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Résumé

La préservation des aliments représente un défi majeur pour lI'industrie agroalimentaire,
qui cherche des moyens efficaces pour prolonger la durée de vie des produits tout en assurant
leur sécurité et leur qualité. L’objectif de cette étude est 1’élaboration d'un biofilm de
conservation alimentaire a partir du mucus d'escargot Helix aspersa muller, une alternative
naturelle et potentiellement perenne pour remplacer les conservateurs synthétiques. La collecte
du mucus a été stimulée par la vaporisation des escargots avec 3% de Na Cl. La caractérisation
de notre biofilm montre une bonne apparence visuelle, une épaisseur comprise de 0.06 mm, une
humidité de 25%, une solubilité dans 1’cau allant de 98.1 %, tandis que la transparence est
6.52+0.03%. L’application du mélange du biofilm en solution d’enrobage pour les fraises a

montré apres 1’étude qu’il a un effet positif sur la durée de vie des fraises.

Mots clés : Escargot, Helix aspersa muller, mucus, biofilm, conservation.



Abstract

Food preservation is a major challenge for the food industry, which is looking for
effective ways to extend the life of products while ensuring their safety and quality. The
objective of this study is the development of a food conservation biofilm from snail mucus
Helix aspersa muller, a natural and potentially sustainable alternative to synthetic preservatives.
Mucus collection was stimulated by vaporizing snails with 3% Na Cl. The characterization of
our biofilm shows a good visual appearance, a thickness of 0.06 mm, a humidity of 25%, a
solubility in water ranging from 98.1%, while the transparency is 6.52 0.03%. The application
of biofilm mixture in coating solution for strawberries showed after the study that it has a

positive effect on the service life of strawberries.

Keywords: Snail, Helix aspersa muller, mucus, biofilm, conservation.
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, les humains consomment des escargots et ils sont devenus
un aliment répandu parmi des millions de personnes a travers le monde. Dans de nombreux
pays d'Europe et d'’Amérique, les escargots et leurs produits suscitent un vif intérét en raison de
leur appétence. La valeur économique de cette espece principalement herbivore est considérable
et elle est pergue comme un aliment de luxe.

Les Romains, notamment, sont célébres pour avoir percu l'escargot comme un aliment
privilégié. A la fin des années 1980, le commerce des escargots aux Etats-Unis s'élevait a 300

millions de dollars par an (Massari et Pastore, 2014).
Les Etats-Unis ont déclaré le 24 mai comme "Journée nationale de l'escargot".

Différents pays du monde consomment des escargots, mais la France est renommee pour
ce mets exceptionnel qui ne laisse personne indifférent. Selon Martins et al. (2005), I'Espagne
et le Portugal sont également parmi les principaux consommateurs européens d'escargots Helix
aspersa. Selon Massari et Pastore (2014), plus de 80 % des escargots vendus et consommés

proviennent de la nature et sont importés du Maroc et de I'Algérie.

Selon Cobbinah (2001), la Grece, la Turquie, la Roumanie, I'Algérie, la Tunisie, la
Thailande et la Chine sont les principaux fournisseurs d'escargots. Selon Aromolaran et al.
(2019), la consommation mondiale d'escargots est d'environ 400 000 & 450 000 tonnes par an,
dont seulement 15 % proviennent d'unités d'élevage, tandis que les 85 % restants proviennent
de collectes dans la nature.

Selon Bonnet et al. (2006), H.aspersa est la espéce d'escargot la plus appréciée et la
plus consommée, qui est largement répandue en Europe occidentale et dans le nord de la

Meéditerranée.

Dernierement, plusieurs substances présentes dans le mucus d'escargot ont été identifiées
avec des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes, ainsi que des propriétés régénératrices
(Vassilev et al., 2020). Selon Dolashki et ses collegues (2020), diverses composantes
peptidiques et proteéiques du mucus de l'escargot de jardin C. aspersum ont démontré une
activité antibactérienne contre les souches bactériennes Gram négatif (Pseudomonas
aureofaciens et Escherichia coli) et Gram positif (Brevibacillus laterosporus), ainsi que contre

la bactérie anaérobie Clostridium perfringens (Dolashki et ses collégues, 2020).




Introduction

Notre travail vise a créer un film de conservation alimentaire a partir du mucus d'Helix

aspersa muller.
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Chapitre I : L’escargot Helix aspersa muller

|.1.Généralité sur I’escargot

1.1.1.Définition

Le terme « caracol » espagnol est probablement a I'origine du terme francais « escargot
», qui a été introduit en France par le biais de la Rochelle, ou les marins espagnols et portugais
venaient se ravitailler. Pour cette dénomination, il est nécessaire d'inclure d'autres termes tels

que : « hélice » (en référence a la forme de sa coquille) ou « colimacon » (Bonnet et al. 1990).

L'escargot fait partie de la catégorie des gastéropodes. Ils ont une préférence pour un
environnement non perturbé, avec une humidité adéquate et une alimentation saine. L'escargot
est entouré d'une coquille solide, habituellement ornée de spirales. La majorité des escargots
terrestres sont présents pendant la nuit, mais aprés une pluie, ils ont la possibilité de sortir de
leur cachette pendant la journée. Ils se déplacent en utilisant un muscle long et plat appelé pied
pour se deplacer. Le mucus est continuellement produit par des glandes présentes dans le pied,

ce qui facilite le déplacement et laisse une trainée visqueuse.

Les fouilles archeologiques ont découvert des coquilles d'escargots, ce qui suggére que
les escargots ont été consommés depuis la préhistoire (Hill et al., 2015) . Contrairement a ce
que l'on pense généralement, les escargots ne se limitent pas a étre des "aliments de famine"
utilisés en période de pénurie alimentaire ou lorsqu'il devient difficile de se procurer et de
récolter des "aliments traditionnels”. De nombreuses personnes a travers le monde prennent
plaisir & les déguster car ils sont délicieux et ont une longue histoire dans les cuisines locales.
Effectivement, il existe encore des consommations de mollusques, tels que les escargots d'eau
douce et les escargots terrestres, comme amuse-gueule dans de nombreuses régions du monde,

notamment dans le sud de I'Europe.

1.1.2.La composition de I’escargot

La composition en nutriments des escargots comestibles, telle qu'elle est rapportée dans
la littérature (en se basant sur la matiere séche), est récapitulée dans le tableau 1. Selon Kim et
al. (2019), l'azote est un nutriment indispensable et les protéines participent directement a
I'approvisionnement en azote dans le corps humain adulte. En termes de protéines, de lipides et
de glucides, les escargots comestibles présentaient une moyenne de 13,31+0,113 - 82,25+0,01
%, de 0,53+0,057- 8,50+0,02 % et de 0,15+0,02 - 16,33+0,20 %, respectivement.
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Tableau 01 : Composition proximale (sur la base de la matiére seche) des escargots

comestibles trouvés au Nigeria

Scientific Name Protein (%) Fat (%) Carbohydrate (%) References
Achatina achatina 36.81+0.02 1.26+0.02 0.62+0.01 Ademolu et al. (2017)
Achatina fulica 10.08+0.01 1.6120.05 7.25+0.03 Babalola and Akinsoyinu, (2009)
Archachatina marginata 18.89+0.02 1.08z0.01 0.510.02 Ademolu et al. (2017)
Buccimum undatum 13.96+0.19 1.75+0.07 0.93+0.14 Kiin-Kabari et al. (2017)
Crassostrea gasar 13.31+0.11 0.53+0.06 0.92+0.17 Kiin-Kabari et al. (2017)
Donax rugosus 22.70£2.05 5.23+0.39 8.20+0.51 Ukwo et al. (2020)
Limicolaria spp 18.66+0.57 1.17+0.14 0.15+0.02 Fagbuaro et al. (2006)
Egeria radiata 32.10£0.06 1.36 £ 0.02 1.50 +0.10 Ivon and Eyo (2018)
Tagelus adansonaii 20.72+1.61 3.04+0.17 8.30+0.01 Ukwo et al. (2020)
Thais coronata 14.88 +0.01 1.50 = 0.01 4.64 +0.02 Ivon and Eyo (2018)
Pachymelina aurita 45.83+19.74 2.00+0.00 NA Emmanuel and Oladejo (2020)
Pomacea bridgesii 33.24+0.05 3.18=0.08 NA Adebayo-Tayo ef al. (2011)
P. canaliculata 31.38+0.15 3.26+0.10 NA Adebayo-Tayo et al. (2011)
Tympanotonus fuscatus 47.61+0.23 4.86=0.15 16.33+0.20 Moruf (2021)
Lanistes libycus 58.1+0.22 5.46+0.13 NA Agbolade and Olayiwola (2008)
Nucella lapillus 82.25+0.01 8.50=0.02 0.75+0.01 Eneji et al. (2008)

NA : Il n'est pas disponible comme indiqué dans la référence. Méme si la viande
d'escargot est fréquente dans la gastronomie et fait partie de la culture de certaines ethnies, cette

étude met en lumiere certains éléments néfastes liés a la consommation de ce mollusque.

