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Abstract

This research aims to prepare corn starch nanocrystal (SNCs) through sulfuric acid hydrolysis,
followed by their grafting with polycaprolactone using a Maghnite H* as an environmentally
friendly catalyst. Maghnite-H" is a non-toxic, proton-exchanged montmorillonite (sheet
silicate clay). The study systematically assessed the impact of synthesis conditions,
encompassing reaction temperature, reaction time, and catalyst quantity. FTIR spectroscopy
analysis provided evidence of the successful grafting of SNCs with polycaprolactone,
indicated by the emergence of a distinct peak at 1726™cm corresponding to the C=0 bond.
Scanning electron microscopy observations revealed some atomic/molecular disorder post-
grafting, while X-ray diffraction analysis demonstrated the presence of an amorphous

structure and a substantial reduction in crystallinity after the grafting of SNCs.

Thermogravimetric analysis indicated a decreased thermal stability of SNCs-PCL in
comparison to native starch and SNCs. The antioxidant activity of SNCs, both before and
after grafting, was explored through 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical scavenging and
ferric reducing antioxidants activity, the second part of this research was the synthesis of
green nanocomposites based on SNCs-PCL and modified clay, Furthermore, the study of the
antimicrobial activity of the SNCs-g-PCL/Mag CTA nanocomposites revealed their
effectiveness against all tested bacterial strains. Moreover, the percentage of Maghnite CTA+
is directly proportional to the inhibition zone. This research highlights the potential of SNCs-
g-PCL/Mag CTA nanocrystals as a promising nanomaterial with thermal and antibacterial

properties, making them suitable for various applications in the field of materials science.

Keywords: Starch nanocrystals, Polycaprolactone, Maghnite, Grafting, Antioxidants,

antibacterial properties.



Résumé

Cette étude présente une nouvelle approche pour la production de nanocristaux d'amidon
(SNCs) greffés avec du polycaprolactone (PCL). L'amidon de mais a subi une hydrolyse a
l'aide d'acide sulfurique (H2SO4), conduisant a la formation de SNCs. Ces SNCs ont ensuite
été greffés avec du polycaprolactone en utilisant la Maghnite comme catalyseur acide solide.
Le nanomatériau résultant, appelé SNCs-g-PCL, a présenté des propriétés améliorées. La
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) a révélé la présence d'une bande
distinctive de carbonyle C=0 & 1726 cm-1 dans les SNCs-g-PCL, indiquant une greffe
réussie. Les mesures de diffusion de la lumiére dynamique (DLS) ont montré une
augmentation du diamétre des nanocristaux d'amidon apres le greffage de PCL. L'analyse par
diffraction des rayons X (DRX) et la microscopie électronique a balayage (MEB) ont révéle
une réduction de la cristallinité et une transition d'une structure bien définie de nanocristaux
d'amidon a une structure désordonnée lors du greffage de PCL. De plus, les propriétés
antioxydantes des SNCs, avant et apres le greffage ont été évaluées a l'aide de tests de
piégeage des radicaux 1,1-diphényl-2-phenyl hydrazine et de tests de pouvoir antioxydant
réducteur de fer. Néanmoins, l'activité antioxydante observée s'est avérée comparable a celle
de l'acide ascorbique (vitamine C). La deuxiéme partie de ce travail, traite la modification de
la Maghnite-Na en utilisant le tensioactif CTAC. L’argiles obtenue a été utilisée en tant que

nano-renfort vert pour la préparation de nanocomposite SNCs-g-PCL /Mag CTA"*

En outre, I'étude de I'activité antimicrobienne des nanocomposites SNCs -g-PCL/Mag CTA a
révélé que les nanocomposites étaient efficaces contre toutes les souches bactériennes testées.
De plus, le pourcentage de la Maghnite CTA" est directement proportionnel a la zone

d'inhibition. Cette recherche met en évidence le potentiel des nanocristaux SNCs-g-PCL/Mag
CTA" comme un nanomatériau prometteur avec des propriétés thermiques et antibactériennes,

les rendant adaptés a diverses applications dans le domaine des sciences des matériaux.

Mots clés : Nanocristaux d’amidon, Polycaprolactone, greffage, Maghnite H*, Maghnite

CTA™ Propriétés antioxydantes, et antibactérienne.
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Introduction Générale

La synthese des polymeres bioactifs représente un domaine de recherche dynamique et
essentiel dans le contexte actuel de développement de matériaux biocompatibles et respectueux
de I'environnement. Au ceeur de cette quéte, les polyméres biodégradables, tels que I'amidon
et la polycaprolactone (PCL), ont émergé comme des acteurs clés dans le domaine de

biomatériaux novateurs.

L'amidon, en tant que polysaccharide naturel abondant, offre une biodégradabilite
intrinseque et des caractéristiques biocompatibles, faisant de lui un choix privilégié pour des
applications biomédicales [1]. D'autre part, la polycaprolactone, un polyester synthétique,
confére une résistance mécanique accrue et une stabilité chimique, élargissant ainsi le spectre

des propriétés des polyméres obtenus [2].

Diverses méthodes sont fréquemment employeées pour la synthése de nanocristaux d'amidon
(SNCs), chacune apportant des modifications spécifiques aux propriétés physicochimiques et
biologiques de I'amidon initial. Parmi ces procédes figurent I'hydrolyse acide/enzymatique,
I'irradiation gamma, la nano précipitation simple, l'ultrasonification [3]. Ces techniques visent
a transformer la structure de I'amidon natif, aboutissant a des SNCs dotées de caractéristiques
telles qu'une solubilité accrue et une surface de réaction plus étendue par rapport a I'amidon

initial.

Récemment, des matériaux contenant des nanoparticules d'amidon ont été largement étudiés
pour leur libération contrélable, leur forte hydrophilie et leur biodisponibilité. Les
nanoparticules d'amidon se présentent sous différentes formes, telles que les nanocristaux [4],
les nanospheres [5], les micelles [6], les vésicules [7] et les nanofibres [8]. Les différentes
formes sont étroitement liées a la méthode de préparation [9]. Les nanocristaux d'amidon, ont
une large gamme d'utilisations dans les nanocomposites en tant qu‘agents de renforcement [10],
les adsorbants [11], les matériaux de formation de films [12], les matériaux en gel [13], et les

émulsions de Pickering en tant que stabilisateurs [14].

Dans cette recherche, nous avons utilisée I’hydrolyse acide (H2SOa4) pour préparer des
nanocristaux d’amidon de mais [15]. Ensuite, les SNCs ont subi une modification chimique
sur leur surface par le greffage de la polycaprolactone en utilisant la Maghnite comme
catalyseur, un eco-catalyseur aluminosilicate développé localement au Laboratoire de Chimie
des Polyméres, LCP (U. Oranl). En plus, I’activité antioxydante de copolymere SNCs-PCL a
été évaluée en utilisant deux méthodes la méthode de piégeage du radical 2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyl (DPPH), et la réduction du fer (FRAP).
1 }




Introduction Générale

La deuxiéme partie de cette étude a été consacrée a 1’élaboration des nanocomposites
amidon nanocristallin-polycaprolactone /Maghnite organophile modifiée par un surfactant le
chlorure de cétyle tré méthyl ammonium (CTAC), I’incorporation de I’argile a pour effet

d’améliorer les propriétés physico-chimiques, thermiques et antibactérienne du copolymere.

Cependant notre but n'était pas seulement d'améliorer les propriétés de copolymére SNCs-
PCL en introduisant un silicate lamellaire, mais plutét de concevoir une méthode directe
permettant d'incorporer la Maghnite CTA dans le polymere. Cela a été réalisé en appliquant
directement la Maghnite pour catalyser la réaction de greffage et en méme temps un nano

renfort pour la matrice et comme un agent antibactérien.

Au travers de cette recherche, nous aspirons a contribuer de maniere significative a
l'avancement des connaissances dans le domaine des polymeres bioactifs, tout en offrant des
perspectives concrétes pour le développement de matériaux fonctionnels et respectueux de

I'environnement.

La combinaison de ces deux matériaux et I’argile permet de créer des nanocomposites
hybrides, exploitant les avantages de chacun pour concevoir des systemes multifonctionnels
adaptés aux exigences spécifiques de diverses applications biomédicales. L'union de ces deux
composants offre une perspective prometteuse pour le développement de polymeéres bioactifs
biodégradables présentant des proprietés physicochimiques et biologiques adaptées a un large

éventail d'applications.
Ainsi le manuscrit de cette theése s’articule autour de quatre chapitres :

Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique sur les polymeres
biodégradables et plus particulierement I’amidon et la polycaprolactone ainsi que quelque

généralité sur la Maghnite.

Le deuxieme chapitre est dédié a la synthese et la caractérisation de copolymere SNCs-PCL
catalysée par la Maghnite H* en donnant la cinétique de la réaction de greffage de la

polycaprolactone sur les nanocristaux d’amidon.

Le troisieme chapitre se focalise sur la synthése et la caractérisation de nanocomposites verts
a base de I’amidon nanocristallin, la polycaprolactone et la Maghnite organophile (SNCs-

PCL/Mag CTA).
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Le quatriéme chapitre aborde les activités biologiques des matériaux synthétisés dans le
deuxiéme et troisiéme chapitre, plus précisément I’activité antioxydante de SNCs-PCL et

’activité antibactérienne de SNCs-PCL/ Mag CTA.

Cette these s'acheve par une conclusion générale reprenant I'essentiel des résultats.




Introduction Générale
Références bibliographiques:

[1] Y. Chen, X. Xiong, Q. Gao, Digestibility and physicochemical properties of starch
galactomannan complexes by heat-moisture treatment, Food Hydrocoll. 2018, 853—-862.

https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.11.029

[2] Ciftci, F., Ozarslan, A.C. Fabrication of polycaprolactone-chitosan/curcumin polymer
composite fibers and evaluation of their in vitro release kinetic behavior and antibacterial-

antifungal activity. J Sol-Gel Sci Technol 2023. https://doi.org/10.1007/s10971-023-06264-x

[3] Maria Jaizia dos Santos Alves, Matheus Henrique Oliveira de Sousa, Neusa Fernandes de
Moura, Karina Cesca, Silvana Verruck, Alcilene Rodrigues Monteiro, German

Ayala Valencia, Starch nanoparticles containing phenolic compounds from green propolis :
Characterization and evaluation of antioxidant, antimicrobial and digestibility properties,

Food Chem 2024, https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2023.128079

[4] Jin, H.; Li, C.; Sun, Y.; Zhao, B.; Li, Y. Preparation and Application of High Internal
Phase Pickering Emulsion Gels Stabilized by Starch Nanocrystal/Tannic Acid Complex

Particles. Gels 2024, 10, 335. https://doi.org/10.3390/gels10050335

[5] F. Gu, B.-Z. Li, H. Xia, B. Adhikari, Q. Gao, Preparation of starch nanospheres through
hydrophobic modification followed by initial water dialysis, Carbohydr. Polym. 115 (2015)

605-612. https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2014.08.102

[6] Q. Liu, F. Li, N. Ji, L. Dai, L. Xiong, Q. Sun, Acetylated debranched starch micelles as a
promising nanocarrier for curcumin, Food Hydrocoll. 111 (2021).

https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2020.106253

[7] Y. Tan, K. Xu, Y. Li, S. Sun, P. Wang, A robust route to fabricate starch esters vesicles,

Chem. Commun. 46 (25) (2010) 4523-4525,



https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.11.029
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2023.128079

Introduction Générale

[8] G. Liu, Z. Gu, Y. Hong, L. Cheng, C. Li, Electrospun starch nanofibers : recent advances,
challenges, and strategies for potential pharmaceutical applications, J. Control. Release 252

(2017) 95-107. https://doi.org/10.1039/C000471E

[9] K. Honaker, F. Vautard, L.T. Drzal, Influence of processing methods on the mechanical
and barrier properties of HDPE-GNP nanocomposites, Adv. Compos. Hybrid Mater. 4 (3)

(2021) 492-504. https://doi.org/10.1007/s42114-020-00181-1

[10] K. Rajisha, H. Maria, L. Pothan, Z. Ahmad, S. Thomas, Preparation and characterization
of potato starch nanocrystal reinforced natural rubber nanocomposites, Int. J. Biol. Macromol.

67 (2014) 147-153. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2014.03.013

[11] Y. Chen, G. Dai, Q. Gao, Starch nanoparticles-graphene aerogels with high
supercapacitor performance and efficient adsorption, ACS Sustain. Chem. Eng. 7 (16) (2019)

14064-14073 https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.9b02594

[12] S. Li, W. Zhou, Y. Hu, C. Huang, Q. Gao, Y. Chen, Preparation of graphene-starch
composite film and its application in sensor materials, Int. J. Biol. Macromol. 207 (2022)

365-373. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2022.03.028

[13] H.B. Bakrudeen, C. Sudarvizhi, B.S.R. Reddy, Starch nanocrystals-based hydrogel:
construction, characterizations and transdermal application, Mater. Sci. Eng. C 68 (2016)

880-889. https://doi.org/10.1016/j.msec.2016.07.018

[14] T. Yang, J. Zheng, B.-S. Zheng, F. Liu, S. Wang, C.-H. Tang, High internal phase
emulsions stabilized by starch nanocrystals, Food Hydrocoll. 82 (2018) 230-238.

https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2018.04.006



https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2018.04.006

Introduction Générale

[15] Marta, H. Rizki, D. I. Mardawati, E; Djali, M.; Mohammad, M.; Cahyana, Y. Review
Starch Nanoparticules: Preparation, Properties and Applications. Polymers (Basel). 2023, 15,

1167. https://doi.org/10.3390/polym15051167



https://doi.org/10.3390/polym15051167

Chapitre 1
Etude bibliographigue



Chapitre I étude bibliographique

1. Introduction

Dans le contexte de la recherche sur les matériaux, I’élaboration de nanocomposites
polymeéres s'inscrit comme une entreprise de recherche multidisciplinaire dont les découvertes

ont le potentiel d'étendre les domaines d'application des polymeres.

