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Résumé

Résumé

Les Nanotechnologies offrent des perspectives intéressantes sur le plan
de la sécurité alimentaire. L’implication des nanoparticules dans les denrées
alimentaires est marginalisée malgré leur capacité a pénétrer dans
I'emballage. C'est le cas notamment en agriculture ou dans l'industrie
alimentaire. Elle est donc toujours a la recherche de nouvelles technologies
pour améliorer la conservation, le golt, la saveur et la texture. Danc ce
présent travail 16 souches lactiques déja isolées a partir des produits
fermentés ont été sélectionnées pour cribler leur potentiel probiotique avec
la maitrise de la croissance d’un pathogéne dans une matrice alimentaire
modeéle (La viande de beeuf fraiche) aprés encapsulation dans des
nanoparticules a base d’amidon. Les résultats obtenus montrent que trois
souches présumées d’étre de potentiel candidates probiotique, ces derniéres
renfermées dans les nanoparticules peuvent controlées la croissance de
Listeria ivanovii dans la viande apres quatorze jours de stockage a 4°C. Les
nanoparticules peuvent étre plus réactives chimiquement et plus bioactives
que de grandes particules. Les nanotechnologies risquent de renforcer Ia
dépendance d’agriculture a des techniques basées sur la chimie et une forte
consommation d'énergie. Il y va de l'intérét général de réduire les distances

entre consommateurs et producteurs.

Mots «clés : Bactéries lactique, conservation, denrées alimentaires,

Nanotechnologie, Nanoparticule, viande de beeuf.



Abstract

Abstract

Nanotechnologies offer interesting perspectives in terms of food safety.
The involvement of nanoparticles in foodstuffs is marginalized despite their
ability to penetrate packaging. This is particularly the case in agriculture or in
the food industry. It is therefore always on the lookout for new technologies
to improve preservation, taste, flavor and texture. In this present work, 16
lactic strains already isolated from fermented products were selected to
screen their probiotic potential with the control of the growth of a pathogen
in a model food matrix (fresh beef) after encapsulation in nanoparticles at
starch base. The results obtained show that three strains presumed to be
potential probiotic candidates, the latter contained in the nanoparticles can
control the growth of Listeria ivanovii in the meat after fourteen days of
storage at 4°C. Nanoparticles can be more chemically reactive and more
bioactive than large particles. Nanotechnology threatens to reinforce the
dependence of agriculture on techniques based on chemistry and high energy
consumption. It is in the general interest to reduce the distances between

consumers and producers.

Keywords: Lactic acid bacteria, conservation, foodstuffs,

nanotechnology, nanoparticles, meat.
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Partie I. Introduction

I.1. Introduction

Le monde des nanosciences et des nanotechnologies recouvre les objets
de taille nanométrique dont certains phénomenes et effets sont inattendus.
Ces spécificités leur ouvrent un large éventail d’applications et méme si
certaines sont déja autour de nous, leur potentiel de développement est
considérable, constituent-elles une rupture technologique, wune révolution
scientifique ou plus prosaiquement une étape de [I’évolution vers la
miniaturisation  Associer le préfixe nano aux sciences, aux technologies, aux
particules, aux matériaux, aux objets...,, nécessite de distinguer chacun de ces
termes dont la signification ne revét pas le méme sens. Par exemple, les
propriétés des nanoparticules - qui peuvent s’introduire dans les cellules de
’organisme en raison de leur trés petite taille - ne peuvent étre assimilées a
celles des nanotechnologies dont le vocable couvre notamment les

instruments de mesure et d’observation a Iéchelle nanométrique (Cushen et

al., 2012).

Les nanotechnologies sont un domaine prometteur et un des domaines
dont la croissance est la plus rapide au niveau de la recherche scientifique, du
développement technologique et de l'innovation industrielle. Pour l'industrie
alimentaire, les nanotechnologies offrent des nouvelles perspectives
intéressantes, que ce soit sur le plan de la sécurité alimentaire et du contréle
de la qualité ou bien de nouveaux ingrédients et de ['utilisation plus efficace
d'ingrédients  constitue une innovation en rapide évolution et trés
prometteuse. Cette technologie «consiste a développer des particules
(nanoparticules) d’une dimension au moins inférieure a 100 nm (Haccoun et

al., 2019)

De par leurs petites dimensions, ces particules possedent des propriétés
physicochimiques bien spécifiques telles que résistance, réactivité chimique,
conduction électrique, magnétisme et effets optiques, qui donnent lieu a de
nouvelles applications. Leur taille n’est pas la seule a jouer un réle, comptent
aussi la distribution de taille, la forme et la réactivité de surface, La majeure

partie des applications des nanotechnologies ciblées au secteur agricole et au
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secteur alimentaire. Les nanosciences et nanotechnologies peuvent étre
définies a minima comme [|'ensemble des études et des procédés de
fabrication et de manipulation de structures, de dispositifs et de systemes
matériels a I'échelle du nanometre (nm). A cette échelle, les propriétés
différentes significativement de celles obtenues a une plus grande échelle.

Pourquoi les nanoparticules sont, elles uniques ?

Toutefois, les nanotechnologies suscitent également des questions
auxquelles une réponse doit étre donnée rapidement. Dans le présent avis, on
fait le point sur la situation actuelle et les lacunes au niveau de la définition et
de la classification des nanoparticules. On expose aussi I’état actuel des
connaissances a propos des aspects toxicologiques, des applications et de
['évaluation des risques des nanotechnologies et des nanomatériaux dans la
chaine alimentaire (Dobrucka, 2014). Les problemes posés par la
communication vers les consommateurs et leur perception a propos de ces

nouvelles technologies sont aussi abordés a c6té des aspects stratégiques.

En fin, une communication transparente vers le consommateur, tant par
les industries que par les autorités, est indispensable pour wune
implémentation réussie de  ces "nouvelles"  technologies. Les
nanotechnologies consistent a concevoir, fabriquer et appliquer des

structures, instruments et systemes a I’échelle du nanometre.
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Il.1. Méthode classique de la conservation de I’aliments
Il.1.1. Définition de la conservation d’aliments

La conservation est I’ensemble des procédés de traitement dont le but
est de conserver des aliments, préserver leur comestibilité et leur propriété
gustative et nutritive. Elle implique notamment d'empécher la croissance de
microorganismes et de retarder ['oxydation des graisses qui provoque le
rancissement (Darinmou, 2000). La consommation d'aliments frais est
toujours préférable car la conservation diminue la valeur nutritive des
produits. Autrement dit, les aliments conservés sont moins bons pour la santé
que les aliments frais (Corlien, 2005). Deux objectifs ambitionnés par Ila

conservation sont :

e La stabilisation de l'aliment assurée par un traitement qui bloque ou
freine le développement microbien. S'il s’agit d'un procédé différent de
la conservation au froid, ou obtient des semi-conserves qui doivent étre

transportées et stockées a basse température.

e La stérilisation de l'aliment qui consiste a détruire les microorganismes
et les enzymes de ['aliment. Elle débouche sur des conserves qui
peuvent étre transportées et stockées a température ambiante (Guy,

2007).
Il.1.2. Les différentes techniques de conservation

Il existe plusieurs techniques qui permettent d'augmenter la durée de
vie des aliments et les recherches dans ce domaine sont constantes

(Alexandra, 2001).
Il.1.2.1. Techniques de conservation par la chaleur

Le traitement des aliments par la chaleur est aujourd'hui la plus
importante technique de conservation de longue durée (Darinmou, 2000), Ce
type de conservation a pour but de dénaturer les enzymes susceptibles
d'altération et détruire les micro-organismes présents dans les aliments

(Murielle, 2009).
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a) La pasteurisation

C’est un traitement thermique destiné a détruire des micro-organismes
par la chaleur. Contrairement a la stérilisation qui détruit tous les micro-
organismes susceptibles de se développer dans un produit par [Papplication
d’'une température supérieure a 100°C, I'objectif principal de la pasteurisation
est de détruire la flore pathogene non sporulée et la majorité de la flore non

pathogéne d’altération des aliments (Aquitaine, 2011).

Tableau 1: Les différentes techniques de pasteurisation (Murielle,

2009).

Nomdela Traitement Exemple
technique de

pasteurisation

Température Durée de Ovoproduits, biere,
appliquée traitement soda.
Pasteurisation 63-65 °C Lait, jus de fruits, semi-
basse Quelques conserves, potage.
A o minutes Pasteurisation haute
Pasteurisation 70-75 C
haute
Flash +95 °C Quelques Lait, jus de fruits.
pasteurisation secondes

b) La stérilisation

de maniére générale, consiste a un chauffage du produit a une
température généralement entre 115 et 130 °C pendant une durée déterminée
allant de quelques secondes a plusieurs minutes dépendamment du type de
produit et du procédé utilisé Ce procédé de stérilisation est opéré en
plusieurs étapes soit : (i) la montée de température, (ii) le chauffage a

température constante fixée selon le bareme de stérilisation, et (iii) le
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refroidissement du produit pour éviter de le sur-cuire (Anderson et Friesen,
1974) . La stérilisation, connue également sous le nom d’appertisation, est le
seul procédé thermique que lorsqu’il est appliqué a une conserve de légumes,
elle assure I’élimination complete des formes végétatives et les spores des
microorganismes pathogenes et d’altération. Cette stérilité, dite commerciale,

peut s’étendre jusqu’a 5 années (Chen et al, 2019).

Tableau 2 : Les différentes techniques de stérilisation (Murielle, 2009) .

Nomdela Traitement
technique de ’ , Exemples
re . Température Durée de
stérilisation
appliquée traitement
Stérilisation 110 2 115 °C Quelques Lait, viandes,
Classique minutes [égumes,
poisson
Stérilisation par 140 a 150°C par | Quelques Lait, cremes
ultra haute injection de | secondes fraiche  liquide,
température vapeur potage, jus de
(UTH) fruit

¢) L'Ultra Haute Température

La haute pression (High Pressure Processing, HPP) est généralement
considérée comme agissant sur les membranes en nuisant a leur intégrité, leur
fluidité, leur capacité a échanger des ions et également sur la fonctionnalité
de certains enzymes ou protéines vitales. L’inactivation bactérienne par HPP
dépend de plusieurs parametres comme le type de bactérie, le niveau de
pression, la composition du milieu de traitement ou encore les modalités du

couple temps-température pendant le traitement. La composition du produit
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a décontaminer est aussi importante, certains composants comme les acides
gras ayant un effet protecteur (Cheftel, 1995). L’effet pasteurisateur des HPP
n’est cependant efficace que pour les milieux aqueux d0 a la compressibilité
de l'eau. De ce fait, l'utilisation des HPP n’est pas envisageable pour les
Produits secs. Une récente étude montre cependant I'efficacité de la pression
pour la décontamination de spores bactériennes séches grace a [lutilisation

d’un gaz vecteur (Colas de la Noue et al., 2012).
d) L’appertisation

L'appertisation est un procédé de conservation qui consiste a stériliser
par la chaleur des denrées périssables dans des contenants hermétiques
(boites métalliques, bocaux) (Darinmou, 2000). Les aliments sont chauffés a
+100'C. En fonction de la nature des produits et du temps de chauffage. Les
germes, spores et les enzymes sont détruits, pour une conservation de longue

durée, a I'abri de I'air et de la lumiere (Jean-Pierre, 2000) .
Il.1.2.2. Techniques de conservation par le froid

Le froid est une technique de conservation des aliments qui arréte ou
ralentit I'activité cellulaire, les réactions enzymatiques et le développement
des microorganismes .L’abaissement de la température d’un produit permet
de prolonger dans le temps sa conservation et de différer sa consommation

(Jeantet et al., 2006).
a) Laréfrigération

La réfrigération a pour but de refroidir le produit alimentaire jusqu’a une
température comprise entre -1,5 et 8 °C. Ce refroidissement ralentira la
croissance des microorganismes et la vitesse des changements biochimiques
(réactions enzymatiques, sénescence des fruits et légumes, etc.) des aliments
frais ou transformés. Lorsqu’un aliment est réfrigéré, il doit étre associé a la
chaine du froid qui comprend ’entreposage, le systeme de distribution
réfrigéré et la réfrigération au niveau des commerces de détail. Il est bien
évident qu’une rupture de cette chaine du froid affectera irrémédiablement la

qualité du produit réfrigéré (Bazinet et Castaigne, 2011).

8|Page



Partie II. Synthése bibliographique

b) Lacongélation

Elle constitue la meilleure méthode qu'on utilise aujourd’hui de facon
générale pour conserver durablement les aliments. Les aliments congelés
conservent I'essentiel de leur qualité d'origine- godt, couleuret valeur
nutritive. La conservation des aliments par congélation s'obtient en abaissant
la température du produit a au moins -18° C, ce qui assure la cristallisation de
toute l'eau contenue dans le produit. A ces températures basses, la croissance
microbienne s'interrompt, tandis que I'activité des enzymes destructrices est
ramenée a un niveau tolérable, sans toutefois disparaitre entiérement

(Genéve, 1998).
c) Lasurgélation

Le terme « surgélation » est défini par le décret du 9 Septembre 1964 : il
garantit que le produit est congelé le plus rapidement possible a une
température égale ou inférieure a -18 °C, puis maintenu a cette température

pendant toute la durée de stockage (Jeantet et al., 2007).

Il.1.2.3. Techniques de conservation par séparation et élimination

d'eau (déshydratation)
a) Ladéshydratation

Techniques de conservation par séparation et élimination d’eau
«déshydratation» La technique de déshydratation a pour but d'éliminer
partiellement ou en quasi-totalité I'eau des aliments en vue d'y abaisser
l'activité d'eau "aw'". De plus, I'élimination quasi-totale de I'eau permet une
conservation encore plus longue (Emilie, 2009). Le procédé présente deux
intéréts principaux : l'activité de l'eau du produit ainsi traité atteint des
valeurs suffisamment basses pour inhiber le développement des micro-
organismes et stopper les réactions enzymatiques ; la diminution du poids et
de volume est une économie importante pour le conditionnement, le

transport et le stockage (Darinmou, 2000).
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b) Le séchage

C’est une des méthodes de conservation les plus anciennes. Le taux
d'humidité des produits agricoles baisse de 10 a 15 %, ce qui empéche les
micro-organismes de se multiplier et neutralise les enzymes. On ne poursuit
généralement pas la déshydratation plus loin parce que les produits
deviendraient alors friables. Pour éviter que les aliments s'abiment une fois
séchés, on les stocke a I'abri de I'humidité. Le séchage est en principe simple a
réaliser. Les produits en perdant de l'eau deviennent plus Iégers, ce qui facilite
leur transport. Mais il y a deux inconvénients : les aliments perdent des

vitamines et changent d'aspect (James et kuipers, 2003).
¢) Lalyophilisation

Dans la technique dite de lyophilisation, l'eau est éliminée des aliments
par passage de ['état solide (glace) a I'état gazeux (vapeur d'eau) sans
passage par la phase liquide intermédiaire - transformation directe connue
sous le nom de sublimation. La lyophilisation se fait sous vide, a tres basse
température. C'est la meilleure des méthodes de séchage ,principalement
parce que le produit alimentaire ne subit aucune perte appréciable d'aréme ni

de valeur nutritionnelle (Genéve, 1998).
11.1.2.4. Techniques chimiques de conservation
a) Le fumage

Le fumage ou fumigation consiste a soumettre une denrée alimentaire a
’action des composés gazeux qui se dégagent lors de la combustion de
végétaux (Darinmou, 2000). Il existe deux types de fumage : le fumage a froid
et le fumage a chaud. Le premier consiste a exposer la viande a I’action de la
fumée dont la température est comprise entre 18°C et 30°C. Le fumage peut
durer de quelques heures a plusieurs jours selon le produit désiré. Ce procédé
ne permet qu’une réduction partielle du risque de contamination
bactériologique car la viande fumée a froid restant crue doit étre réfrigérée et
ne se conserve guére plus longtemps que la viande fraiche. Le fumage a chaud

permet de conserver I'aliment grace a la cuisson, la déshydratation et Paction
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protectrice des composants de la fumée. Durant le fumage a chaud, selon les
auteurs, les températures de la fumée varient entre 55 et 80°C méme 130°C et
les températures a cceur de la viande varient de 65°C a 80°C (Knockaert, 1990;

Ahmad, 2003; Woods, 2003) .afin de garantir la destruction des bactéries.
b) Le salage ou la salaison

Cette opération contribue a éliminer une partie de I'eau de constitution
de la matiere premiere .Elle provoque une déshydrations qui diminue Ila
disponibilité de I'eau pour la croissance des germes. Le sel inhibe donc la
multiplication de la plupart des bactéries intervenant dans ['altération, mais

favorise la croissance des halophiles (CEC 31, 1996).
c) L'ionisation ou I'irradiation

L'irradiation des aliments a le méme but que leur traitement par la
chaleur, le froid (réfrigération ou congélation) ou certaines substances
chimiques, a savoir tuer les insectes, les champignons et les bactéries qui en
provoquent la détérioration et peuvent causer des maladies ; ainsi, les
Denrées alimentaires se conservent mieux et plus long temps dans les

entrepots, les magasins et a la maison (Geneve, 1998).
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Il.2. Nanotechnologie