1.1.3.Les types de I’escargot
Parmi les 400 espéces d'escargots présentes dans leur habitat naturel, seules six sont

considérées comme des transactions commerciales significatives :
-L’escargot Petit-Gris (Helix aspersa aspersa ou Miiller).
-L’escargot de Bourgogne (Helix pomatia).
-L’escargot Gros-Gris (Helix aspersa maxima).
-L’escargot Tapadou ou Apatelli (Helix aperta).
-La mourguette (Eobonia vermiculata).
-L’escargot Turc (Helix lucorum).
D'aprés Bonnet et ses collegues (1990), sa position systémématique est la suivante :
Regne : Animalia
Embranchement : Mollusca
Classe :Gastéropode

Sous-classe : Pulmoné
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Ordre : Stylomatophora

Super-famille : Helicacea

Famille : Helicidae

Sous famille : Helicinae

Genre : Helix

Espece : Helix aspersa (Muller, 1774) .

La coquille est d'une grande taille, d'une forme globulaire, plutét mince, imperforée ou
presque, avec une brillante modérée et des rides fines. La couleur de la coquille peut varier
entre jaune et corne, avec des bandes spirales marron interrompues par des mouchetures ou des
stries jaunes. L'ouverture présente une forme ronde et ovale, avec la lévre orientée vers l'arriére.
Selon Burch (1960), les coquilles adultes (avec quatre a cing verticilles) ont un diamétre variant
de 28 a 32 mm.

Figure 01 : Escargot brun de jardin adulte allongé, Cornu aspersum (Mdller).

I.2.Les glandes sécrétrices du mucus

D'aprés une recherche menée par Greistorfer et ses collégues en 2017 sur les glandes
sécrétrices du mucus chez Helix pomatia et celles d'Helix aspersa par Compion en 1961, ils
mettent en évidence les éléments suivants : Selon Champion (1961) , I'épithélium du pied de
H. pomatia et H. aspersa présente une similitude, avec une seule couche de cellules
cylindriques. Cependant, son épaisseur varie d'une espéce a l'autre (chez H.aspersa : 25-33 um
ventralement ; chez H. pomatia : 50 um ventralement) (Greistorfer et al, 2017). En ce qui
concerne le nombre de glandules présentes dans les couches glandulaires dorsale et ventrale,

les deux espéces présentent également des différences. Il est possible de distinguer
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morphologiquement cing types de glandes distincts dans le pied dorsal et ventral de H. pomatia.
Cependant, Campion (1961) a identifié huit types de cellules au total dans I'épithélium du pied
d'Helix aspersa.

I.3.La collecte de la bave d'escargot

Parmi les techniques mécaniques qui n'affectent pas I'animal, I'emploi de gaz naturels
tels que I'ozone a été sélectionné afin de stimuler la production de bave d'escargot. La méthode
d'extraction mécanique nécessite I'emploi d'un dispositif qui permet d'extraire la bave en
minutes. Plus spécifiquement, les escargots ont éte placés dans une machine ou de lI'ozone a été
libéré pendant environ une heure ; I'O3 provoque une forme d'excitation qui stimule la

production de bave et protége les escargots du stress.

Différents extraits de mucus (hélicidine, pertussidine, pomaticine) sont disponibles
actuellement, et ils ne se distinguent que par leur processus de production. Les escargots sont
généralement trempés avec une quantité de 1% de chlorure de sodium. On collecte ensuite le
mucus, on le décante, on le filtre, on le concentre puis on le séche selon diverses méthodes, que

ce soit a basse température sous vide, on le lyophilise ou on le séche par pulsation.

Apreés avoir été filtrées par des filtres spécifiques, les solutions aqueuses obtenues peuvent
étre conservées de maniere aseptique dans des flacons stériles, ou en ajoutant des substances
antiseptiques, dont la glycérine est la plus couramment utilisée. Il est également nécessaire
d'analyser les différents composants chimiques d'Helixcan en utilisant des procédures
enzymatiques, ce qui met en évidence la présence de plus de 30 enzymes dans le mucus digestif,

ainsi que dans le pancréas, le muscle et le liquide lymphatique.

I.4.Les domaines d’utilisation du mucus d’Helix aspresa muller

L'extrait obtenu présente diverses caractéristiques thérapeutiques. Dans le domaine de la
beauté, il favorise la production de collagéne, d'élastine et de composants dermiques qui aident
a réparer les effets du vieillissement. En outre, il réduit les degats causés par les radicaux libres
en raison de la présence de protéines, d'acide hyaluronique de plusieurs poids moléculaires et

d'antioxydants.

Depuis I'Antiquité, de nombreux écrivains ont décrit l'utilisation de I'hélice terrestre en
médecine. Hippocrate a suggéré I'utilisation de mucus d'escargot pour traiter le protocele. Les
escargots crus étaient percus par Celse comme des substances thérapeutiques et leurs corps

bouillis comme des substances émollientes. Selon Pliny (77-79 aprés J.-C), la pulpe d'hélice a
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le pouvoir d'accélérer I'accouchement et pourrait étre employée pour soigner les bralures, les
abceés, les saignements de nez, les douleurs a I'estomac et la scrofule féminine. Galien suggere

d'utiliser des escargots pour traiter les hydrops foetaux.

1.5.Les bienfaits du mucus d’hélix aspersa muller

Dans deux fractions de faible poids moléculaire (Mw < 1 kDa et Mw < 3 kDa), des
métabolites présentant une activité antioxydante, antibactérienne et antimicrobienne ont été
identifiés lors de l'analyse métabolique du mucus d'escargot par RMN. Certains ont été

confirmes a l'aide d'une spectrométrie de masse en tandem (Tableau 2).

Tableau 02 : Caractérisation de peptides dans le mucus de 1’escargot de jardin Cornu

aspersum, identifiés par séquencage de novo MALDI MS/MS

Exper. MW Calcul. monoisotopic Predicted activity

No Amino acid sequence of peptides [M+H]" (Da) mass (Da) pl GRAVY Antibacterial (%) Antiviral (%) Antifungal (%)
1’ LGHDVH 677.33 676.33 597 -0.383 84.0 75.8 610
2 AAGLAGAGNGGG 87242 871.41 B +0.425 65.0 35.0 350
3 LLFSGGQFNG 1039.52 1038.51 552 +0420 74.0 28.0 59.0
4" LGLGNGGAGGGLVGG 1155.61 1154.60 552 +0.687 86.0 50.8 610
5° LNLGLDAGGGDPGG 1212.57 1211.58 3.56 -0093 57.0 59.5 37.6
6 GAACNLEDGSCLGV 1308.81 1307.55 3.67 +0.564 58.0 58.0 530
7" NLVGGLSGGGRGGAPGG 1382.70 1381.71 9.75 -0024 5%.0 30.4 38.0
8" LGGLGGGGAGGGGLVGEPG 1438.86 1437.72 4.00 +0.439 56.0 38.0 19.7
9 NLVGGLSGGGRGGAPGGGG 1496.89 1495.75 975 -0063 68.0 40.0 47.0
10" GLLGGGGGAGGGGLVGGLLNG 1609.94 1608.86 552 +0.776 90.0 53.6 65.0
11" MGGLLGGVNGGGKGGGGPGAP 1666.83 1665.83 8.5 +0.005 78.6 52.0 615
12 LFGGHQGGGLVGGLWRK 173899 1737.94 11.0 -0024 75.6 41.0 78.5
13 NGLFGGLGGGGHGGGGKGPGEGGG 1909.90 1908.88 6.75 -0487 90.0 67.0 80.0
14 LLLLMLGGGLVGGLLGGGGKGGG 1966.24 1965.14 8.75 +1.209 92.0 57.0 760
15 PFLLGVGGLLGGSVGGGGGGGGAPL 2023.14 2022.09 596 +0.912 69.0 320 380
16" LPFLGLVGGLLGGSVGGGGGGGGPAL 2136.20 2135.17 552 +1.023 69.1 320 38.2
17" DVESLPVYGGLGGGGGGAGGGGLVGGNLGGGAG 2479.20 247821 3.67 +0.353 62.0 43.0 330

Abbreviations: GRAVY, grand average of hydropathicity index; pl, Isoelectric point.
“Amino acid sequences of a peptide is published in Vassilev et al. (2020).
b Amino acid sequences of a peptide is published in Dolashki et al. {2020).
“Amino acid sequences of a peptide is published in Dolashki et al. (2018).
9Amino acid sequences of a peptide is published in Velkova et al. (2018).