Dans ce chapitre nous allons exposer un rappel bibliographique concernant les polymeres

biodégradables particuliérement ’amidon et la Polycapro lactone.

Par la suite, nous aborderons les argiles en examinant leur structure et leurs propriétés, avec

une attention particuliére portée sur la Maghnite.

2. Les biopolymeres

Les biopolyméres, qui proviennent soit d'organismes vivants, soit de polymeres synthétises a
partir de resources renouvelables, ont connu une augmentation significative de leur utilisation
ces derniéres années. Ce succes est attribué a leur nature biologique et, surtout, a leur capacité

a se biodégrader.

Il est essentiel de faire une distinction entre les biopolyméres ou polymeres biosourcés, qui
proviennent de sources renouvelables, et les polymeéres biodégradables, qui peuvent étre issus
de sources pétrochimiques mais qui ont la capacité de se dégrader naturellement. Les polymeres
biodégradables ou biopolymeéres peuvent étre fabriqués a partir de ressources a la fois
renouvelables et fossiles [1,2]. Les polymeéres biodégradables comprennent des liaisons ester,
amide ou éther. En général, les polymeres biodégradables peuvent étre regroupés en deux
grandes catégories en fonction de leur structure et de leur synthése. L'un de ces groupes est
constitué des agro-polymeres, c'est-a-dire ceux dérivés de la biomasse. L'autre groupe est
constitué de bio-polyesters, qui sont dérivés de micro-organismes ou synthétisés a partir de

monomeres naturels ou synthétique (voir Figure 1).
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Figure .1 : Classification des polymeres biodégradables

2.1 L’amidon

L'amidon est un polymere durable, le plus abondant produit par les plantes. Il constitue une
partie importante du régime alimentaire humain et se trouve dans divers aliments tels que les
pates, le pain, les pommes de terre, le riz, etc. Il est non toxique, non allergene [3]. Il peut étre
considéré comme une source dénergie et est utilisé dans l'alimentation ainsi que dans
différentes applications industrielles.

2.1.1 Structure de I’amidon

Les molécules d'amidon sont assemblées pour former des granulés contenant différents
contenus d'amylose et d'amylopectine. L'amylose est constituée de chaines longues et
relativement linéaires, tandis que I'amylopectine est composée de chaines ramifiées plus
courtes. Les granules d'amidon ont des régions cristallines et amorphes qui sont formées par
des réarrangements moléculaires de ces deux fractions d'amidon. La zone cristalline est plus
compacte et est attribuée a la formation de doubles hélices parmi les chaines d'amylopectine
désignées A, B et C, avec des structures qui ont été largement décrites dans la littérature par de

nombreux chercheurs, voir figure 2a
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L'amidon est constitué de deux fractions : I'amylose, qui est composée essentiellement d'unités
a-(1 — 4) de D-glucopyranose, et I'amylopectine, qui est constituée d'un grand nombre de
courtes chaines liées ensemble a leur extrémité réductrice par une liaison a-(1 — 6) [4] voir

figure 2b.

Partie cristalline de I'amidon peut étre isolée, car elle attaque les granules amorphes, les rendant

plus cristallins [5,6].

1 Grappe élémentaire
’

)

2 DP=15(6nm) - chaines A
]
1 -
2 «— chaines B
: ‘ - OH
2 0 T\
WO ¢ OH
: 0
0 KO 0
: 0 o186
1 0 OH 0
> 0 0 a16
20N OH

(a) (b)

Figure 2 a. Modg¢le de la structure en grappe de I’amylopectine : (a) [(1) régions amorphes (2)

régions cristallines] et (b) : structure chimique de I’amylopectine.
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Figure .2b : La structure chimique de I’amylose et ’amylopectine

2.1.2 Types cristallins des amidons natifs

La structure semi-cristalline de I'amidon a été révélée grace a l'utilisation de la technique de
diffraction des rayons X (DRX) [7]. Selon le motif de diffraction observé, les amidons naturels
peuvent étre regroupés en trois catégories distinctes, nommement A, B et C, comme illustré
dans la Figure .3.1. Les amidons de type A se trouvent principalement dans les céréales telles
que le blé et le mais cireux. Les amidons de type B sont typigques des tubercules et des céréales
riches en amylose. Enfin, les amidons de type C, caractéristiques des légumineuses,

correspondent a un mélange des motifs cristallins A et B.

La formation de complexes entre I’amylose et une molécule complexante (cyclohexane,

alcools, iode, acides gras...) résulte la formation de type V de I’allemand “Verkleiterung”.

|
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Figure .3 : Diagrammes de diffraction des rayons X des types cristallins A, B, C et V. [8]

2.1.3 Les nanocristaux d’amidon (SNCs)

Au cours des derniéres décennies, les nanocristaux d'amidon (SNCs) ont fait I'objet d'études
inestimables en raison de leur abondance, de leur biodégradabilité et de leur biocompatibilité.
Au fil des ans, le processus de préparation des SNCs a considérablement évolué, comme l'ont
montré de maniere évidente. Les méthodes de préparation et les applications des nanocristaux
d'amidon ont fait I'objet de nombreuses revues. D'aprés la littérature, il est évident que les
protocoles les plus couramment utilisés pour préparer des nanocristaux d'amidon sont

principalement basés sur I'nydrolyse acide en raison de sa simplicité et de sa maitrise.

Les nanoparticules d'amidon sont généralement développées par un procédé d'hydrolyse
acide, en utilisant I'amylopectine de I'amidon. Le traitement par hydrolyse acide convertit la
structure polymeére de I'amidon en nanocristaux d'amidon [9,10,11]. Pendant le processus
d'’hydrolyse acide, une zone amorphe de I'amidon est éliminée ou détruite. Les dimensions, la
morphologie ainsi que la matrice de I'amidon sont modifiées avec le traitement, ce qui aboutit
finalement a la formation de nanocristaux de bonne qualité [12]. Grace au traitement a l'acide

doux

2.1.4 Modification chimique de ’amidon
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Elle consiste a attacher un groupe fonctionnel a la structure moléculaire de I'amidon a I'état

naturel, ce qui entraine des propriétés physicochimiques spécifiques pour la molécule d'amidon.

Ces modifications influencent la rétrogradation, la capacité de pate, la composition proximale

et la gélatinisation des granules d'amidon non modifiés [13]. Aux différents sites et

emplacements de I'amidon non modifié, la stabilité des interactions intra- et intermoléculaires

est accrue gréce a ces modifications, qui sont réalisées a l'aide de divers produits chimiques.

Tableaux .1 Quelques modifications sur I’amidon.

La méthode de | Traitement Changement de | Changement de | Réf

modification structure propriétés

Oxydation Addition d'un | Cela provoque la Cela augmente 14,
groupe carboxyle et | dépolymerisation stabilité, la clarté et les
d'un groupe | de I'amidon, propriétés de liaison, | 15,
carbonyle a | entrainant un retard | mais réduit la viscosité
I'amidon natif par | dans la de dispersion de | 16
l'utilisation ~ d'un | recristallisation en | I'amidon.
agent oxydant. raison de

I'incorporation de
groupes carbonyle
et carboxyle.

Greffage Copolymérisation | Cela modifie la | Cela entraine des |17
de [l'amidon avec | structure de | modifications dans les
des polymeres | I'amidon d'un | propriéetés physiques et
synthétiques  tels | homopolymére en | la réactivité de
que le poly | un hétéropolymere. | I'amidon.

(téréphtalate
d'éthyléne), le
polyéthylene, et le
polystyréne.

Cationation Traitement de | Introduction de | Augmente la 18
I'amidon avec | groupes amino, | solubilité, la stabilite,
différentes ammonium, imino, | la dispersibilité de
molécules phosphonium  ou | I'amidon
cationiques. sulfonium pour

conférer une charge
ionique positive a
I'amidon.

Phosphorylation | Addition dun | Cela entraine la | Cela améliore la 19.
groupe phosphate | formation d'amidon | viscosité, les
sur les groupes | monophosphate ou | propriétés texturales, |20
hydroxyle de | diphosphate. Cela | la clarté de la pate et
I'amidon. augmente la géne | la stabilité au gel-

stérique et empéche | dégel de I'amidon.
la linéarité des | Cela augmente
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chaines également la
moléculaires. résistance aux
températures élevées
et cela diminue la
température de
gélatinisation

Carboxymethylati | Substitution Cela ajoute des | Cela augmente la 21
carboxyméthyle groupes stabilité de I'amidon
on des groupes | hydrophobes a la | dans les milieux
hydroxyle dans | molécule d'amidon. | aqueux, réduit sa
I'amidon capacité de
recristallisation et
prévient les

dommages dus a la
chaleur et aux
microorganismes.

Reticulation Ethérification et | Cela réduit la Cela entraine 22-
(Formation  de | estérification  des | mobilité des également une
liaisons inter et | granules avec des | chaines amorphes | diminution de la 27
intramoléculaires | polymeres de | dans le granule viscosité, de la
) réticulation en | d'amidon. Cela capacite de

réagissant avec un | introduit des gonflement, de la

mélange (99 :1) de | liaisons inter- et digestibilité, de la

tri  métaphosphate | intramoléculaires vitesse de

de sodium et de tri | avec des petites rétrogradation, de la

polyphosphate  de | molécules température de pic de

sodium ou dautres | multifonctionnelles | I'enthalpie de

agents de | possédant des relaxation et de

réticulation  dans | groupes hydroxyle | I'enthalpie de

une suspension | sur I'amidon, afin I'amidon. Cela

aqueuse  alcaline | de renforcer les augmente la

contenant du sulfate | granules contre température de

de sodium. divers facteurs. gélatinisation, la

Cela accroit température de

l'organisation de la | transition vitreuse,
structure interne du | I'enthalpie de fusion,
granule et sa le volume libre des
stabilité. chaines d’amidon, et
la stabilité de I'amidon
a haute température.

2.1.5 Effet de la modification sur la réactivité de I'amidon

Tant les modifications physiques que chimiques ont été trouvées pour entrainer un
changement dans la structure granulaire et moléculaire de I'amidon, ce qui conduit a une
modification de sa réactivité et de sa fonctionnalité. La dégradation mécanique, thermique,

radiolytiqgue et hydrolytique catalysée par l'acide des granules d'amidon résulte en une
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augmentation de sa réactivité en raison de I'exposition de groupes fonctionnels réactifs apreés la
dégradation des chaines damylose et damylopectine. L'oxydation, [I'acétylation, la
phosphorylation, la carboxyméthylation, la cationisation et la copolymérisation introduisent
également de nouveaux groupes fonctionnels sur I'amidon, ce qui entraine un changement de
réactivité de I'amidon envers I'eau, I'huile, les acides, les enzymes et autres especes chimiques.
La réticulation par l'ajout de molécules réticulantes entraine également la formation de ponts
inter et intramoléculaires parmi les composants de I'amidon, ce qui modifie sa réactivité et sa
spécificité pour une utilisation dans les domaines industriels et biomédicaux [28].

2.2 La polycaprolactone

L’un des groupes de polymeéres biodégradables les plus répandus et les plus étudiés est celui
des polyesters. Les polyesters peuvent étre synthétisés de plusieurs manieres, notamment par la
condensation directe d'alcools et d'acides, la polymérisation par ouverture de cycle (ROP) et les

réactions de polymeérisation catalysées par des métaux.

La polycaprolactone (PCL) [-OCH2CH2CH2CH2CH2CO-]; est un polyester aliphatique
synthétique biodégradable préparé par polymérisation d’ouverture de cycle du caprolactone

en présence d'alcoxydes métalliques tels que I'isopropoxyde d'aluminium, l'octoate d'étain...).

0 Catalyseur o
n E - ™~

Schéma .1 : Polymérisation par ouverture de cycle de I’e- caprolactone

Cette méthode facilite la création de PCL (polycaprolactone) a poids moléculaire élevé, en
offrant un meilleur contréle de la polydispersité. Contrairement a la polycondensation, cette
voie de polymérisation implique des conditions plus douces, caractérisées par des températures

nettement plus basses et des réactions cinétiques plus rapides.

La PCL a un faible point de fusion, entre 58 et 60°C, une faible viscosité et il est facile a
traiter. Le Polycaprolactone (PCL), un polyester aliphatique linéaire semi-cristallin, est connue

pour sa biocompatibilité et sa biodégradabilité, ce qui en fait un matériau utile dans les sutures
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résorbables, les systéemes de libération de médicaments et récemment dans les substituts de
greffe osseuse [29]. De plus, la PCL est I'un des polymeres biodégradables disponibles
commercialement les plus hydrophobes, elle présente de bonnes propriétés mécaniques et elle
est largement compatible avec de nombreux types de polyméres (mélanges, blocs, ...), un fait

qui élargit son domaine d'applications [30].

La PCL est soluble dans les solvants organiques tel que : le chloroforme, le toluéne, le
benzéne le dichlorométhane, le tetrahydrurefurane. La différence de solubilité entre le
polycaprolactone et la nanocristaux d’amidon permet de confirmer que c’est un bon couple pour
former des molécules amphiphiles biocompatibles [31].