Le terme « Nanotechnologies » quant a lui, dont le préfixe « nano- »
provient du grec vdvog « nain », est attribuable a un Professeur de I'université
de Tokyo. Il a par la suite été popularisé par Eric Drexler en 1986 dans son livre
« Engines of création The comminera of nanotechnology » (Cachan, 2016). Ce
dernier proposait de s’inspirer des systémes biologiques pour créer des
assembleurs moléculaires encore plus perfectionnés que ceux que possedent
les cellules vivantes, et imaginait certaines applications ainsi que des

conséquences, parfois catastrophiques, pour nos sociétés (Cachan, 2016).
1l.2.1. Définition
1l.2.1.1. Nanosciences

Ce sont les sciences fondamentales consacrées a [I'étude des
phénomenes observés dans les structures et les systemes a [’échelle
atomique, subatomique, moléculaire et macromoléculaire, et les
nanotechnologies en sont [|’application, qui permettent le design, Ia
caractérisation, la production et Iapplication de structures, objets et systemes
par controle de la forme et de Ila taille a une échelle nanométrique (Great,
2004). La nanotechnologie selon [I’Autorité européenne de sécurité des
aliments, (European Food Safety Authority ou EFSA) est un « domaine des
sciences appliquées et des technologies impliquant le contréle de la matiere a
I’échelle atomique et moléculaire, normalement en deca de 100 nanomeétres ».
Les propriétés de la matiére a [I’échelle nanométrique Ce qui rend les
nanotechnologies si spéciales tant dans [I’étendue des possibilités qu’elles
offrent que dans les incertitudes qu’elles suscitent, ce sont les propriétés de la
matiére a [|’échelle nanométrique. Le nanomeétre est une grandeur frontiére
entre deux types de lois physiques : les lois « classiques » dont nous avons
’habitude a [I’échelle humaine ou macroscopique, et les lois quantiques,
majoritaires a I’échelle des particules élémentaires. Le fait de changer de taille
de particules va donc entrainer une modification de leur comportement

suivant les lois qui s’appliquent majoritairement, avec des conséquences
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directes sur leurs propriétés de conductivité électrique, de perméabilité
magnétique, de fluorescence, ou leur réactivité chimique en faisant varier le

point d’ébullition, la solubilité, ou I’activité catalytique (Dobrucka, 2014).
Il.2.1.2. Nanotechnologie

Plusieurs définitions sont données des nanotechnologies. Les premiers a
s’y &tre intéressés, les Etats-Unis d’Amérique, ont lancé un programme de
développement des nanotechnologies (le National Nanotechnology Initiative
dés l'année 2000), dans le cadre duquel les nanotechnologies sont définies
comme « la compréhension et le contréle de Ila matiere a [Iéchelle
nanométrique, a des dimensions d’environ 1 a 100 nanométres (nm), a laquelle
des phénomeénes uniques permettent de nouvelles applications. Comprenant
les nanosciences, l'ingénierie et la technologie, les nanotechnologies incluent
la mesure, I'imagerie, la modélisation et la manipulation de la matiére a cette

échelle de grandeur » (Haccoun et al ., 2019)

Les nanotechnologies constituent un important secteur en émergence,
qui selon certains experts constituera un important ~moteur de
développement économique, tout comme ['informatique 1I'a été il y a
quelques dizaines d'années (Monfort et Lecomte., 2008). D'autres
s'inquietent sur les impacts sur la santé et I'environnement des processus de
production des nanomatériaux, des problémes de transport, de stockage
et de «cycle de vie de ces matériaux et prévoient une catastrophe comme
celle des OGM (lbid.,, 2016 ) il n'y a toujours pas, de véritable consensus
scientifique sur la définition des nanosciences et des nanotechnologies.

Néanmoins, bien qu’elle soit encore I’objet de controverse.

» La définition des nanotechnologies s'inscrit dans les balises

suivantes :

e La taille: Des éléments manipulés est de I'ordre du nanometre
(10-9 )  est constituée par I' ensemble des techniques utilisées

pour concevoir, caractériser et produire des matériaux qui ont
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au moins une dimension dans I'échelle nanométrique (Beland

et Patenaude, 2009).

e « L'émergence de ce champ s'appuie sur la convergence avec

d'autres champs apparemment éloignés et dissociés.

e Un mélange de deux logiques de constitution de Ia
connaissance scientifique : d'un c6té la miniaturisation et de

I'autre ’'assemblage atome par atome » (Vinc et al., 2009).
1l.2.2. Les nanomatériaux
11.2.2.1. Définition

Parmi les définitions les plus élaborées, bien que non définitives,
on peut retenir celles qui découlent des recommandations de la Commission
européenne. D’autres définitions ont été proposées par le SCENIHR au niveau
européen (Scientific Committe on Emerging and Newly Identified Health
Risks), ou sont précisées par des normes ISO en France. C’est d’abord le 18
octobre 2011 que la Commission européenne a publié ses recommandations
quant a la définition des nanomatériaux (2011/696/UE). On entend par
nanomatériaux, un matériau, formé accidentellement ou manufacturé
contenant des particules libres, sous forme d’agrégat ou sous forme
d’agglomérat, dont au moins 50 %, dans la répartition numérique par taille,
présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1nm et 100
nm. Cependant, dans des cas spécifiques, lorsque cela se justifie pour des
raisons tenant a la protection de I’environnement, a la santé publique, a la
sécurité ou a la compétitivité, le seuil de 50 % fixé pour la répartition
numérique par taille peut étre remplacé par un seuil compris entre 1 % et 50 %.
Elle est également mentionnée dans cette recommandation, que tout
matériaux est a considérer comme relevant de la définition mentionnée ci-
dessus dés lors qu’il présente une surface spécifique en volume supérieure a
60 m2/cm3. Par dérogation, les fullerénes, les flocons de graphene et les

nanotubes de carbone a paroi simple, présentant une ou plusieurs dimensions
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externes inférieures a 1 nm, sont a considérer comme des nanomatériaux

(Dobrucka, 2014).
» Le document précise d'autre part qu'on entend par:

e "particule" : Un minuscule fragment de matiére possédant des

contours physiques bien définis.

o '"agglomérat" : Un amas friable de particules ou d’agrégats dont la
surface externe globale correspond a la somme des surfaces de ses
constituants individuels ; dans un agglomérat les nanoparticules sont

faiblement liées entre elles et sont faciles a séparer.

o '"agrégat" : Une particule constituée de particules soudées ou
fusionnées. Dans un agrégat les particules sont fortement liées entre
elles et sont difficles a séparer. Ciliaire de Ila surface externe
résultante peut étre plus petite que la somme des aires des surfaces

de chacun des composants.

Cette définition a été discutée, d’autant plus qu’il avait été précisé
qu’elle serait amenée a éventuellement évoluer a partir de 2014. Malgré
plusieurs initiatives en ce sens, aucune nouvelle définition n’a été proposée,
en raison de la complexité des démarches tant scientifiques que politiques.

Cependant une définition serait donnée en 2020.
11.2.2.2. Les déférents types de nanomatériaux
A. Nano-objets

On désigne par nano-objets les matériaux nanostructures qui ont une,

deux ou trois dimensions externes a I’échelle nanométrique :

e Nanoparticules si les 3 dimensions externes sont inférieures a 100
nm (Ex : NP de latex, de silice, d’oxydes métalliques, alumine,

carbonate de calcium).
e Nano -fibres, si 2 dimensions externes sont inférieures a 100 nm.

e Nanotubes, si les nano fibres sont creuses, (nanotubes de carbone).
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e Nano-tiges, si les nano fibres sont pleines, (nano fibres de

polyesters).

¢ Nano-conducteurs, dans le cas de nano fibres électriquement

conductrices ou semi-conductrices .

e Nano-plaques, si une dimension externe seulement est inférieure a

100 Nnm.
¢ Nano-feuillets, (nano feuillets d’argile).
e Nano-couches, nano revétements.
B. Matériaux nano-structurés

Un matériau nano structuré est un matériau qui a une structure interne
ou de surface a I’échelle nanométrique. Il existe 5 catégories de matériaux

nanostructures :

e Poudre nanostructure: composée d’agglomérats ou  d’agrégats
nanostructures, ou  d’une  particule  coeur-écorce  nanostructure
(diamétre nanométrique) + une ou plusieurs écorces d’épaisseur
également nanométrique), ou  encore  d’une capsule nanostructure
composée d’une coque d’épaisseur nanométrique capable d’accueillir

d’autres substances (vide infra.).

e Nano composite Solide: composé d’un mélange de plusieurs matériaux

de phases distinctes dont une ou plusieurs sont des nano phases.

e Nano composite a matrice polymere: contenant au moins une phase
polymeére majoritaire  (équipements  sportifs, modification des

propriétés mécaniques).

e Nano composite a argile polymére: dont la matrice polymére contient

une phase argileuse nano structurée.

e Nano composite a matrice métallique: contenant au moins une phase

métallique majoritaire.
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e Nano composite a matrice céramique: contenant au moins une phase
céramique majoritaire  Nano mousse solide Composée d’une matrice
solide remplie d’'une seconde phase, gazeuse ; il en résulte un matériau

de densité plus faible, comprenant une matrice nanostructure.
C. Matériau nano-poreux

Un matériau nano poreux est un matériau solide contenant des nano
pores : un nano pore est une cavité dont au moins une dimension est a
I’échelle nanométrique. Cette cavité peut contenir un gaz ou un liquide. Des
nano pores reliés entre eux donnent au matériau une certaine perméabilité

permettant des déplacements a travers celui-ci.

e Nano dispersion fluide est un matériau hétérogene dans lequel
des nano-objets ou une nano phase sont dispersés dans une phase
fluide continue de composition différente. On distingue ainsi

plusieurs situations
e Nano suspension : fluide a phase dispersée solide,

e Nano-émulsion: nano dispersion fluide contenant au moins une

nano phase liquide.

e Nano mousse liquide : nano dispersion fluide remplie d’une
seconde nano phase gazeuse ; comme dans le cas de la nano

mousse solide, le matériau est généralement de densité plus faible

e Nano-aérosol : nano dispersion fluide composée d’une matrice
gazeuse et d’au moins une nano phase liquide ou solide ( Krishna,

2015).
11.2.2.3. Classification des nanomatériaux

Nous pouvons distinguer quatre familles de nanomatériaux, en fonction
de leurs formes d’utilisation: les matériaux de dimension 0 sous forme
dispersée, aléatoire ou organisée, les matériaux de dimension 1 sous forme de

nano fils ou de nanotubes, les matériaux de dimension 2 sous forme de
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couche mince, et enfin les matériaux de dimension 3 sous forme compacte

comme dans les céramiques et les métaux nanostructures.
a) Matériaux de dimensiono:

On désigne par nano capsules les nanostructures creuses, dans
lesquelles on peut introduire des substances comme des catalyseurs,
nanoparticules ou cellules biologiques. Ces structures peuvent donc
permettre le transport de médicaments par exemple. Ces nano capsules ont
une solubilité élevée et une résistance potentielle aux enzymes gastriques

pour les applications médicales.

On désigne par fullerénes les formes de carbone pur dont la structure
est constituée de pentagones et d’hexagones. La forme la plus courante des
molécules de fullerene est constituée de 60 atomes de carbones et a un
diametre d’environ un nanometre. Ces nanostructures sont antioxydant, ont
une bonne résistance physique et possédent des propriétés de
supraconductivité a des températures trés basses (absence de résistance

électrique) (Afsset, 2006) .
b) Matériaux de dimension 1

On désigne par nano fils les nano-objets longilignes dont les dimensions
de la section vont d’un nanomeétre a quelques dizaines de nanomeétres et leur
longueur de 500 a 10.000 nanomeétres. Les nanotubes de carbone par
exemple sont des nano fils aux nombreuses propriétés, constitués d’un ou de
plusieurs tubes concentriques. Ils sont formés d’atomes de carbone disposés
en réseau hexagonal ainsi que de deux demi-molécules de fulleréene a chaque
extrémité. Ces nanotubes de carbone sont flexibles, résistants, trés bon
conducteurs, et légers. lls peuvent résister a de trés grandes forces de

tension et de compression.
¢) Matériaux de dimension 2

Ces matériaux sont utilisés pour créer des revétements, pouvant étre
réalisés a partir de nano-couches élémentaires ou de multi-nano couches.

L'intérét est de doter la surface de propriétés mécaniques (dureté), liées a
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’eau (hydrophobe, hydrophile, antiadhésif), chimiques (résistance a |la
corrosion), thermiques (résistance a la chaleur, isolation), biologiques,

électroniques, magnétiques ou encore optiques (Moret ,2006).
d) Nanomatériaux de dimension 3

Les matériaux nano composites disposent de propriétés physiques
particulieres de par leur structure intrinséque (porosité, présence d’un réseau
nanocristallin, microstructure), et ont une grande surface d’échange de par
leurs formes complexes. Les nanoparticules sont produites dans une matrice,
ce qui permet de changer des propriétéds mécaniques, thermiques,

magnétiques ou optiques.

On distingue les composites a matrice organique, ceux a matrice
polymere, a matrice métallique, ou encore a matrice céramique pour les
hautes températures. Mais les propriétés sont aussi en fonction des renforts

de différentes géométries contenus dans ces matrices ( Sargent, 2006).
11.2.3. Les principe nano-vecteurs biologiques
11.2.3.1. Nano vecteurs

Le développement des systémes d’administration controlée a été
grandement influencé par la nanotechnologie. En effet, il est bien établi que
les propriétés et les phénomenes propres a la matiére a cette échelle peuvent
étre trés particulier et fort  différentes de I’état « bulk » (massif). En
particulier, les chercheurs sont désormais capables de développer de

nouveaux  matériaux pour des applications telles que des microsystemes

(catalyseurs, nano senseurs ) (Tourne et al., 2003) .

Les systemes de délivrance contrélée de médicaments représentent un
outil stratégique pour l'industrie pharmaceutique. En effet, cette technologie
s’applique aussi bien a la relance du marché des principes actifs déja créés en
augmentant leur efficacité et en diminuant leurs effets secondaires mais,
également dans la nécessité de tels systémes pour les nouvelles molécules
actives, trés souvent hydrophobes et instables en environnement biologique

(Mal et al., 2003).
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a) Liposomes

Depuis le début des années 80, les liposomes ont été intensivement
étudiés en tant que nano-vecteurs pour de nombreux principes actifs dans le
traitement des cancers et des maladies infectieuses et auto-immunes. Les
liposomes sont des systemes colloidaux vésiculaires de forme sphérique,
biocompatibles et biodégradables, composés d’une bicouche (liposomes uni-
lamellaires) ou de plusieurs bicouches (liposomes multi lamellaires) de
phospholipides organisés en phase lamellaire, et délimitant un ou plusieurs
compartiments aqueux. Du fait de leur taille, de leur double caractére
hydrophile et hydrophobe et de leur biocompatibilité, les liposomes ont
rapidement été considérés comme des candidats prometteurs en tant que
systemes de libération médicamenteux. Les propriétés des liposomes sont
dépendantes de la composition des lipides, de la taille de ceux-ci, de leurs
charges et de la méthode de préparation. Des principes actifs hydrophiles
peuvent étre encapsulés dans la phase aqueuse tandis que les molécules
lipophiles se localisent dans la (les) bicouche(s). Cette association modifiera
profondément le profil pharmacocinétique de la molécule en comparaison de

la libération de celle-ci de maniere classique en solution. (Gabizo et al., 1998).

Cependant, pour certaines applications, les liposomes sont instables du
fait de leur nature phospholipidique. C’est pour cette raison que les chimistes
des polyméres ont développé dessystemes synthétiques a [I’échelle

nanométrique. (Allen et Drugs., 1997).
b) Nanoparticules polymériques biodégradables

L'intérét porté aux développements de nanoparticules polymériques
biodégradables comme systeme de délivrance médicamenteux n’a pas cessé

de croitre ces derniéres années (Panyam et al., 2003).

Les nanoparticules sont des systémes colloidaux, de taille variant entre
100 et 500 nm et dont Ila structure est constituée de polymeres
biodégradables incluant les bio polymeres (Gélatina, Albumine,

Polysaccharides,...) et les polymeres synthétiques (polyacide lactique,
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polyacide glycolique, poly méthacrylate de méthyle, polyuréthane, etc.)

(Panyam et al., 2002).

Le principe actif qui nécessite un contr6le de son administration est soit
dissout, emprisonné, adsorbé, attaché ou encapsulé au sein de Ia
nanoparticule. En fonction de la méthode de préparation, des nanoparticules,
des nano sphéres ou encore des nano capsules peuvent étre obtenues (David

et Pharm., 2002).

Les nanoparticules peuvent étre de type matriciel ; dans ce «cas, le
principe actif peut étre dispersé ou dissout dans la matrice polymére et étre
libéré par simple diffusion du principe actif hors de la matrice ou a la suite de
la biodégradation du polymére dans ’organisme. Les nanoparticules 27
peuvent aussi étre de type réservoir ; dans ce cas, elles sont constituées d’un
noyau central généralement liquide (solution contenant le principe  actif)
entouré par une mince paroi de polymere dont I’épaisseur ne dépasse pas
quelques nanometres. Le choix du type de polymere dépendra de
’application thérapeutique du systeme, de la maniere dont le principe actif

doit étre libéré et de la biocompatibilité.