Selon les résultats du tableau 2, il semble que plusieurs peptides 1, 3, 4, 10, 11,12, 13 et
14 possédent une activité antibactérienne, tandis que les peptides 1 et 13 pourraient également
présenter une activité antivirale. Il est prévu que les peptides 10, 12, 13 et 14 possédent des
propriétés antibactériennes et antifongiques. Les peptides qui présentent la plus grande activité
antibactérienne et antifongique présentent des niveaux élevés de glycine et de leucine, ainsi que
des résidus de proline 1 ou 2. Il semblerait qu'ils font partie d'une nouvelle catégorie de peptides
antimicrobiens contenant une forte teneur en Gly / Leu (Dolashki et al., 2018, 2020 ; Velkova
et al., 2018).
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Les groupes bactériens clés ont été identifiés en se basant sur les méthodes de culture.
Ces analyses sont faciles a reproduire, peuvent étre réalisées dans tous les laboratoires de

microbiologie et offrent des données similaires a celles d'autres études.

Le microbiome du mucus présente des caractéristiques distinctes selon les analyses
culturelles, les FISH et le séquencage. Selon eux, la communauté microbienne présente dans le
mucus de C. aspersum est différente de celle observée dans d'autres parties d'escargots
mentionnées dans la littérature. La présence fréquente de bactéries appelées bactéries typiques

du sol et des plantes est I'une des caractéristiques les plus distinctives.

Une tendance en biotechnologie est la quéte de nouveaux composés naturels destines a
étre utilisés en médecine et en cosmétique. Le mucus d'escargot constitue I'une des sources de
ces substances actives. L'étude de la physiologie des escargots et de I'activité biologique de
leurs fluides (en particulier le mucus) reste peu approfondie. Ce sont seulement quelques

recherches précédentes qui ont examiné la corrélation entre les escargots et leur microbiome.

La recherche en question a examiné la variété biologique du mucus d'escargot utilisé
dans la fabrication de produits cosmétiques, thérapeutiques et nutraceutiques. Les méthodes de
culture freguemment employées ont été employées afin d'évaluer le nombre de grands groupes
bactériens. Les principaux taxons ont été soumis a une hybridation de fluorescence in situ.
L'analyse numérique des images obtenues a été réalisée. 1l y a également eu un séquencage du
gene de I'ARNr 16S. Les résultats ont démontré que le mucus renferme une communauté
bactérienne abondante (10,78 10*° UFC/mI) selon les résultats. Certaines bactéries dominantes
sont célébres pour leur aptitude a métaboliser des polysaccharides complexes et se trouvent
généralement dans le sol et les plantes (Rhizobiaceae, She wanella, Pedobacter, Acinetobacter,
Alcaligenes). D'apres les résultats obtenus, il a été prouvé que le mucus d'escargot offre un
environnement spécifique pour le développement de la communauté microbienne, qui se
distingue des autres parties de I'animal et qui est attribué a la combinaison des microbiomes

provenant du sol, des plantes et des escargots.
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Chapitre 11 : Les emballages et les biofilms alimentaires

L'emballage joue un r6le crucial pour prolonger la durée de conservation des produits
alimentaires qui peuvent étre périssables. Il réduit la contamination apres la contamination et
garantit la securité des aliments lors de la vente. En outre, I'emballage joue un role crucial dans

la promotion et I'acceptabilité du produit (Youssef et al., 2019).
I1.1. Roles de I’emballage alimentaire

Les conditionnements alimentaires ont un role crucial dans la protection des produits
alimentaires contre les influences et les dommages extérieurs, en contenant les aliments et en
fournissant aux consommateurs des renseignements sur les ingrédients et la nutrition (Coles,
2003). Les fonctions secondaires jouent un r6le de plus en plus essentiel en termes de tracabilité,
de praticité et d'indication d'une altération. L'emballage alimentaire a pour objectif d'organiser
les aliments de maniere rentable qui répond aux exigences de l'industrie et aux attentes des

consommateurs, garantit la sécurité alimentaire et diminue I'empreinte écologique.
1. 1.1.Protection/préservation

Les emballages alimentaires ont la capacité de retarder la dégradation du produit, de
preserver les effets positifs du traitement, de prolonger la durée de conservation et de préserver
ou d'améliorer la qualité et la sécurité des aliments. Dans cette optique, I'emballage assure une

protection contre trois types d'influences externes majeurs : chimique, biologique et physique.

La protection chimique réduit la quantité de changements de composition qui peuvent se
produire en raison de 1’exposition aux gaz (généralement 1’oxygeéne), a I’humidité (gain ou
perte) ou a la lumiére (visible, infrarouge ou ultraviolet). Les influences environnementales
jouent un role dans tout cela. De nombreux matériaux d’emballage différents peuvent constituer
une barriére chimique. Le verre et les métaux fournissent une barriére presque absolue aux
agents chimiques et a d’autres agents environnementaux, mais peu d’emballages sont purement
en verre ou en métal, car des dispositifs de fermeture sont ajoutés pour faciliter le remplissage
et la vidange. Les dispositifs de fermeture peuvent contenir des matériaux qui permettent des
niveaux minimes de perméabilité. Par exemple, les bouchons en plastique ont une certaine
perméabilité aux gaz et aux vapeurs, tout comme les matériaux de joint utilisés dans les
bouchons pour faciliter la fermeture et dans les couvercles de boites en métal pour permettre
I’étanchéité apres le remplissage. L’emballage plastique offre un large éventail de propriétés de

barriére mais est généralement plus perméable que le verre ou le métal.
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La protection biologique assure la protection des organismes microscopiques, des agents
pathogenes et des agents de dégradation, des insectes, des rongeurs et d'autres animaux contre
les maladies et la dégradation. De surcroit, les obstacles biologiques maintiennent les conditions
nécessaires pour réguler la sénescence (maturation et vieillissement). Ces barriéres operent
grace a divers mécanismes, tels que la sécurité de l'acces au produit, la prévention de la

propagation des odeurs et le maintien de I'environnement interne de I'emballage.

La protection physique garantit que les aliments soient protégés contre les dommages
mécaniques en les protégeant contre les chocs et les vibrations lors de leur manipulation. En
régle générale, elles sont congues a partir de carton et de matériaux ondulés, ce qui leur confére
une grande résistance aux chocs, aux abrasions et aux dommages causés par I'écroulement.
Ainsi, elles sont couramment utilisées en tant que conteneurs d'expédition et en tant
qu'emballages pour des aliments délicats, comme les ceufs et les fruits frais. Un emballage
physique adéquat assure également la protection des consommateurs contre différents risques.
Par exemple, les enfants ne peuvent pas accéder a des produits exposés a des dangers en raison
des fermetures a I'épreuve. En outre, la substitution des emballages plastiques pour des produits
tels que le shampooing et les bouteilles de soda a réduit la probabilité de casser les récipients

en verre.

L'évaluation de I'impact des emballages alimentaires sur I'environnement doit tenir compte
des bénéfices de la diminution du gaspillage alimentaire tout au long de la chaine
d'approvisionnement. Selon la FAO (1989), de nombreux pays ont signalé un gaspillage
alimentaire considérable, avec des taux variant de 25 % pour les céréales alimentaires a 50 %
pour les fruits et légumes. On attribue souvent le gaspillage alimentaire a des problemes de

conservation/protection, d'entreposage et de transport inappropriés.

En augmentant la conservation des aliments, I'emballage diminue le gaspillage global et
améliore leur capacité d'utilisation. Selon Rathje et ses collegues (1985), il a été observé que
les déchets par habitant générés a Mexico incluaient moins d'emballages, plus de déchets
alimentaires et un tiers plus de déchets totaux que ceux générés dans des villes différentes des
Etats-Unis. En outre, Selon Rathje et al. (1985), les aliments emballés générent 2,5 % de
déchets totaux, tandis que les aliments frais sont responsables de 50 %. Cela est en partie d( au
fait que les sous-produits agricoles collectés a l'usine de transformation sont utilisés a d'autres
fins, tandis que ceux produits a la maison sont généralement jetés. Ainsi, I'emballage peut aider

a diminuer I'ensemble des déchets solides.
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L'évaluation de I'impact des emballages alimentaires sur I'environnement doit tenir compte
des bénéfices de la diminution du gaspillage alimentaire tout au long de la chaine
d'approvisionnement. Selon la FAO (1989), de nombreux pays ont signalé un gaspillage
alimentaire considérable, avec des taux variant de 25 % pour les céréales alimentaires a 50 %
pour les fruits et légumes. On attribue souvent le gaspillage alimentaire a des problémes de
conservation/protection, d'entreposage et de transport inappropriés.

En augmentant la conservation des aliments, I'emballage diminue le gaspillage global et

améliore leur capacité d'utilisation.

D'apres les recherches de Rathje et ses collégues (1985), il a été constaté que les déchets
par habitant a Mexico comprenaient moins d'emballages, davantage de déchets alimentaires et
un tiers plus de déchets totaux que ceux générés dans des villes US similaires. Selon les
recherches menées par Rathje et ses collégues (1985), les aliments emballés représentent 2,5
% des déchets totals, tandis que les aliments frais en sont responsables de 50 %. Cela est
principalement causé par l'utilisation des sous-produits agricoles collectés a l'usine de
transformation a d'autres fins, alors que ceux produits a la maison sont généralement
abandonnés. 1l est donc possible que I'emballage contribue a réduire globalement les déchets

solides.

