sup sont semblables malgré qu’un pic soit
plus prononcé pour le surlyn sup & 1700 cm™, caractéristique de la liaison C=0. Il est important de
rappeler que le surlyn est un ionomere et qu’il contient un faible pourcentage de groupement
carboxyle. C’est la raison pour laquelle ce groupe est difficilement détectable.
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Le PLA, quant a lui, a les pics correspondant a la fonction ester :

> 1750 cm™ : C=0
- 1150 et 1050 cm™ : élongation du C-O

Dans cette premiere partie, nous avons mis en évidence que la face du film a une importance. Il
faut étre trés vigilent pendant chaque manipulation pour étudier le bon c6té. La face peut avoir une
forte influence sur I’adhésion des protéines. En effet, si nous travaillons sur la face correspondante aux

polyamides (méme structure chimique que les protéines), 1’adhésion sera favorisée et beaucoup plus
forte.

Rq : Tous les essais réalisés jusqu’a présents ont été fait sur la bonne face. La face A des films
correspond & la face ou le nom du polymere est écrit dessus.

Dans un second temps et de la méme maniere que le protocole utilisé en fluo, nous sommes
venus fixer les protéines du blanc d’ceuf sur les films plastiques par chauffage. En effet, une fois les
faces identifiées, nous avons déposé du blanc d’ceuf directement sur la surface des films puis mis
I’ensemble a I’étuve pendant 1h a 93°C avant de les passer en IR. L’objectif est dans un premier temps
d’étudier la présence ou non de protéines aprés la cuisson et le ringage mais aussi d’en déduire le
polymeére qui adhérera le moins. Par analyse quantitative, 1’idéal serait de déterminer quelle est la
protéine présente en plus grande quantité (beaucoup moins évident).
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Figure 28 : Spectres représentants les films avec le blanc d’ceuf cuit a la surface
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Si nous considérons la figure 28, pour tous les films plastiques et sans exception, nous
obtenons les pics caractéristiques de la fonction « amide » présente dans toutes les protéines du blanc
d’ceuf. 1l y a donc adhésion dans chaque cas. De plus, I’intensité des pics dépend de la quantité de
blanc d’ceuf déposé préalablement, nous ne pouvons pas préciser quelle protéine est présente ou non.

Apres ringage, les spectres obtenus (pas montrés ici) correspondent de nouveau & ceux des
polyméres avec notamment les deux pics & 2950 et 2850 cm™ caractéristiques de ’¢longation des
alcanes CHy présents sur toutes les chaines carbonées des polymeres. Dans ce cas, un simple rincage a
permis d’éliminer les protéines présentes a la surface des films.

3) Mesure d’angles de contact

-> Angles de contact :

La mesure de I’angle de contact est la méthode la plus utilisée pour caractériser la mouillabilité
d’un solide par un solvant. Elle nécessite des conditions particulieres : réaliser les mesures sur une
surface plane et séche ainsi que I’utilisation de solvants ultra purs. En 1805, Young a proposé une
théorie du mouillage : la forme de la goutte dépend de la balance des forces entre la tension interfaciale
solide-liquide vy , la tension de surface solide-gaz vys et la tension de surface liquide-gaz v,. 6
représente 1’angle formé entre le liquide et le solide (figure 29).

A 1’équilibre 1’équation de Young s’exprime par : Ys = Ysi + 1 COS O (équation 1)

L’énergie de surface entre le liquide et le solide est donnée par 1I’équation de Dupré :
AGq = Ysl = Vs = YI (équation 2)

En mettant en commun les équations 1 et 2, nous obtenons 1’équation de Young-Dupré :
AGg = -y, (1+cos 0) (équation 3)

Quelle que soit la valeur de 6, AG est toujours négatif. Si 0 est grand, il y aura une faible
affinité entre le liquide et le solide et inversement si 0 est petit, il y aura une grande affinité entre le
liquide et le solide.

Vapeur T

et

Figure 29 : Schéma de mesure de I’angle de contact par la technique de la goutte posée
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- Forces d’interactions

Les interactions entre le liquide et le solide sont des interactions non covalentes. Elles se
décomposent en deux forces.

- Les forces dispersives (yd) ou de Van der Waals (y"). Elles sont décrites par Chaudhury
(1984) comme la somme des contributions des tensions superficielles dues a trois forces : les forces de
dispersion (London), les forces de polarisation (Keesom) et les forces de polarisabilité (Debye).