2.2.1 Application et utilisation du polycaprolactone
2.2.1.1 Domaine médicale

Les PCL présentent une adaptation favorable en tant que matériaux orthopediques en raison
de leur biodégradabilité, leur biocompatibilité et leur thermoplasticité. Elles peuvent étre
employés dans la fabrication de prothéses de fixation osseux, de pieces plates en acier, de
broches, et dautres objets. L'une des caractéristiques les plus intéressantes réside dans la
capacité de réguler la vitesse de dégradation pour ajuster la diminution de la résistance du
matériau polymere de support, tout en permettant la guérison de I'os fracturé. Cette approche
permet d'éviter la nécessité d'enlever la piéce apres la réparation, contrairement a l'utilisation
d'une piéce métallique [32].

2.1.2 Domaine d’agriculture

Lorsqu'il s'agit de films en contact avec des denrées alimentaires, il est essentiel de choisir
soigneusement le matériau afin d'éviter tout probléme de migration. Des films peuvent
également étre produits par coulage ou des feuilles plates par extrusion, pouvant ensuite étre
transformés par thermoformage. La PCL peut étre utilisée en remplacement d'autres matieres
plastiques telles que le polyéthyléne (PE) pour la fabrication d'emballages en combinaison avec
du papier. Ce polymére agit en tant que barriere a I'humidité et, contrairement a d'autres
polymeres synthétiques dérivés de la pétrochimie, elle facilite le recyclage du papier ou sa
comptabilité [33].

3. Généralité sur les argiles
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Les argiles sont des aluminosilicates renommés pour leurs propriétés physiques, classifiés en
fonction du nombre et de l'arrangement des feuillets qui les constituent. Leur organisation
rappelle celle des pages d'un livre, avec un espace entre elles appelé interfoliaire, ou la charge
négative résulte de substitutions ioniques présentes dans les feuillets. Cette charge de la couche
est équilibrée par la présence de cations (tels que Na*, K*, Mg*? et Ca2*?) logés dans I'espace
interlamellar. Selon le type d'argile, une couche individuelle peut étre composée de 2, 3 ou 4
feuillets tetraédriques (SiO4)2- ou d'octaédres (AlO3(OH)x3)e.

Deux catégories d'argiles peuvent étre identifiées : les halloysites (caractérisées par une
couche de type 1 :1) et les phyllosilicates (présentant des couches de type 2 :1). Dans cette
étude, l'attention sera portée spécifiquement sur les montmorillonites (MMT), qui font partie

de la famille des phyllosilicates.

3.1 Les montmorillonites

Elles font partie de la vaste famille des smectites, qui sont classées dans le groupe des
phyllosilicates.

La structure de la montmorillonite est formée en remplacant, au sein du reseau de la
pyrophyllite, un nombre défini d'ions aluminium dans la couche octaédrique par des ions Mg?*
ou Fe?*. Par conséquent, cela engendre une insuffisance de charges positives qui est compensée
par la fixation de cations tels que H*, Na* ou Ca?* dans l'espace situé entre les feuillets. Cette
présence de cations dans cet espace interfoliaire permet de contrebalancer ce manque de charge

afin de maintenir I'électroneutralité de la particule comme illustré dans la figure 4.
La formule générale de la montmorillonite est :

MXx (Al4-xMgx) VI (Si8 020) IV(OH)4, n H20

Ou :M : cation échangeable.

IV : couche tétraédrique. VI : couche octaédrique
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Couche tétraédrique —>

Unite tétraédre de silice

Couche Octaédrique —>

Couche tétraédrique —>
Unite octaédre d'alumine

e Na',Ca®
Cations échangeables

o ©O

o OH

° Si

® Al

Figure .4 : Structure chimique de la montmorillonite [34]

3.2 Propriétés des argiles
3.2.1 La capacité d’échange cationique

C'est un aspect crucial a considerer lors d'ajustements du degré de compensation des cations
au sein de l'argile. La capacité d'échange cationique représente la quantité de cations requise
pour établir une neutralite électrique au sein de largile. Cette capacité est évaluée en

milliéquivalents pour chague cent gramme d'argile (meq/100g).[35]

3.2.2 Le taux de gonflement

L'indice de gonflement peut étre décrit comme la capacité de l'argile a augmenter son volume
lorsqu'elle est hydratée. Ce phénomeéne se traduit par une variation significative de l'espace
entre les feuillets de l'argile. Cependant, cet indice difféere d'une famille d'argile a l'autre. Par
exemple, les smectites peuvent ajuster leur espacement interfoliaire de 10 a 18 A en fonction
du degré d’humidité [36].

3.2.3 La surface spécifique

3
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La surface spécifique (Sspé) est le ratio entre la surface apparente des particules et leur masse,
mesuré en m2/g. Les montmorillonites présentent une surface spécifique totale pouvant

atteindre 800 m?/g, alors que les argiles affichent également une Sspé élevée [37].

3.3 L’activation de la Maghnite

La Maghnite, une fois exposée a des acides forts comme I'acide sulfurique H>SO4 [38], I'acide
chlorhydrique ou l'acide nitrique, subit diverses modifications, notamment :

e Elimination de certaines impuretés comme le calcaire.

e Retrait d'eau et de certains métaux.

e Accroissement de la porosité.

e Altération de la structure cristalline.

e Substitution de certains cations (Ca?*, Na*) par des ions H+.

e Apparition de défauts dans la structure cristalline.

e Augmentation de l'activité catalytique de l'argile grace a la présence de SiO; libre.

Lorsque la bentonite de Maghnia est traitée avec une solution d'acide sulfurique H2SO4 (0,25
M), elle se transforme en Maghnite-H*, symbolisée sous le nom de Mag-H*. Cette
transformation entraine une réduction des impuretés, telles que lI'oxyde de fer et la calcite, parmi

d'autres.

De plus, cette Maghnite peut étre activée par d'autres types de cations tels que les ions alcalins
(Maghnite Na) [39] ou les métaux de transition (Maghnite-Fe) [40].

3.4 Quelques réactions catalysées par la Maghnite H*

Les travaux de Belbachir et al [38] ont porté sur I'étude de la polymérisation de divers
monomeéres vinyliques et hétérocycliques en utilisant comme catalyseur la Maghnite H*
(bentonite de Maghnia). Ce catalyseur respectueux de I'environnement, dépourvu de toxicité,
recyclable et pouvant étre séparé du polymeére par simple filtration, présente l'avantage de
permettre la fabrication de polymeéres d'une grande pureté, avec des rendements trés élevés et

des masses molaires moyennes, tout en maintenant des indices de polydispersité faibles a
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température ambiante. Parmi les polymeres obtenus, wvoici quelques exemples

0
H o H . O
f Maghnite-H+ [ | |
> OCH——C{Q—
H,C e} CH; l | n
) CH;
L-Lactide poly(L-lactide)

Schéma 2 : La polymeérisation cationique par ouverture de cycle du D, L-lactide [41].

CHs;
CH, CH,
OH o™ CH,
AN Mag-H+, 25°C
HO O —— HO A, O
in bulk, 4h
CH,
Ethylene glycol Methacrylic anhydride Ethylene glycol dimethacrylate (EGDM)

Schéma 3 : la polymérisation du 1’éthyléne glycol diméthacrylate catalysé par la Maghnite
H+ [42]

Maghmnite H™

\ \’\

}"-»q,_h — N = // - ,
"0 S o - h
i "
0.,
s - H,0
/ DMSO/A :
“CcooH | n
n
Rosin acid Starch nanoparticles (SNPs) SNPs esterified with rosin

Schéma 4 : Réaction d’estérification de I’amidon nanoparticule et la rosin en utilisant la

Maghnite H+ [43].
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3.5 Elaboration des nanocomposite a base de Montmorillonite organophile

Dans cette section, nous examinons la réalisation des nanocomposites en détail. Plusieurs
techniques sont utilisées pour intégrer la montmorillonite dans le polymere. Cependant, nous
pouvons identifier deux principales approches pour cela : la polymérisation in situ, qui implique
I'incorporation de monomeéres entre les feuillets de montmorillonite, et I'insertion directe de
polymére fondu. La premiére méthode permet d'intégrer la montmorillonite organophile
pendant la synthése du polymere, et elle est applicable a divers types de polymeres [44]. En
revanche, la deuxiéme méthode consiste a incorporer la montmorillonite au moment de la
transformation du matériau, répondant ainsi plus spécifiquement aux exigences de l'industrie

des thermoplastiques.

3.5.1 polymérisation in situ

Depuis la découverte des nanocomposites thermoplastiques au début des années 90, cette
technique a été mise en ceuvre spécifiquement dans le contexte de ces matériaux. En effet, les
premiers nanocomposites polymeére/argile ont été élaborés par Usuki et al. [45] en utilisant cette
méthode. Pour les feuillets d'argile, le processus implique le mélange de monomeres avec les
feuillets d'argile. Une fois que la polymérisation des monomeres débute, les chaines de
polymere en croissance agissent pour séparer les feuillets, favorisant ainsi la dispersion

individuelle des feuillets phyllosilicate par exfoliation.

3
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Figure .5 Schéma représentatif de la méthode d’élaboration d'un nanocomposite a base de

nanocharges lamellaires d’argile par polymérisation in-Situ [46].

3.5.2 Polymérisation en phase fondue

Ces dernieres années, la recherche sur la fabrication de nanocomposites polymere/argile en
utilisant Il'intercalation directe du polymere fondu dans les galeries de silicates lamellaires a
connu un deéveloppement considérable. Cette approche présente un intérét majeur sur le plan
industriel, car elle offre la possibilité de ne pas altérer les méthodes de synthése des polymeres

thermoplastiques.

Par exemple dans le cas du polystyréne, la stratégie employée par Hoffman et al implique une
étape préeliminaire de modification de la charge plaquettaire a l'aide de polystyréne
fonctionnalisé a base d'ammonium. Cette approche se révele efficace pour I'exfoliation des

feuillets lorsque la masse molaire du polystyréne greffé atteint un seuil adéquat.

3.6 Types de nanocomposites

3.6.1 Les nanocomposites intercalés

|
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Une chaine de polymere est insérée entre les feuillets de l'argile, créant ainsi une structure

lamellaire inorganique relativement ordonnée et expansée voir figure 6.

3.6.2 Les nanocomposites exfoliés

Il s'agit de structures délamellées ou les couches d'argile sont parfaitement et uniformément

dispersées dans la matrice polymere. Ce processus de délamination a pour effet de maximiser

les interactions entre le polymeére et l'argile, ce qui conduit & une augmentation significative de

la surface de contact

Nanocomposite
intercalé

Nanocomposile
exfolié

Figure .6 : Différentes méthodes pour la préparation des nanocomposites [47]
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3.7 Quelques exemples des nanocomposite a base de la Maghnite organophile

.C.V‘\

Ictas

Mag-CTA+

Exfoliated nanocomposttes

Lim-co-sty

Schéma 5 : Synthése de nanocomposites (Limonene-co-styrene/Mag) [48].

A CH,
"\o)\coo. . Hlo/
Na
intercalation
L-LA +Na*-MMT —— cH,
ours
u 2 )\ H,O H
o coou-cl)
~0-5i-0~,
B CH,

" o coo-
L-LA + Na*-MMT / f°)\cl)/ M° Na* /
cH

interlamellar bulk
polymerisation

Sn(Oct),, 90°C,

CH, o0
Vacuum H,0 /‘\[*O 0

L-LA + L-LA/MMT Aooc /U\,/ ‘]:H /
CH,

pre-intercalate

Schéma 6 : Synthese de nanocomposite (starch-lactic acid/MMT) [49]

4. Conclusion

D'un point de vue environnemental, l'utilisation de biopolymeéres dérivés de sources
renouvelables contribue a réduire la dépendance aux ressources fossiles et a atténuer I'impact
environnemental associé a la production de polyméres traditionnels. De plus, I'ajout d'argiles
aux biopolymeéres apporte des améliorations notables en termes de résistance mécanique, de
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stabilité thermique et de barriere aux gaz. Ces propriétés étendues ouvrent la voie a une
utilisation accrue dans des applications variées telles que I'emballage alimentaire, les matériaux

de construction et méme les dispositifs médicaux.
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Chapitre II Synthése de copolymére SNCs-g-PCL catalysé par la Maghnite H*

1. Introduction

La synthese du SNCs-g-PCL est basée sur la copolymérisation de 1’e-caprolactone avec les
nanocristaux d’amidon. Cette réaction a été catalysée par la Maghnite-H™, un catalyseur non
toxique développé au Laboratoire de chimie des polymeres. Ensuite, le nouveau copolymere a
¢été caractérisée par différent techniques d’analyse tel que I'I[R-TF, MEB, RMN, DLS, DRX,
ATG, et DSC.

2. Matériel et méthodes

2.1 Préparation de la Maghnite H*

La Maghnite-H™ a été préparée selon le protocole décrit dans des études précédentes [1,2]. La
Maghnite brute (40g) a été broyée pendant 20 minutes a l'aide d'un broyeur a billes en céramique
Prolabo. Ensuite, la Maghnite a été séchée a 105°C pendant 2 heures. Apres, elle a été placée
dans un erlenmeyer avec 500 ml d'eau distillée. Le melange Maghnite/eau a été agité a l'aide
d'un agitateur magnétique, puis combiné avec 100 ml de solution d'acide sulfurique (0,25 M).
Jusqu'a saturation, atteinte sur 2 jours a température ambiante, le minéral a été lavé avec de
I'eau distillée jusqu'a obtenir un filtrat a pH neutre, puis séché a 105°C. Le tableau 2 représente

la composition chimique de la Maghnite avant et aprés 1’activation acide.