11.1.2.Marketing et communication

Un emballage symbolise la présentation d'un produit et est souvent la seule expérience que
les consommateurs ont avant de I'acquérir. De cette maniére, un emballage original ou novateur
peut favoriser les ventes dans un environnement compétitif. L'emballage peut étre congu pour
améliorer I'image du produit et/ou le démarquer de la concurrence. Prenons l'exemple
d'utilisation d'étiquettes plus grandes pour ajuster les recettes. L'emballage fournit également

des informations au consommateur.

Par exemple, les emballages doivent étre étiquetés conformément aux exigences légales en
ce qui concerne l'identification du produit, la valeur nutritive, la déclaration des ingrédients, le
poids net et les informations du fabricant. En outre, le conditionnement communique des
renseignements essentiels concernant le produit, comme les consignes de cuisson, la référence

de la marque et le prix. Toutes ces modifications peuvent influencer la gestion des déchets.

11.1.3. Tracabilité
Selon la Commission du Codex Alimentarius, la tracabilité est définie comme « la capacité
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de surveiller le déplacement d'un aliment a travers les différentes étapes de production, de

transformation et de distribution » (Commission du Codex Alimentarius, 2004).

Selon Golan et autres (2004), la tracabilité vise a trois objectifs : améliorer la gestion de
I'offre, simplifier le suivi pour garantir la salubrité et la qualité des aliments, et distinguer et
commercialiser les aliments présentant des caractéristiques de qualité subtiles ou indétectables.
Les fabricants d'aliments ajoutent des codes spécifiques sur les étiquettes d'emballage de leurs
produits, ce qui leur donne la possibilité de suivre leurs produits tout au long de la distribution.
On peut trouver des codes dans divers formats (comme les codes a barres imprimés ou
I'identification électronique par radiofréquence [RFID]) et ils peuvent étre lus de maniére

manuelle et/ou par machine.
11.1.4.Convenience

L'innovation des emballages est grandement influencée par des caractéristiques pratiques
comme la facilité d'acces, la manipulation et I'élimination, la visibilité du produit, la
refermabilité et la microondulabilité. Ainsi, I'emballage occupe une place primordiale en

réduisant au minimum les efforts requis pour préparer et servir les aliments.

Les consommateurs peuvent cuisiner un repas complet sans avoir a préparer presque rien

gréce a des plateaux allant au four, des sacs a ébullition et des emballages micro-ondes.

Les nouveaux modeles de fermeture simplifient l'ouverture, la fermeture et proposent des
fonctionnalités de distribution spécifiques. A titre d'exemple, un producteur de cookies a
récemment mis en place un sac flexible avec une partie étiquetée permettant d'accéder aux
cookies. Avant la vente, une membrane avec un joint pelable couvre I'ouverture et permet de la
refermer aprés l'ouverture. Le développement des emballages alimentaires a permis
I'émergence de formats de vente au détail contemporains qui permettent aux consommateurs de

profiter de la commodité d'un seul guichet et de la disponibilité d'aliments a travers le monde.

La présence de ces caractéristiques de praticité apporte de la valeur et des avantages
concurrentiels aux produits, mais peut également avoir un impact sur la quantité et le type de

déchets d'emballage a extraire.

I1.1.5.Indicateur de manipulation
Les produits alimentaires et pharmaceutiques ont subi des altérations intentionnelles, ce
qui a conduit a l'utilisation de caractéristiques d'emballage spéciales visant a diminuer ou a

éliminer le risque d'altération et d'adultération. Méme si tout emballage peut étre écrasé, les
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caractéristiques inviolables ne peuvent pas étre facilement substituées. Les caractéristiques
inviolables incluent les bandes, les membranes spéciales, les fermetures détachables et
I'impression speciale sur les chemises de bouteilles ou les boites composites, comme les
graphiques ou le texte qui se modifient de maniere irréversible a l'ouverture. L'impression
spéciale inclut également des hologrammes qui sont difficiles a reproduire. En général,
I'emballage inviolable requiert des matériaux d'emballage supplémentaires, ce qui aggrave les

difficultés d'élimination, mais les bénéfices sont généralement supérieurs a tout désavantage.

Un exemple d'une caractéristique inviolable qui ne requiert aucun matériau d'emballage
supplémentaire est un joint thermique qui est utilisé sur un emballage médical qui est

chimiquement congu pour changer de couleur lorsqu'il est ouvert.
11.1.6.D"autres roles

On peut utiliser I'emballage a d'autres fins, telles que le transport de primes (comme
I'incorporation d'un cadeau, d'un produit supplémentaire ou d'un coupon) ou de contenants
domestiques. Les emballages ont la capacité d'étre utilisés ou réutilisés, ce qui rend I'entrée dans

le flux de déchets plus difficile.
I1.2.Film biodégradable pour ’emballage alimentaire

Les matériaux qui peuvent étre régénérés par l'action d'une enzyme sur des espéces
vivantes comme les champignons, les levures, les bactéries et les produits finaux en dégradation
sont considérés comme des produits « biodégradables ». La biomasse, le H20 et le CO2 sont
principalement utilisés dans des situations aérobies, tandis que la biomasse, le méthane et les
hydrocarbures sont utilisés dans des situations anaérobies (Avella et al., 2005). Par conséquent,
les avancées technologiques dans le domaine de I'emballage de produits biodégradables afin
d'assurer une sécurité et une qualité améliorées ont engendré des évolutions dans les méthodes
d'emballage. Dans le but de satisfaire les préférences des consommateurs, les avancées
technologiques ont conduit a I'émergence de processus d'emballage bioactifs, intelligents et
actifs qui sont considérés comme extrémement avancés (Youssef et al., 2019). L'utilisation de
ces nouvelles technologies pour I'emballage a joué un réle crucial dans I'amélioration de la
bioactivité, de la faisabilité, de la sécurité et de la qualité des éléments clés. L'impact des
méthodes d'emballage novatrices et novatrices sur la santé est en constante augmentation, ce

qui a conduit a une diminution des plaintes des consommateurs (Majid et al., 2016).

11.3.Classification des polymeres biosourcés
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L'attention s'est rapidement portée sur les polymeéres car ils sont pergus comme une
méthode essentielle pour fabriquer des matériaux écologiques. On peut classification de ces

polymeres en trois éléments :

a. Les polymeres fabriqués directement a partir de la biomasse, comprenant des
protéines telles que le zein, le gluten, la protéine de lactosérum, la protéine de
soja et les caséinates, ainsi que des polysaccharides tels que la cellulose,
I'amidon et le chitosane.

b. I1) Polymeéres fabriqués a partir de biomasse dérivée ou de monomeres a base
d'huile, tels que l'acide polyactique (PLA), I'alcool éthyléne-vinyle (EVOH),
I'alcool polyvinylique (PVA) et les polycaprolactones (PCL).

c. I11) Des polymeres créés par des microorganismes génétiqguement modifiés ou
naturels, comme la cellulose bactérienne ou les polyhydroxyalcanoates (HPA)
(Fabra, Lopez-Rubio et Lagaron, 2014).

11.4. Types de polyméres biosourcés utilisés dans les applications d’emballage alimentaire

Les polymeéres biosources naturels, tels que I'agar, le chitosane, la cellulose et I'amidon,
sont les plus couramment utilisés dans les emballages alimentaires. Ces polymeres sont extraits
du collagéne, de la protéine de lactosérum, de l'alginate, du gluten, de la gélatine et des glucides.
Dernierement, l'apparition de nouvelles technologies a conduit a la création de polymeres
synthétiques biosources, tels que le PBS du succinate de polybutylene, I'alcool polyvinylique
(PVA), I'acide polyglycolique (PGA) et I'acide polylactique (PLA) (Rhim, Park et Ha, 2013).
Les polymeres synthétiques présentent des bénéfices tels que la possibilité de créer une
industrie prospére et I'amélioration de diverses caractéristiques telles que la résistance a la

traction, la clarté, la brillance élevée, la flexibilité et la longévité (Othman, 2014).

Selon Othman (2014), parmi les polymeéres biosourcés, I'amidon et ses dérives sont type
le plus répandu qui a été étudié pour produire des matériaux bionanocomposites destinés aux

applications d'emballage alimentaire.

L'utilisation du chitosane comme revétement semble prévenir la dégradation fongique
des légumes et des fruits frais. Méme si les propriétés antifongiques du chitosane sont
responsables de son effet antimicrobien, il est possible que le chitosane joue un role de barriére
entre les nutriments présents dans le produit et les micro-organismes (Cuqg, Gontard et
Guilbert, 1995). Selon Ouattara et al. (2000), des films antimicrobiens a base de chitosane

ont été employés afin de transporter des acides et des epices organiques. La présence de films
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d'alginate de calcium a diminué la. La présence de chlorure de calcium peut expliquer la

croissance de la flore naturelle et de 1'inocule de coliformes sur le beeuf (Cuq et al., 1995).