YW =gk K P (équation 4)

Good a défini les interactions apolaires entre deux composeés 1 et 2 par :
,leLW - ((YlLW)l/Z _ (yzLW)l/Z)Z (équation 5)

- Les forces non dispersives (y*) ou polaires (y*®) pour lesquelles deux théories s’opposent.
Fowkes et Van Oss ont défini :
AG = AG"W + AG"® (équation 6)

Des équations 2 et 5, il est obtenu : AG"WY = - 2(y, "W 4, )2 (équation 7)

- Théorie de Van Oss

La composante polaire (y*®) ou acide-base (AB) de Lewis se décompose en :
- Une composante accepteuses d’électrons y* (acide de Lewis, A)
- Une composante donneuses d’électrons vy~ (base de Lewis, B).

S = 2(y'y)Y? (équation 8)

Le solvant polaire de référence est I’eau ot y* =7 = 25,5 mJ/m?,
12 = 2((1 )" - (2) (1) (2D (équation 9)
Ceci permet d’obtenir d’aprés I’équation 21 AG12"® = - 2((y2"72)™ + (y2772)"?) (équation 10)

Les équations 9 et 10 combinées a I’équation 6 donnent :

m (1+cos 0) = 2((n ™M"Y + (1n'12) " + ()" (équation 11)

I1 est possible de déterminer les différentes composantes d’un solide a partir de mesures d’angle
de contact avec 3 solvants différents pour lesquelles les constantes v, y* et y sont connues. Van Oss
préconise Iutilisation d’un solvant apolaire, y* = y* = 0, permettant d’obtenir directement par cette
mesure la valeur de ys-" a partir de I’équation 11 réduite & :

vi (1+¢0s 0) = 2((y1"Vy,"M)M2 (équation 12)

Il reste alors a déterminer deux équations a deux inconnues pour deux solvants polaires.
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La méthode de calcul de Van Oss permet d’obtenir les valeurs de (ys)¥? et (ys)"2 Dans de
nombreux cas, vs™ et s sont trés faibles par rapport a ys-", la valeur de (ys")2 est inférieure & 0, ce qui
est impossible. Van Oss a longtemps considéré que si cette valeur était négative, il fallait la considérer
comme nulle. Dans ce cas, la valeur de (ys)*? est recalculée avec ys" = 0 et la valeur admise pour ys™ est

la moyenne des valeurs obtenues avec les différentes paires (un solvant apolaire et un solvant polaire)
de solvants utilisés.

- Les composantes pour les principaux polymeéres

Avec la série habituelle des liquides d’angle de contact (¢’est-a-dire le diodométhane, 1’eau, le
glycérol ou encore le formamide...), Van Oss a mesuré¢ les angles de contact sur une variété de
surfaces de polymeres (figure 30). On peut voir que la plupart des polymeéres ont une valeur de yLW =
40mJ/m2 +/- 10%. De plus, la plupart de ces polyméres sont principalement des donneurs d’électrons.
Suite aux différentes expériences réalisées, nous devrions retrouver ces valeurs :

PUIYIICITY SYTUMILUYUL, 18 &1 S vas saser se

AR o (=]

Polymére Y Y Y Y Y
Teflon FEP 17,9 17,9% 0 0 0
Polyisobutyléne 250 ;é.l_l 0 G g
Polypropylénc 25,7 23_? i 0 0‘ 3
Polypropyléne traité par corona 33,0 33,0° 0 0 111
Y " ~a ndl
Polyéthyléne 33,0 33,0 0 0 3 7() ¥
Nylon 6-6 37,7 364 1,3 0,02 216
Pél}mé.lhyl-n'(:thacr}'lﬂlc ., E
(PMMA) 40,0 40,0¢ 0 0 . 14,5)
PMMA 40,6 406" 0 o 12%
PMMA 414 41 4% 0 0% Z,Z‘n
Polystyrénc 42 420 0 0 2 1 ¥ ]
Polystyréne modifié pour 4638 437 3,1 0,12 20,0
culture de cellules ¥ »
o 0 o _gyen
Polyvinylalcool 42 -1_2 0 0' -1’; 7‘1
Polyvinylpyrsolidone 434 434" 0 ] 0 Y 297"
Chlorure de polyvinyle 43,8 43,07 0,75 0,04" 3?
Polyoxyéthyline 43,0 43,0% 0 0 64
(POE - 6 000) i y
Polyoxyéthyline 459 45,9 0 0 58,5
(POE - 6 000) " ;
Polyoxytétramethyléne 440 41 4" 26 0,06 27,6
glycol 7 (pés mol. = 2 000) : - x> ;
Co-poly(éthylene glycol, 475 420" 55 0,13 58,8

propylene glycol)”