L’avantage de ['utilisation de ce type de particules en tant que vecteurs
de médicaments provient de leurs deux principales propriétés. Tout d’abord,
leur petite taille leur permet de pénétrer au travers de petits capillaires et
d’étre pris en charge par les cellules et ainsi d’avoir une action efficace sur un
site actif ciblé, de plus, [lutilisation d’un matériel biodégradable permet de
délivrer le principe actif de maniere soutenue pendant plusieurs jours voire

plusieurs semaines (Panyam et al 2003).
c) Cyclodextrines

Elles se présentent sous forme d’oligoméres cycliques du glucose et
comportent de 6 a 12 unités. Les plus abondantes sont les hexameéres (o-
cyclodextrine), les heptamétres (B-cyclodextrine) et les octaméres (y-
cyclodextrine). L’ensemble des groupes polaires (hydroxyles OH) sont localisés

a lextérieur, délimitant ainsi une cavité relativement hydrophobe. Ce
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caractere amphiphile permet aux cyclodextrines d’inclure (partiellement ou en
totalité) dans leur cavité des molécules hydrophobes pour former des

complexes d’inclusion solubles dans I’eau.

En effet, en solution aqueuse, la cavité des cyclodextrines est occupée
par des molécules d’eau. Cette situation énergétiquement défavorable
permet une substitution aisée par des molécules hoétes généralement
hydrophobes. C’est non seulement les interactions faibles (interactions de
Van der Waal, liaisons hydrogénes, interactions hydrophobes, etc.) se formant
entre la cyclodextrine et la molécule, mais aussi la diminution d’enthalpie et
’augmentation d’entropie engendrées par I’expulsion des molécules d’eau qui
sont a [lorigine de la formation d’'un complexe stable. Le caractére
biodégradable de ces oligosaccharides cycliques les prédispose a des
applications importantes dans le domaine pharmaceutique (Uekama et al.,
1998).

L’encapsulation dans les cyclodextrines permet en effet de protéger des
molécules fragiles et d’assurer leur libération lente et contrblée. De plus, la
solubilisation de molécules actives insolubles dans I'eau sous forme de
complexes d’inclusion dans les cyclodextrines permet de disposer de
préparations injectables. Ce processus <s’applique a de trées nombreux
médicaments insolubles dans I’eau et dans les fluides physiologiques (anti-
inflammatoires, stéroides, anti-tumoraux, etc.). La cyclodextrine peut étre
modifiée chimiquement pour optimiser les interactions entre la molécule
encapsulée et la cyclodextrine, pour augmenter la solubilité aqueuse du
complexe d’inclusion ou pour diriger celui-ci vers [lorgane a traiter

(Djedaini et al., 1990).
d) L’amidon

L'intérét croissant pour les nanomatériaux d'origine naturelle et leurs
propriétés uniques conduisent a une recherche intensive dans le domaine des
nanoparticules de polymeres de polysaccharides naturels comme la cellulose,

la chitine et I'amidon. En particulier, l'extraction des particules nanométriques
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a partir de ces polysaccharides naturels fait I'objet d'intenses recherches au
cours de la derniere décennie (Dufresne, 2010). Parmi ces polysaccharides
naturels, les nano cristaux d'amidon dont leur synthése et leur utilisation ont
fait I'objet de nombreuses études. L’approche principale adoptée pour
produire des nano cristaux d'amidon est basée sur I'utilisation d'une hydrolyse
acide pour dissoudre les régions amorphes et para cristallines des granules
d'amidon (Angellier et al, 2005). Cette technique conduit a des
microparticules cristallines qui vont se transformer en nanoparticules de
moins de 100 nm a partir de 10 passages. Chin et al, (2001) ont rapporté Ia
synthése des nanoparticules d'amidon par précipitation de la solution
d'amidon dissous dans ['éthanol absolu dans des conditions controlées. -
D’autres auteurs utilisent un procédé basé sur I'extrusion réactive de ['amidon

réticulé plastifié suivie d'un broyage et dispersion a grande vitesse dans I'eau

(Song et al.,2011).

L'amidon est un polymére naturel, renouvelable et biodégradable
synthétisé par les végétaux supérieurs a partir de I’énergie solaire. Il est I'un
des matériaux de biomasse les plus abondants dans la nature, et il constitue
une source énergétique indispensable a I'alimentation des étres vivants et de
I'homme en particulier. On le trouve dans les organes de réserves des plantes
telle que les céréales (30-80% de la matiére séche (ms)), les tubercules (60-90%
ms), et les légumineuses (25-50 ms). Dans le monde entier les principales
sources d'amidon sont le mais (82%), le blé (8%), les pommes de terre (5%) et le
manioc (5%) a partir de laquelle I'amidon de tapioca est dérivé. En 2010, le
marché de I'amidon du monde a été estimé a 68 millions de tonnesL’amidon
est un composé nutritionnel abondant, renouvelable, peu colteux, qui se
trouve dans les aliments de multiples fonctions comme épaississant, gélifiant,
liant et matiéres sucrantes. Les diverses caractéristiques de [I"amidon lui
conferent de nombreuses applications, plus au moins développées dans ces
derniéres années, dans les secteurs suivants : adhésifs et colles (fabrication
des cartons ondulés, ...), textiles (préparation des chaines de tissage et

d’impression des tissus), industrie chimique (substrat de fermentation,
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liant...), et quelques applications pharmaceutiques et cosmétiques, et il est
devenu une matiere premiére intéressante pour la production de matiéres

plastiques renouvelables et biodégradables.( Hube, 2010)

Aujourd'hui, les principales utilisations de [I'amidon n'ont pas
beaucoup changé, avec pres de 60% utilisé pour la nourriture et 40% pour les
applications industrielles. L’amidon peut étre utilisé comme extrait de la
plante et est appelé «amidon natif», ou bien il subit une ou plusieurs
modifications chimiques pour atteindre des propriétés spécifiques et est
appelé «amidon modifié». Cependant, la plupart des amidons dans leur forme
native ont des limitations qui les rendent moins idéaux pour la diversité des
applications souhaitées. Pour cette raison, souvent I’amidon granulaire utilisé
dans des applications alimentaires ou industrielles est d'abord modifié
chimiquement et |/ ou physiquement pour accentuer leurs caractéristiques
positives, diminuer leurs qualités indésirables (tels que la haute viscosité, la
sensibilité a la rétrogradation, le manque de tolérance de processus), ou
ajouter de nouveaux attributs (rétention, la formation du film, digestibilité,
solubilité,...), tout dépond de leur utilisation finale prévue. L’amidon est un
polysaccharide dont le monomeére est le glucose, de formule (C6H1005) n,
présent sous sa forme cyclique appelée D-glucopyranose (ou D-glucose ou
encore anhydroglucose). Ce cycle adopte la conformation chaise qui est la
plus stable ou les groupements hydroxyles C2, C3, C4 et C6 sont en position
équatoriale. Les unités monomériques de glucose sont liédes par des liaisons
de type éther, appelées glycosidiques, en conformation ( Daniel.,, Whistler et

al 2007).
1l.2.4. Nanoparticule

Il existe de nombreuses définitions du terme « nanomatériau ». La
Commission européenne a proposé en octobre 2011, dans le cadre d’une
recommandation, une définition pour le terme « nanomatériau ». Un
nanomatériau est un matériau naturel, formé accidentellement ou
manufacturé contenant des particules libres, sous forme d’agrégat ou sous

forme d’agglomérat, dont au moins 50 % des particules, dans la répartition
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numérique par taille, présentent une ou plusieurs dimensions externes se
situant entre 1 nm et 100 nm. Est également mentionné dans cette
recommandation, que tout matériau est a considérer comme relevant de la
définition mentionnée ci-dessus des lors qu’il présente une surface spécifique
en volume supérieure a 60 m?/cm3. Selon la norme ISOTS 80004-1, un
nanomatériau est un matériau dont au moins une dimension externe est a
I’échelle nanométrique c'est-a-dire comprise approximativement entre 1 et
100 nm ou qui possede une structure interne ou de surface a [I’échelle

nanométrique (Myriam et Olivier, 2012).
11.2.4.1. Les Classes de nanoparticule

Il existe deux grandes familles de nanomatériaux, possible de
distingué :
a) Les nano-objets: qui sont des matériaux dont une, deux ou trois

dimensions externes se situent a [I’échelle nanométrique c'est-a-dire

approximativement entre 1 et 100 nm (Alessandrini et al., 2003)

b) Les matériaux nanostructures: qui possedent une structure interne

ou de surface a I’échelle nanométrique.

C) Les agrégats et agglomérats de nano-objets: Les nano-objets peuvent
se présenter soit sous forme individuelle (c'est-a-dire sous forme de
particules primaires) ou soit sous forme d’agrégats ou d’agglomérats

dont la taille est sensiblement supérieure a 100 nm.

d) Les nano-composites: Ces matériaux sont composés pour tout ou
partie de nano-objets qui leur conférent des propriétés améliorées ou
spécifiques de Ila dimension nanométrique. Les nano-objets sont
incorporés dans une matrice ou sur une surface afin d’apporter une
nouvelle  fonctionnalité ou de  modifier certaines  propriétés
mécaniques, magnétiques, thermiques, etc. Les polyméres chargés de
nanotubes de carbone utilisés dans le secteur des équipements
sportifs, afin d’améliorer leur résistance mécanique et de diminuer

leur poids, constituent un exemple de nano-composites.
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e) Les matériaux nano-poreux: Ces matériaux possédent des pores de
taille nanométrique. Les aérogels de silice sont des matériaux nano-
poreux qui présentent d’excellentes propriétés d’isolation thermique.
Les nanomatériaux produits de facon intentionnelle par 'Homme a
des fins d’applications précises et possédant des propriétés
spécifiques sont nommés «nanomatériaux manufacturés Parmi ces
nanomatériaux manufacturés, certains sont produits depuis déja de
nombreuses années dans des tonnages importants tels que le dioxyde
de titane, le noir de carbone, I'alumine, le carbonate de calcium ou Ia
silice  amorphe. D’autres plus récents sont fabriqués dans des
quantités moindres tels que les nanotubes de carbone, les quantum
dots ou les dendrometres. Il existe également des nanomatériaux
produits par I’homme de facon non intentionnelle, appelés parfois
particules ultrafines, issus de certains procédés thermiques et
mécaniques tels que les fumées de soudage ou de projection

thermique, les émissions de moteurs a combustion (Baggs et al,
1997)-

11.2.4.2. Application des nanoparticules

Toutes les grandes familles de matériaux sont concernées : les métaux,
les céramiques, les diélectriques, les oxydes magnétiques, les polyméres, les
carbones, etc. Du fait de leurs propriétés varides et souvent inédites, les
nanomatériaux recelent de potentialités tres diverses et leurs utilisations
ouvrent de multiples perspectives. Les nanomatériaux permettent ainsi des
innovations incrémentales et de rupture dans de nombreux secteurs d’activité
tels que la santé, l'automobile, la construction, I’agroalimentaire ou encore

I’électronique.

a) Automobile, aéronautique et aérospatial: matériaux renforcés et plus
légers ; peintures extérieures avec effets de couleur, plus brillantes,
anti-rayures, anti-corrosion et anti-salissures ; capteurs optimisant les

performances des moteurs ; détecteurs de glace sur les ailes d’avion ;
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additifs pour diesel permettant une meilleure combustion ;

pneumatiques plus durables et recyclables...

Electronique et communications: Mémoires a haute densité et
processeurs miniaturisés ; cellules solaires ; bibliotheques électroniques
de poche ; ordinateurs et jeux électroniques ultra-rapides ; technologies

sans fil ; écrans plats...

Agroalimentaire : Emballages actifs; additifs: colorants,

antiagglomérants, émulsifiants...

Chimie et matériaux: Pigments; charges; poudres céramiques;
inhibiteurs de corrosion; catalyseurs multifonctionnels; textiles et

revétements antibactériens et ultra-résistants...

Construction: Ciments autonettoyants et anti-pollution, vitrages

autonettoyants et anti-salissures ; peintures ; vernis ; colles ; mastics...

Pharmacie et santé: Médicaments et agents actifs ; surfaces adhésives
médicales  anti-allergénes ; médicaments  sur  mesure  délivrés
uniquement a des organes précis ; surfaces biocompatibles pour
implants ; vaccins oraux ; imagerie médicale...Cosmétique: Crémes
solaires transparentes ; pates a dentifrice abrasives ; maquillage avec

une meilleure tenue...

Energie: Cellules photovoltaiques nouvelle génération ; nouveaux
types de batteries ; fenétres intelligentes ; matériaux isolants plus

efficaces ; entreposage d’hydrogéne combustible...

Environnement et écologie: Diminution des émissions de dioxyde de
carbone ; production d’eau ultra pure a partir d’eau de mer ; pesticides
et fertilisants plus efficaces et moins dommageables ; analyseurs

chimiques spécifiques...

Défense: Détecteurs d’agents chimiques et biologiques ; systémes de
surveillance miniaturisés ; systéemes de guidage plus précis ; textiles

légers et qui se réparent d’eux-mémes (Barlow et al ., 2005).
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11.2.4.3. Propriétés physiques et physico-chimiques des

nanoparticules

Bien que le présent avis porte sur les nanoparticules intentionnellement
produites (nanoparticules manufacturées), il existe d’autres nanoparticules
produites soit par des processus naturels soit a I'occasion d’activités d’origine
humaine. L’ensemble des nanoparticules peut se décrire en fonction de

différents paramétres :
e leurs sources (naturelles et/ou anthropiques);;
¢ leurs dimensions et leurs formes

eleur composition chimique (particules carbonées, particules
organiques,  sulfates, nitrates, particules métalliques ou céramiques,
polymeres et autres). Les nanoparticules d’origine naturelle et/ou
anthropique se  retrouvent mélangées dans I'atmosphére. Celles-ci, appelées
en général particules ultrafines, proviennent de combustion diverses, Ia
plupart d’origine anthropique ou de réactions entre composés gazeux
(réactions gaz-solide) avec par exemple formation de chlorure d’ammonium
(suite a la réaction entre I'acide chlorhydrique et "ammoniac), de sulfates,
de nitrates, de  constituants  organiques, etc. Les  nanoparticules
atmosphériques correspondent en général a un aérosol avec un spectre
granulométrique  étendu, qui déborde celui des nanoparticules, qui
constituent la partie inférieure du spectre. Les virus qui se trouvent a l'origine
dans le domaine des nanoparticules, sont fixés sur d’autres particules en
général plus grosses. Le dépdt actif du radon (ou de gaz de fission) a fait
’objet de nombreuses études en liaison avec la radioprotection dans les
mines d’uranium. Non fixé sur I'aérosol atmosphérique, il correspond a des

particules d’environ 1,5 nm (Alessandrini et al ., 2003).
11.2.4.4. Parameétres caractéristiques physiques des nanoparticules :
a) Taille:

On appelle nanoparticules, ou particules ultrafines, les particules de

dimension inférieure a 100 nanomeétres (nm), en notant que cette valeur est
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arbitraire, choisie par I'observation mais non représentative d'une quelconque

barriere physique.

Les particules nano-structurées sont des agglomérats comportant des
caractéristiques structurelles inférieures a 100 nm qui peuvent influer ses
propriétés physiques, chimiques et biologiques. Ce sont des groupes de
particules lides par des forces relativement faibles, comme les forces de Van
der Waal, les forces électrostatiques ou encore les forces provoquées par les
tensions de surface. Leur dimension totale peut étre supérieure a cette valeur
de 100 nm mais c'est « leurs éléments constitutifs » qui sont de taille inférieure

ou égale a 100 mn.

On considérera dans cette étude bibliographique a la fois les
nanoparticules et les agglomérats (pouvant atteindre 10000 nm environ, tout

du moins pour une des trois dimensions de I'espace) (Herve et Bazin, 2007).
b) Diamétre équivalent

Les nanoparticules sont rarement sphériques, mais plutét de formes
irréguliéres. 1l est donc nécessaire pour caractériser la taille de ces particules,
de définir des diamétres qui seront associés a d'autres propriétés. Ces
diametres sont les suivants: diametres équivalents en  masse, en volume,
optique, diameétre aérodynamique, de Stokes, thermodynamique, de mobilité
électrique. Nous définissons ici les plus utilisés. Le diamétre équivalent en
masse correspond au diamétre d'une sphere de méme densité et de méme
masse que la particule étudiée. On le notera (dm). Le diamétre équivalent en
volume (dV) correspond au diametre d'une sphére de méme volume que la
particule, en incluant les cavités inaccessibles par le fluide environnant. On
peut donc confondre diametre équivalent en masse et en volume pour les
particules non poreuses. Le diametre aérodynamique correspond au
diamétre d'une sphére de densité égale a 1, ayant pour vitesse de chute dans
le gaz celle de la particule considérée. Ce parametre, sans unité, relie force de
trainée de la particule a la force de trainée d'une sphere de méme volume que

la particule ( Marchand, 2008).
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c¢) Forme des particules

Les diamétres équivalents ne suffisent pas toujours a caractériser
complétement les nanoparticules. On définit également la forme des
particules a [I'aide de plusieurs facteurs. Facteur de forme dynamique,
morphologie fractale des particules, diameétre des particules primaires,
nombre de particules primaires, rayon de giration de I'agrégat... ces différents
parametres permettent de caractériser plus précisément les particules, mais
surtout les agrégats de particules, pouvant prendre des formes complexes

(CNRS, 2006).
d) Propriétés de surface

Les réactions ayant lieu entre les nanoparticules et le milieu environnant
se produisent pour la majorité a la surface de ces particules. On pourra donc
caractériser les nanoparticules en fonction de la surface exposée, ou tout du
moins les comparer entre elles a surface exposée égale. Les nanoparticules
réagissent aussi en fonction de la nature et de la composition de la surface :
présence de sites actifs comme des ions métalliques ou des radicaux,

caractere hydrophile/hydrophobe, charges superficielles (Sargent, 2006).
Il.2.5. Encapsulation et nano vecteurs

Le terme «nano-vecteur» recouvre une gamme incroyablement large

d’assemblages.

supramoléculaires utilisés pour véhiculer d’autres molécules et les isoler
du milieu extérieur. Les premiers exemples sont les liposomes, connus depuis
les années 60 et étudiés pour ce type d’applications depuis les années 9o
D’autres nano-vecteurs reposent sur lutilisation de capsules virales vidées de
leur contenu, de nanotubes de carbone ou de nanoparticules de silice méso
poreuse. La liste est longue et extrémement variée, car Iimagination et
ingéniosité des chercheurs sont les seules limites a [Iélaboration d’un

prototype de nano vecteur (Nagaoka et al., 2007).
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e On peut diviser grossierement les nano-vecteurs en trois

catégories :

a) Les nano capsules et les liposomes, coquilles creuses pouvant contenir
une solution ou suspension isolée du milieu extérieur. Il s’agit souvent
d’'une suspension aqueuse pour un médicament hydrophile (Yu et al,

2006).

b) Les nano sphéres, les nanoparticules et les micelles, sans
compartiment intérieur, de forme plus ou moins sphérique. Les
interstices de la matrice peuvent accueillr des molécules, souvent
hydrophobes, car le coeur de la nano sphére est souvent plus

hydrophobe que sa coquille (Muller et al., 2000).