Selon Pradini (1987), des polymeéres acryliques bactéricides ont été suggérés comme
matériaux d'emballage pour prolonger la durée de conservation des fruits et Iégumes en utilisant
des CO-monomeres d'amines protonées acryliques co-polymérisantes.
Selon Olstein (1992), les polymeres qui renferment des substituts de biguanide ont également

une activité antimicrobienne.

IIs ont étudié la modification physique des polymeéres pour rendre les surfaces
antimicrobiennes. Par exemple, il a été rapporté que les films de polyamide traités par
irradiation UV ont un potentiel antimicrobien. Selon Hagelstein, Hoover, Paik & Kelley
(1995), il est possible que l'activité antimicrobienne soit due a une augmentation de la
concentration d'amine a la surface du film. Les surfaces polyméres contenant des groupes
d'amines positivement chargés peuvent favoriser I'adhérence cellulaire, mais pas forcément la
mort (Lee, Jung, Kang et Lee, 1994). Dans les essais mentionnés, il est envisageable qu'une
adsorption simple ait eu lieu, dissimulant ainsi I'activité antimicrobienne du polymere aminé a
la surface. Ensuite, une recherche sur des films de nylon exposés aux rayons UV a révélé que
les groupes aminés présents a la surface étaient bactéricides, mais que les cellules bactériennes
étaient adsorbées a la surface, ce qui réduisait I'efficacité des groupes amines (Paik,
Dhanasekharan et Kelley, 1998). Il arrive fréqguemment que ces études soient réalisées dans
une zone tampon. En ajoutant des nutriments, il est possible de prévenir les dommages a la
membrane cellulaire et la récupération bactérienne, ainsi que d'inhiber I'adhérence des cellules

a la surface résultant de l'interaction des sels et d'autres cations avec les surfaces.

I1.5.Les emballages antimicrobiens sont  utilisés dans les aliments

Selon Hotchkiss (1997), les polymeéres antimicrobiens peuvent étre employés dans
divers domaines de I'alimentation, notamment dans I'emballage. L'objectif principal est de
prolonger la durée de conservation et de garantir la sécurité en limitant la prolifération de
microorganismes spécifiques en contact direct avec la surface des aliments solides (comme la
viande, le fromage, etc.) ou dans la masse de liquides (comme le lait ou les exsudats de viande).
Ensuite, les matériaux d'emballage antimicrobiens pourraient étre capables de se stériliser ou
de se désinfecter eux-mémes. Les matériaux d'emballage antimicrobiens permettent une
réduction significative du risque de contamination des produits transformés et facilitent le
traitement des matériaux pour éviter toute contamination. Par exemple, l'utilisation d'un

emballage auto-stérilisant pourrait permettre de supprimer la nécessité de traiter avec du
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peroxyde un emballage aseptique. Ensuite, au moins en théorie, cela pourrait conduire a la
stérilisation autonome des aliments, notamment des liquides. Il est possible que cela soit
particulierement bénéfique pour les produits contenant une forte teneur en acide, comme les jus
de fruits. Il est également possible d'utiliser des polyméres antimicrobiens pour recouvrir les
surfaces des équipements de transformation des aliments, ce qui permet leur auto-désinfectation
pendant leur utilisation. Parmi les exemples, on retrouve les joints de remplissage, les dispositifs

de transport, les gants, les vétements et d'autres équipements d'hygiene personnelle.

Il est important de prendre en compte les microorganismes cibles ainsi que la
composition des aliments dans un emballage antimicrobien. Comme pour tout antimicrobien, il
est nécessaire de choisir les antimicrobiens a incorporer dans les polyméres en se basant sur
leur spectre d'activité, leur mode d'action, leur composition chimique, leur taux de croissance
et I'état physiologique des microorganismes vises. La cinétique de diffusion sera au moins en
partie responsable de I'activité des antimicrobiens qui se propagent de I'emballage a I'aliment
(Han, 2000). Cependant, il est nécessaire que les antimicrobiens liés au polymeére soient actifs

lorsqu'ils sont liés a ce dernier.

Cette activité est associée a la maniére d'agir. En cas d'action sur la membrane cellulaire
ou la paroi du micro-organisme, il est envisageable que I'antimicrobien qui y est attaché ait un
effet sur les cellules. Il est peu probable que cela se produise si il doit pénétrer dans le

cytoplasme.

Dans les milieux synthétiques, la croissance des micro-organismes est rarement
identique a celle des aliments, et les composants alimentaires peuvent restreindre I'action des
antimicrobiens en entravant la diffusion des polymeres. Dans les environnements riches en
nutriments, les zéolithes argentées ne sont pas actives, car la présence de lysine, de sulfates, de
sulfures et d'autres acides aminés contenant du soufre diminue leur activité antimicrobienne.
Selon Ishitani (1995), l'utilisation la plus pratique est celle des boissons riches en nutriments
comme le thé et I'eau minérale. Le triclosan dans les plastiques est I'un des exemples de
polymeres qui ont une activité antimicrobienne élevée dans les milieux de croissance et a faible

activité dans les aliments (Cutter, 1999).

L'activité des polymeres antimicrobiens peut étre altérée par les additifs polymeres tels
que les charges, les agents anti-buée et antistatiques, les lubrifiants, les stabilisants et les
plastifiants.

Ces ajouts ont la capacité de changer la structure des polymeéres en modifiant la diffusion
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ou en interagissant directement avec I'antimicrobien. Quand on a incorporé le lysozyme dans le
triacetate de cellulose, par exemple, I'ajout d'un plastifiant glycérol a montré un impact negatif

sur l'activite de I'enzyme, comme le montre la figure 02.
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Figure 02 : Effet du glycérol plastifiant sur 1’activité enzymatique antimicrobienne triacétate-

immobilisée de cellulose d’Appendini, 1996

La selection d'un emballage antimicrobien peut prendre en compte d'autres facteurs tels
que la concentration des antimicrobiens présents dans le film polymeére, I'impact de I'épaisseur
du film sur l'activité et les caractéristiques physiques et mécaniques des polymeres aprés leur
transformation en produit final. Par exemple, la capacité des composés enrobés ou immobilisés
sur la surface des films polymeres a agir contre les bactéries peut varier en fonction de
I'épaisseur du film. Toutefois, lorsque l'antimicrobien est retenu dans la masse du matériau,

I'épaisseur joue un réle dans la diffusion et la concentration a la surface du film.

Il est également important de considérer I'impact de [I'antimicrobien sur les
caractéristiques des polyméres. A titre d'exemple, l'ajout de particules contenant des
antimicrobiens dans la matrice polymere peut altérer les caractéristiques mécaniques, de
barriére et optiques du vitrage. En régle générale, les polymeres sont colorés et opaques grace
aux extraits de plantes (An et al., 1998 ; Hong, Park et Kim, 2000), tandis que les sorbates
réduisent la transparence des films de LDPE (Han et Floros, 1997). En général, lorsque des
additifs sont incorporés dans des polymeres, les caractéristiques de traction, de résistance au
joint et de barriére diminuent (Dobias, Voldrich, Marek & Derovsky, 1998).

Le LDPE contenant du chitosane présente une augmentation des taux de transmission
de I'oxygéne et de la vapeur d'eau, tandis que le LDPE contenant de I'acide benzoique présente
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une diminution. Ainsi, les changements de ces caractéristiques seront propres a chaque
combinaison dantimicrobiens et de polymeres. L'adsorption ou l'immobilisation des
antimicrobiens sur les surfaces polymeéres peut entrainer des changements dans la résistance a

la chaleur, I'adhérence et les caractéristiques d'impression des plastiques.

Il'y a différentes méthodes d'essai officielles disponibles pour évaluer la capacité des
matiéres plastiques a faire face a la dégradation microbienne (tableau 3). Toutefois, il n'existe
pas de consensus quant aux méthodes courantes pour évaluer l'efficacité des polymeéres
antimicrobiens. Au Japon, on utilise une approche connue sous le nom de « Méthode de Contact
Film » (SIAA, 1998) comme norme pour évaluer la capacité des produits contenant des

antimicrobiens a leur attribuer des propriétés antimicrobiennes.

Tableau 03 : Méthodes standard pour tester la résistance des matériaux plastiques aux

attagues microbiennes - de Ochs 2000 .

*
Mcthod Description
IEC 68-2-10 Basic environmental testing procedures
EN ISO 846 Plastics-Evaluation of the action of microorganisms
ASTM G21-9% Standard practice for determining resistance of synthetic polymeric matenials to fungi

ASTM G22-76 Standard practice for determining resistance of synthetic polymeric materials (o bacteria

Les antimicrobiens inorganiques tels que les zéolithes substituées a l'argent ont été
utilises pour développer cette méthode. 1l est approprié pour les films et les feuilles et implique
I'inoculation de bactéries sur I'échantillon d'essai, puis lI'incubation et le comptage des bactéries
dans des conditions spécifiées. Le but est d'évaluer la capacité du plastique a faire face a la
croissance des micro-organismes, mais cela peut aussi étre utilisé pour évaluer si les polymeres

s'auto-stérilisent.