Tableau 2 la composition chimique de la Maghnite brute et la Maghnite activée [3]

Eléments Maghnite brute (mol %) Maghnite-H* (mol%o)
SiO 69.3 71.7
AlO3 1.16 0.71
Fe20s 0.3 0.28
MgO 0.5 0.21
CaO 1.07 0.80
Na.O 0.79 0.77
K20 0.16 0.15
TiO> 0.91 0.34
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2.2 Préparation des nanocristaux d’amidon :

25¢ d'amidon de mais ont éteé ajoutés a 500 ml de solution d'acide sulfurique (H2SO4) a 3,16
M et laissés sous agitation a température ambiante pendant une semaine [4]. Aprés, la
suspension a été centrifugé et lavée avec de I'eau distillée jusqu'a ce que le pH atteigne 7.

2.3 La Synthése du SNCs-g-PCL

La reaction de polymérisation par ouverture de cycle de la caprolactone a été effectuée pour
préparer la polycaprolactone greffée sur les nanoparticules d’amidon (SNCs). Les SNCs et la
Caprolactone, ont été placés dans un ballon avec un rapport molaire caprolactone /unité glucose
anhydre de 4 :1. Différentes quantités de catalyseur Maghnite H + (m/m, par rapport aux SNCs)

ont éteé ajoutées aux melanges.

Le mélange a éte chauffé dans un bain d'huile a 90 °C et agité pendant 48 heures. Le produit
obtenu a été dissous dans le DMSO puis, re-précipité dans 1’éthanol a froid, et lavé plusieurs
fois avec du dichlorométhane pour eliminer les molécules de monomere et la Polycaprolactone

non greffé (voir Figure 7)

OH

0 ' i - 0
n + |9 0
HO HO
OH OH
0 0
A 90°C, 48h 4

Caprolactone (CL) ~ Starch nanocrystals (SNCs) SNCs-g-PCL

Figure .7 : Nanocristaux d’amidon greffée avec de la polycaprolactone catalysées par la
Maghnite H*

2.4 Cinétique de greffage de I’amidon nanocristaux par la Polycaprolactone

2.4.1 Détermination des parametres de greffage
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Le matériau a été séché sous vide jusqu'a obtenir un poids constant apres I'extraction au
dichlorométhane. Les poids avant et apres I'extraction sont utilisés pour calculer les parametres
de greffage en utilisant les formules suivantes [5] :

le poids du PCL gréffée

'ff [0) = 1
taux du greffage (%) le poids du SNCs X100
t . » %) Wif — Wsncs % 100

aux du greftage (7o) = Wsncs

Addition(%) = le poids du PCL gréffée 100
oM = Te poids totale copolymer (SNCs — g — PCL)

_ Wif — Wsncs % 100
B Wif

ferr s , le poids du PCL gréffée
éfficasité du gréffae (%) = le poids du PCL formé x 100

Wif — Wsncs

= x 100
Whp + (Wif — Wsncs)

ou Wif représente le poids du copolymeére (SNCs-g-PCL) et Whp représente le poids du

polymere non greffé.

3. Résultats et discussion

3.1 Cinétique du greffage du polycaprolactone sur les nanocristaux d'amidon
3.1.1 Effet du catalyseur

D'aprés le Tableau 3a, on remarque que la teneur en catalyseur la plus faible 25% présente la
plus grande teneur en copolymere et une efficacité de greffage élevé. 1l est évident que I'exces
de catalyseur conduit a 'homopolymérisation de I's-caprolactone, car les parametres de greffage

diminuent pour des teneurs en catalyseur plus élevées (> 50 %).
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3.1.2 Effet du temps

D'apres les résultats représentés dans le Tableau 3b, il est constaté qu'un temps de réaction
plus long de plus de 36 heures conduit a un rendement en copolymeére greffé plus faible et a une
efficacité de greffage réduite. En réalité, le temps de réaction plus long entre les nanocristaux
d'amidon et la Maghnite-H" conduit a une plus grande formation de SNCs-g-PCL, car
davantage de sites actifs se forment en surface, permettant la fixation de davantage de chaines

de PCL et, par conséquent, une efficacité de greffage supérieure.

3.1.3 Effet de la température

Comme indiqué dans le Tableau 3c, les paramétres de greffage atteignent leurs valeurs
maximales a 90°C, puis commencent a diminuer. L'influence de la température sur le greffage
pourrait étre due a I'amélioration de la diffusion des molécules de monomere dans la structure

de I'amidon, ce qui augmente la mobilité des molécules de monomeére et leur collision avec les

nanocristaux d'amidon.

Tableaux 3a : Effets de pourcentage de catalyseur sur les parametres de greffage.

Condition expérimentale /paramétre de | 5.0 10.0 25.0 50.0

gréffage

Addition 12.0 18.0 32.0 24.5

Taux de greffage 13.5 17.2 33.5 28.1

Efficacité de gréffage 18.5 32.3 51.2 48.1
Tableau 3b : Effets de temps sur les paramétres de gréffage

Condition expérimentale /paramétres 12 24 36 48

de gréffage

Addition 9 21 36 32

Taux de greffage 11 23 38 33

Efficacité de greffage 17 25 52 48

Tableau 3c : Effets de pourcentage de catalyseur sur les paramétres de gréffage

Condition expérimentale / parametres | 50 90 100 120
de gréffage

Addition 11 28 25 18
Taux de greffage 15 34 32.1 25.7
Efficacité de greffage 19 50.1 48.2 41.3
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3.2 Caracterisation du polycaprolactone greffé sur les nanocristaux d'amidon

3.2.1 Analyse par infrarouge (FT-IR)

Les spectres FT-IR de la Mag-H" et de la Maghnite brute (Mag) sont présentés dans la Figure
8. Une large bande a 3500 cm* représente I'aluminium octaédrique lié par des groupes OH. La
vibration de valence de SiO dans la couche tétraédrique est responsable de la bande intense
observée a 1032 cm-1. En raison de la présence de silice amorphe, une bande faible apparait a

780 cm-1 et peut étre attribuée au silicium tétravalent.

La structure d'argile montmorillonite est responsable de plusieurs modes vibratoires de Si-O
observés a des nombres d'onde de 1032, 795 et 615 cm-1. Les bandes d'absorption observées
dans les spectres FT-IR montrent que la structure du composé est en bon accord avec les valeurs

de vibration trouvées dans la littérature [6].

Maghnite-H™
— Maghnite

3625
3395

Transmittance (u.a)

—_—

3625
3395

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (Cm™)

Figure .8 : Spectre IRTF de la Maghnite brute et la Maghnite traitée

Les spectres IR de I'amidon natif (a) et des nanocristaux d'amidon (b) ont montré une large
bande entre (3100 cm™ et 3600 cm™?) attribuée & I'étirement du groupe hydroxyle (OH) présent

dans l'unité d'anhydroglucose, ainsi qu'un pic a 1650 cm™ di a la flexion du méme groupe [7,8].
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De plus, des bandes d'absorption a 1029 cm?, 1078 cm™ et 1157 cm™ sont attribuables a la
vibration d'étirement C-O de l'unité glucose. En comparaison avec I'amidon de mais natif, le
pic correspondant a la vibration d'étirement OH a 3300 cm™ de SNCs-g-PCL présente une
diminution d'intensité [9]. De plus, le groupement carbonyle C=0 de PCL se trouve a 1726 cm"
1 ce qui est un signe de greffage [10]. Deux signaux supplémentaires sont visibles dans le
spectre a 2866 cm™ et 2945 cm?, respectivement, qui représentent I'étirement asymétrique et
symétrique du groupe méthylene - CH2.

—— Corn Starch
— SNCs
—— SNCs-PCL

Transmittance (u.a.)

\r
b g
(-2
ol

1726

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber(Cm'™)

Figure .9 : Spectre IR-TF de ’amidon nanocristaux et I’amidon natif, la Polycaprolactone

ainsi que les nanocristaux d’amidon greftée.

3.2.2 Analyse de diffraction des rayons X (DRX)

En se basant sur les schémas de diffraction des rayons X et 1'équation de Bragg 2dsinf = nA,
I'espacement basal a augmenté de 12,5 A dans la Maghnite brute & 15,02 A dans la Maghnite
H* en raison de I'échange de deux couches d'eau entre les feuillets. Cette modification est

attribuée au traitement acide de la Maghnite [11].
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—— Maghnite
Maghnite-H'

Intensité (u.a)
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Figure .10 : Diffraction des rayon X du Maghnite traitée et non traitée

L'amidon de mais présente une intensité élevee et des pics de diffraction relativement
importants situés autour de 15,02°, 17,40° et 23,02° [12,13], associés a un type A de structure
semi-cristalline. Le seul changement perceptible entre les schémas de diffraction des rayons X
des SNCs et de I'amidon natif est une légere diminution de l'intensité relative des pics. La phase
amorphe est caractérisee par la présence de la molécule d'amylose linéaire 1,4-glucopyranose.
Tandis que la phase cristalline contribue a la grande amylopectine, qui contient a la fois du
glucopyranose-1,4 et du glucopyranose-1,6, les liaisons hydrogéne intramoléculaires et
intermoléculaires sont responsables de la structure cristalline bien organisée [14,15]. De plus,
les pics les plus intenses de I'amidon ont été détruits et seul un pic significatif peut étre observé
dans le diffractogramme de SNCs-g-PCL. Cette valeur finale est cohérente avec une structure
complétement amorphe [16,17]. Au cours du processus de greffage, des esters ont été utilisés

pour substituer les groupes hydroxyle.
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—— SNC-PCL
— SNC
Corn starch

Intensity (u.a.)
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Figure .11 : Diffractogramme des rayon X de I’amidon natif et ’amidon nanocristaux avant

et apres le greffage.

3.2.3 Analyse thermique

Apres I’hydrolyse acide, les SNCs commencent a perdre du poids a une température
Iégerement inférieure a celle de I'amidon natif. Cela démontre que les SNCs ont une grande
quantité de groupes hydroxyle a leur surface, ce qui renforce la décomposition thermique [18].
Les nanocristaux d'amidon greffés avec du PCL ont présenté une stabilité thermique inférieure
par rapport aux nanocristaux d'amidon non modifiés. De plus, 'analyse des courbes de ’ATG
révele un processus de dégradation en deux étapes. La premiere étape (50-150 °C) est liée a la
perte d'humidité, tandis que I'étape suivante (250-700 °C) correspond a la dégradation a la fois

des nanocristaux d'amidon et de leurs dérivés.

Seule une large transition endothermique due a la gélatinisation de I'amidon a été détectée
par l'analyse DSC, comme illustré dans la Figure 12 [19]. En revanche, le pic de fusion Tt du
PCL (60 °C) n'a pas été observé dans les spectres de greffage de nanocristaux d'amidon avec la
polycaprolactone, ce qui indique qu'un PCL de trés courte longueur a été greffé a la surface des
SNCs.
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100 + Corn starch
— SNC
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S
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Figure 12 a. Courbes d’analyse thermogravimétrique de I’amidon natif, La polycaprolactone,

nanocristaux d’amidon SNCs, nanocristaux d’amidon greffé¢ par la PCL SNCs-g-PCL

o




Chapitre II Synthese de copolymére SNCs-g-PCL catalysé par la Maghnite H*

i Corn starch

— — SNC

E) »

2

= 17 : ——SNC-PCL
>

= ‘

= J

@ ' ‘

wn .

s 0 /

>

o \//\/\

< . v

(<D}

g

©

=

(&)

©

g 41

e

=

L

-6 -
1 A 1 ’ I ¥ T v 1 2 [} ¥ I v T
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Temperature (°C)

Figure .12 b : Thermogrammes d’analyse calorimétrie a balayage différentiel (DSC) de

I'amidon natif, nanocristaux d'amidon (SNCs) avant et apres le greffage avec le PCL.

3.2.4 Analyse par RMN du proton (RMN.H)

La Figure 13 illustre le spectre RMN du proton des SNCs (a) et des SNCs-g-PCL (b).
L'analyse des échantillons a été enregistrée en solution de DMSO deutéré. Sur la Figure 13a,
les déplacements chimiques des protons a 4,93 ppm ont été attribués a H.3, ceux a 4,63 ppm a
H.5, a 3,33 ppm a H2 et a 3,08 ppm a H.4 ; les pics a 5,01 ppm, 5,42 ppm, 5,51 ppm et 5,09
ppm ont été assignés a H.1 et OH 2, 3 et 6. En comparaison avec le spectre des SNCs-g-PCL
(Figure 13b), de nouveaux signaux de protons sont apparus dans la plage de 1,24 a 1,55 ppm,

attribués aux protons des méthylenes du PCL.[20].
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Figure .13 : Spectre RMN H de (a) Nanocristaux d'amidon, (b) Nanocristaux d’amidon

greffée.
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3.2.5 La morphologie et la taille des particules

L'analyse au microscope électronique a balayage (MEB) des granules d'amidon (a), des
nanocristaux d'amidon (b) et des nanocristaux d'amidon greffés au polycaprolactone (c) est
présentée dans la Figure 8. Les granules d'amidon semblaient lisses et arrondis dans les
micrographes, possédant une forme polygonale et leurs tailles de particules variaient de 5 um a
28 um [21]. Il est évident que le processus d'hydrolyse influe sur la taille des particules des
échantillons, en comparaison avec I'amidon natif se rapprochant de la taille nanomeétrique [22].
Cependant, les nanocristaux d'amidon greffés au polycaprolactone présentent une surface
rugueuse [23], ces derniers étant recouverts d'un revétement de polycaprolactone qui modifie
la surface des SNCs. De plus, les nanocristaux d'amidon greffés au polycaprolactone présentent
une augmentation marquée de la taille moyenne par rapport aux nanocristaux d'amidon, ce qui
confirme le greffage du polycaprolactone (Figure 14). Des résultats similaires ont été rapportés
dans la littérature [22,23]. La taille moyenne des particules et I'indice de polydispersité sont
présentés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Caractéristique physique de I’amidon nanocristaux greffée et non greffée

Formulation Taille (nm) L’indice de
polydespersité

Nanocristaux d’amidon (SNCs) 489 0.871

Nanocristaux d’amidon greffée par la | 3818.5 3.119

polycaprolactone (SNC-g-PCL).
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Figure .14 : Spectre DLS des nanocristaux d’amidon avant et apres le greffage
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Figure .15 Images MEB : (a) amidon natif, (b) nanocristaux d'amidon (SNCs) et (c)

nanocristaux d'amidon greffé
4. Mécanisme réactionnel proposé pour la synthese de SNCs-g-PCL

Comme illustré dans la figure 16, le catalyseur Maghnite H* Posséde un site acide de
Br@nsted (H"), la réaction est considérée comme étant catalysé par un acide de br@nsted
dans laquelle (H*) est transféré de la Maghnite H™ a I’oxygéne du carbonyle protonation
du groupe carbonyle (étape I). Ensuite, I’oxygéne des SNCs attaque le groupe carbonyle
protoné (I’ouverture de cycle ) (étape II) conduite a la formation des SNCs-g-PCL apres
déprotonation et perte de H2O (étape III).