¢) Les dendrométres : des molécules sphériques branchées répétitives a
structure arborescente. L’intérét des dendrometres vient de leur rigoureuse
monodispersité, de leur symétrie extrémement prévisible, et des propriétés
des coquilles externes (la surface) et internes (entre le coeur du dendrométre
et la coquille externe) : comme chaque «niveau» peut théoriquement é&tre
constitué de  monomeres différents, la  personnalisation est infinie

(Kesharwani et Lyre, 2015).
11.2.6. L’ intérét pour les nanotechnologie

Les nanotechnologies et les nanomatériaux représentent un nouveau «
monde » ou la matiere possede des propriétés tres différentes de ce qu’elle
présente a une échelle plus grande ou a I’échelle macroscopique. Rappelons
que la diminution de la taille des matériaux va se traduire par le fait que leur
surface va occuper une place de plus en plus grande par rapport a leur volume
: le ratio Surface/Volume est alors plus important. Cela va conduire a I’échelle

nanométrique :

a) a ce que la fraction des atomes sur la surface soit tres importante, de

I’ordre de 80% des atomes du matériau .
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b) a la prépondérance de la surface et des forces surfaciques par rapport

aux forces volumiques .

C) a une plus grande réactivité de la matiére : les réactions chimiques se
produisant a la surface, il va en résulter que les propriétés de surface
(échanges, adhérence, réactions chimiques) vont dominer les
propriétés du volume, et Ion va observer des comportements de Ia

matiére totalement différents.

d) points d’ébullition et points de fusion différents aux deux échelles

nanométrique et classique .

e) le point de fusion n’est plus a une température identique a Ia
température des solidification: le matériau va présenter une hystérésis
centrée autour de la température de transition de phase du corps
macroscopique, et cette hystérésis va dépendre de Ila taille de Ila

nanoparticule .
f) lasolubilité va augmenter.

g) la dureté et la durabilité seront différentes, généralement plus élevées

pour les Nanos par rapport au matériau macroscopique.

h) la couleur et la fluorescence vont changer : l'or est rouge a I’échelle

nanomeétrique.
Il en sera de méme pour de nombreuses autres propriétés, par exemple :

la perméabilité magnétique, la conductivité électrique, la réactivité chimique

(Ramesh et al., 2013).
11.2.7. Origine et compréhension de ces différences

Tous ces phénomenes peuvent étre expliqués a partir des effets
quantiques, des propriétés de surface et, pour les effets biologiques et les
applications médicales, a partir de I'analogie entre I’échelle de ces réactions et

celle alaquelle se produisent les processus biologiques :

o lLes effets de surfaces et interfaces, comme nous venons de le

montrer, vont jouer un réle important dans des phénoménes comme la
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catalyse, la fonctionnalisation, I’administration des médicaments, ou
dans lisolation thermique et l'imperméabilité pour les vétements ; de
ce fait, des membranes nanostructures seront tres efficaces pour le

traitement de I’eau ainsi que la désalinisation de I’eau salée ;

e Lles effets quantiques vont dominer les propriétés des matériaux, et
remplacer celles qui accompagnent la physique classique. On explique
ainsi, a cette échelle, la coloration rouge de I'or, mais aussi la

transparence du dioxyde de titane et du cuivre.

I en est de méme aussi de la possibilité d’ajuster les propriétés en
fonction de la taille des objets ou encore d’utiliser I'effet tunnel pour réaliser
des outils quantiques, comme le microscope a effet tunnel ou la mémoire

flash pour I'informatique ;

e Les tailles des objets nanométriques étant de l'ordre de grandeur de
celles des phénomeénes biologiques, on peut disposer d’outils et de
traitements mieux adaptés ces phénoménes et donc conqus de fagon

a conduire a une meilleure précision (Glen et Guozhong., 2012).
11.2.8. Caractéristiques, intéréts et enjeux des nanotechnologies :

Les nanoparticules possedent des propriétés physicochimiques et
électrostatiques tres particulieres, en raison de leur taille nanométrique et
surtout en raison de leur surface puisqu'elles quittent «l'univers de la chimie
et de Ila physique classique pour entrer dans celui de Ila mécanique
quantique»  ( Wiesner et Bottera, 2007). La taille nanométrique, le ratio
surface/volume élevé, la complexité chimique, la nature et 1 'expansion des
faces  minéralogiques leur conférent  des propriétéds  magnétiques, de
réactivité chimique, de résistance mécanique et de conductivité thermique
.(Bhatt et Tripathi , 2011) qui permettent de nombreuses applications dans
des domaines trés variés, allant du textile, aux cosmétiques, de I'alimentation
a l'imagerie médicale, de la vectorisation de médicament a 1 'environnement,

en passant par 1' électronique, la chimie, le batiment, etc (Bottera, 2006).
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1l.2.9. Domaines d’applications et enjeux

Les domaines d’application sont trés vastes et les effets de taille a
I’échelle du nanometre sont déja exploités depuis fort longtemps. Le verre en
est un bon exemple puisque deés le XVle siecle les verriers de Murano ont
donné une couleur rubis a leurs produits en ajoutant un peu d’or. Les
connaissances scientifiques récentes ont démontré que les atomes d’or par
un traitement thermique approprié forment des agrégats nanométriques qui
donnent cette fameuse couleur rubis La plupart des produits verriers actuels,
tels que les verres optiques photochromes devenant plus sombres au soleil -
sont congus sur le méme principe par intégration d’agrégats nanométriques

de sel d’argent a I’origine de la coloration foncée.

Les quelque domaines d’application présentés, le sont avec quelques
unes de leurs données économiques, tout en essayant de distinguer ce qui
releve des nanoparticules ou des systémes qu’elles permettent de construis
Industrie de [Iélectronique et des communications La microélectronique a
pour but de fabriquer des circuits intégrés, de semi-conducteurs, des
transistors..., contenant des puces électroniques, véritables «coeur du systeme
». En 2007, prés de 500 milliards de puces ont été fabriquées pour un chiffre
d’affaires total de 260 milliards de dollars. La maftrise de la fabrication de ces
composants se mesure a |’échelle atomique, I’électronique faisant ainsi partie
intégrante des nanotechnologies. Dans les circuits intégrés, tels que ceux
constituant les microprocesseurs les fabricants parviennent a assembler
plusieurs centaines de millions de transistors de taille inférieure a 100
nanomeétres. Cette miniaturisation des composants a suivi la logique de la loi
de « Moore » - diminution de la taille et accroissement de la puissance d’un
facteur 2 tous les 18 mois - qui s’est accélérée en passant a [I’échelle
nanométrique. Actuellement, les plus petits composants en fabrication
industrielle atteignent une taille de 65 nm et descendront bientdét a 45 voire a
32 nm. Aller au-dela par la voie descendante n’est pas envisageable en [I'état
actuel des procédés de fabrication et se heurtera t6t ou tard aux limites de la

matiere. Cette miniaturisation permet d’accroitre les fonctionnalités associées
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au composant (puissance, volume de stockage des mémoires..) tout en
diminuant sa taille et sa consommation électrique (Académie des

Technologie, 2004 ).

I1.2.9.1. Industrie pharmaceutique, biotechnologique et des soins de

santé:

A

Le développement des nanotechnologies est a [lorigine de plusieurs
évolutions capitales dans le domaine de la santé tel le développement de bio
puces et de biocapteurs, mesurant quelques centimetres. Les plus
performants de ces dispositifs peuvent caractériser I’équivalent de 4 génomes
humains a partir d’une seule goutte de sang ou de salive. Appliquées aux
médicaments, les nanotechnologies permettent d’encapsuler une molécule
biologiquement active dans un nano vecteur adapté pour se fixer
spécifiquement au niveau ou a lintérieur des cellules que I'on veut traiter
évitant ainsi la toxicité a I'édgard de certains organes vitaux ou la destruction
par les cellules du foie. La miniaturisation permet également d’envisager des
dispositifs biomédicaux in situ substitutifs aux organes défaillants. Le marché
mondial des nanoparticules utilisées dans le secteur des bio médicaments et
des produits pharmaceutiques, s’éleve a 170 millions de dollars en 2005, il
atteint a 205 millions de dollars en 2006. Il pourrait dépasser les 685 millions

de dollars pour 2012, selon le rapport sectoriel « bcc Research » de novembre

2007 (Afnor, 2006).
11.2.9.2. La cosmétologie

Dans les produits cosmétiques, deux types de nanomatériaux -nano-
émulsions et nano-pigments sont actuellement incorporés en raison de
I’efficacité de leurs principes actifs principalement pour les crémes solaires, de
soins dermatologiques ou capillaires. Leur petite taille cumule plusieurs
avantages, et une bonne tolérance cutanée des nanoparticules de dioxyde de

titane étant inertes, insolubles et non toxiques.

L’application du principe de précaution doit permettre d’écarter toute

nanoparticule dés lors que ses risques de toxicité ne sont pas analysés. Il doit
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aussi s’appliquer aux personnes qui manipulent dans leur milieu professionnel
des nanoparticules pour les incorporer aux différents produits : tenues de
protection spécifique, salles de travail isolées et équipées d’une ventilation

adéquate (Jean et Dupuy, 2004).
11.2.9.3. L’agroalimentaire

Les orientations actuelles de Ila recherche agroalimentaire dans le
domaine des nanotechnologies, s’intéressent, entre autre, a la création
d’aliments dits« intelligents » agissant interactivement en fonction du golt ou
des besoins nutritifs du consommateur : changement de couleur, apport

nutritif complémentaire...

D’autres applications pourraient étre envisagées comme lintégration de
nanoparticules au sein des emballages alimentaires ayant pour effet
d’augmenter le temps de conservation des produits ou le développement de
nano-dispositifs de surveillance des aliments de leur lieu de production a

travers toute la chaine de transformation...

I faut noter [I’extréme sensibilité de ce domaine d’application des
nanotechnologies, I'alimentation étant un sujet touchant a [lintégrité de Ia

personne (Jean et Dupuy, 2004).

Il.2.10. Application dans le domaine de  [Pagricultureet de

’alimentation

Mieux comprendre les applications actuelle set Potentielles des
nanotechnologies a I'alimentation et a [Iagriculture Plusieurs rapports
d’organisations internationales et publications scientifiques permettent de
décrire le paysage des applications alimentaires et, dans tous les «cas,
’information est largement fondée sur la volonté commerciale de I’entreprise
a communiquer sur [loriginalité du produit et sur la contribution des
nanotechnologies a son développement. Dans un avenir proche, I'autorisation
de mise sur le marché européen conditionnée par une évaluation positive des
risques par I’Autorité européenne de Sécurité des Aliments (EFSA, pour

European Food Safety Authority) devrait ouvrir la voie a un enregistrement
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plus rigoureux des produits destinés au marché de [Ialimentation. Nous
présentons quelques applications et produits selon lPordre suivant: production
végétale, transformation et modification des aliments, emballage et

conservation des aliments, historique et tracage des aliments :
11.2.10.1. Production végétale

Un petit nombre d’intrants agricoles, engrais et pesticides, exploitent les
nanotechnologies pour développer de nouvelles matiéres actives et
formulations, dans le but de mieux cibler I'application, de maitriser les doses,
de favoriser le rélargie progressif des substances actives, leur prélévement
par les organismes cibles et leur mobilité dans ceux-ci, afin également de
nano-encapsuler des groupes de substances actives et d’en favoriser les
synergies. Les potentialités apparaissent importantes, mais le secteur de Ia
production agronomique utilise peu une technologie qui développe ses
concepts et ses techniques principalement dans les secteurs de la santé, de
informatique et de [I’énergie. Quelques fertilisants contiendraient des
micronutriments nano-structurés (oxydes et carbonates de zinc, calcium,
magnésium, molybdéne, sulfates de fer, cobalt, aluminium, etc.). Les produits
issus de nanotechnologies offrent également des potentialités en vue de Ia
décontamination des sols, au moyen notamment de poudre ultrafine de fer
nanostructure (Tiju et Morrison, 2006). Un autre secteur d’application
important concerne [I’assainissement des eaux par nano filtration, exploitant
notamment des filtres a nano fibres d’oxyde d’aluminium éliminant jusqu’au
plus petit agent biologique, ou a nanoparticules de lanthane absorbant les
phosphates en solution dans les eaux, réduisant ainsi I’eutrophisation et les
proliférations d’algues associées a ce phénoméne dommageable pour la santé

et ’environnement (Tiju et Morrison, 2006).

L’agriculture dite ”de précision” vise a optimiser la productivité végétale
en adaptant le traitement des plantes et des sols - application d’engrais et
pesticides, travail du sol, irrigation et drainage, etc. aux variations locales et
temporelles des besoins des plantes sur la parcelle agricole. Elle nécessite la

mesure de multiples variables biologiques et environnementales, Ia
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transmission et l'intégration des données dans des modéles d’élaboration du
rendement qui optimisent la production en réduisant les colts économiques
et écologiques Elles proposent également des systemes de rélargie ciblé et
progressif de substances bioactives sur les cultures, indispensables aux fins de
cette agriculture de précision, dont le concept, élaboré il y a plus de vingt ans,
tarde a se traduire dans la pratique, faute des dispositifs techniques efficaces

et économiquement justifiés (Tiju et Morrison, 2006).
I1.2.10.2. Transformation et modification des aliments

Les produits et procédés issus des nanotechnologies devraient
permettre de modifier les qualités nutritionnelles et fonctionnelles des
aliments, mais les allégations des fabricants relatives aux produits sur les
marchés sont actuellement peu étayées, et on peut attendre un réle accru des
autorités d’évaluation et de contréle a ce niveau. En particulier, PEFSA a pour
objectif d’étendre ses missions d’évaluation des aliments en Europe a celle
des bénéfices pour la santé des consommateurs, au-dela de la question des
risques, ce qui devrait clarifier les effets attendus des nouveaux aliments,
additifs et suppléments alimentaires, a relativement court terme, incluant
ceux développés par nanotechnologies. Parmi les applications prometteuses
des nanotechnologies a [Ialimentation, les systémes de nano-formulation de
substances bioactives, permettant leur adressage ciblé dans [l'organisme et
augmentant leur biodisponibilité, sont mis en avant (Bouwmester et al.,
2009). Par exemple, différents systemes de nano-encapsulation de nutriments
et micronutriments, facteurs antimicrobiens et ar6mes, s’inspirant du secteur
pharmaceutique, mais innovant par le développement de nanostructures
dérivédes de lipides et de polymeéres naturels (polysaccharidiques et
protéiques), augmenteraient la stabilité des substances bioactives dans le
systeme digestif et rendraient plus efficace leur administration orale, donc
leur utilisation alimentaire (Bouwmeester et al., 2009). Concernant la
transformation des aliments, c’est la protection antimicrobienne par
I'utilisation de filtres (par exemple, nano-céramiques) et de revétements

nano-structurés (par exemple, argent nano particulaire) qui constitue le
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débouché majeur des nanotechnologies a ce niveau, tel qu’on peut se le

représenter aujourd’hui (EFSA JOURNA, 1673).
Il.2.11. Emballage et conservation des aliments

Les emballages alimentaires utilisent des nanoparticules et des
nanomatériaux composites afin de moduler et de renforcer leurs propriétés
de perméabilité chimique, microbiologique et thermique, d’augmenter leur
résistance et leur durée de vie, permettant du méme coup une réduction
d’épaisseur et de masse, de repousser les aérosols et les poussieres, de
séquestrer I'oxygéne, freinant par ces effets la détérioration du produit. Ainsi,
des polyméres plastiques integrent des argiles nano-structurées afin de
réduire la perméabilité aux gaz, des nanoparticules d’argent et d’oxyde de
zinc protégent contre les microorganismes pathogenes, des nanoparticules
de dioxyde de titane filtrent les rayonnements ultra-violets, du nitrure de
titane nano-structuré augmente la résistance mécanique, un revétement a
base de nano-silice développe une surface hydrophobe, donc a faible
mouillabilité, etc. C’est au niveau des emballages dits ”intelligents que les
nanotechnologies semblent innover le plus. On qualifie - un peu vite sans
doute - d’intelligent un matériau dont les propriétés (optiques,
magnétiques, chimiques, etc.) sont modifiées par un stimulus de
’environnement, lui permettant de réagir aux conditions du milieu ou
d’informer un observateur ou un dispositif de régulation. Cette technologie
utilise des nano-capteurs, incorporés a I’emballage ou posés en surface, qui
permettent de détecter des variations de température ou d’humidité des
produits stockés, ou encore des substances issues de la dégradation ou de la
contamination microbiologique de la denrée alimentaire. Cette technique est
également appliquée a la protection directe des denrées, en appliquant les
nano capteurs a leur surface ou en les y intégrant. A titre d’exemple, une
firme a développé un "spray de détection de contaminants bactériens

(salmonelles et colibacilles) (Tiju 2006).
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I1.3. Innovation et nanotechnologie
11.3.1. Définition

L'innovation a fait I'objet de plusieurs définitions, en voici

quelques-unes :

e Dans le sens le plus strict, [Iinnovation technologique est Ia
transformation d’une idée vers un produit vendable, soit nouveau soit
amélioré, ou un processus opérationnel dans I'industrie ou le commerce

(Christensen, 2000).

e L’implémentation réussie des idées créatrices dans une organisation,
par le biais de [lutilisation des ressources avec le but de satisfaire un

besoin (Belski, 1999).

e La création, I’évolution, I'échange et [I’application de nouvelles idées
pour créer des biens et des services commercialisables, en vue du
succes d’une entreprise, de la vitalité économique d’une nation et du

progres de ’ensemble de la société (Amidon, 2001).