{pds mol = 2 000) i 2
Co-poly(oxyéthyléne, 479 40,9 70 022° 35,67

oxypropyléne) ® (pds mol = 1 000)

Figure 30 : Composants et paramétres de tension superficielle de différents polymeres synthétiques,
(a20°C, en mJ/m?2)

b. Protocole

Dans un premier temps, nous avons analysé les films plastiques avec de 1’eau et du blanc
d’ceuf. Les résultats obtenus sont discutables en raison des écarts types importants. C’est pourquoi lors
des expériences suivantes, nous avons préalablement placé les films plastiques 24h avant a 1’étuve afin

de permettre un séchage optimal de la surface. L’usage des gants est nécessaire afin d’éviter tout
contact avec la surface.
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De plus, nous avons utilisé trois solvants avec des propriétés différentes :
- Eau : solvant tres polaire
- Diiodométhane : solvant polaire
- Formamide : solvant apolaire

La formation de la goutte est faite manuellement, environ 5 graduations. Puis, la dépose sur le
film ainsi que la mesure de I’angle sont fait automatiquement (figure 31). La photo est prise aprés 100
ms, temps pour laquelle la goutte est a I’équilibre.

° i a

Figure 31 : Schéma de la dépose de la goutte

C. Résultats

L’avantage de cette méthode est que 1 ‘on peut déterminer le degré d’hydrophobie du polymeére
ainsi que les composantes Donneurs / Accepteurs d’électrons. La surface est alors mieux définie. Le
tableau n°2 compare les angles obtenus avec de I’eau et du blanc d’ceuf a la surface des films
plastiques :

Solvant : Eau

Surlyn [Surlyn Sup| PP LDPE /D LLDPE PLA
94,96 90,63 82,65 95,61 86,31 80,14
+-] 403 4,51 3,72 3,58 2,89 6,95

Solvant : Blanc d'ceuf

Surlyn |Surlyn Sup| PP LDPE/D | LLDPE PLA
0 91,21 96,07 85,07 91,92 91,39 79,44
+|- 3,90 4,21 4,58 4,82 2,85 4,78

Tableau n°2 : Angles de contact obtenus avec de 1’eau et du blanc d’ceuf
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D’apres David Delaunay, Post Doc a I'IUT de chimie de Rennes, pour des valeurs d’angle
aussi élevees, un écart type de +/- 5 est accepté. Les résultats obtenus sont répétables mais il faut
toujours faire attention a 1’état de surface. C’est pourquoi, nous avons pensé qu’un passage a I’étuve
avant chaque expérience de tension de surface serait a envisager. D’autres paramétres comme
I’humidité de la piece sont également a prendre en compte. En effet, si la piece est humide, la surface
des films plastiques peut étre modifiée.

Rq : Pour une série de données, par exemple pour le PLA, la grande variation de mesures est due a la
géomeétrie des gouttes qui ne sont pas toujours rondes (problemes de surface).

Plus ’angle est grand et moins il y a d’affinités entre le solvant et le film. Si nous considérons
les résultats obtenus, le Surlyn et le LDPE sont les polyméres les plus hydrophobes. Le PP et le PLA
présente tous deux un caractére plus hydrophile mais les valeurs d’angles restent trés élevés. Si le
solvant est du blanc d’ceuf, c’est le Surlyn Sup qui serait le film présentant le moins d’affinité avec les
protéines du blanc d’ceuf. A I"opposé, le PLA et le PP sont les deux films présentant le plus d’affinité
avec le blanc d’ceuf. Si nous comparons ces résultats avec ceux obtenus en traction et en fluo, ils ne
sont pas en accord. C’est pourquoi, nous avons réalisé une autre série en placant tous les films a
I’étuve dans le but d’optimiser les valeurs d’angles de contact. De plus, des solvants différents ont été
utilisés.