H
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Figure. 16 Mécanisme de réaction du PCL avec les SNCs catalysé par la Maghnite H*
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5. Conclusion

Dans cette partie du travail, nous avons reussi a effectuer le greffage du PCL sur les SNCs
catalysée par la Maghnite-H*. Le copolymére SNCs-g-PCL a été synthétisé avec succes en

masse a 90°C.

La structure du SNCs-PCL a été confirmée par différentes analyses, 1’effet de la quantité

du catalyseur (la Maghnite H*) sur la réaction a été également étudié.

L'analyse par spectroscopie infrarouge a révélé la présence d'une bande distincte a 1726
cm?, caractéristique du PCL greffé. De plus, I'analyse par diffraction des rayons X a mis en
évidence une structure désordonnée des nanocristaux greffés, confirmant ainsi
I'incorporation du PCL. En outre, la microscopie électronique a balayage a révéle une
surface rugueuse des nanocristaux greffes, suggérant une modification morphologique due

au greffage.
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1. Introduction

L'utilisation croissante de matériaux polymériques dans divers secteurs industriels a suscité
un intérét accru pour le développement de composites respectueux de l'environnement. Les
nanocomposites a base de polymeéres biodégradables et d'argile se présentent comme une
solution innovante, alliant les avantages des polymeres respectueux de I'environnement a ceux

des nanoparticules d'argile, connues pour leurs propriétés améliorantes.

La préparation de ces nanocomposites implique généralement l'utilisation de techniques
specifiques visant a assurer une dispersion homogeéne des nanoparticules d'argile au sein de la
matrice polymere biodégradable. Parmi les méthodes couramment utilisées, on trouve
I'exfoliation en solution, l'intercalation en fusion, et l'utilisation de précurseurs organiques
spécifiques. Ces approches permettent de maximiser I'interaction entre les nanoparticules et le

polymére, optimisant ainsi les propriétés finales du nanocomposite.

Les nanocomposites a base de polymeéres biodegradables et d'argile trouvent des applications
prometteuses dans divers domaines tels que l'emballage écologique, l'agriculture, et la
biotechnologie. En offrant une alternative respectueuse de I'environnement aux polymeéres
conventionnels, ces matériaux contribuent a atténuer les préoccupations environnementales tout
en préservant les propriétés fonctionnelles requises pour des applications spécifiques). En
comprenant mieux ces matériaux, nous pourrons exploiter leur potentiel pour répondre aux

exigences croissantes de durabilité dans divers secteurs industriels

Ce chapitre explore une nouvelle approche d’élaboration de nanocomposites a base de
copolymeres SNCs-g-PCL et la Maghnite CTA?, la forme organophile de la Maghnite obtenue
par échange cationique avec le chlorure de cétyltrimethylammonium (CTAC). Les méthodes
de préparation, les techniques de caractérisation, de ces nanocomposites ont été détaillées dans

ce chapitre.

2. Matériel et méthodes

2.1 Préparations de la Maghnite Na*

La Maghnite brute purifiée a été traitée avec une solution de I’hexa métaphosphate de sodium

a1 N (20 g d'argile dans 100 ml) sous agitation pendant 48 heures. Ensuite, la Maghnite traitée
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a été récupérée par siphonnage, sachant que la montmorillonite parcourt une distance de 10 cm
toutes les 8 heures. A la fin, La Maghnite a été lavée avec de I'eau distillée (plusieurs fois),
centrifugée a 4500 tr/min, puis séchée dans un four a 100 °C, pulvérisée avec un mortier et

enfin conservée dans un dessiccateur.

2.2 Préparation de la Maghnite CTA"

La transition de Maghnite-Na a Mag CTA consiste en la substitution des ions Na* existants a
la surface des couches de montmorillonite par les cations alkyl ammonium. 2.73g de CTAC
(C16 H33) N(CHz3)3Cl a été versé dans un erlenmeyer contenant 500 ml d’eau distillée a 50 °C,
puis 5 g de Maghnite-Na ont été ajoutés. Le mélange a été soumis sous agitation pendant 48 h
jusqu’a l'obtention d'une suspension blanche. Apres filtration, la Maghnite a été centrifugée et
rincée plusieurs fois a I'eau distillée afin de retirer le chlorure de sodium formé. Lorsque les
phases de ringage ont été complétées, la Mag CTA™ a été séchée a 100 °C, broyée, puis stockée

dans un dessiccateur [1].

2.3 Préparation des nanocomposites SNCs-PCL/ Mag CTA*

Les nanocomposites SNCs-g-PCL/Maghnite organophile ont été préparés par la méthode de
polymérisation in situ. 0,4 g de SNCs et 1 g de caprolactone, ainsi que differentes quantites
d'argile organophile (5, 7 et 10 % en poids de caprolactone), ont été ajoutés au melange et agités
a 90-95 °C pendant 36 heures. A la fin de la réaction, le nanocomposite a été récupéré par
précipitation dans de I'éthanol froid, puis lavé avec du dichlorométhane pour éliminer la

caprolactone et la polycaprolactone homopolymere, filtré et séché pendant 24 h.

3. Caracteérisation des nanocomposites (SNCs-PCL/Mag CTA")

3.1 Analyse thermiques
3.1.1 Analyse thermogravimétrique

Pour étudier l'impact de largile organophile sur le comportement thermique du
nanocomposite, une analyse comparative du copolymére SNCs-g-PCL pur et de leur
nanocomposite avec 5 %, 7 % et 10 % de contenu organophile de Maghnite a été réalisée a

l'aide de la thermogravimétrie (ATG).

La Figure 17a illustre les caractéristiques thermiques a la fois du copolymeére pur (SNCs-g-

PCL) et des bio-nanocomposites SNCs-g-PCL/Mag CTA" préparés contenant différentes
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quantités de Mag-CTA". Le SNCs-g-PCL pur présente une dégradation thermique débutant a
275°C, tandis que dans les nanocomposites SNCs-g-PCL/Mag-CTA" a5 %, 7 % et 10 %, cette
dégradation commence a des températures légérement plus élevées, respectivement a 282,9°C,
288°C et 293°C. Cela pourrait résulter de l'impact de l'argile intercalée/exfoliée sur les
interactions intermoléculaires dans le copolymere SNCs-g-PCL. On peut conclure que la
stabilité thermique du nanocomposite a été améliorée en augmentant le pourcentage de
Maghnite organophile. De plus, la bonne dispersion de la Mag-CTA" dans la matrice
polymérique (SNCs-g-PCL) améliore la stabilité du nanocomposite en formant une couche

carbonisée protectrice sur la surface de I’argile [2,3,4].
3.1.2 DTG

L’analyse de la DTG (Fig .17b) a révéle que le point de décomposition Td du SNCs-g-PCL
pur est a 309.24 °C, tandis que le Td des nanocomposites avec 5 %, 7 %, 10 % de Maghnite
organophile est respectivement a 316.76 °C, 377.60 °C, 384.09 °C. De plus, l'utilisation de la
Maghnite organophile a entrainé une augmentation de la température de décomposition en

fonction de l'augmentation du pourcentage de Mag CTA".
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Figure .16 (a) Courbes d’analyse thermogravimetrique (ATG), du SNC-PCL, SNC-PCL/Mag
CTA5%, SNC-PCL/Mag CTA 7%, SNC-PCL/Mag CTA 10%.
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Figure .16 (b) Dérivée des courbes ATG, du SNC-PCL, SNC-PCL/Mag CTA5%, SNC-

PCL/Mag CTA 7%, SNC-PCL/Mag CTA 10%.

3.2 Analyse structurelle

3.2.1 Infrarouge (IR-TF)

Les spectres FT-IR de Mag-Na* et Mag-CTA+ (Figures 18a et 18b) révelent des
caractéristiques distinctes. En particulier, deux bandes a 510 et 515 cm™ sont associées aux
vibrations de déformation des liaisons Si-O-Si et Si-O-Al, respectivement [5,6]. La vibration
des liaisons Si-O dans la Maghnite induit une bande a 1000 cm™. Suite a la modification de la
Maghnite avec le CTA", des changements notables dans les spectres sont évidents. La Mag-
CTA" présente deux nouvelles bandes dans les régions a 2850 et 2922 cm™* correspondant aux
vibrations d'étirement C-H du groupe méthyle, et une grande bande a 3400-3550 cm™ de
groupement OH. Ces résultats confirment l'intercalation des ions alkyle ammonium (CTAC)

entre les feuillets d'argile.
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Les spectres infrarouges des nanocomposites (5 %, 7 %, 10 %) sont présentés dans la Figure
18c. La bande caractéristique pres de 3420 cm est attribuée a la vibration d'étirement de H-OH
des molécules d'eau intercalaires, et la vibration de flexion O-H prés de 1635 cm™. Le greffage
réussi de PCL dans SNCs est mis en évidence par le groupe carbonyle a 1726 cm et également
par les pics asymétriques du C-H alkylé a 2931 cm et 2846 cm™ [7]. De plus, la Figure 18¢
démontre la présence de plusieurs bandes distinctives de Mag-CTA" situées entre 470 et 550
cm [8]. De plus, les bandes dabsorption observées dans les spectres FT-IR de la
montmorillonite organophile sont agrégées dans les spectres FT-IR du nhanocomposite produit,
ces résultats confirment l'interaction du groupe fonctionnel de SNCs-g-PCL avec la surface

intérieure de l'argile.
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Figure .18 Spectres infrarouges de (a) Maghnite Na+, (b) Maghnite CTA+, (c)
Nanocomposite SNCs-PCL/ Mag CTA+ 5%, SNCs-PCL/ Mag CTA+ 7%, SNCs-PCL/ Mag+
CTA 10%.

3.2.2. Diffraction des rayons X (DRX)
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La Figure 19 représente les diffractogrammes de rayons X de la Mag-Na* et la Mag-CTA".
L'espacement basal calculé (doo1) a l'aide de 1'équation de Bragg (2dsinf = n}) est de 16,28 A°
pour Mag-Na" et de 18,31 A° pour Mag-CTA". Cette augmentation signifie I'intercalation des
ions d'ammonium alkylé du CTAC dans les galeries inter foliaires et un échange cationique de
Na* avec CTA" [9], créant un environnement favorable pour la pénétration des molécules de
monomeére entre les couches de l'argile organique. Ensuite, la copolymérisation se produit. De
plus, l'apparition du pic a 22,25 A° par rapport a la Maghnite CTA" de l'argile est attribuée a
I'intercalation efficace de Mag CTA™ dans le nanocomposite SNCs-g-PCL/Mag CTA+ 10 %,

entrainant des tactoides d'argile désordonnés et une faible occurrence d'agrégats d'argile [10].

——— SNCs-PCL/Maghnite CTAT10%
Maghnite Na™

—— Maghnite CTA™

Intensity (u,a)

0 10 20 30 40 20 60 70 80 90

2 Theta (Degree)

Figure .19 Diffractogramme DRX de la Maghnite Na* la Maghnite CTA™ le nanocomposite

SNCs-g-PCL/Mag CTA10%

3.3 Morphologie et la distribution des particules

3.3.1 DLS (la taille des particules)
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Selon les courbes de DLS (Figure. 20), la taille des particules du nanocomposite était dans la
plage de 200 nm pour SNCs-g-PCL/Mag CTA" 5 % et SNCs-g-PCL/Mag CTA *7 % (Figure.

20 b, Figure. 20c). Avec l'augmentation de la teneur en argile, la taille moyenne des particules

a augmenté. Cependant, les nanocomposites SNCs-g-PCL/Mag CTA" 10 % ont présenté une

distribution hétérogene des particules (Figure. 20 d).

Le Tableau 5 répertorie la taille des particules (taille moyenne) et I'indice de polydispersité. Le

Mag CTA" avait une taille de particule plus fine dans la plage de 134 nm, ce qui indique une

surface homogeéne, tandis que les nanocomposites SNCs-PCL/Mag CTA" présentent une taille

moyenne plus grande, suggérant une exfoliation et une dispersion de l'argile dans le

copolymere, comme indiqué dans l'analyse par MEB.