Théoriquement, les nanoparticules ont le potentiel de migrer vers les
produits alimentaires emballés, mais les évaluations des risques ne sont
toujours pas concluantes (Souzaet Fernando, 2016). Les interactions entre
les  matériaux  desdits emballages et les aliments peuvent entrainer un
phénomeéne de migration de matieres. Il est déja prouvé que dans les
emballages alimentaires conventionnels les  polymeres et les  additifs
chimiques (Bisphénol A, les phtalates) ont la possibilité de migrer de
I'emballage vers les produits alimentaires . Il en résulte d'une part 1
'incorporation des  nanoparticules dans les aliments destinés a Ia
constituants des aliments par les emballages (PIP/COLEACP, 2011). Peut
détériorer alors la qualité des aliments et donc leur ingestion peut
entrainer des troubles divers chez I'humain. Les sujets de préoccupation
restent le potentiel et |'ampleur de la migration de ces nanoparticules et

leur degré de toxicité (FAO/OMS, 2011; Bumbudsanpharoke, 2015).
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De plus, dans «ce domaine alimentaire, une seule technique
d'évaluation n'est pas suffisante pour fournir toutes les informations. Des
procédures de fractionnement supplémentaires et des méthodologies de

détection combinées sont nécessaires (Huang et al., 2015; Stérmer et al.,,

2017). Dans les échantillons plus complexes, tels que les denrées
alimentaires, la  combinaison de plusieurs techniques sont fortement
recommandées, et devraient comprendre au minimum la microscopie

(microscopie a force atomique (AFM), électron a balayage (SEM) et
microscopie  électronique  a transmission (TEM), la chromatographie, la
spectroscopie, la centrifugation, ainsi que Ila filtration et les techniques

connexes) (Duncan et Pillali, 2014).
11.3.1.1. Les applications de la nanotechnologie pour les matériaux

en contact avec les aliments et les emballages alimentaires
représentent la plus grande part du marché actuel. Celles liédes au
conditionnement des aliments s'imposent rapidement comme une réalité
commerciale. La majeure partie des applications sont actuellement au stade
de recherche-développement (Chaudhry et al.,, 2008). matériaux en contact
avec des aliments intégrant des nanomatériaux pour de meilleures propriétés
d’emballage (flexibilité, barriere aux gaz, stabilité face aux températures ou a
I’lhumidité);

a) matériaux «actifs» en contact avec de la nourriture, intégrant des

nanoparticules aux propriétés antimicrobiennes ou désoxygénates;

b) emballages alimentaires «intelligents» qui intégrent des nano

senseurs pour surveiller et rapporter I’état de la nourriture; et

c) nanomatériaux composites biodégradables a base de polymeéres aux

propriétés mécaniques et fonctionnelles améliorées.

Voici des exemples de matériaux en contact avec des aliments dérivés
des nanotechnologies qui sont soit disponibles soit en recherche-

développement:
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e La nano argile dispose d'une structure naturelle en nano couche sur un
polymeres renforcés avec de petites quantités (jusqu'a 5 pour cent en
poids) de particules a I'échelle nanométrique. Il s'agit des premiers
composites polymériques améliorés pour les emballages, y compris le
emballage alimentaire, et des matériaux améliorer les propriétés et

performances du polymére (Garland, 2004).

e Nano métaux ou d'oxyde de métal sont principalement utilisés pour
leur action contre les microbes, leur résistance au frottement et leur
absorption des UV. lls peuvent rivaliser ainsi avec les technologies
traditionnelles d'emballages actifs comme les piéges a oxygene
(Garland, 2004). Les nano revétements fortement imperméables est
un enrobage nano composite barriere avec une base aqueuse grace a

un revétement de 1-2 microns.
I1.3.2. Migration des nanoparticules dans les denrées alimentaires

La migration vers les denrées alimentaires est un processus de transfert
de masse par lequel des constituants de faible masse moléculaire présents
dans I'emballage sont libérés dans les denrées alimentaires (Huang et al.,

2015) .

Recherche de la migration potentielle est la recherche afin d'étudier si
des substances indésirables ou méme toxiques migrent vers le produit
emballé (Souza, 2016). Ces tests de migration ont des limites établies par le

réglement européen.

La limite de migration spécifique corresponde a la quantité maximale
d'une substance est autorisée dans les denrées alimentaires. La
conformité des matériaux, objets et régles doivent étre évaluée, lorsqu'ils
seront mis en contact avec des denrées dans les pires conditions de contact

prévisibles (Commission européenne, 2011).
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11.3.3. Systémes de nano distribution par encapsulation

La nano-encapsulation sous forme de systéemes de distribution basés sur
des micelles, des liposomes ou de bio polymeéres a été utilisée pour mettre au
point des systemes de distribution d’additifs et de compléments dans les
aliments et les boissons. La nano-encapsulation est le prolongement
technologique de la micro-encapsulation dont se sert lindustrie depuis de
nombreuses années pour les ingrédients et additifs alimentaires. Les
avantages de la nano-encapsulation sont comparables a ceux de la micro-
encapsulation, mais sont toutefois supérieurs en termes de préservation des
ingrédients et des additifs lors de la transformation et de I’entreposage, de
dissimulation des golts et parfums désagréables et de controle de Ia
libération des additifs; ce processus permet en outre une meilleure dispersion
des ingrédients alimentaires et des additifs insolubles dans I’eau et plus

grande acceptation des nutriments et des compléments encapsulés.

L’amélioration de I'acceptation et de la biodisponibilité permet, a elle
seule, de multiples applications dans les produits alimentaires qui intégrent
des vitamines, des nutraceutiques, des agents antimicrobiens, des
antioxydants, etc. a [I'échelle nanométrique. Aprés I’emballage alimentaire, la
nano encapsulation est actuellement le domaine le plus important pour
I’application de la nanotechnologie dans les secteurs alimentaires et de plus
en plus de produits qui s’appuient sur la technologie des nano transporteurs

sont déja disponibles sur le marché.

Une autre technologie s’appuie sur un systeme de distribution
d’agrégats nanométriques pour des aliments. Plusieurs produits sont
disponibles sur base de ce systeme. Par exemple, un produit amincissant a
base de nano agrégats de cacao enrobés a la surface d’un nano matériel
manufacturé a fin d’accroitre I'arbme de chocolat grace a Paugmentation de
la surface qui entre en contact avec les papilles gustatives. Récemment, des
nanotubes auto assemblés ont été mis au point a partir de la protéine laitiere
hydrolysée-lactalbumine et montrent une bonne stabilité (Graveland et Kruif,

2006 ).
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11.3.4. Utilisation des nanotechnologies dans le secteur agricole

Les avantages apparents du remplacement des principes ou des
porteurs actifs par des équivalents a [I'échelle nanométrique ont également
ouvert la porte a des recherches sur des applications possibles de la
nanotechnologie dans les pesticides, les médicaments vétérinaires et d’autres
substances agrochimiques comme des engrais et des régulateurs de
croissances des plantes. Les avantages anticipés de la recherche-
développement dans ces domaines incluent Ila réduction possible de
I'utilisation de certains produits agrochimiques (comme les pesticides) et une
meilleure capacité de contréle de [I'application et du dosage des principes
actifs sur le terrain. En dépit d’un fort intérét commercial dans ce domaine, il
n’existe que peu d’exemples de produits disponibles. La plupart semblent
actuellement a I'étape de recherche-développement, et il est probable que
certaines  applications des nanotechnologies a grande échelle aient
prochainement trait a I’agriculture. Si tel devait étre le cas, cela augmentera
’exposition potentielle aux substances agrochimiques utilisées dans le

secteur agricole (Mackenzie, 2007).

I.3.5. Principes des emballages intelligents basés sur des nano

senseurs

La nanotechnologie a également permis le développement de nano
senseurs qui peuvent étre intégrés aux étiquettes ou aux revétements pour
ajouter une fonction intelligente aux emballages alimentaires, assurant
'intégrité de [I’emballage grace a la détection d’écoulements (pour les
emballages alimentaires emballés sous vide ou atmosphére inerte) et a
indication des variations de temps et de températures (par exemple,
congélation-décongélation-recongélation) ou de la sécurité microbienne
(détérioration des denrées alimentaires). Cest notamment le cas d’un
indicateur qui, de transparent, devient bleu pour informer le consommateur
que de lair est entré dans I'atmosphére amodiée des matériaux emballés.
Pour ce type d’application, des encres imprimables issues des

nanotechnologies ont été créées (Han et al., 2001).
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11.3.6. Emballages alimentaires contenants des nanoparticules

Les emballages se caractérisent par un contenu en innovation de
plus en plus important. Leurs fonctionnalités vont dorénavant au-dela des
objectifs principaux qui consistent a contenir, a transporter et a stocker les
produits. Selon le (Miller et Kinnear, 2008) la  micro-encapsulation,  par
exemple, a permis d'intégrer sur certains emballages, des absorbeurs
d'oxygene ou d'humidité tandis que d'autres emballages utilisent des
papiers indicateurs temps-températures (ITT). Ce type d'emballage peut
fournir des renseignements sur le degré de respect de la chaine du froid par
exemple. En lien avec la demande du consommateur, les emballages
contribuent a allonger la durée de vie du produit, a en assurer une meilleure
tracabilité et a Iui fournir une protection renforcée (Milleret Kinnear,

2008).

La croissance de la nanotechnologie dans lI'industrie de I'emballage a
permis d'ouvrir plusieurs axes quant a 1 amélioration des propriétés et
caractéristiques des emballages (CEST, 2011), qu'il «s'agisse d'une meilleure
résistance aux contraintes mécaniques, d'une plus grande imperméabilité
aux gaz, d'une augmentation de la résistance a la chaleur ou d'une
amélioration de la qualité d'impression pour faciliter | ' étiquetage» Depuis
plusieurs années, on assiste au développement de nouvelles avancées
concernant, principalement, les emballages actifs susceptibles de
prolongera durée de vie du produit, et les emballages dits intelligents
contrblent  les conditions de transport et de stockage (Miller et Kinnear,

2008).

Actuellement, une variété de nanomatériaux a été introduite dans 1'
emballage des aliments comme additifs fonctionnels 'y compris les
nanoparticules d'argent, de nano argile, le nano-oxyde de zinc, le nano
dioxyde de titane, et les nanoparticules de nitrure de titane (Mohanty et
al., 2009; Tager, 2014). A cause des différences dans la structure chimique et

ses  caractéristiques, chaque nanomatériau introduit  des propriétés
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distinctes dans la matiere hdéte qui meéne a différentes applications d'

emballages fonctionnels (Rubilar et al., 2014).
11.3.7. Emballage intelligent

Ce sont des emballages dans lesquels on ajoute divers nano
senseurs qui ont la capacité de mesurer des variations de la température
et de détecter le degré de détérioration des aliments (CEST, 2011). Ces
emballages peuvent aussi gérer et contrbler les conditions de 1
environnement entourant 1'aliment (Smolander et chaudhry, 2010). Selon
le Conseil National de 1 'Alimentation (2009): « les emballages intelligents
contiennent des composés ou des systéemes capables d'enregistrer ou d'
afficher divers indicateurs ou marqueurs de la qualité ou de la tracabilité,
pendant la fabrication, le transport, 1' entreposage ou la consommation

du produit » (CNA, 2009) .

Certains matériaux d'emballage intelligent sont déja présents  sur le
marché. lls ont la possibilité de détecter des défauts de scellage qui
pourraient conduire a une exposition involontaire de I'aliment a I'oxygéne
et aux micro-organismes (Adam, 2013). D'autres fournissent aux
consommateurs et aux distributeurs les caractéristiques des conditions
dans lesquelles ont été gardés les aliments. Ils peuvent méme déterminer le
micro-organisme présent et dans quelle proportion (op. cit.). Les emballages
intelligents ont la capacité d'établir la date exacte d' expiration du produit. Il
est vrai que le producteur prendra en considération les conditions
d'entreposage et de livraison programmée pour fixer la date Ilimite de

consommation apposée sur I'emballage (Adam, 2013).

11.3.8. Avantages des nanomatériaux pour applications d'emballages

alimentaires

Jusqu'a présent, selon (Ramachandraiah et al, 2014), I|'emballage
alimentaire compterait parmi les secteurs les plus prometteurs pour
I'application des nanotechnologies, en raison, on I'a déja indiqué, des

grands avantages sur les propriétés mécaniques et chimiques obtenues avec
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ces substances (la biodisponibilité améliorée, les effets antimicrobiens, I
acceptation sensorielle améliorée et la distribution ciblée de composés
bioactifs). De nombreuses publications (Chaudhry et al., 2008) portent sur
les avantages potentiels des nanomatériaux pour les applications

d'emballages alimentaires.
11.3.9. Ampleur, diversité des applications et enjeux

Les connaissances scientifiques sur les interactions (physiques et
moléculaires) des nanoparticules semblent encore bien insuffisantes. Selon
(Souza et al, 2016), ni les scientifiques ni les utilisateurs de ces
nanoparticules ne semblent maitrise r les propriétés spécifiques de celles-
ci (Sebbane, 2010). Or, le secteur de 1' emballage alimentaire semble
constituer l'une des zones les plus actives de recherche et de
développement de la nanoscience (Duncan, 2011). entrainant de forts
investissements de la part des industriels, mais aussi des gouvernements (
Lowis, 2012). Bien que la nanoscience dans I'emballage alimentaire offre
des possibilités prometteuses (Netpak, 2015; FAO/OMS, 2011) les risques
des nanomatériaux utilisés dans 1 'emballage alimentaire sont encore
largement mécotmus et leurs impacts potentiels sur la santé humaine et
sur l'environnement sont de plus en plus une source de préoccupation

(Netpak, 2015).
1l.3.10. Méthodes de conservation traditionnelle

Actuellement, lindustrie de la transformation alimentaire se fie aux
barrieres physiques de celles-ci afin d’éviter les contaminations microbiennes.
Ce concept est illustré par.(Leitsner et Gorris 1995) qui propose la modulation
des traitements de conservation, par la combinaison de plusieurs traitements
différents. Ces barrieres représentent les différentes techniques de
conservation des aliments (pH, O2, température, aw, etc.) qui permettent de
réduire la charge bactérienne avec un effet bactéricide ou en limitant Ia
croissance de ces micro-organismes avec un effet bactériostatique. La

combinaison de plusieurs barrieres permet d’augmenter leur efficacité sans
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pour autant altérer laliment. Par exemple, la stérilisation représente la plus
forte barriere permettant d’éliminer tout micro-organisme. Par contre, son
application est trés limitée dans I'industrie alimentaire. La pasteurisation est
aussi un traitement thermique, mais qui représente une barriere moins élevée
que la stérilisation. Dans le cas du lait, sa combinaison avec une conservation a

4°C permet d’avoir deux barrieres efficaces et n’altérant pas le produit.
11.3.11. Nouvelles tendances dans la conservation des aliments
11.3.11.1. Définition de la bio conservation

La bio conservation (ou bio-préservation) est une nouvelle approche de
conservation  basée  sur l'utilisation ~de  méthodes impliquant des
conservateurs naturels et/ou biologiques et qui est dorénavant préconisée
dans l'industrie alimentaire. Ces conservateurs ont généralement une origine
microbienne ou font partie des structures intrinseques de ['aliment et
contribuent a sa conservation (lysozyme de [I'ceuf, immunoglobulines et
Lactoferrine du lait, etc.). Plus précisément, la bio-préservation utilise des
microorganismes  antagonistes et leurs métabolites (acides organiques,
peroxyde d'hydrogene, diacétyl, bactériocines, etc.) pour prévenir ou tuer les
microorganismes nocifs dans les aliments (Rodgers., 2003). Les aliments
fermentés sont un bon exemple de produits utilisant la bio-préservation et ce,
par la croissance et le métabolisme de bactéries lactiques et les conditions
qu'elles imposent dans cette forme d'aliments (pH bas, compétition, etc.). Les
bactéries lactiques sont donc les acteurs essentiels de cette bio-préservation

(Ray et Daeschcl, 1992).