Le tableau n°3 présente les valeurs obtenues en fonction de trois solvants aux propriétés
différentes. L’angle de contact représenté pour chaque film correspond a une moyenne réalisée avec 20
gouttes

Solvant : Eau
Surlyn | Surlyn Sup PP LDPE LLDPE PLA
) 98,63 102,97 98,63 104,48 104,30 98,73
+ - 4,20 4,25 4,20 3,18 3,38 4,18

Solavnt : Formamide

Surlyn | Surlyn Sup PP LDPE LLDPE PLA
) 78,20 90,16 85,29 83,92 93,26 82,93
+ - 3,26 3,10 3,89 2,94 3,52 3,88

Solvant : Diiodométhane

Surlyn | Surlyn Sup PP LDPE LLDPE PLA
8| 5520 56,21 58,90 66,27 61,09 66,36
+-| 4,22 5,15 3,34 2,60 3,33 2,19

Tableau n°3 : Angles obtenus avec trois solvants différents (en degreé)
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Les valeurs obtenues avec 1’eau sont plus élevées que dans la premiére expérience. Ce sont le
LDPE et le LLDPE qui présentent le caractére le plus hydrophobe.

—> Calcul des composantes :
Gréace a un logiciel « Excel » ( réalisé par David Delaunay) et grace aux composantes connues

des solvants présentés ci-dessous (tableau n°4) nous pouvons obtenir directement les composantes
polaires, donneurs ou accepteurs d’électrons des films polymeres.

Eau diiodométhane| Formamide
Gamma LW 4,67 7,13 6,24
Gamma + 5,05 0,00 151
Gamma - 5,05 0,00 6,29
Gamma L 72,80 50,80 58,00

Tableau n°4 : Composantes des solvants utilises

Si nos calculs sont exacts, nous devrions retrouver les valeurs théoriques présentées a la figure 30 :

o yal '

Surlyn 31,32 0 1,59
Surlyn Sup 30,74 1,78 3,27
PP 29,21 072 3,94
LDPE 24,99 0 0,73
LLDPE 27,95 1,83 3,6
PLA 24,94 0 2,84

Tableau n°5 : Composantes expérimentales (mJ/m2)

Pour I’ensemble des films testés, les résultats obtenus sont plus faibles que les résultats
théoriques. Pour la composante polaire théorique d’un polyéthyléne, Van Oss obtient une valeur de 33
mlJ/m? alors que nous obtenons respectivement 25 et 28 mJ/m? pour le LDPE et le LLDPE... De plus,
la composante « accepteur d’électrons », y*, des films Surlyn sup, PP et LLDPE, est fausse. En effet,

on obtient le carré d’une racine négative, ce qui est impossible.

Nous avons refait tous les calculs selon la théorie de Van Oss et systématiquement, les valeurs
mesurées conduisent a une erreur de calcul. La composante y* est fausse ce qui implique que les autres
le sont aussi. Le plus probable est que le séchage n’a pas été assez efficace, il reste des traces d’eau sur
les films qui forme une interface entre le film mesuré et les solvants diiodométhane et formamide,
faussant ainsi les mesures. Ce probléme de séchage a déja été rencontré sur des matériaux polymere et
notamment des membranes.

Il est plus prudent de ne comparer que les angles et non les calculs.
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Cette méthode de caractérisation des surfaces est trés intéressante et les conditions
expérimentales se doivent d’étre améliorées. Si nous rappelons la théorie d’Inoue et al , ils ont proposé
les caractéristiques idéales pour empécher le phénoméne d’adhésion : le matériau doit étre hydrophile,
doit contenir des liaisons H accepteurs et doit étre €lectriquement neutre [21]. L’une des conditions
importantes est que le polymére ne doit pas contenir de liaisons H donneur, sinon il y aura adhésion.

4) Les responsables R&D sensibilisés

Apres la rencontre avec les industriels le 1% Juillet dernier, nous avons longuement discuté de
ce qui était a envisager pour contourner ce probléme d’adhésion. Nous avons supposé qu’un traitement
de surface (plasma par exemple) était la solution technique la plus plausible. L’utilisation de polymére
fluoré peut s’avéré étre une solution également.