Afin d'évaluer si les antimicrobiens contenus dans les aliments sont affectés par
I'emballage antimicrobien, des techniques telles que la gélose en plaques, les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) et les essais dynamiques en flacon secoué ont été employées, en
utilisant des méthodes similaires a celles utilisées pour évaluer les antimicrobiens seuls (Ochs,
2000 ; Davidson et Parish, 1989).

La CMI permet de déterminer la capacité antimicrobienne du polymere et de comparer
son activitt  antimicrobienne a celle de [l'antimicrobien en  lui-méme.

La technique implique de remplir une série de tubes avec un milieu de croissance contenant
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le micro-organisme cible et des polyméres contenant des concentrations variées
d'antimicrobiens (Appendini & Hotchkiss, 2002).

Les tubes sont placés en incubation pendant un laps de temps préétabli et sont examinés
visuellement afin de Vérifier la turbidité de la croissance des micro-organismes. La
concentration minimale d'un antimicrobien dans un polymere est la plus basse, ce qui entraine
une inhibition  totale de la  croissance  d'un  microorganisme  d'essali.
D'un spécimen a l'autre, les résultats devraient prendre en compte les dimensions du polymere,
sa composition et d'autres caractéristiques pertinentes qui different (Appendini & Hotchkiss,
2002).

Le test de la plaque d'agar consiste a appliquer un film antimicrobien sur un milieu solide
d'agar contenant le micro-organisme d'essai.
On incube les plaques d'agar jusqu'a ce que la croissance soit perceptible. Une zone nette autour
du film témoigne de la diffusion antimicrobienne du film et de l'inhibition de croissance qui en

découle, comme illustré dans la figure 3 (Appendini & Hotchkiss, 2002).

Le fait qu'il n'y ait pas de croissance sous un film peut suggérer une inhibition, mais il est
nécessaire d'inclure des contréles adéquats, car cela peut étre di a une simple restriction de
I'oxygéne. Les tests sur plaque d'agar permettent de reproduire lI'emballage des aliments et
peuvent donner des indications sur les réactions potentielles lorsque les films entrent en contact
avec des surfaces contaminées et que I'agent antimicrobien se déplace du film vers lI'aliment.
On peut utiliser une méthode quantitative en mesurant le diamétre des zones claires autour des
films (Appendini & Hotchkiss, 2002).

Les analyses effectuées sur les flacons de shake offrent des données plus précises sur la
cinétique antimicrobienne. Les microorganismes cibles et le polymére antimicrobien sont
introduits dans le tampon liquide, le milieu de croissance ou les aliments. Les flacons sont mis
en incubation en les agitant Iégérement. A la différence du test MIC, cette approche évalue la
diminution du taux de croissance méme en cas de croissance significative. Les tests en tampon
offrent des données sur les caractéristiques microcidales des polymeres, tandis que les tests en
bouillon révelent la vitesse de croissance microbienne et le mode d'action antimicrobien des
polymeres. Il est possible que les tests effectués dans le tampon soient trompeurs car les cellules
sensibles dans des milieux dépourvus de nutriments peuvent se régenérer si des nutriments sont
présents. Lorsqu'on examine les films antimicrobiens en utilisant le test du flacon secoueur, il

est important de prendre en considération le rapport entre la surface du film et le volume du
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produit ou du support. Selon les exemples précédents, il est démontré que l'accroissement du
rapport de surface accroit I'activité des molécules bioactives présentes dans les films polymeéres,
comme illustré dans la figure 4 (Appendini & Hotchkiss, 2002).

D'un point de vue antimicrobien, il peut sembler approprié d'avoir des rapports
d'évolution surfaciques élevés. Cependant, dans le domaine de I'emballage réel, les rapports de
surface d'un sont percus comme les plus optimaux, et des valeurs supérieures a cela peuvent
étre peu exploitables. En prenant en considération le rapport de surface, il est possible d'évaluer

la faisabilité de ces films pour des applications concrétes (Appendini & Hotchkiss, 2002).

Comme son nom le suggere, la fiole de secousse est testée en agitation, ce qui favorise
un meilleur contact entre le polymére antimicrobien et les cellules. Le test peut ne pas donner
une indication du niveau dagitation que les aliments emballés subissent, donc il est
recommandé que les études simulent I'agitation lors de I'entreposage et du transport (Appendini
& Hotchkiss, 2002).

. ” \'

Figure 03 : Effet du film plastique antimicrobien sur Aspergillus niger. Méthode de diffusion
de I’agar (Photographie), (Appendini & Hotchkiss, 2002).
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Figure 04 : Naringin hydrolisis dans le jus de pamplemousse en utilisant des rapports
croissants de surface de film au volume de jus pendant 6 semaines de stockage a 7 °C.

Les rapports du volume de jus de la surface du film étaient de 3.6 cm*ml (A), 2.1 cm*ml (m),
1 cm?ml () and 0 cm?/ml ()(Appendini & Hotchkiss, 2002).
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Chapitre 111 : Materiels et Méthodes

Ce travail a été réalisé au laboratoire des Microorganismes Bénéfiques, des Aliments

Fonctionnels et de la Sant¢ (LMBAFS) de I’université de Mostaganem, durant la période de mars
a Juin 2024.

I11. 1. L objectif de I’expérimentation

L’objectif de ce travail est d’élaborer un film alimentaire a partir du mucus d'escargot Helix
aspersa (Muller).

111.2. Matériels
111.2.1. Matériel animal

Le matériel animal utilisé au cours de cette étude est ’escargot Helix aspersa (Muller)

acheté du marché couvert de Mostaganem en février 2024.

Figure 05: L’escargot Helix aspersa muller
111.2.2.Matériels végétales
- Fraises (origine : Skikda ; date de récolte :14 mai 2024)

111.2.3. Autres matériels
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- Boites en plastique - Vaporisateur

- Balance analytique - Etuve

- Eau distillée - Boites Petri

- Tubes - Agitateur magnétique
- Pipettes Pasteur - Moule en silicone

- Amidon - Pied a coulisse

- Glycérine - Spectrophotometre

111.3.Méthodes

111.3.1. Méthode de la collecte du mucus

Les escargots ont été achetés et conservés dans une boite en plastique transparente bien
aérée a température ambiante et a la lumiére ambiante. Ils ont été

nourris de semoule et ont regu de ’eau.

Les boites étaient nettoyées chaque deux jours. La production

de mucus a été encouragée apres la vaporation de 3% de Na Cl dans s

Ly . A S s e ~ ; d -
de I’eau distillée. Le mucus sécréter va étre recueillies a l'aide de = =~ = §

>~

pipettes Pasteur en plastique de 10 ml et regroupées dans des tubes

et stocker dans une température de 37°C (figure 06,figure 07).

Figure 06 : Vaporisation de Na Cl
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|-

Figure 07 : La collecte du mucus

111.3.2. Protocole de formation du biofilm

111.3.2.1. Préparation du mélange

Tout d'abord, 5 grammes d'amidon alimentaire ont été mesures, puis 100 ml d'eau distillée
ont été ajoutés. Ensuite, la solution a été mélangée avec un agitateur magnétique jusqu'a ce que
I'amidon s’est complétement dissous.
Puis, 10 grammes de mucus de I'escargot purifié ont été ajoutés au mélange de I'amidon dissous et
il a été nécessaire de continuer a agiter jusqu'a ce que le mélange soit homogene.
Finalement, 2 grammes de glycérine ont été ajoutés au mélange afin d'améliorer la flexibilité du

biofilm, puis nous avons continué a mélanger jusqu'a ce que le mélange soit homogeéne.

27

——
| —



Chapitre III : Matériels et Méthodes

Figure 08 : Les étapes de préparation du Biofilm

111.3.2.2. Séchage du biofilm
Premiérement, il est nécessaire de préchauffer 1’étuve a une température de 60 °C. Ensuite,
on a étalé le mélange sur une plaque de pétrissage a lI'aide d'un pinceau ou d'un applicateur, afin de

créer une couche homogeéne.




Chapitre III : Matériels et Méthodes

Puis , la plague a été placée dans 1’étuve préchauffé pendant une durée de 4 a 6 heures, ou
jusqu'a ce que le biofilm soit sec et facile a enlever.

Ensuite, il est nécessaire de retirer la plaque de 1’étuve et de laisser le biofilm refroidir a
température ambiante. Aprés avoir refroidi notre biofilm, nous avons retiré le biofilm de la plaque
et le coupé en morceaux de la taille souhaitée.