Tableau 5. Caractéristique physique des nanocomposites et de ’argile

Echantillons Taille des particules (nm) | L’indice de polydispersité
Maghnite organophilic CTA® | 134 0.77
SNCs-g-PCL/Mag CTA" 5% 193 0.85
SNCs-g-PCL/Mag CTA *7% 220 0.96
SNCs-g-PCL/ Mag-CTA* 10% | 655 0.99
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Figure .20 Spectres DLS du Maghnite CTA*5(a), SNC-PCL/Mag CTA" 5% (b), SNC-
PCL/Mag CTA" 7%(c), SNC-PCL/Mag CTA"10%(d).
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3.3.2 Analyse par microscope électronique a balayage (MEB)

La Figure 21 montre les micrographes du Mag CTA" et du nanocomposite SNCs-g-PCL/Mag
CTA" a 5 %, 7 % et 10 % respectivement. Lorsque I'on compare la morphologie des
nanocomposites (SNCs-g-PCL/Mag CTA 10 %) avec celle du Mag-CTA", il est évident que la
structure du Mag-CTA" (Figure. 20a) differe des nanocomposites intercalés SNCs-g-PCL/Mag
CTA 10 % (Figure 21h) a 10 um. La derniéere présente une structure de petites particules de
montmorillonite plus organisée, un motif observé de maniére similaire dans les nanocomposites
SNCs-g-PCL/Mag-CTA" a 10 et 5 um. En revanche, dans les nanocomposites SNCs-g-
PCL/Mag-CTA" a5 % et 7 % (Figure 21d, Figure 21e, Figure 21f), les observations 4 5 um ont
révélé la formation de plaques séparées de montmorillonite, présentant une surface plus
rugueuse et un revétement de la surface de la montmorillonite par le copolymere. De plus, une
morphologie de surface hétérogéne a été observee dans le nanocomposite indiquant que la
montmorillonite organophile était dispersée dans la matrice polymere (SNCs-g-PCL), ce qui
indique la formation d'une morphologie exfoliée. Ces résultats sont en accord avec l'analyse
DLS. La dispersion du Mag CTA" dans I'amidon (SNCs) est favorable, cependant, I'ajout du

PCL a augmenté la viscosité du milieu et a amélioré la suspension des solides [11,12]

v
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Figure .21 Images MEB de la Maghnite CTA" et de nanocomposites SNCs-PCL/Mag CTA"*
5%, 7%, 10%

4. Conclusion

Le présent chapitre a exploré de maniére approfondie le domaine des nanocomposites
polymeres biodégradables renforcés par l'argile de type SNCs-g-PCL/Maghnite, en se
concentrant particulierement sur leur synthese et caractérisation. Les résultats obtenus révélent
une influence significative de la teneur en argile sur les propriétés des nanocomposites, tant du

point de vue de la morphologie que des performances

Cette étude apporte une contribution significative a la compréhension des nanocomposites
polymeres biodégradables renforcés par l'argile, offrant des perspectives prometteuses pour le
développement de matériaux innovants et respectueux de l'environnement. Les résultats
obtenus ouvrent la voie a de futures investigations visant a optimiser les propriétés des

nanocomposites en vue de leurs applications pratiques.
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L’activité antioxydante de copolymere SNCs-g-PCL

et ’activité antibactérienne de nanocomposite SNCs-

g-PCL/Mag CAT"
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Chapitre IV : Pactivité antioxydante de copolymére SNCs-g-PCL et activité
antibactérienne de nanocomposite SNCs-g-PCL/Mag CTA"

1. Introduction

L'exploration des activités biologiques, notamment l'activité microbienne et antioxydante, a
suscité un intérét croissant dans le domaine des emballages au cours des derniéres décennies.
Ces activités biologiques offrent des perspectives novatrices pour améliorer la durabilité, la
sécurité et la qualité des emballages, tout en répondant aux préoccupations croissantes liées a
l'environnement et a la préservation des produits alimentaires. Parmi les différentes
applications, l'utilisation de micro-organismes et dantioxydants dans la conception des
emballages, en particulier en association avec des matériaux polymériques, a émergé comme

une approche prometteuse.

L'activité microbienne, englobant notamment la bio activité des bactéries et des enzymes, offre
des solutions diversifiées pour lutter contre la dégradation des emballages et la détérioration
des produits qu'ils contiennent. Les micro-organismes peuvent étre exploités pour inhiber la
croissance de bactéries pathogénes, prolongeant ainsi la durée de conservation des produits tout
en réduisant la dépendance aux agents chimiques traditionnels. De plus, [l'utilisation
d'antioxydants d'origine biologique contribue a minimiser les réactions d'oxydation
responsables de la détérioration des aliments, préservant ainsi leur fraicheur et leur qualité

nutritionnelle.

La combinaison de ces activités biologiques avec les matériaux polymériques offre une
synergie prometteuse. Les polymeéres biocompatibles et biodégradables peuvent étre modifiés
pour intégrer des agents antimicrobiens et antioxydants naturels, créant ainsi des emballages
fonctionnels et respectueux de lI'environnement. Cette approche ouvre la voie a des emballages
plus durables, réduisant I'empreinte environnementale tout en répondant aux exigences de

sécurité alimentaire.

Dans cette perspective, ce chapitre explore les avancées récentes dans le domaine de l'activité
microbienne et antioxydante, mettant en lumiére la relation étroite entre ces activités

biologiques et les matériaux polymériques.

2. Activité microbienne (anti bactérienne)

2.1 bactéries

Les bactéries sont des organismes unicellulaires et microscopiques qui appartiennent au regne

des procaryotes. Ce sont des étres vivants souvent unicellulaires et généralement de petite
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Taille, ne possédant pas de noyau ni d'organites membranaires internes délimités par des

membranes, contrairement aux eucaryotes [1].

Les bactéries se caractérisent par leur diversité morphologique, physiologique et genétique.
Elles peuvent présenter différentes formes (sphériques, en batonnets, spiralées, etc.) et se
trouvent dans des environnements trés variés, qu'ils soient terrestres, aquatiques, ou méme

extrémes comme les environnements tres chauds, froids ou acides [2].

b) Capsule
Cell wall
Plasma membrane

Plasmid
Pili

Bacterial Flagelium
Nucleoid (circular DNA)

Figure .22 : Structure générale d’une bactérie (b) et leurs différentes formes : batonnets (a),

sphériques (c) [30]
2.2 types des bactéries

La configuration des bactéries joue un role déterminant dans le processus de coloration de
Gram, en particulier en ce qui concerne les différences entre les bactéries Gram positif et Gram

négatif.

Pour les bactéries Gram positif, le peptidoglycane entoure la membrane cytoplasmique,
formant la couche la plus externe. Cette couche de peptidoglycane est plus épaisse que celle

présente chez les bactéries Gram négatif.[3]

En revanche, les bactéries Gram négatif présentent une membrane externe qui entoure le
peptidoglycane. Cette membrane externe a une structure résistante aux défenses de I'hote. Elle

est constituée d'un feuillet interne essentiellement composé de phospholipides et d'un feuillet

.
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externe principalement composé de lipopolysaccharides, également appelés endotoxines,

responsables des chocs endotoxiniques dans les infections & Gram négatif.[4]

L'espace périplasmique, situé entre les deux membranes, renferme le peptidoglycane et diverses
enzymes, dont les béta lactamases. Ces derniéres sont des protéines liant la pénicilline (PLP)
ancrées dans la membrane cytoplasmique, émergeant dans l'espace périplasmique. Les PLP
jouent un réle dans la synthése du peptidoglycane, et leur activité peut étre inhibée par les

bétalactamines.
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Figure. 23 Représentation schématique de 1’enveloppe cellulaire des bactéries a gram positive

(a) et a gram negative (b).
2.3 Méthode d’étude de I’activité antimicrobienne
2.3.1Méthode de diffusion sur disque

L'évaluation de l'activité antibactérienne des microorganismes commence genéralement par
la méthode de diffusion sur disques, en raison de sa simplicité et de son efficacité pour évaluer
la sensibilité des bactéries. Il existe différents types d'aromatogrammes, que ce soit en milieu
solide ou liquide. Cependant, dans la pratique courante, le milieu solide est privilégié en raison

de sa simplicité et de sa reproductibilité accrue [5].
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Cette approche constitue une méthode in vitro pour mesurer le pouvoir antibactérien des huiles
essentielles, équivalente a un antibiogramme ou les antibiotiques sont substitués par des
essences préalablement sélectionnées et reconnue. Elle est réalisée dans un milieu gélosé a
I'agar contenu dans une bofte de Pétri. Le contact avec les bactéries se fait au moyen d'un disque
de papier (cellulose) de 6 mm sur lequel est déposée une quantité définie d'huile essentielle (10
pl). Apres ensemencement et incubation, le diamétre des zones d'inhibition est mesuré [6].

2.3.2 Méthode de diffussion en puit

Une alternative a la méthode de diffusion sur disques consiste en une technique sans disque,
ou un puits d'environ 6 mm est excavé dans la gélose, dans lequel une quantité d'huile essentielle
brute ou diluée est versée. Apres I'incubation, des zones d'inhibition de la croissance bactérienne

se forment (pour les huiles actives) et sont ensuite mesurées [7].

Disque de papier . :
imbibé d'huile Tapis bacténen

essentielle /—\ \'(_\‘

\ / 1a®) —— e 0
Incubation a 37°C
Inoculum \

endant 24 heures \
bactérien \_f/ P U

M

.«
Boite de Pétri Biasmdive
avec gelose d'inhibition
nutritrve

Figure .24 Principe de la méthode de disque
2.4 Les nanocomposites a base d’argile (bentonite) et I’activité antibactérienne

Un travail effectué par Taha Elassimi et ces collaborateurs sur les nanocomposites
PCL/bentonite représente une avancée significative dans le domaine des matériaux
antimicrobiens. En se concentrant sur la combinaison du polycaprolactone (PCL) et de la
bentonite, Elassimi a visé a créer des nanocomposites dotés de propriétés antibactériennes

remarquables. Cette étude a impliqué une approche novatrice dans la modification de la
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bentonite et son incorporation synergique avec la PCL, visant a renforcer les propriétés
antibactériennes du matériau final. Les résultats obtenus suggerent que ces nanocomposites
présentent un fort potentiel pour diverses applications, notamment dans le domaine médical et
la fabrication de produits antimicrobiens. Le travail de Taha Elassimi offre ainsi des
perspectives prometteuses pour le développement de nouveaux matériaux dans la lutte contre

les infections bactériennes.
3. Activité antioxydante

Les antioxydants sont des molécules qui inhibent I'oxydation d'autres molécules. L'oxydation
est une réaction chimique qui transfere des électrons ou de I'hydrogene d'une substance a un
agent oxydant. Les réactions d'oxydation peuvent produire des radicaux libres. A leur tour, ces
radicaux peuvent declencher des réactions en chaine. Lorsque ces réactions en chaine se
produisent dans une cellule, elles peuvent causer des dommages ou la mort de la cellule. Les
antioxydants mettent fin a ces réactions en chaine en éliminant les intermédiaires des radicaux
libres et en inhibant d'autres réactions d'oxydation. Ils le font en s‘oxydant eux-mémes. Les
antioxydants sont souvent des agents reducteurs tels que les thiols, I'acide ascorbique ou les
polyphénols [8]. Le terme antioxydant a eté défini de différentes maniéres, comme des
substances qui, en petites quantités, sont capables de prévenir ou de retarder considérablement
l'oxydation de matériaux facilement oxydables, ou toute substance qui, lorsqu'elle est présente
en faibles concentrations par rapport a celles d'un substrat oxydable, retarde significativement

ou prévient lI'oxydation de ces substances [9].
3.1 Méthode d’évaluation de I’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes couramment utilisées pour évaluer l'activité antioxydante des
composes, des extraits naturels ou des substances synthétiques. Parmi les méthodes les plus

fréquemment employées :
3.1.1Test DPPH

Le radical DPPHe, ou 1,1-diphényl-1-picrylhydrazyle, est un radical organique stable de
couleur violette, présentant un électron non apparié sur un atome de l'azote du pont (Figure 1-
2). 1l atteint une absorption maximale a A = 517 nm dans le méthanol ou I'éthanol. Les

antioxydants agissent en tant qu'agents de terminaison en bloquant la phase de propagation. Ils
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Réduisent ce radical en transférant un atome d'hydrogene, ce qui produit un composé jaune : le
DPPH-H, ou 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine [10].

NO, NO,
. H
O,N N—N + A-H - O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Figure .25 Mécanisme de piégeage de DPPH par un antioxidants (A-H)
3.1.2 Test de PABTS

Le radical cation ABTSe+, de couleur bleu au vert, est formé chimiquement en arrachant un
¢lectron a un atome d'azote de 1'ABTS (sel d'ammonium de l'acide 2,2’-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) en présence de persulfate de potassium (K2S.0g). Ce
radical présente une bande d'absorption significative a 750 nm. En présence d'un antioxydant,
le sel d'ammonium de l'acide 2,2’-azinobis-3-(éthylbenzothiazoline-6-sulfonate) capture un He

et se transforme en un compose incolore : le ABTSH+
3.1.3 Test de FRAP

Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidants Power) est une méthode qui évalue la capacité
d'une substance a réduire les ions ferriques (Fe 3*) a des ions ferreux (Fe *2), mesurant ainsi son
pouvoir antioxydant. La réduction des ions ferriques est détectée par un changement de couleur

ou d'absorbance, généralement mesuré a une longueur d'onde spécifique.
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La procédure du test FRAP implique généralement la préparation d'une solution de réactif
FRAP, qui contient des ions ferriques et un agent réducteur potentiel (par exemple, un composée
antioxydant). Lorsque I'échantillon est ajouté au réactif FRAP, il réduit les ions ferriques,
provoquant un changement de couleur du réactif. La mesure de ce changement de couleur

permet d'estimer la capacité antioxydante de I'échantillon [12].