Nous avons donc contacté plusieurs entreprises, via Internet, comme ARKEMA ou encore
NMA, en leur demandant s’il serait possible de recevoir des échantillons de polymeres fluorés. Nous
avons également contacté des sociétés spécialisées dans les traitements de surfaces et notamment les
traitements Plasma (Plasmatreat, IntCo...) en leur demandant s’il était possible de recevoir des
échantillons de films traités. Nous sommes également entrés en contact avec les responsables R&D de
Parckartis (fournisseur de PEP).

Suite a des réunions internes entre les responsables R&D de Parckartis, PEP et de la CECAB,

ils ont discuté ensemble de ce probléme d’adhésion et ont mis au point des méthodes de traitement des
films plastiques.
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- Conclusion -

L’¢étude des phénomenes d’adsorption sur surfaces solides est donc un domaine trés compliqué.
Sa pertinence scientifique se manifeste de plusieurs maniéres dans différents domaines et notamment
dans des applications biotechnologiques telles que la conception de matériaux biocompatibles comme
des implants, des médicaments cibles ... Depuis les années 1970, les scientifiques sont conscients de la
complexité de ce phénomeéne d’adsorption et bien que les recherches aient considérablement
progressées, la compréhension n’est toujours pas claire et le comportement des protéines au contact
d’interface solide reste flou.

La multitude de facteurs influengant I’adsorption des protéines n’arrangent pas cette ***. En
effet, des details comme la composition des solutions (pH, force ionique), la température, la protéine
elle-méme, les techniques de mesure rendent la thématique de 1’adsorption trés compliquée. Des
efforts constants sont sans cesse entrepris afin d’accroitre la précision, la fiabilité des travaux
expérimentaux et une approche étape par étape est nécessaire pour comprendre les phénomene
d’adsorption. On peut supposer qu’il y aura bientdt des solutions qui combineront les avantages de
différentes techniques (résolution spatiale élevée, haute sensibilité...). Des modéeles mathématiques
basés sur des données expérimentales permettent aujourd’hui de tester et d’affirmer certaines
hypothéses[48]. Ces approches de calculs sont prometteuses car elles sont indépendantes des
contraintes expérimentales.

Les résultats présentés sont encourageants car nous avons testé deux techniques différentes et
les films plastiques testés ont réagi de la méme maniere. Pour conclure, nous pouvons dire que le
PEBD et le PP ont des propriétés moins adhésives avec les protéines du blanc d’ceuf contrairement au
LLDPE et au Surlyn qui ont des propriétés beaucoup plus adhésives avec les protéines.

En mettant en commun tous les résultats obtenus (bibliographique et expérimentales), les
liaisons que nous pensons avoir identifiées sont les suivantes : principalement des liaisons hydrogénes
et des interactions hydrophobes. Les liaisons ioniques apparaissent seulement avec le surlyn. C’est
pourquoi ce type de polymére, contenant des groupements carboxyles, est a éviter si I’on souhaite
utiliser la technique de cuisson dans I’emballage.

De plus, notre rencontre avec les responsables R&D de I’entreprise a ét¢ bénéfique. Nous
avons discute sur les réponses a apporter a la problématique du stage afin d’en déduire des solutions a

adopter pour réduire (ou éviter) I’adhésion.

Mais pour bien comprendre ce qui se passe a l’interface, il faudrait observer a I’échelle
nanomeétrique en se focalisant des techniques lourdes comme I’AFM....
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Serpines

Transferrines Ovotransferrine

Annexe n°1

Les protéines du blanc d’ceufs [42] (1/3)

Ovalbumine

Ovalbumine Y

Ovalbumine X

Ovomucoide

Ovo-inhibiteur

Principales propriétés ou activités

- phosphoglycoprotéine sensible & la dénaturation

et en particulier & I'exposition & l'interface air-eau
(Renault et al., 2002; Lechevalier et al., 2003)

- transformation en S-ovalbumine au cours de la
conservation (Smith et Back, 1965 ; 1968)

- protéine présentant un fort caractére hydro-
phobe (Keshavarz et Nakai, 1979 ; Kato et Nakai,
1980)

— source d'acides aminés pour le développement
de I'embryon (Ibrahim, 1997)

- peptides 3 activité immunomodulatrice (Fujita et
al., 1995; Fan et al., 2003)

- peptides a activités antimicrobienne (Pellegrini et
al., 2004; Biziulevicus et al., 2006) et antioxydante
(Hatate, 1996; Davalos et al., 2004)