Enfin, les fragments de biofilm ont été placés dans des récipients hermétiques afin d'éviter

toute humidité et de les stocker dans un endroit sec et frais jusqu’a utilisation.

Figure 09 : Séchage et stockage du Biofilm

I11.4. Caractérisation du biofilm

111.4.1. Epaisseur du film

Des mesures ont été effectuées par un pied a coulisse a dix positions différentes du film
(Gheribi et al., 2018).

111.4.2. Teneur en humidité

La teneur en humidité relative (HR) du film a été déterminée selon le protocole de Jouki et
al. (2013). Un échantillon de 2 cm x 2 cm a été pesé (mi), séché dans 1’étuve pendant 24 h a 90°C

puis repesés (mf). La teneur en humidité a été calculée selon I'équation de Gheribi et al. (2018) :
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mi : masse initiale
mf : masse finale apres le séchage
111.4.3. Solubilité dans I'eau

La solubilité du films dans I'eau (ws) a été testée selon la méthode de Jouki et al.(2013).
Un échantillon de film de 2 cm x 2 cm a été séché a 1’étuve a 90 °C pendant 24 h, refroidi a
température ambiante dans un dessiccateur, pesé (mi) puis immergé dans 50 ml d'eau distillée a 25
°C pendant 30 min. Les morceaux non dissous ont été séchés a I’¢tuve 90 °C pendant 24 h puis
pesés (mf) apres refroidissement a température ambiante. La solubilité dans I'eau du film a été
calculée selon I'équation de Gheribi et al. (2018) :

_mi—-mf

»* 100
mi

mi : masse initiale
mf : masse finale aprés le séchage

111.4.4. Taux de transmission de la lumiére et transparence du film

Le taux de transmission de la lumiere et la transparence du film a été mesuré selon les
méthodes de Zhang et al. (2016). Les longueurs d'onde sélectionnées étaient de 600 nm. Chaque
film comestible (0.5 cm x 4.0 cm) a été place dans une cellule de quartz pour mesurer I'absorbance
et la transmittance a 600 nm en utilisant un spectrophotometre UV-visible. La transparence a été

calculée en utilisant I’équation de Han et al. (1997) :

A600  —log T600
s S

Transparence =
Ou:

A600 et T600 sont I'absorbance et la transmittance a 600 nm, respectivement, et s est I'épaisseur
du film (Gonzalez et al., 2019) .

111.5. Application de la solution filmogéne comme bio-emballages

111.5.1. Enrobage des fraises
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Les fraises fraiches ayant le méme calibre sans détérioration ou blessure, ont été apportées
du marché local. Les fruits ont été trempés dans la solution filmogene d'enrobage a raison de 3
fruits/solution pendant 30 s, I'excés d'enrobage a été égoutté et les fraises enrobées ont été séchées
a 20 °C pendant 30 min. le témoin est composé de 3 fraises enrobées dans de I’eau distillée . Les
fruits ont été par la suite conservés dans un réfrigérateur a 5 £ 0.5 °C et 75% HR pendant 14 jours
(Del-Valle et al., 2015).

111.5.2. Analyse sensorielle des fraises enrobées

Les fruits ont été analysées aprés la période de stockage pour l'aspect visuel, la texture
(intégrité structurelle visible), la couleur et la brillance. Ces qualités sensorielles ont été évaluées
en utilisant une échelle de notation a 5 points, selon Colelli et al. (1991), ou 5 = trés bon, 4 = bon,
3 = passable (limite de commercialisation), 2 = médiocre (limite d'utilisation) et 1 = trés faible (non
comestible).
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Chapitre 1V : Résultats et discussion

IV.1. Caractérisation du biofilm

Le biofilm obtenu lors de notre étude est présenté (figure 10) .1l est homogene et lisse, a
structure uniforme, en plus d’étre facilement détachable du moule, il a une couleur transparente.

L’apparence de notre film est est similaire a celle du film obtenu par Ghribi et al. (2018).

Figure 10 : Caractéristiques générales du Biofilm.

IV.1.1. Epaisseur du film

Apres les mesures qui ont été effectuées par un pied a coulisse a dix positions différentes
les résultats (figurell) sont similaires aux résultats de Ghribi et al. (2018), car le biofilm | a
une épaisseur de 0.06 mm .
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IVV.1.2. Teneur en humidité du film

La quantité d'humidité optimale pour un biofilm varie en fonction du contexte et de
I'application particuliére, mais en général, les biofilms présentent une humidité trés élevée. La
concentration d’humidité des biofilms bactériens peut fluctuer en moyenne entre 70 % et 95 %.
La présence d'une grande quantité d'eau est essentielle pour leur structure, leur utilité et leur

durabilité.

La teneur en humidité du biofilm est 25+0.15 % qui est I’intervalle trouvé par Gheribi
et al. (2018), qui a été entre 14.54 +£1.15 % et 35.80+0.45 %. La concentration d'humidité de

notre biofilm est alors 75% (figure 12).

Effectivement, le glycérol est un matériau plastifiant trés hygroscopique qui contient
davantage de groupes hydroxyle qui captent aisément I'eau dans la matrice du film lors du
processus de séchage et de stockage (Ghasemlou et al.,2011 ; Razavi et al., 2015 ; Zhang et
al., 2016 ; Gheribi et al., 2018).

Figure 12 : La teneur en humidité du biofilm

1V.1.3. Solubilité dans I'eau

L'un des éléments les plus cruciaux qui influencent I'application finale des films
comestibles est leur solubilité dans I'eau. Effectivement, certaines applications requiérent des
caractéristiques hydrosolubles élevées afin de pouvoir étre dissous facilement avant
consommation, tandis que d'autres applications exigent une solubilité faible dans I'eau afin de
garantir la résistance a I'eau pendant le processus de traitement et de stockage (Ghasemlou et
al., 2011).

L'utilisation du glycérol comme plastifiant est directement associée a la solubilité des
films dans I'eau. En réduisant les interactions entre les chaines des biopolymeéres, le plastifiant
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peut accroitre la solubilité du film et son affinité a I'eau, favorisant ainsi les interactions entre
les polymeres plastifiants.

Etant donné que le glycérol présente le poids moléculaire le plus faible et le caractére
hydrophile le plus élevé par rapport aux autres polyols, il peut étre aisément inséré entre les
chaines polyméres et agir ainsi comme un agent de rétention d'eau (Dick et al., 2015 ;
Turhan et al., 2004 ; Yang et Paulson, 2000). La solubilité de notre biofilm est de 98.1%
que veut dire qu’il est vraiment soluble dans 1’eau. La figure 13 représente les étapes du test

de la solubilité dans pour le biofilm.

Figure 13 : La solubilité du biofilm dans I’ecau

IV.1.4. Taux de transmission de la lumiere et transparence du film

L'opacite joue un rdle crucial dans la sélection des films d'emballage appropriés aux
aliments. Selon Stecher et al. (2020), les films avec une opacité adéquate sont tres résistants a
la lumiére pour la plupart des applications alimentaires, ce qui permet d'améliorer la durée de

conservation des produits sensibles a la lumiére.

La transparence de notre biofilm est de 6,52 +0.03 % (figure 14), Les biofilms peuvent
présenter une transparence différente selon leur composition et leur épaisseur. En optant pour
des méthodes appropriées, on peut obtenir des mesures précises de I'épaisseur du biofilm, tout

en prenant en considération ses caractéristiques optiques.
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Figure 14 : Taux de transmission de la lumiére et transparence du film

IV.2. Application de la solution filmogene comme bio-emballages

IV.2.1. Effet de I’enrobage sur le poids et le pH des fraises

1V.2.1.1. Perte de poids

Pendant la période de stockage, la diminution de la fermeté est associée a la perte d'humidité
des cellules végétales vers I'environnement, qui est considérée comme le principal élément de
modification de la texture. Selon Stecher et al. (2020), la création d'un revétement qui réduit

la perméabilité a I'humidité permet d'améliorer la durée de conservation des produits.
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Figure 15 : Histogramme représentant la baisse du poids des fraises enrobées par la solution

filmogene aprés 15 jours de stockage a 5°C.
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Les résultats de la Figure 15 confirment que les fraises trempées par la solution (figure 16) ont

perdu moins de poids que les fraises témoins.

La solution filmogéne crée une couche semi-perméable qui a ouvert la voie aux gaz spécifiques
et a modifié la condition atmosphérique, ce qui a entrainé une diminution de I'humidité pendant
le stockage (Stecher et al., 2020).

Figure 16 : L’enrobage des fraises dans la solution filmogéne

IV.2.1.2. Le pH

Le Tableau 04 présente I'évolution du pH des fraises avec et sans enrobage pendant la
période de conservation a 5°C.