Le test FRAP est largement utilisé pour évaluer I'activité antioxydante dans divers échantillons,
tels que les extraits de plantes, les aliments et les suppléments nutritionnels. Il fournit des
informations sur la capacité des composés a neutraliser les espéces réactives de l'oxygene,

contribuant ainsi a I'évaluation de la protection antioxydante globale d'une substance.

Pour que I’étude de I’activité antioxydante soit compléte et fiable, il est vivement recommandé
d’utiliser au minimum deux méthodes [11]. Dans notre étude, nous avons utilisé deux tests a

savoir : le test au radical DPPHe et le test de FRAP.
4. Matériel et méthodes

4.1 Activité antibactérienne

Les nanocomposites testés ont été obtenus par voie de synthese chimique précedemment

présentée dans le chapitre 3

Pour tester I’effet antimicrobien de molécules chimiques synthétisé nous avons utilisé quatre
souche indicatrice (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia , Bacillus cereus, et

Staphylococcus aureus).

Pour tester 1’activité microbienne des nanocomposites, nous avons choisis, la méthode de

diffussion des disques sur la gélose Mueller Hinton
Le principe de cette méthode est analogue a celui d’antibiogramme [13]

L'ensemencement est réalisé par un écouvillonnage a partir d'un inoculum dilué a 0,1 (environ
10" UFC/ml) conformément aux recommandations du CA-SFM, 2010. En utilisant un
écouvillon stérile, plongé dans la suspension bactérienne puis égoutté contre la paroi interne du
tube, des stries paralléles et étroitement espacées sont tracées a la surface d'une boite de Pétri
préalablement coulée avec de la gélose de Mueller-Hinton. Cette action est répétée deux fois

en pivotant la boite de 60 degrés et en faisant pivoter I'écouvillon sur lui-méme.
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Des disques de papier filtre de 6 mm de diamétre sont préparés et stérilisés. Ils sont ensuite
imprégnés de 50 pul du dérivé testé, dispersé dans 1’eau distillée, et déposés a la surface des

boites de Pétri ensemencées. La quantite finale de dérivé sur chaque disque est de 1 mg.

Pour chaque type de dérivé. Ensuite, les boites sont incubées pendant 24 heures a 37 °C. La
lecture se fait en mesurant les diamétres des zones d'inhibition (exprimés en mm) a l'aide d'une

regle graduée.
4.2 Activité antioxydante

L’activité antioxydante du SNCs-g-PCL a été évaluee par deux méthodes : piégeage du
radical libre DPPH et la réduction du fer (FRAP).

4.2.1 Test de réactif DPPH

L’activité antiradicalaire des matériaux et de I’antioxydant standard (acide ascorbique) vis-a-
vis du radical DPPH a été evaluée en suivant la réduction de ce radical DPPH en compose
DPPH-H. Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de I’absorbance induite

par des substances antiradicalaires

Des solutions de SNCs (nanocristaux d'amidon) et de SNCs-g-PCL a des concentrations de
(200-6.25 mg/ml) ont été préparées dans du DMSO. Dans une solution de DPPH de 2 ml dans
du DMSO (60 mg/ml), 100 microlitres de SNCs-g-PCL ont été ajoutés. Le mélange a été
vigoureusement vortexe et laissé dans l'obscurité a température ambiante pendant 60 minutes.
Ensuite, I'absorbance du mélange réactionnel a été mesurée a 517 nm. La formule suivante a

été utilisée pour déterminer l'activité de piégeage des radicaux libres du DPPH [14] :

A(controle)- A (échantillon)
A(échantillon)

DPPH radical scavenging =

Avec A(controle) le degré d’inhibition de DPPH et A(échantillon) le degré d’inhibition du
SNCs-PCL, SNCs, Acide ascorbique

4.2.2 Réduction du fer (FRAP)
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Le pouvoir réducteur du fer dans les différents extraits est évalué selon la méthode decrite par
Oyaizu [15]. Cette méthode est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe3*) en ion ferreux
(Fe*?). Un millilitre (1 ml) de différentes concentrations (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 mg/ml)
de chaque matériaux (SNCs, SNCs-PCL, acide ascorbique) est mélangé avec 2,5 ml d’une
solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml d’une solution de ferricyanure de potassium
Ks Fe (CN)s a 1 %. Les mélanges sont incubés a 50 °C pendant 20 min ; 2,5 ml d’acide
trichloracétique (10 %) sont ensuite additionnés pour arréter la réaction. Aprés centrifugation
des tubes, 2,5 ml du surnageant de chaque concentration sont mélangés avec 2,5 ml d’eau
distillée et 0,5 ml de FeCls et 6 H20 (0,1 %). La lecture de ’absorbance est mesurée a 700 nm
contre un blanc. L’acide ascorbique est utilis€ comme contrdle positif, dont ’absorbance a été
mesurée dans les mémes conditions que les échantillons testés. L’augmentation de I’absorbance

correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des matériaux testés [16]
5. Résultats et discussion

5.1 Activité antibactérienne

La majorité des nanocomposites testés présentent une activité antimicrobienne d’aprés les
valeurs des diametres des zones d’inhibition, tous les produits testés aux trois concentrations

du Maghnite CTA" sont actifs sur les bactéries a gram positifs et les bactéries a gram négatifs.

Cependant, le copolymeére pur ne présentait aucune zone d'inhibition, comme illustré dans la
Figure 26, indigquant l'absence de toute activité antimicrobienne. En revanche, le
bionanocomposite SNCs-g-PCL/Mag CTA", distinctement, a entravé la croissance des deux
souches bactériennes (Gram-positives et Gram-négatives). De plus, le diametre de la zone
d'inhibition a augmenté de maniere proportionnelle a la quantité de bentonite modifiée intégrée
dans le bionanocomposite. Tous les micro-organismes manifestent une efficacité inhibitrice,
comme illustré dans la Figure 6, avec Pseudomonas aeruginosa ayant un diametre de 11-14
mm, Klebsiella pneumonia de 8-10 mm, Bacillus cereus de 9-11 mm, et Staphylococcus aureus
de 11-12 mm.
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L'augmentation de l'activité antimicrobienne peut étre attribuée a l'intercalation de CTAC dans
la montmorillonite organophile [17]. Il a été demontré qu'il existe une interaction électrostatique
entre le CTAC positivement chargé et la membrane bactérienne négativement chargée. Ainsi,
la charge cationique sur I'ammonium alkylé tue les bactéries en endommageant la membrane
externe de la paroi cellulaire des bactéries Gram-négatives et Gram-positives ainsi que la
membrane cytoplasmique [18,19]. De plus, certains auteurs ont également révélé que le poly(e-
caprolactone) possede également des propriétés antibactériennes [20, 21]. Selon la littérature,
le bionanocomposite basé sur le polycaprolactone et l'argile a démontré une forte activité
antibactérienne contre S. epedermis et S. aureus. D'autre part, I'ajout d'huiles essentielles aux
films a base d'amidon semble étre trés efficace contre diverses bactéries [22]. De plus, il existe
une documentation approfondie indiquant que des films spécifiques fabriqués a partir de
nanocomposites polymere/argile organique ont demontré des capacités antibactériennes
ameéliorées [23-24]. En outre, Zhao et al. Ont fait des progrés significatifs en détaillant la
modification innovante de l'amidon a des fins antibactériennes par lincorporation de

polycaprolactone (PCL) a l'aide du processus de modélisation par depot fondu [25].

Afin de visualiser I'action des copolymeres sur les souches microbiennes testées, il semblait

plus approprié de représenter les résultats sous forme d'histogramme, comme indiqué dans la

figure 26 a.
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Figure .26 Résultat de I’activité antibactérienne sur quatre couches
5.2 Activité antioxydante
5.2.1 Test DPPH

La Figure 27 représente les activités antiradicalaires des SNCs (nanocristaux d'amidon) et des
SNC—g-PCL (nanocristaux d’amidon greffés avec du polycaprolactone). Les nanocristaux
d'amidon greffés avec du polycaprolactone montrent une activité de piegeage significative par
rapport aux nanocristaux d'amidon (SNCs), avec une augmentation de la concentration en
SNCs. Le taux d'inhibition augmente notablement passant de 9 % a 12,7 %. Cependant, les
SNCs—g-PCL passent de 45 % a 61 %. De plus, I'acide ascorbique présente un taux de piégeage
du DPPH de 88 %.

Avec l'augmentation de la concentration en SNCs—g-PCL, il est observé que lactivité
antioxydante augmente réguliérement, atteignant son pic a 0,2 g/ml. La polycaprolactone
présente une bonne activité antioxydante qui améliore l'activité antioxydante des SNCs avec
une ECsg d'environ 100 mg/ml. L'augmentation de l'activité DPPH peut étre liée a la présence
et a l'orientation des groupes hydroxyle dans les molécules de polymeére, ce qui détermine
l'activité antioxydante des dérivés d'amidon [26]. De plus, selon la littérature, les substances
conjuguées avec des groupes céetone et des groupes hydroxyle ont des effets antioxydants [27-
28]. La concentration d'antioxydant qui provoque une diminution de 50 % de I'absorbance du
DPPH est connue sous le nom de valeur ECso, frequemment utilisée pour communiquer les
résultats [29,30].
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Figure. 27 (a) Mécanisme de réaction du DPPH avec un antioxydant : (b) Propriétés

antioxydantes des SNC (nanocristaux d'amidon), SNCs—g-PCL et de l'acide ascorbique.
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5.2.2 Test de FRAP

Le mécanisme de pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) repose sur le transfert
d'électrons plutdt que sur le transfert d'atomes d'hydrogéne (Fig. 27a) [29]. Les résultats sont
représentés sous forme d'histogrammes montrant les valeurs d'absorbance mesurées a k = 700
nm (Fig. 27b) par rapport a la concentration des échantillons. La variation de la densité optique
a augmenté en fonction de la concentration des échantillons. Notamment, les SNCs—g-PCL ont
présenté l'activité réductrice la plus élevée parmi nos échantillons, représentée par une
absorbance de 2,62 a une concentration de 200 mg/ml, dépassant la valeur des SNCs de 2,05.
En comparaison, la PCL, utilisé comme antioxydant biodégradable, a montré une activité
réductrice significativement plus élevée dans les SNCs—g-PCL que dans les SNCs (Fig. 28b).
De plus, la vitamine C standard (acide ascorbique) a présenté une absorbance de 4,1 a une
concentration de 200 mg/ml. Les résultats obtenus a partir du test FRAP ont démontré

d'excellents résultats reproductibles pour toutes les concentrations testées.
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Figure .28 (a) Mécanisme de réaction du réactif FRAP avec un antioxydant : (b) Propriétés
antioxydantes des SNC (nanocristaux d'amidon), SNCs—g-PCL et de l'acide ascorbique.

6. Conclusion

Les resultats obtenus mettent en lumiere une activité antioxydante significative du
copolymere, en particulier dans le cas des SNCs—g-PCL, dépassant méme l'activité des SNCs
seuls. Le copolymére de polycaprolactone (PCL) montre une activité réductrice ferrique
(FRAP) élevee, avec une absorbance de 2,62 a une concentration de 200 mg/ml. Cette propriété
pourrait étre attribuée a la structure du SNCs-PCL, démontrant ainsi son fort potentiel en tant

gu'antioxydant.

En ce qui concerne l'activité microbienne des nanocomposites renforcés par la Maghnite
organophile, des études supplémentaires sont nécessaires pour tirer des conclusions définitives.
Les résultats actuels indiquent une promesse, mais des analyses plus approfondies, notamment
en termes d'inhibition de la croissance microbienne et de résistance aux micro-organismes, sont
essentielles pour évaluer pleinement l'efficacité des nanocomposites dans ce contexte. Ces
résultats préliminaires suggérent cependant un potentiel d'application dual, ou le copolymere
peut agir a la fois comme un puissant antioxydant et comme un matrix bénéfique pour les

nanocomposites face aux micro-organismes.
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Chapitre IV : Pactivité antioxydante de copolymére SNCs-g-PCL et activité
antibactérienne de nanocomposite SNCs-g-PCL/Mag CTA"
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Conclusion générale

La présente thése de doctorat s'est penchée avec rigueur et profondeur sur I'étude des
nanocristaux d'amidon greffé par polycaprolactone (PCL), catalysé par un acide vert la
Maghnite H*. Le travail de recherche a été caractérisé par une exploration méthodique, utilisant
une variété de techniques d’analyse pour examiner en détail la structure et les caractéristiques

des nanocristaux obtenus.

La premiere partie de la thése a mis en lumiere le processus de synthése des nanocristaux
d'amidon greffé par PCL, en mettant particuliérement I'accent sur l'utilisation innovante d'un

acide vert I’argile comme catalyseur.

L’étude structurelle par DRX a montré I’absence d’une structure cristalline marquée. Ce
résultat a été confirmé par I’analyse thermogravimétrique (ATG) qui ont révélé que les
nanocristaux d’amidon greftés par la polycaprolactone présentent un caractére amorphe , une
analyse par microscope électronique a balayage (MEB) a permis de fournir des indications sur
la morphologie des SNCs-PCL, de plus, les propriétés antioxidantes des nanocristaux ont été
minutieusement étudiées, offrant ainsi un apercu approfondi de leur potentiel dans des

applications liées a la protection contre les radicaux libres et le stress oxydatif.