- non phosphorylée (Nau et al,, 2005)

- pas d’activité antiprotéasique démontrée a ce
jour

- pas d'activité antiprotéasique démontrée a ce
jour

- glycoprotéine trés thermosensible (Matsuda et
al., 1981 ; Yamashita et al., 1998)

- fixe les ions métalliques et en particulier le fer
(Mason et al., 1996)

— activité antimicrobienne (Garibaldi, 1970; Bullen
et al., 1978; Valenti et al., 1983; Baron et al., 1997),
bactéricide (Ibrahim et al,, 2000; Aguilera et al.,
2003)

- activité antioxydante (Li-Chan et Nakai, 1989;
Roxborough et al., 1995)

- activités antivirale (Giansanti et al,, 2002), anti-
fongique (Valenti et al., 1985), et immunomodula-
trice (Hirota et al.,, 1995; Otani et Odashima, 1997;
Rada et al., 2001; Xie et al., 2002)

- peptides & activité antihypertensive (Lee et al.,
2006)

- glycoprotéine fortement glycosylée aux
propriétés antiprotéasiques et notamment anti-
trypsiques (Kato et al., 1987)

— résistante aux traitements thermiques a pH acide
(Lineweaver et Murray, 1947)

- caractére allergéne (Cook et Sampson, 1997),
activité antimicrobienne (Miyake et al., 2000),
peptides & activité immunomodulatrice (Holen et
al., 2001)

- antiprotéase a large spectre d'action (Tomimatsu
et al, 1966; Feeney, 1971; Gertler et Feinstein,
1971; Vered et al,, 1981)

~ activités antivirale, anti-inflammatoire et anti-
mutagéne (Yolken et al., 1987; Frenkel et al.,, 1987)
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Annexe n°1
Les protéines du blanc d’ceufs [42] (2/3)

stromelysine) (Réhault, 2007a)

— activités antimicrobienne (Molla et al., 1987),
anti-inflammatoire et anticancéreuse (rapporté
par Mine et Kovacs-Nolan, 2004)

Ovostatine

- protéine de faible masse moléculaire, inhibiteur
de protéases a cystéine (Fossum et Whitaker, 1968;
Anastasi et al, 1983; Machleidt et al.,, 1989; Bjork
et Ylinenjarvi, 1990)

- activités antimicrobienne (Bjork, 1990; Blan-
kenvoorde et al., 1996; Nakai, 2000), bactéri-
cide (Wesierska et al.,, 2005}, anticancéreuse
(Muehlenweg et al., 2000; Krol et al., 2003a, b),
antivirale (Korant et al., 1985; Ebina et Tskada,
1991)

- protéine fortement basique existant sous deux

formes : non glysosylée (forme majoritaire) et

glysosylée (forme secondaire) (Trudel et Asselin,

1995)

—enzyme de type neuraminidase, activité lytique
Lysozyme contre peptidoglycane des parois de bactéries

- activités antimicrobienne et antivirale

- activité antioxydante (Liu et al., 2006}

- nombreuses applications (conservateurs en

agroalimentaire et utilisations pharmaceutigues)

(Sava, 1996)

— glycoprotéine de trés haut poids moléculaire
responsable de I'aspect visqueux du blanc d'ceuf
— barriére physique vis-a-vis des contaminations,
réle de protection de I'embryon
- protéine difficile & analyser en raison de son
caractére insoluble aprés extraction
. — activité anticancéreuse (Ohami et al., 1993;
a?:‘fomr:;:__?se Yokota et al.,, 1999a, b), peptide anticancéreux
B-ovomucine (Watanabe et al., 1998a; Oguro et al., 2001)
— activité antivirale (Gottschalk et Lind, 1949; Tsuge
et al. 19963, b; 1997a, b; Watanabe et al., 1998b)
- activité immunomodulante (Tanizaki et al,, 1997),
activité hypocholestérolémiante (Nagaoka et al.,

Cystatine

2002)
— peptides a activité antibactérienne (Kobayashi et
al., 2004)
— interaction avec les petites molécules hydro-
phobes
Ovoglycopro- - utilisation en tant que détecteur ou phase
téine stationnaire en chromatographie liquide pour

séparer les énantioméres chiraux de molécules
(5adakane et al,, 2002 ; Fu et He, 2005)