I1.3.11.2. Différentes méthodes utilisés pour la bio conservation des

aliments
Il existe différentes voies permettant la bio-préservation :

a) Il est possible d’utiliser des micro-organismes tels que les bactéries
lactiques. Ce procédé est traditionnellement utilisé pour Ia
conservation des aliments au travers de la fabrication des produits

fermentés (saucissons, fromages, végétaux... ) (Garry et al., 2008).
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b) Une autre méthode utilisée pour la bio conservation des aliments
consiste en lutilisation des substances du métabolisme des
microorganismes  (les acide organiques, les bactériocines...).Ces
derniéres peuvent également é&tre utilisées afin de maitriser le

développement des bactéries indésirables (Garry et al., 2008).

c) Des systémes enzymatiques naturels tels que le  systéme
lactopéroxydase  peuvent également  étre  utilisés. Seule une
application sur la gamme salades IV a recu a ce jour un avis favorable

de ’AFSSA.

d) L'utilisation de Phuile essentielle issue de plantes . Dans ce contexte
nous citons le travail qui a utilisé des extraits naturels contenant des
huiles essentielles issues des végétaux pour la préservation de sardine

contre S.aureus.

e) L'utilisation de bactériophages semble étre également prometteuse

dans la bio préservation Garry, 2008).
11.3.11.3. Utilisation des bactéries lactiques dans la bio conservation

Les bactéries lactiques sont généralement reconnues comme étant
saines, de statut "GRAS'" et jouent un rble important dans la fermentation et
la conservation des aliments, que ce soit sous forme de microflore naturelle
ou de cultures ajoutées sous des conditions réglementées. Elles sont
largement utilisés dans la préparation de nombreux aliments fermentes
(yaourts, laits fermentes, fromages, etc.). En plus de leur réle technologique,
la contribution la plus importante de ['ajout de ces souches au produit est
l'amélioration de sa qualité (saveur, texture) et son innocuité par
l'intermédiaire de ['allongement de sa durée de vie et de l'inhibition de la flore

compétitive d'altération et des bactéries pathogénes (O'sullivan et al., 2002).

Ces propriétés de conservation sont le résultat des propriétés

inhibitrices des bactéries lactiques. Ces propriétés peuvent étres:

e Une compétition pour les nutriments.
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e Une modification physico-chimiques du milieu, tels que [I'acidification et

la production de métabolites antimicrobiens

e Une production de nombreux composés antimicrobiens telles que les
acides organiques (acide lactique), du peroxyde d'hydrogene, du CO2,
du di acétyle, de I'acétaldéhyde et des bactériocines ( O’sullivan et al.,

2002).
11.3.11.4. Bio conservation et cultures protectrices

Le consommateur étant de plus en plus conscientisé par son
alimentation, de nouveaux défis se rajoutent dans le domaine de Ia
conservation. En effet, ce consommateur préfére des aliments ne contenant
pas d’agents de conservation chimiques comme les nitrites. Evidemment, ce
retrait des agents chimiques de [Palimentation ne doit pas se faire au
détriment de son innocuité. Afin de contréler les flores bactériennes
pathogénes altérant les aliments, des bactéries inoffensives et productrices
d’agents antimicrobiens sont souvent ajoutées aux aliments. Cest ce qui se

nomme la bio conservation des aliments.

La bio conservation inclut aussi l'ajout de métabolites antimicrobiens
sans la souche productrice . Les métabolites produits par ces bactéries
servent d’agents antimicrobiens permettent [linhibition de contaminants
bactériens. Dans les aliments fermentés, I’acide lactique et acétique, le lactate
de sodium, le peroxyde d’hydrogene, le CO2, le di acétyle et I'acétaldéhyde
produits par les bactéries lactiques permettent ce pouvoir inhibiteur. Ces
composants causent la perméabilisassions des membranes bactériennes
(Alakomi et al., 2000). La production d’acides organiques, tels [Pacide
propénoique, I'acide sobriquet, ainsi que des acides gras sont d’autres
exemples d’agents permettant le contréle de bactéries pathogénes (Dolyle
et al, 2020).L.a bio conservation ne mise pas seulement sur la production
d’agents antimicrobiens par les souches protectrices ajoutées, mais aussi sur

'effet de compétition exclusive. Dans bien des produits fermentés comme les
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saucisses, la flore lactique aura un avantage compétitif sur la flore pathogéne

et d’altération, ce qui protégera I’aliment d’une potentielle contamination .

La bio conservation par I'ajout de cultures protectrices permet d’ajouter
une barriere de protection biologique, mais comprend aussi ces défis. En
effet, lajout d’une flore protectrice qui est régulierement composés de
bactéries lactiques, va acidifier I’aliment. L’acidification et [Iactivité
protéolytique de ces souches peut donc entrainer une altération de la matrice
alimentaire. Par exemple, une étude de (Leroi et al., 2015) . démontrait que
I’application de plusieurs souches lactiques sur le saumon fumé a froid
entrainaient la production d’odeurs non désirables. Il devient donc primordial
d’identifier des souches ayant un faible potentiel acidifiant et protéolytique,

mais produisant d’autres composés antimicrobiens.

Une autre méthode de bio conservation est I'ajout de bactériophages
sur les aliments. Les bactériophages sont des virus qui se servent des
bactéries afin de pouvoir se reproduire en utilisant le mécanisme cellulaire de
la bactérie infectée. Suite a sa reproduction, le bactériophage entraine la lyse
cellulaire de la bactérie infectée. L’avantage de cette technique est de cibler
précisément les pathogénes a éliminer de la matrice alimentaire. Il existe
actuellement 5 produits a base de bactériophages permettant le contrble de
Listeria, E. coli, Salmonella. Plusieurs défis restent a surmonter avec cette
technologie comme la production des phages qui nécessitent la croissance de
souches pathogénes et le besoin de créer des mélanges de phages afin de
contrer les différents variant de pathogene retrouvés dans lindustrie de la

transformation alimentaire (Garcia et al, 2008).
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l1l.1. Revivification des souches

Les 16 souches lactiques ont été obtenues a partir du laboratoire de
Microbiologie appliquée -Université de Saida- dans des tubes eppendorfs
contenant chacun une culture bactérienne conservée dans le bouillon MRS
additionné de 30% de glycérol et maintenue a -20°C. Un volume de 1ooul de
chaque tube a été transféré dans le bouillon MRS puis incubé a 30°C. Aprés 24

a 48h, les souches lactiques se développent ce qui indique leur réactivation.

Tableau 3 : Origine de souches sélectionnées

Les souches lactiques Origine
09 Jben de chévre
12 Jben de chevre
32 Jben de chamelle
42 Jben de chamelle
44 Jben de chamelle
48 K’lila de chévre
55 Jben de chamelle
58 K’lila de chevre
60 K’lila de vache
66 Concombre fermenté
72 Concombre fermenté
73 Concombre fermenté
74 Concombre fermenté
76 Concombre fermenté
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77 Concombre fermenté

91 Choux fleur fermenté

lll.1. Vérification de la pureté des souches

La pureté des souches bactérienne a été vérifiée par examens
macroscopique et  microscopique.  Tout  d’abord, chaque culture
bactérienne a été ensemencée par stries sur le milieu MRS solide et incubée
a 30°C pendant 24h. a laide d’une loupe binoculaire, une observation de
’aspect des colonies a été faite. L’homogénéité des colonies a été
confirmée aprés description de la forme, le type de Gram ainsi que

I’arrangement cellulaire de chaque souche par la coloration de Gram.
1l.2. Conservation de courte durée

Les souches pures ont été ensemencées dans des tubes de gélose
inclinée, apres lincubation a 30°C, les tubes ont été placés a +4°C et le

renouvellement des souches se fait toutes les 7 semaines.
lll.3. Conservation de longue durée :

Les cellules purifiées ont été congelée a -20°C dans un milieu
contenant 70% de bouillon MRS et 30%de glycérol (Samelis et al., 1994) apres
ont été centrifugées a 6000 tour pendant 1omin. La culture peut étre

conservée plusieurs mois.

I1l.4. Test de la catalase

A

Le test catalase sert a démontrer si la bactérie possede I’enzyme

catalase servant a décomposer le peroxyde d’hydrogéne .

L’activité catalytique consiste a prélever une colonie sur gélose MRS et
dissociée dans une goutte d'eau oxygénée (H202) a 10 volumes ; I'apparition

de bulles révélant le dégagement d'oxygene (Ahmed et Irene, 2007)
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Seules les bactéries Gram positives et catalase négatives sont

retenues et conservées pour une caractérisation phénotypique.

Réaction négatif J

Témoin

Figure 1: Test de catalase

lll.5. Origine des souches pathogénes

Les souches pathogénes sont des souches de référence
appartenant a 06 espéces bactériennes pathogénes pour I'Homme : Listeria
ivanovii ATCC 19119, Enterococcus gilvus LMG 13600, Klebsiella oxytoca
ATCC13182, Enterobacter cloacae ATCC 10541, Sthaphylococcus simulans CECT
4538, Pseudomonas aeruginesa ATCC 13047.

Les souches utilisées font partie de Ila collection bactérienne du
Laboratoire de Microbiologie Appliquée (université Orant). Ces souches ont
été conservées dans du bouillon nutritif additionné de glycérol a -18°C. Avant
toute utilisation des souches, une revivification et une vérification de leur
pureté se sont avérées indispensables. Aprés quelques repiquages successifs,

des tests rapides ont été réalisés.

» Observation microscopique de I'aspect des souches et de leur

mode de regroupement aprés coloration de Gram.
l11.6. Activité antimicrobienne
l11.6.1. Méthode directe ‘Spot agar test’

Aprés avoir coulé les boites de Pétri avec de la gélose MRS (solidifiée et
séchée), la suspension bactérienne de chaque souche lactique ont été
déposés en spots. Les boites ont été séchées pres du bec bunsen puis

incubées a 30°C pendant 18 h (Fernandez et al., 2007). Aprés la période
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d’incubation, les boites ont été recouvertes de 8 ml d’une gélose GN semi
solide en surfusion ensemencée avec 1 ml des cultures fraiches des souches
cibles ajustée a 0,5 Mc farland, puis incubées a 37°C pendant 24 h. Au terme de
la période d’incubation, la présence ou I'absence de zones d’inhibition autour
des spots a été notée. L’inhibition a été notée positive lorsque le diametre de

la zone d’inhibition est supérieur a 1 mm (Schillinger et Lucke, 1989).
111.6.2. Méthode indirecte ‘Well diffusion assay’

Nous avons confronté les 16 souches de bactéries lactiques de Ia
collection avec les souches indicatrices. Cette méthode nous a permis de
mettre les 16 souches lactique productrices de substances antimicrobiennes

en contact avec les souches indicatrices.

Premiérement la couche de gélose MRS préalablement a été coulée et
solidifiée, nous avons fait couler une deuxieme couche du milieu GN semi-

solide inoculé par une souche indicatrice ajustée a 0,5 Mc farland.

A l'aide d’un emporte-piece, nous avons formé les puits qui ont été
remplit par s50pl de surnageant des cultures lactique performantes. Ensuite,

nous incubé les boites a 37°C pendant 24h.

Résultat : Les puits, entourés par une zone claire et ayant un diameétre

supérieur ou égal a 2 mm, sont considérés comme positifs.
lll.7. Etude du potentiel probiotique

A partir des 16 souches lactiques nous avons choisis les souches sous la
base de leur activité antimicrobienne 42, 44, 72 pour évaluer leur potentiel

probiotique qui survie durant son passage dans le tractus digestif
I1.7.1. Tolérance a P’acidité

La résistance des bactéries aux pH acides a été déterminée selon la
méthode décrite par Bakari et al. (2011) avec quelques modifications. Elle

consiste a:

e Réactiver les souches bactériennes sur un volume de 10 ml de bouillon

MRS stérile a 37°C pendant (18 a 24h);
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e Centrifuger les cultures bactériennes a 6000 tour pendant 15min puis
rincer deux fois avec le tampon PBS a pH 7 (Yateem et al., 2008). Les
cellules ont été remises en suspension dans 1.5 ml du Nadl 0.5%, ensuit
0.2 ml a été ajoutée dans 10 ml de bouillon MRS ajusté a pH: (2, 3 et 4).

Les tube ont été incubé a 37 °C pendant oh ; 1h ;4h.
l1l.7.2. La survie dans un tractus gastro-intestinale simulé :
Cette méthode a été réalisée selon Cordon a Huang et Adams, (2004).

Aprés 24 heures d'incubation dans le milieu MRS, les cellules
bactériennes ont été récoltées par centrifugation (6000 g pendant 10 min),
rincés deux fois avec (PBS=pH7) et en suspension dans une solution de Nadl
0,5%. Ensuite, 0,2 ml de suspension bactérienne a été a ajouter a 1ml de PBS a
pH=7 additionné a 3mg de la pepsine (stérilisée par filtration a travers un filtre
millipore 0,22pum).

Une autre méme quantité (o.2ml: culot + 1.5ml du Nacl) de Ia
suspension a été remises dans PBS a différent pH 2 et 3 additionnée de 3

mg/ml de pepsine. Les tubes ont été incubés a 37°C pendant oh, 1h, et 4

heures et ont été les ensemencées sur milieu MRS solide.
111.7.3. Test hémolytique

L’hémolyse ou la lyse des hématies est due a la rupture de leur
membrane plasmique, souvent sous [l'action de molécule provoquant Ia
formation des pores membranaire. Ce phénomene libére I’hémoglobine qui
est ensuite plus ou moins digéré (FAO/WHO. 2002). A partir des cultures
jeunes des souches des souche lactique, une touche en surface a été
effectuée sur milieu Columbia contenant 5 % de sang humain. Les boites ont

été incubées a 37°C pendant 48 heures.
Les zones au contour des colonies vont définir le type de I’hémolyse :
» zone verte pour a-hémolytique (hémolyse partiel)
» zone claire pour B-hémolytique (hémolyse complete)

» pas de zone pour y-hémolytique (hémolyse incomplet)
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111.7.4. Test de sensibilité aux antibiotiques

L’antibiogramme des 03 souches lactique a été déterminé selon Wang et
al, (2018), pour étudier le comportement des souches vis-a-vis 12
antibiotiques en milieu MRS solide a [Il'aide de disques imprégnés
d’antibiotiques (Bio-Rad, 92430, Marne-la Coquette, France), ces derniers ont
été sélectionnés selon leur résistance au Gram positive, surtout les bactéries
lactiques. Le tableau 12 représente les antibiotiques utilisés ainsi que leur
concentration et leur mode d’action. A partir d’une culture de 18h ajustée a
0,5 Mc farland a laide d’un écouvillon stérile, la souche a été étalée a Ia
surface de la gélose. Aprés séchage du milieu (15 min a 30°C), les disques
d’antibiotiques ont été déposés stérilement a sa surface. Apres 24 heures
d’incubation a 30°C, des zones d’inhibitions peuvent étre observées autour de
certains disques. La lecture des résultats consistait a mesurer le diameétre de la

zone d’inhibition de croissance provoquée par I’antibiotique.

» Les diamétres des zones d’inhibition observés autour des colonies
classent les bactéries comme chimiquement sensibles (S) ou

résistantes (R) a un antibiotique précis, selon (Liasi et al., 2009).
lll.7.5. Test d’hydrophobicité

L’hydrophobicité bactérienne est considérée comme I'un des facteurs
les plus importants qui influence I’adhésion des cellules a divers supports.
Pour tester ce caractére chez les trois souches lactiques, le protocole proposé
par (lyer et al, 2010) a été suivi : une pré-culture bactérienne a été
centrifugée, rincée deux fois et resuspendue dans du tampon phosphate
(pH=7). L’absorbance initiale de la suspension a été ajustée a (Ao). La
suspension bactérienne a été alors additionnée de 0,6 mL du xyléne, incubée
a 30 °C pendant 10 min et ensuite agitée au vortex pendant 2 minutes. Apres
un repos de 15 min @ 30 °C, la phase aqueuse a été récupérée a l'aide d'une
pipette Pasteur pour mesurer son absorbance (A;). La différence de
’absorbance est considérée comme une mesure de I'hydrophobicité de Ia

surface cellulaire (H%) calculé par I'équation suivante :
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Hydrophobicité (%) = (Ao — A/ Ao ) X 100

lll.8. La Bio conservation de la matrice alimentaire modéle (La viande

de boeuf fraiche)
111.8.1. La préparation de la viande

La viande est par excellence la premiere source de protéines animales
grace a sa richesse en acide amine indispensables qui la classe parmi les
protéines noble. De puis long temps les consommateurs ou recherche des
moyens de conservation de la viande pour pouvoir jouir de ses bienfaits

pendant de longues périodes.