Tableau 04 : Valeurs de pH des fraises avant et aprés le stockage

Avant stockage Aprés 15 jours de stockage
Témoin Fraises enrobées Témoin Fraises enrobées
4.32+0.02 4.13+0.4 3.26+0.03 3.05+0.05

Selon les résultats, le pH des fraises diminue apres 15 jours de stockage par rapport au

pH initial, ce qui entraine une augmentation de I'acidité des fruits.
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Selon Stecher et al. (2020), il est possible de suggérer que la solution filmogéne n'a
pas amélioré I'effet de barriére aux échanges gazeux et peuvent méme accroitre la respiration
et le métabolisme cellulaire, entrainant ainsi une dégradation enzymatique et une détérioration
de la qualité organoleptique du produit conservé. De plus, le niveau de pH varie en fonction du

type de légumes (Adetuniji et al., 2013).

Selon Marsh & Bugusu (2007), un pH constant ou des fluctuations minimes pourraient
étre percus comme des indicateurs de stabilité du biofilm et de sa capacité a préserver son
environnement. Néanmoins, la baisse du pH peut aussi étre percue comme une activité
biologique ou une détérioration du matériau, ce qui peut étre benéfique dans certains cas (Dick
et al., 2015). Globalement, la réussite de I'étude ne repose pas seulement sur le pH, mais aussi

sur l'interprétation de celui-ci en relation avec d'autres parametres et objectifs de I'étude.
IVV.2.2. Analyse sensorielle des fraises enrobées

Dans la figure 17, on peut observer les schémas d'analyse sensorielle des fraises
enrobées ou non enrobées dans la solution filmogéne aprés 15 jours de stockage a une

température de 5°C.
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Figure 17 : Schémas représentant 1’évaluation des qualités sensorielles des fraises enrobées
ou non par la solution filmogéne.

On peut également observer que les fraises enrobées ont plus de I'aspect, la texture, la
brillance, la couleur et I'acceptabilité globale que les fraises non enrobées (témoin) dans les

images de la figure 18.
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A B

Figure 18 : Les fraises enrobées ou non enrobées dans la solution filmogéne aprés 15 jours de
stockage (A : les fraises enrobées, B :les fraises non enrobées ).

1VV.3.Discussion

Il est devenu essentiel de développer des matériaux d'emballage biodégradables respectant
I’environnement afin de faire face a la crise mondiale des déchets plastiques. Dans ce volet
notre étude a porté sur 1’¢laboration d'un biofilm alimentaire a partir du mucus d'escargot Helix
aspersa muller, en examinant ses caractéristiques physico-chimiques, sa capacité a protéger et

ses bénéfices en matiére de durabilité et de sécurité alimentaire.

L'épaisseur du biofilm mesurée est en accord avec les recherches précédentes de Ghribi
et al. (2018), avec une épaisseur mesurée de 0,06 mm. Cela suggére que le processus de
production et les conditions expérimentales ont été rigoureusement surveilles, ce qui permet de

reproduire des résultats fiables et similaires.

La teneur en humidité dans le biofilm joue un role essentiel dans sa structure et sa
pérennité. Le résultat obtenu, qui s'éléve a 25 + 0,15 %, correspond aux conclusions de Ghribi
et al. (2018), qui ont mentionné une marge allant de 14,54 + 1,15 % a 35,80 £ 0,45 %. La
stabilité du film est assurée grace a l'utilisation de glycérol, un plastifiant trés hygroscopique.
Le glycérol favorise I'accumulation d'eau dans le film, ce qui améliore ses caractéristiques

mécaniques et sa souplesse.

La mesure de 98,1 % de solubilité du biofilm dans I'eau suggére une solubilité trés élevée,
ce qui est avantageux pour certaines applications, telles que les films comestibles qui doivent

étre dissous avant consommation.

Le biofilm a une transparence de 6,52 + 0,03 %, ce qui suggére qu'il est plutdt transparent.
Il est freguemment désiré que les films d'emballage alimentaires soient parfaitement

transparents, car cela permet une inspection visuelle des produits emballés tout en offrant une
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certaine protection contre la lumiére. En combinant la transparence avec une faible opacité, il

est possible de prolonger la durée de conservation des aliments qui sont sensibles a la lumiere.

L'utilisation de la solution filmogéne pour enrober les fraises a démontré une diminution
de la perte de poids par rapport aux fraises non enrobées. La mise en place d'une couche semi-
perméable permet de contrdler I'échange de gaz et de maintenir I'numidité, ce qui est essentiel
pour préserver les fruits. Cette constatation concorde avec les conclusions de Stecher et al.

(2020), qui ont souligne que de telles surfaces peuvent améliorer la durabilité des produits frais.

Selon les résultats, le pH des fraises diminue apres 15 jours de stockage, ce qui suggére
une augmentation de l'acidité. Le pH des fraises enrobées était un peu plus bas que celui des
fraises non enrobées. Selon ce phénomene, il est possible que la solution filmogéne ne soit pas
assez efficace pour prévenir les échanges gazeux, ce qui entraine une respiration accrue et une
dégradation enzymatique plus rapide des fruits. Cependant, selon les recherches de Marsh &
Bugusu (2007), la variation du pH peut aussi étre un indice de l'activité biologique et de la

qualité gustative.

D'aprés I'analyse sensorielle, il a été démontré que les fraises enrobées présentaient une
apparence, une texture, une brillance, une couleur et une acceptabilité globale plus élevées que
les fraises non enrobées. Cela indique que I'utilisation du biofilm améliore les caractéristiques
visuelles et texturales des fruits pendant leur stockage, ce qui est crucial pour leur acceptation

par les clients.

Les résultats de cette recherche indiquent que le biofilm testé posséde des caractéristiques
avantageuses en ce qui concerne son epaisseur, sa teneur en humidité, sa solubilité dans I'eau et
sa transparence, en accord avec les recherches antérieures. En tant qu'enrobage pour les fraises,
le biofilm permet de diminuer la perte de poids et de préserver les qualités sensorielles des fruits
pendant le stockage, méme si des améliorations sont nécessaires pour améliorer la barriére aux
échanges gazeux et stabiliser le pH. Il est encourageant de constater ces resultats pour

I'utilisation des biofilms en tant que solutions d'emballage alimentaire durables et performantes.

Selon les résultats, il est possible d'utiliser avec succes le mucus d'escargot Helix aspersa
miller pour créer des biofilms qui pourraient étre utilisés dans I'emballage alimentaire et les
dispositifs biomédicaux. On a également constaté que I'ajout de plastifiants naturels améliore

les caractéristiques mécaniques et la souplesse des films (Gheribi et al., 2018).
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Conclusion

L’objectif de cette étude est 1’élaboration d'un biofilm de conservation alimentaire a partir
de mucus d'escargot Helix aspersa muller, ce qui a ouvert la voie a une alternative novatrice
qui respecte I’environnement. Le mucus de 1’escargot, qui contient une grande quantité de
protéines, d'enzymes et d'autres composés bioactifs, a été choisi comme une matiére premiére

prometteuse pour 1’élaboration du biofilm.

Les recherches expérimentales ont prouvé que les biofilms a base du mucus de I’escargot
ont des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes importantes, ce qui permet de prolonger
la durée de vie des aliments tout en préservant leur qualité. En outre, ces biofilms ont démontré
une efficacité pour limiter la prolifération de micro-organismes pathogenes, ce qui revét une

importance capitale pour la sécurité alimentaire.

Apreés avoir examiné les caractéristiques mécaniques et physiques du biofilm il a été
constaté qu'il est flexible et adhére bien aux surfaces alimentaires, ce qui le rend pratique pour
une utilisation industrielle. De plus, le mucus d'escargot, une ressource renouvelable et
abondante, joue un réle dans une approche de développement durable en diminuant l'utilisation

des matériaux plastiques classiques.

Malgré ces résultats encourageants, il reste encore plusieurs obstacles a surmonter avant
de pouvoir étre commercialisés a grande échelle. Parmi ces initiatives, on peut citer
I'amélioration des méthodes de collecte et de purification du mucus, la standardisation des
formulations de biofilms, ainsi que la Vvérification de leur sécurité a long terme pour les
consommateurs.

Afin de rendre le biofilm plus performant et de garantir sa rentabilité commerciale, il est
primordial d'améliorer la production a grande échelle, en diminuant les dépenses et en
garantissant une qualité constante. Il serait nécessaire de mener des recherches supplémentaires
afin d'examiner l'incorporation d'autres additifs naturels afin d'améliorer les caractéristiques du
biofilm, comme sa durabilité et ses fonctionnalités particulieres. Enfin, il serait possible
d'étendre I'utilisation de ce biofilm a d'autres domaines industriels, comme la médecine pour
des pansements biodégradables ou I'agriculture pour des protections écologiques des cultures.

Pour conclure, ce travail ouvre la voie a de nouvelles études dans le domaine des

biomatériaux pour la préservation de l'alimentation. Il met en évidence la nécessité d'une
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approche pluridisciplinaire, qui combine les connaissances en biologie, chimie et science des
matériaux, afin de concevoir des solutions novatrices répondant aux défis environnementaux et

de sécurité alimentaire du 21éme siécle.
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