- role dans le développement de I'embryon (diffé-
renciation des chondrocytes et myoblastes) et dans

Ch21 la survie de I'embryon (transport d‘acides gras)
(Descalzi-Cancedda et al., 2001; Gentili et al., 2005)
Cal-gamma _ réle dans le développement de I'embryon (forma-

tion des os) (Pagano et al., 2002)
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Annexe n°1

Les protéines du blanc d’ceufs [42] (3/3)

— existe dans le blanc et dans le jaune mais différe
par la composition en sucres (Hamazune et al.,
1984)

- capacité de fixation de la riboflavine (vitamine
B,), role de transport et stockage d'ions métalli-
ques dans I'ceuf (Smith et al., 2006)

- stabilité thermique de la forme apoprotéine
(Wasylewski, 2000), augmente la stabilité a la
lumiére de la vitamine B2 aprés fixation a la
protéine (Zhong et Zewail, 2001)

- glycoprotéine basique, trés forte affinité pour
la biotine (vitamine H ou Bg) (Green, 1975);
nombreuses applications biochimiques et biotech-
nologiques (Wilchek et Bayer, 1999 ; Nau et al.,
2007b)

— activité antimicrobienne (Green, 1975; Korpela et
al., 1983; Korpela et al., 1984; Banks et al., 1986)

- applications thérapeutiques dans le traitement
contre le cancer (Moro et al., 1997; Corti et al.,
1998; Gasparri et al., 1999; Bickel et al,, 2001;
Hytonen et al., 2003)

— homologie de séquence avec les protéines de
1a famille des BPI, responsables de la destruction
de la membrane interne des bactéries (Elsbach et
Weiss, 1998; Bingle et Craven, 2004)

- potentielle activité antimicrobienne

- protéine chaperonne

- protege de |'agrégation et de la précipitation de
protéines observées dans les maladies d'Alzheimer,
Creutzfeld-Jacob et Parkinson (Poon et al., 2002)

— aucune fonction connue

- métalloprotéase; activité stimulée par les ions
Ca?* et Mn?* et inhibée par Zn?* et Co?* (Petrovic
et Vitale, 1990)

- métalloprotéase (Skrtic et Vitale, 1994)

- métalloprotéase (Réhault-Godbert et al., 2008)
-~ impliquée dans la morphogénése et I'angiogé-
nése (Stilletti et al, 2001; Curry et Osteen, 2003)

- pas de fonction connue

- pas de fonction connue
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Annexe n°2

Spectres représentant la traction des films sur du blanc d’ceuf

Résultat en Traction :
Comparaison entre le LDPE et le PP
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Annexe n°3

Fréquences de vibrations des principales fonctions rencontrées

dans les composes organiques

Compose Vibrations caractéristiques | Fréquence de vibration (cm™)
CH, stretching 2950-2850
Alcane : : =
CHy, déformation 1500-1400
CHy, stretching 3050-3000
Insaturé C=C smerching 1600-1500
Aromatique substitué (CH) 1900-1700
Aromatique bending 800-750
OH stretching 3400 (large)
Alcool C-0 stretching - 1050-1250
OH déformation (172" <3 <Phénol)
Cétone C=0 strerching 1690-1680
. H-C=0 2800-2650
Aldhéhyde C=0 stretching 1710-1700
OH (avec liaison hydrogéne) 3200-2500 (large)
Acide C=0 S_H'e?rchmg 1725-1700
C-0 1440-1395, 1320-1210
OH déformation 950-900
COO smretching 1615-1650
Sel de l'acide antisymeétrique
COO sretching symémrique 1400-1300
C=0 1775-1720
Ester .
Aromatique 1250-1100
NH stretching 3400-3300 (17=2""%)
Amine NH déformation 1650-1550 (1"=2"">Arom.)
C-N stretching 1350-1250 (1*"*<2"*<Arom.)
NH strefching 3350-3070 (1%=2%%)
Amide C=0 1680-1630
NH déformation 1650-1515 (17727
C-N smretching 1180-1040 (177<2"7)
Nitrile C=N 2250
Isocyanate N=C=0 2275
S=0 1100-1000
Sulfone C-S stretching 740-690
SO, 1380-1300
C-F 1400-1000
Halogénure c-cl 1175-630
= C-Br 590-510
C-I 525-485