La préparation de I’aliment modeéle stérile :

1. La viande a été rincée par différents solutions désinfectantes

(Bicarbonate de sodium, formaldéhyde).

2. Ensuite, la viande a subi un salage a sec avec du sel stérilisé séché
pendant 30min, et rincée par de l'eau distillée stérile pour se débarrasser des

restes du sel, séché pendant 30 min (Figure 2).

3. Découpée la viande a des petits morceaux de 1cm3. Les morceaux de
viande ont été distribués dans des sachets plastiques stériles de type LDPE

(Low density polyéthyléne) 50 gr par chaque sachet

Figure 2 : L’aliment modeéle aprés et avant le salage
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Figure 3: L’inoculation de [Ialiment modéle par les nanoparticules
renfermant les souches

111.8.1. Inoculation de la viande

Les cellules bactériennes des souches présumées d’étre des candidates

probiotiques ont été récupérée apres centrifugation (6000 pendant 10 min).
111.8.1.1. Encapsulation des cellules dans des nanoparticules

Le matériel d’encapsulation utilise c’est les nanoparticules d’amidon a
15% dans l'eau distillée stérile, les souches bactériennes sélectionnées avec
une charge 10" Ufc/gr ont été mélange avec le matériel I'encapsulation a un
ration de 1:4, dans I'eau physiologique additionnée de DMSO (7ml eau
physiologie +490 pl DMSO stérilisé par filtration 0.22pn).

La suspension de nanoparticules renfermant les cellules des souches
candidates a été ajouté a I’échantillon de aliments modele par pulvérisation,

dans les différents paquets aprés inocula bien le malaxage a été effectué afin

d’homogénéisée I’échantillon avec les cellules encapsulées.

Les cinq paquets ont été préparés selon les durée de conservation
comme (3, 7, 11,14 jour)
» Le premier paquet a été composé de 04 sachet pour le témoin
négatif.
» Le deuxieme paquet a été composé de 04 sachet pour le témoin

positif.
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» Le troisieme paquet a été composé de 04 sachet ont été inoculés
par 2.5 ml de la suspension des cellules encapsulées avec Listeria
ivanovii .

» Le quatriéme paquet a été composé de 04 sachet ont été inoculés
par 2.5 ml de la suspension des cellules encapsulées avec Listeria
ivanovii.

» Le cinquiéme paquet a été composé de 04 sachet ont été inoculés
par 2.5 ml de la suspension des cellules encapsulées avec Listeria
ivanovii.

» Les paquets ont été conservés a 4°C et ils ont été répartis selon la

période d’incubation 3, 7, 11, 14 jours.

Chaque incubation a été suivi par un dénombrement par dilution directe
de la souche cible (Listeria ivanovii ATCC 19119) sur milieu GN et a été incubée
a °37C pendant 24h. Un contréle microbiologique pour le témoin négatif a été
réalisé pour la vérification de la qualité hygiénique des échantillons de viande
sur milieu VRBG pour la détection des coliformes, sur milieu PCA pour
détecter la présence des germes aérobies mésophiles totale et sur milieu PDA

pour les levures et moisissures.
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IV.1. Examen de pureté des souches lactiques

Apres ensemencement des cultures bactériennes sur la surface seche
de la gélose MRS et incubation a 30°C pendant 24h, toutes les colonies
apparaissent homogénes, de moyennes a grandes tailles, arrondies et
blanchatres; Ce qui indique leur pureté (figure 4). La confirmation de la pureté
des souches lactiques a été faite apres coloration de Gram. Toutes les souches
sont des G+ (bacilles et cocci), leurs cellules sont arrangées par paire; en

chainette ou en amas (figures).

Figure 4: Observation macroscopique des colonies de la souche 73 cultivée sur milieu
solide MRS

Figure 5: Observation microscopique des colonies des souches 48 et 73
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IV.2. Examen de pureté des souches indicatrices

Tableau 4 : Les souches indicatrices

Les souches Les codes Gram
Listeria ivanovii ATCC 19119 Positive
Enterococcus gilvus LMG 13600 Positive
Klebsiella oxytoca ATCC13182 Négative
Enterobacter cloacae ATCC 10541 Négative
Staphylococcus simulans CECT 4538 Positive
Pseudomonas aeruginosa ATCC 13047 Négative
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IV.3. Activité antimicrobienne

Les résultats du test antimicrobien ont montrés que la majorité des souches
de bactéries lactiques testées possédent une activité inhibitrice contre (
Listeria ivanovii, Klebsiella oxytoca, Enterococcus gilvus, Enterobacter cloacae,
Staphylococcus simulans ,Pseudomonas aeruginosa) avec des diamétres de
zones d'inhibition qui variant de 03 a 20 mm contre Klebsiella oxytoca, et
atteint 28 mm contre Listeria ivanovii, et de 08 a 21 contre Staphylococcus
simulans, et de 17 a 28 contre Enterococcus gilvus, et de 17 a 30 contre
Enterobacter cloacae et 27 contre Pseudomonas aeruginosa. Les meilleures
souches ont été sélectionnées (9, 12, 32, 42, 44, 48, 55, 58, 60), et les souches

dont le surnageant n’a pas eu d’activité sauf chez Enterococcus gilvus (66, 72,

73,74, 76, 77)-

Contre Klebsiella oxytoca, les souches (55, 58) sont celles qui ont une
meilleure activité des diametres d’inhibition de 20mm. Alors que, elles
atteignent des diameétres d’inhibition de 20 et 22mm respectivement avec les
souches 42 et 32 sont celles dont le surnageant a une meilleure activité contre
Enterobacter cloacae avec des diametres d’inhibition de 26 et 28 mm
respectivement les souche 42, 48, 74, 77 contre Enterococcus gilvus avec des
diametres d’inhibition de 21 et 28mm respectivement et les souches 42 et 44
sont ayant une meilleure activité contre Listeria ivanovii avec des diametres
d’inhibition de 20 et 21 mm respectivement les souche 48, 60 contre
Staphylococcus simulans avec des diametres d’inhibition de 21et 27 mm
respectivement les souche 32, 91 contre Pseudomonas aeruginosa. de
résultats positifs qui ont été obtenus contre les souches indicatrice, on peut
noter I'apparition de zones d’inhibition autour des spots, de quoi confirmer
que cette activité pourrait trés probablement étre due a une production
d’acides organiques et/ou de bactériocines. La majorité des souches qui ont
montré une bonne croissance bonne. Les souches 42 et 44 et 72 qui ont

montré une bonne croissance.
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Tableau 5 : Diamétres des zones d’inhibitions des souches lactiques (mm).

Les Klebsiella Enterobacer Listeria Staphylococcus Pseudomonas ;;;‘t/zrsococcus

souches Oxytoca cloacae Ivanovii simulans aeruginosa
E 17 Nd 09 15 Nd 20
12 1 Nd 15 17 Nd 22
32 Nd 22 28 Nd 21 21
42 Nd 20 21 Nd 18 25
44 Nd 17 20 Nd 13 18
48 03 Nd 00 Nd 20 26
55 20 Nd 10 Nd 10 24
58 20 Nd 10 Nd 08 17
60 17 Nd 18 Nd 21 25
66 Nd Nd Nd Nd Nd %4
72 Nd Nd Nd Nd Nd 21
73 Nd Nd Nd Nd Nd 28
74 Nd Nd Nd Nd Nd 25
76 Nd Nd Nd Nd Nd 26
77 Nd Nd Nd Nd Nd 28
91 Nd 30 Nd Nd 27 Nd
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Il est maintenant bien établi que les souches lactiques peuvent agir par
’intermédiaire de certain de leurs produits de métabolisme, capable d’inhiber
le développement de flores bactériennes d’altération et/ou pathogenes

(Morandi et al.,2013 ; Silva et al., 2018).

La production d’acide lactique est le caractere le plus exploite dans ce

domaine (Anyogu et al., 2013 ; Bellil et al., 2014).

Comme nous l’avons évoquer dans Iintroduction de ce travail, les bacterie
lactiques sont par ailleurs susceptibles, si les conditions sont favorable, de
synthétiser des peptides antimicrobiens ou bactériocines (Hwang et al., 2018 ;
Wang et al, 2018). Ces molécules peuvent avoir une action antibactériennes
pacifique vis-a-vis les genres ou les espéces taxonomiquement proches.
Cependant, Lee & Chang, (2016) ont rapportés que les souches lactiques
peuvent produire aussi des antifongiques efficaces contre plusieurs espéces
(Listeria  ivanovii, Klebsiella oxytoca, Enterococcus gilvus, Enterobacter

cloacae, Staphylococcus simulans , Pseudomonas aeruginosa)

Les souches lactiques par la méthode de Fleming et al. (1975) ont montrées un
antagonisme vis-a-vis les souches indicatrices référencées. Ceci se traduit par
la présence d’une nappe de culture de lindicatrice et des zones d’inhibition

claires autours des souches testées.

Les souches sélectionnées sont entourées par des zones d’inhibition en milieu
solide. Ces inhibitions renseignent sur les interactions en bactéries co-
cultivees, comme il a été rapporté par plusieurs études (Benmechernene et

al., 2013 ; Bellil et al., 2014 ; Tulini et al., 2016).

L’effet antagoniste des souches lactiques observé précédemment peut étre
attribue a n’importe quel facteur antibactérien produit par une bactérie
lactique (acide organique, peroxyde d’hydrogene, dioxyde de carbone,
diacetyl, phages, bactériocines, etc...), qui a été déja constaté (Bendimred et

al., 2012 ; Djadouni et al., 2012 ; Benmechernene et al., 2013 ; Bellil et al., 2014).
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Tableau 6 : Tolérance a I’acidité des souches candidates

Les Log UFC/ml
souches
pH=2 pH=3 pH=4
oh 1h | 4h oh 1h 4h oh 1h 4h
42 2.77+0.45 | 00 | 00 | 2.57+0.45 | 2.75%0.14 | 2.49+1.02 | 2.89+1.02 | 2.80%1.1 | 2.26+0.62
44 2.40+0.89 | 00 | 00 | 2.82#1.19 | 2.77%0.54 | 2.78%1.19 | 2.98+1.07 | 2.88+0.14 | 2.75+0.62
72 00 00 | 00 | 2.74#1.02 | 0.80%1.05 | 2.59+0.54 | 2.90%3.84 | 2.75*1.17 | 2.67+0.96

Le pH de Pestomac varie de 1 pendant le jeun a 4 aprés un repas et le temps
du passage a travers I'estomac est estimé de 3 heures (Osmanagoaglu et al.,

2010)

Les souches montrent un taux de survie plus ou moins stable par

rapport les autres souches.

Les différents tests ont permis de sélectionner les souches les plus
intéressantes (42, 44, 72), Toutes les souches présentent une tolérance aux
bas pH. Cette tolérance a I'acidité permet de prédire la capacité des souches

isolées a résister au stress acide.

Tout comme [Pacidité gastrique, les souches doivent conserver une

certaine viabilité lors du transit gastro-intestinal. Les souches ont été d’abord
mis en culture dans un milieu simulant les conditions gastriques et ceci
pendant o, 1, 4h a 37°C. Dans le tableau 05, il est bien visible que toutes les

souches supportent bien ces conditions. Cependant dans les conditions plus
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acides (pH=2) toutes les souches ne peuvent supporter le pH 2 pendant une
longue duré (4h). A Pexception la souche (72) est incapable de survivre.
D’autre part, les souches (44, 42, 72) ont besoin d’un temps d’adaptation a pH

(3, 4) pour pouvoir croitre.

Les résultats sont en accord avec des études précédentes trouvées par
Takahashi et al, (2013) et Andrian et al, (2013) qui ont dévoilé que les espéces

résistent au pH acide.

La survie des souches aux conditions gastriques du tube digestif
représente un des caracteres des probiotiques. Pour cela, I'étude de
I'exposition prolongée des souches aux conditions acides similaires a celles de
l'estomac a été réalisée par incubation de ces derniers a différents pH
pendant 4h. D’apres les résultats affichés dans le tableau 6, toutes les souches
ont survie & pH 3,0. Les souches 42 et 44, 72 testées ont montré une basse
tolérance & I’'acidité respectivement. Tandis que la souche 44 a montré une
tolérance plus élevée avec (Tableau 6). Les trois souches ont donné une
bonne croissance sur le milieu témoin pH 4 qui atteint les 100% d’ou I’élévation

du nombre de cellules initial.

IV.4.2. Tolérance au mucus intestinal simulé

Le pH naturel d’un estomac vide est 1,5 a aprés un repas augmente le pH
atteint (5, 6) pour empécher l'entrée et la survie des bactéries indésirables
dans tractus intestinales. Les souche présent une bonne variabilité a pH (2, 3,
7) pendant les 4 Heures, cette dure reflete la moyenne du temps passé par les

aliments dans I’estomac (Argyri et al., 2013).
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Tableau 7 : Tolérance au mucus intestinal simulé additionné de pepsine a pH :2

Les souches Log UFC/ml
oh 1h 4h
42 1.78 £1.78 1.66+0.75 0.47 *0.47
44 2.68%1.32 00 00
72 2.89+1.04 nd 1.17 +1.17

Tableau 8 : Tolérance au mucus intestinal simulé additionné de pepsine a pH :3

Les souches Log UFC/ml
oh 1h 4h
42 2.74*0.55 1.3 £0.3 1+0.22
44 2.75+1.025 2.14+0.30 1+0.12
72 2.89+1.22 00 00

Tableau 9: Tolérance au mucus intestinal simulé additionné de pepsine a pH :7

Les souches Log UFC/ml
oh 1h 4h
42 2.30 +2.30 2.61+1.26 2.30+0.75
44 2.78+0.58 2.43 #1.43 2.53%1.33
72 2.18 +1.15 2.49%1.15 2.74%0.75
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Ainsi qu’a la fois en présence de la pepsine, ou on a remarqué une
bonne viabilité des souches au pH=2 (souches 42, 72), au pH=3 (souches 42,
44) et au pH=7 (toutes les souches). A ce stade les souches devraient avoir la
capacité de résiste aux procédés de digestions. Il est rapporté que le temps a
la premiére entrée prendre 03 heures de I’estomac jusqu’au Iintestin. Les
souches doivent résistées au stress de lintestin (Chou & Weimer, 1999). Les
résultats illustrés dans les tableaux (7, 8 et 9) réveélent la tolérance au mucus
intestinal simulé additionné de pepsine au pH (2, 3, 7). Cependant, une bonne

croissance a été enregistrée au tant en milieu acide qu’en milieu basique.

La pepsine protege les cellules de bactéries lactiques (Matsumoto et al.,
2004; Matto et al., 2006), L’association de lacidité et de la pepsine a raison de
3 g/L, visant a simuler les conditions gastriques, La croissance en présence de
’enzyme gastrique, la pepsine, combiné avec abaissement du pH 4 2 et & 3, est
employée pour évaluer la capacité des trois souches 3 résister au passage au
suc gastrique a permis de confirmer la résistance des souches a des pH
encore plus bas (pH 3 et pH 2) et de désigner les bactéries les plus
performantes par rapport a ce parameétre. Plusieurs auteurs reportent des
résultats similaires par rapport a la capacité de résistance bactérie lactique a la

pepsine (pH 3), voire méme a des pH plus acides (pH 2).
IV.4.3. Teste Hémolytique

Une activité hémolytique est nécessaire pour évaluer les probiotiques et
pour déterminer I'absence de pathogénicité. Dans la présente étude avec les
souches (44, 72) on observe une zone verte autours des spots donc une
hydrolyse partielle s’est révélée, d’autre part avec la souche (42) on observe
’absence de la zone donc pas hydrolyse de sang. L’absence de [Iactivité
hémolytique est considérée comme une condition préalable de la sécurité
pour la sélection d’une souche probiotique (FAO/WHO, 2002). A cet effet, ces
caractéristiques devraient permettre a la souche (42), dont elle survivre aux
conditions rencontrées lors de leurs transit a travers l'estomac, le duodénum

et 'intestin, a étre présumé comme la meilleur candidate probiotique.
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La souche 44 La souche 42 La souche 72

Figure 6: Activité hémolytique des souches lactiques.

IV.4.4. Antibiogramme

La résistance aux antibiotiques a été réalisée pour nos trois souches lactiques vis-
a-vis douze antibiotiques (Chloramphinecol, Oxacilline, Cefoperazone, Gentamicine,
Gefoxitine, Erythromycine, L’amoxicilline, Levofloxacine, Céfazoline, Fosfomycine,
Linezolide, L’amoxicilline Clavulanicacid), La mesure du diamétre des zones
d’inhibitions de chaque souche pour chacun des antibiotiques testés permet de définir
les souches comme étant résistantes ou sensibles (Figure 7). Nous avons considéré
que le diameétre de 15mm est la limite entre la résistance et la sensibilité (Karam et
Karam, 1994) donc toutes les souches qui ont un diametre inférieur a 15mm sont
considérées comme étant des souches résistantes et celles qui possédent un diamétre

supérieur a 15mm sont considérées comme sensibles.
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42 44 72

Figure 7 : Antibiogramme des souches lactiques

Tableau 10: Antibiogramme des souches sélectionnées vis-a-vis les
antibiotiques.

Antibiotique Charge de | Symbole | Souche 42 | Souche 44 | Souche 72
disque (ug)

Gentamicine 30ug GM 3.25R ooR ooR

Cefoxicine 25ug Cx 2.95% oo® | oo®

Erythromycine 15pg E ooR 2557 | 3.4R

Amoxicilline 25 g AMX 1.45R 1258 | 0.95R
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Levofloxacine 5ug LVX 1.4R 1.05% [ 1.2R
Cefazoline 3oug Cz ooR ooR 0.55%
Fosfomycine 20ug FOS ooR ooR 0.65R
Linezolide 30pg LZD 3.5% 3.8 3.2R
Amoxicillin- 20ug AMC 2.95R 2.1R 1.45R

clavulanic acid

Chloramphénicol | 30pg C ooR ooR oo®
Oxacillin. 15ug Ox ooR ooR ooR
Cefopérazone 30ug CFP ooR ooR ooR

Les résultats obtenus de I'antibiogramme sont regroupés dans le tableau 09; La
résistance et la sensibilité des souches aux antibiotiques représente une préoccupation
majeure pour les chercheurs car ces propriétés peuvent limiter les applications des
cultures probiotiques. Les trois souches mises en test ont montré une résistance aux
antibiotiques testés, dont leur diametre de zone d’inhibition était égal ou inférieur a 15
mm. Il faut signaler que cette résistance et sensibilité trouvées dans notre étude,
peuvent étre liées a la concentration de chaque antibiotique d’ou la nécessité de tester

plusieurs concentrations pour confirmer les résultats.

Certaines souches probiotiques, avec une résistance aux antibiotiques
intrinséques, pourraient étre treés utile pour restaurer la flore intestinale apres un
traitement d’antibiotique. Cependant, certains chercheurs craignent qu’elles puissent
ainsi constituer un probléme: car elles possedent des éléments génétique mobiles

résistantes aux antibiotiques spécifiques.
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IV.4.5. Hydrophobicité

Ce test permet d’évaluer I’hydrophobicité de la surface cellulaire des
bactéries employées vis a-vis du xylene qui peut refléter, d’'une autre maniéré,
le potentiel de leur colonisation aux mucus intestinale. Les résultats classés
dans le Tableau 11, ont montré que les souches mises au test présentent une
faible hydrophobicité, cela témoigne wune faible sélectivité des surfaces
membranaires. La valeur la plus élevée (60.87) est enregistrée avec la souche

42 et la plus faible est celle de la souche 44 (1.41%).

Tableau 11: Test Hydrophobicité des souches sélectionnées envers xyléne

Souche OD test OD control Pourcentage
42 0.673 1.720 60.87
44 2.503 2.468 1.41

72 2.309 2.420 4.586

IV.1. La Bio-conservation de ’aliment modéle (viande de beeuf fraiche)

L’application des trois souches bioactives avec un potentiel probiotique
42, 44 et 72 dans la bioconservation de la viande de bceuf fraiche avec un
protocole in situ a révélé une efficience remarquable pour contréler la
croissance de Listeria ivanovii dans la matrice de viande, avec une réduction
de 17.6% apres trois jours de stockage a 4°C par la souche 42, et une réduction
de 27.89% apres 7 jours par la souche 44 et 34.46% apreés onze jours par la

souche 42 et 42.57% aprés 14 jours de stockage a 4°C par la souche 42.
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—l— Controle positif
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Figure 8: Dénombrement des cellules viables de Listeria ivanovii ATCC 19119
co-cultivé avec les souches bioactives dans I’aliment modeéle

L’analyse des résultats de la bioconservation de viande suggére les
souches 42, 44 et 72 comme candidates de cultures bio-protectrices pour

controler la croissance de Listeria ivanovii dans les viandes fraiches.

L’utilisation de diverses méthodes de conservation de la viande remonte
a la salaison, dessiccation, suppression d’oxygene, addition d’additifs, étaient
appliquées pour augmenter la durée de vie de ces aliments. La conservation
des denrées alimentaires par I’emploi de la technique de réfrigération connait
un important essor. La réfrigération, qui est une conservation au froid des
aliments périssables, notamment la viande, a pour effet la diminution de
Pactivité des bactéries en retardant leur prolifération. La majorité des
microorganismes tels que les germes pathogeénes responsables
d’intoxications alimentaires ne sont plus capables d’activités métaboliques a
des températures inférieures a 5°C. Cet abaissement de la température est
aussi indispensable pour contréler les propriétés organoleptiques post
mortem de la viande (tendreté, flaveur, odeur et couleur). Ce mode de

conservation ne peut en général excéder quelques jours, de l'ordre de deux a
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trois jours pour les viandes fraiche. La présence des microorganismes peut
étre mise en évidence par des analyses microbiologique servant a limiter les
risques d'altération et les intoxications alimentaires. Le but de notre travail
est de comparer les caractéristiques microbiologiques a travers la flore
lactique, et en particuliers la microflore de Listeria par leur nombre, dans la
viande peut étre des indicateurs de qualité. L’évolution de la flore

bactérienne, au cours d’une conservation réfrigéré a 4 C pendants 14jours des

viandes a été étudiée par un dénombrement bactérien.

Les résultats de dénombrement des germes représentés dans la figure 8

recherchés dans la viande réfrigérée :

e La population de Listeria ivanovii dans la viande (témoin (+)) non
ensemencé par bactérie lactique évolue relativement jusqu’a 7Log

UFC/gr au cours de 14 jours.

e (ontrairement la population de Listeria ivanovii co-cultivée avec les
candidates lactiques encapsulés dans les nanoparticules

d’amidon affiche respectivement :

Listeria ivanovii | souche42: La charge bactérienne a été stable au cours
du troisieme jours jusqu'a 14 jours de 3.9 Log UFC/gr a la présence d’une

phase stationnaire.

A linverse pour la souche 44 et 72 il y a une augmentation de la charge
bactérienne de 5.5 Log UFC/gr jusqu’au 14 jours avec absence de phase
stationnaire. Cependant il est aussi possible qu’il y ait une compétition entre la
flore lactique et Listeria qui expliquerait le faible développement de ces deux

flores.

L’assurance de la qualité et de la sécurité des aliments est vitale pour la
santé des consommateurs. Un des problemes de la qualité et de sécurité est la
détérioration causée par les microorganismes, qui est empéché en ajoutant
des conservateurs. Au cours dernieres années, les nanoparticule  entant que

bio conservateur on été largement utilisé dans la viande avec un effet
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antimicrobien approprié. Cependant, il a été rapporté que [I'application de
nanoparticules sous forme d’amidon bien que des produits de haute qualité,
sans conservateur, slrs et peu transformés avec une durée de conservation
prolongé . Pendant de nombreux siécles, I’antagonisme microbien a été utilisé
dans la transformation des aliments pour améliorer la sécurité alimentaire
(Field et al.,, 2018). Les viandes, en raison de leur caractéristiques biologiques
et de leurs compositions Chimiques sont fréquemment contaminées par les
bactéries nuisibles et pathogénes. Les agents pathogénes d’origine
alimentaire, y compris Listeria ivanovii peuvent causer des problémes de
santé tels que toxicité et infections graves chez I'homme ( Sparo et al., 2013).
Or, une conservation efficace est nécessaire pour inhibe les microorganismes
pathogénes dans la viande. Les bactéries lactiques ont été traditionnellement

utilisées dans la conservation de nombreux aliments.

Enfin les expérience conduite sur la viande par nanoparticules ont
montrés I’activité protectrice des bactéries lactiques durant les 14 jours.
Listeria ivanovii est incapable de se développer du fait de [Iactivité des
bactériocines des souches lactiques qui possedent une activité spécifique anti-
Listeria. L’ajout de la culture lactique encapsulée dans les nanoparticules ou
bien les nanovecteurs a base d’amidon pourrait donc apporter un
complément intéressant pour la qualité de viande au cours de conservation ou

stockage au froid en assurant une meilleure sécurité vis-a-vis de Listeria.
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Conclusion

Si Comme dans d’autres secteurs, I’émergence des nanotechnologies
offre de multiples possibilités de développement d’applications et de produits
novateurs, pour l|’agriculture, ainsi que dans la production, la transformation,
la conservation et I’emballage des aliments. Ses applications dans Iindustrie
de l'alimentation et des emballages alimentaires sont de plus en plus
largement  disponibles sur le marché. Selon Bumbudsanpharoke, (2015),
plus de 400 entreprises dans le monde développeraient déja cette
technologie  pour ses applications potentielles dans les aliments et les

emballages alimentaires.

Les applications de la nanotechnologie peuvent jouer un rbéle majeur
dans  l'industrie alimentaire, mais  suscitent de multiples interrogations
relatives a la protection de la santé humaine  Plusieurs études, dont
celles (Cushen et al., 2012), démontrent que les nanoparticules utilisées dans
les emballages alimentaires du fait de leurs propriétés physico-chimiques
(taille, la complexité chimique, propriétés magnétiques, de réactivité
chimique, de résistance mécanique et de conductivité thermique) (Wang
et Ro, 2006) peuvent migrer d'un compartiment a l'autre et altérer ainsi la
qualité des aliments .La conservation des aliments est un combat constant
contre les microorganismes d'altération ou les pathogénes de I'homme tell
que Les bactéries lactiques sont principalement utilisées en tant que starter
dans les produits alimentaires fermentés ou elles permettent de développer
certaines  caractéristiques organoleptiques et d’augmenter la durée de
conservation. L’'un des utilisations des bactéries lactiques dans I'industrie
alimentaire est la conservation des aliments. « Bioconservation » ou « Bio
protection ». La capacité de compétition de ces avec les microorganismes
d’altération dans les milieux de fermentation industrielle résulte de Ila
production des composés antimicrobiens tels que les acides organiques, le
H.O,, et des protéines antimicrobiennes tels que les bactériocines. Ces
dernieres sont des substances de nature totalement ou partiellement

protéique, a activité bactéricide envers les espéces proches de la souche
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productrice. Cette derniére est une bonne méthode de conservations car c’est
une méthode de conservation des aliments faisant appel a des
microorganismes ou a des substances antimicrobiennes produites par ces
germes. Elle vise a 'augmentation de la durée de vie et une amélioration de la
sécurité sanitaire des produits alimentaires. La bio conservation peut
remplacer [Iutilisation de conservateurs chimiques et des traitements
thermiques. Elle permet une conservation naturelle des aliments en
préservant leurs propriétés organoleptiques et  nutritionnelles (Settanni et

Corsetti, 2008).

A I'heure actuelle, la chaine alimentaire est devenue plus complexe,
multipliant les possibilités de contamination et de développement des agents
pathogénes. Les techniques de décontamination sont tres étudiées et
présentent un intérét central dans les industries agroalimentaires au niveau
mondial. D'un autre c6té, il faut faire face a une demande croissante des
consommateurs de produits frais, sains et satisfaisants sur le plan
organoleptique, avec une durée de conservation de plus en plus longue. Nous
sommes tournés vers une alimentation qui allie qualités gustatives et
nutritionnelles. C'est pourquoi lI'industrie alimentaire est sans cesse a la
recherche de nouvelles techniques de conservation, visant a préserver la
qualité des aliments, tout en optimisant au maximum Ila durée de
conservation. De nombreuses techniques sont étudiées, visant dans I'idéal
I'obtention d'un produit microbiologiquement maitrisé, sans altération de
saveur, se rapprochant le plus possible du produit original. Il est cependant
trés difficile de concilier sécurité microbiologique et qualités organoleptiques,
du fait de la grande variabilité existante, tant au niveau biologique. De
nombreuses espeéces microbiennes peuvent étre a I'origine d'altérations des
aliments ou encore de toxi-infections alimentaires. Parmi elles, les spores
bactériennes sont souvent le probleme le plus difficile a résoudre pour la

conservation.

Dans la deuxiéme partie de cette recherche bibliographique, nous avons

perlé de Ila viande précisément la viande consommée localement. Elle
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constitue un milieu approprié pour la prolifération de micro-organismes
pathogeénes qui peuvent produire des substances toxiques. Pour cette raison,
parmi les méthodes de conservation de viande, une méthode qui permettre
non seulement de maitriser la croissance de la flore pathogenes ou
d’altération, mais également de préserver la qualité organoleptique et
nutritionnelle du produit tout au long de sa durée de conservation. C’est la bio
conservation  (ou  bio-préservation) est une nouvelle approche de
conservation  basée  sur l'utilisation des méthodes impliquant des
conservateurs biologiques. La bio- préservation utilise des microorganismes
antagonistes et leurs métabolites pour prévenir ou tuer les microorganismes
nocifs dans les aliments. Les bactéries lactiques sont donc les acteurs

essentiels de cette bio-préservation (Bourgeois et Larpent, 1996)

Pour le contréle des microorganismes indésirables dans la viande
(Vermeiren, 2004). L’arrivée de la nanotechnologie a permis d’étudier et de
manipuler de facon systématique les propriétés des matériaux a [’échelle
nanométrique avec une régularité et une précision jusqu’alors inconnues. A ce
propos, [I’attention s’est principalement portée sur les nanomatériaux
spécifiquement manufacturés pour obtenir une propriété ou composition
précise, Dans bon nombre de produits et d’applications, les emballages
alimentaires, il est possible d’ajouter des nanomatériaux en les fixant, les liant
ou les intégrant; ils ne constituent ainsi aucun nouveau risque ou menace
supplémentaire pour la santé des consommateurs ou pour I’environnement
Plusieurs études et rapports récents ont répertorié les applications des
nanotechnologies actuelles et annoncées a court terme pour le secteur
alimentaire (Chaudhry et al., 2008). Les principaux domaines d’application
sont les emballages et les produits alimentaires qui contiennent des
ingrédients et des additifs a I'échelle nanométrique ou nano encapsulés. Le
principe clé qui sous-tend la mise au point d’ingrédients et d’additifs a
’échelle nanométrique semble étre directement lié a une meilleure
acceptation et biodisponibilité des nano substances dans l'organisme méme si

d’autres avantages, comme [I'amélioration du golt, de la consistance, de Ia
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stabilité, de Ila texture, etc. entreraient également en ligne de compte

(Chaudhry et al., 2008).

Les autres applications des nanotechnologies, actuelles et projetées a
court terme, sont les ingrédients et les additifs a I’échelle nanométrique ou
nano encapsulés qui pourraient avoir une multitude d’applications dans les
secteurs de [’alimentation et de [I’agriculture ;Voici les principales catégories
d’applications connues et projetées pour les domaines de [Ialimentation et
des aliments diététiques récemment mises au jour par une étude de

(Chaudhry et al.,2008):

e ou des ingrédients alimentaires ont été transformés ou formulés pour

former des nanostructures;

e ou des additifs a I’échelle nanométrique ou nanoencapsulés ont été

utilisés dans I'alimentation;

. ol des nanomatériaux manufacturés ont été intégrés a des
revétements et a des matériaux d’emballage pour mettre au point de
nouvelles surfaces et de nouveaux matériaux en contact avec des aliments, et

des nano(bio)senseurs pour les emballages «intelligents»;

e ou des nanomatériaux ont été utilisés lors de la nanofiltration pour

retirer les composants indésirables des denrées alimentaires;

. ou des applications de nanomatériaux manufacturés ont été
proposées pour des pesticides, des médicaments vétérinaires et d’autres
produits agrochimiques afin d’améliorer les systémes de production

alimentaire.

Il est donc essentiel de considérer la spécificité des nanoparticules,
assimiler par des exemples suivant présent un grandement dans plusieurs
domaines présente des propriétés trés intéressantes, aussi divers et variés
tels que les industries pharmaceutiques, électroniques, cosmétiques et

médicales.
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VIl.1. Annexe 1: Milieux de culture et solutions.

Milieu de culture MRS

Partie VII. Annexes

Peptone 108
Extrait de levure 48
Extrait de viande 8g
Tween80 ml
Citrate d’ammonium 2g
Acétate de sodium 58
Glucose 208

Hydrogénophosphate de potassium 2g
Sulfate de magnésium 0.28
Sulfate de manganese 0.058
Agar 108
pH 6.2
Eau distillée 1000 mL
Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

Gélose nutritive

Gélose nutritive 208

Agar 158

Eau distillée 1000 ml
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pH

7.4

Autoclavage 120 °C pendant 20 minutes

Bouillon nutritif

Bouillon nutritif 208
Eau distillée 1000ml
pH 7-4
Agar 15

Autoclavage 120 °C pendant 20 minutes

Tampon phosphate PBS

Na2HPO4 1,44 g
KH2PO4 0.24g
NacCl 8g

Kdl 0.2g
Eau distillée 1000ml
pH 7.4

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

VII.2. Protocole de la coloration de Gram
» Principe:

-Réaliser un frottis sur une lame en verre propre et préalablement

dégraissée .
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-Colorer le frottis avec du violet de gentiane durant 2 minutes.
-Rejeter le colorant et ajouter le Lugol 2x 45secondes;

-Rincer a I’'eau.

-Décolorer a I’alcool 96° durant 10 seconde.

-Rincer abondamment a I’eau.

-Faire une contre-coloration avec de la fuchsine diluée a 1/10 durant 2

minutes.
-Rincer a ’eau et observer a 'immersion x100.

Lecture : Les bactéries Gram positives apparaissent en violet alors que

les Gram négatives apparaissent en rose ( Singleton, 1999).
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