La seconde partie de cette recherche a été consacrée a la synthése de nanocomposites verts,

combinant les nanocristaux d'amidon greffés par PCL avec la Mag CTA* comme nano renfort

L’¢tude de la morphologie de ces matériaux montre qu’il est possible d’aboutir a des
structures exfoliées et ou intercalées en fonction du pourcentage de la Maghnite CTA" employé

dans la synthese

Cette approche a ouvert la voie a une nouvelle génération de nanocomposites avec des
propriétés thermiques améliorées, ouvrant des perspectives prometteuses pour des applications

diverses.

Enfin, une part significative de ce travail a porté sur I'étude antibactérienne des
nanocomposites obtenus. L'analyse approfondie de leurs propriétés antimicrobiennes a permis
de mettre en évidence leur potentiel en tant qu'agents antibactériens efficaces, suggérant ainsi

des applications pratiques dans des domaines tels que la médecine et I'emballage alimentaire.

En conclusion, cette these offre une contribution substantielle a la compréhension des
nanocristaux d'amidon greffé par PCL, en mettant en évidence leurs propriétés antioxydantes

et en explorant de nouvelles avenues avec la synthese de nanocomposites verts. Les résultats

E



de I'étude antibactérienne ouvrent des perspectives passionnantes pour des applications
pratiques dans des domaines cruciaux pour la santé humaine et I'industrie. Ce travail constitue
ainsi une avancée significative dans le domaine émergant des matériaux biomimétiques,

promettant des implications pratiques et des développements futurs stimulants.
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Réactifs utilisés
Les réactifs utilisés dans la synthése sont :

L’e-caprolactone grade 99% (Aldrich) : le monomeére est d’une grande Pureté, il est utilisé
sans purifications supplémentaires.

L’amidon de mais Sigma Aldrich

L’acide sulfurique Sigma Aldrich

Le chlorure de cétyltréméthyl ammonium (CTAC) Sigma Aldrich.
L’acide ascorbique Sigma Aldrich.

Le 2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Sigma Aldrich

La Gylose, le Mueller-Hinton, le Bacillus cereus ATCC 10876, le Staphylococcus aureus
ATCC 33862 et le Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, ainsi que le Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 ont été obtenus aupres de I'Institute of Microbial Technology
(IMTECH) a Chandigarh, Inde.

Les solvants utilisés
Les solvant utilisés lors de la purification des produits sont

Le diméthylsulfoxyde (DMSO), le dichlorométhane (CH2CL>), et I’éthanol, C2HsOH ont été
acheté chez Sigma Aldrich.

Les catalyseurs utilisés

Les catalyseurs utilisés sont des catalyseurs verts écologiques non toxique ont été fournis a
I’état brut par la société ENOF (Maghnia-Algeérie). La Maghnite brute a été modifiée par un

simple échange

La Maghnite H" comme catalyseur.

La Maghnite CTA" comme catalyseur et en méme temps un nano renfort.
Technique de caractérisation

1. IR-TF
Les spectres Infrarouges a Transformée de Fourier (IRTF) ont été réalisées, a l'aide d'un

spectromeétre Infrarouge de type shimadzou 1240, contrdlé par ordinateur pour une gamme

@



d'absorbance comprise entre 500 et 4000 cm™, avec une résolution de 4 cm™. Les
échantillons en poudre ont été dispersés dans du KBr et comprimés en pastilles contenant

0,5 % de I’échantillon & analyser. Les nombres d'onde sont exprimés en cm™ (Figurel)

IRPrestige-21

Figure 1 : Spectrometre Infrarouge (Shimadzu 1240) a transformée de Fourier).

2. ATG-DSC

L’analyse thermogravimétrique et la différentiel scanning calorimétrie ont été réalisé au
laboratoire structure élaboration et application des matériaux moléculaire (SEA2M) de
I’université de Mostaganem sur un appareil Discovery SDT650, sur un intervalle de
température allant de 17 a 700 °C et avec une vitesse de chauffage de 10°C/min sous une

atmosphere d'azote (Figure 2).
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Figure 2 : Dispositif de mesure DSC et ATG (Discovery SDT650)

3. DLS (diffussion dynamique de la lumiere)

La taille des particule et I’indice de polydispersité ont été évalués au laboratoire de
structure élaboration et application des matériaux moléculaires (SEA2M) sur un appareille
Zeta métre de type Horiba ZS -100 en utilisant un indice de réfraction moyen de 1,33 et
une viscosité de 0,799 mPa.s a un angle de diffusion de 173°. Afin d'obtenir une

concentration appropriee, les échantillons ont été dilués avec de I'eau distillée.

FAAECREILER

Facaerie

Figure 3 : Analyseur de nanoparticules (SZ-100V2)
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4. RMN

L'analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN) a été réalisée au centre de
recherchre en analyse physico chimique CRAPC sur un spectrometre Avance Il HD
Bruker, fonctionnant a 400 MHz. Les déplacements chimiques sont rapportés en parties

par million (ppm), en utilisant le tétramethylsilane (TMS) comme composé de référence.

Figure 4 Spectrométre RMN (Brucker advance 111 HD).

5. DRX

L’analyse par diffraction des rayons X (XRD) a été réalisée a l'aide d'un appareil

Discover D4 Bruker (université de Tiaret), équipé d'une radiation CuKa (Ka k = 1,5418
A) dans la plage de 20 allant de 3° a 60°, avec un pas de 2°/min.
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6.

Figure 5 . Diffraction des rayons X (Effort DISCOVER Bruker D4)

MEB
La morphologie des matériaux a été analysée par microscopie électronique a balayage
(MEB) a l'aide d'un instrument VEGA -TESCAN, équipé d'un spectrometre a

dispersion d'énergie, fonctionnant sous vide.
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Figure 6 : Microscope électronique a balayage VEGA/TESKAN
7. UV -visible
L'absorption des échantillons a été analysée a I'aide d'un spectrométre UV-visible

Specord 210 plus
s

Figure 7 : Spectrophotometre UV/Visible (Specord 210 plus).
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ABSTRACT

This study presents an innovative approach for the production of
starch nanocrystals (SNCs) grafted with polycaprolactone (PCL). Corn
starch was subjected to hydrolysis using sulfuric acid (H,SO,), result-
ing in the formation of SNCs. These SNCs were subsequently grafted
with polycaprolactone using Maghnite-H" (an Algerian modified
montmorillonite clay) as a solid acid catalyst. The resulting nanoma-
terial, denoted as SNCs-g-PCL, exhibited improved hydrophobic
properties. Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) revealed

the presence of a distinctive carbonyl C=0 band at 1726cm™"

the SNCs-g-PCL, indicating successful grafting. Nuclear Magnetic
Resonance of protons ('H-NMR) exhibited new signals from the pro-
tons of PCL in the SNCs-g-PCL. Dynamic light scattering (DLS) meas-
urements demonstrated an increase in the diameter of the starch
nanocrystals after PCL grafting. X-ray diffraction (XRD) and scanning
electron microscopy (SEM) analysis revealed a reduction in crystallin-
ity and a transition from well-defined SNCs nanocrystals to a disor-
dered structure upon PCL grafting. Furthermore, the antioxidant
properties of the SNCs, both before and after grafting, were eval-
uated using 1,1-diphenyl-2-phenyl hydrazine radical scavenging
assays and ferric reducing antioxidant power assays. Nonetheless,
the observed antioxidant activity was found to be comparable to
that of ascorbic acid (vitamin C) with an ECs, (Half maximal effective
concentration) of around 100 mg/ml. This study highlights the poten-
tial of SNCs-g-PCL nanocrystals as a promising nanomaterial with
antioxidant properties, making them suitable for various applications

in the fields of materials science.

1. Introduction
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The synthesis of biodegradable polymers using renewable resources, such as starch and
cellulosic materials, has become a compelling area of research. Starch, a naturally occur-
ring high polyol compound, has garnered significant attention from both academic and
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industrial sectors in recent decades due to its natural availability, low cost, and bio-
degradability.!"! The fact that starch is derived from biomass makes it readily available
and economically viable.!”) The increasing demand for biodegradable and biocompatible
polymers, driven by both biomedical applications and environmental concerns, has led
to the large-scale production of these materials for their beneficial characteristics. In
comparison to natural starch, starch nanocrystals (SNCs) exhibit exceptional proper-
ties.>*) The reactive surfaces of starch nanocrystals make them ideal for chemical reac-
tions and grafting operations. These surface modifications enhance the miscibility of
starch nanocrystals with a polymer matrix, alter the crystal surface’s hydrophobicity,
and improve dispersion. Notably, grafting introduces lengthy tails on the surface of
starch nanocrystals, facilitating their penetration into the polymer matrix and resulting
in increased interfacial contact and adhesion.””! The starch molecule undergoes chemical
modification by adding functional groups, leading to significant changes in its physico-
chemical characteristics. Such alterations to native granular starches substantially impact
their gelatinization and retrogradation behavior.®

In the literature, three grafting techniques onto the surface of polysaccharides have
been reported. The first technique, known as ‘grafting to,” involves polymers with end-
functionalization interacting with the polysaccharide backbone. The second technique,
called ‘grafting from,” entails growing polymer chains directly from the polysaccharide
backbone. The third technique, ‘grafting through,” involves (co)polymerizing macromo-
nomers. The second method is currently the most widely used due to its ability to
achieve higher grafting densities, attributed to lower steric hindrance of diffusing small
monomers compared to polymer chains.””~"!

In this report, a novel approach to produce SNCs grafted with polycaprolactone is
proposed. The polar hydroxyl groups on the surface of starch nanocrystals serve as ter-
mination agents for growing polymer chains, allowing polycaprolactone (PCL) chains to
be linked to SNCs via ester groups. Polycaprolactone is an ordinary aliphatic polyester
characterized by complete biodegradability, biocompatibility, and non-toxicity. It is
formed by ring-opening polymerization of ¢-caprolactone (¢-CL) monomer and exhibits
excellent resistance to water, oil, solvent, and chlorine.!'®!"!

In a previous work we reported the polymerization of e-caprolactone using
Maghnite-H™, a modified montmorillonite clay, as a solid catalyst."?! This environmen-
tally friendly catalyst was utilized in the current work to produce PCL-grafted SNCs
nanoparticles. Maghnite has demonstrated excellent catalytic activity in various poly-
merization operations and esterification reactions.'***! It is recommended for its
advantages, including low cost compared to other catalysts and the simplicity with
which it can be removed from the reaction mixture at the end of the reaction.
Maghnite can also be regenerated by heating to a temperature over 100°C and reused
several times.!">'® In addition, modified montmorillonite clay has been extensively
investigated for its effectiveness as an adsorbent and drug delivery system.!"”)

Antioxidants play a crucial role in preventing the production of reactive oxygen spe-
cies, reducing oxidative stress in animal cells, and proving beneficial in the treatment of
several human diseases, including cancer and cardiovascular diseases."®'*) The synthesis
of antioxidant nanoparticles using green technology also imparts intrinsic antioxidant
properties, making them highly appealing for biomedical applications.
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Figure 1. Depicts the process of synthesizing polycaprolactone (PCL) esterified with starch nanocrys-
tals (SNCs), along with its antioxidant’s activities.

The objective of this study was to prepare starch nanocrystal-grafted polycaprolactone
(SNCs-g-PCL) using Maghnite H" as an eco-catalyst. The successful grafting process
was confirmed through a comprehensive analysis involving FTIR,'H NMR, XRD, SEM,
DLS. Furthermore, the thermal properties of SNCs-g-PCL were investigated using ther-
mogravimetric analysis (TGA) and differential scanning calorimetry (DSC).
Additionally, the antioxidant capability of the copolymer was assessed through 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and ferric reducing antioxidant power (FRAP) assays
(Fig. 1).

2. Materials and methods

Caprolactone (99%) was obtained from Alfa Aesar Co., Thermo Fisher Scientific Corp.
(USA). Chemical reagents, including corn starch, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH),
ascorbic acid, dimethyl sulfoxide (DMSO), dichloromethane, ethanol, trichloroacetic
acid, iron chloride (FeCl;), potassium ferricyanide (KsFe (CN);), and sulfuric acid, were
provided by Sigma-Aldrich Co., Thermo Fisher Scientific Corp. (USA) The raw
Maghnite clay (Algerian Montmorillonite) was sourced from 'BENTALL’ (National
Company of Nonferrous, Algeria) and originated from a quarry in the region of
Maghnia (Northwest Algeria).

2.1. Preparation of Maghnite-H"*

Maghnite-H + was prepared according to the process reported in our previous stud-
ies.'>!Yl Raw Maghnite (40g) was placed in an Erlenmeyer flask with 500 mL of dis-
tilled water. The Maghnite/water mixture was stirred using a magnetic stirrer and
combined with a 100 mL solution of sulfuric acid (0.25M). Saturation of the Maghnite
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Table 1. Chemical composition of raw Maghnite and Maghnite H* [12,20].

Species Raw Maghnite (wt %) Maghnite-H (wt %)
SiO, 69.3 71.7

Al,05 1.16 0.71

Fezo3 0.3 0.28

MgO 0.5 0.21

Cao 1.07 0.80

Na,O 0.79 0.77

K,0 0.16 0.15

TiO, 0.91 0.34

was allowed to occur over 2 days at room temperature. The filtered mineral was washed
with distilled water until reaching a neutral pH and then dried at 105°C. Before each
use, the activated Maghnite was oven-dried at 105°C overnight to remove water. The
activated clay is consistently referred to as activated Maghnite, or Maghnite-H *
(Mag H™).

The analysis presented in Table 1, obtained from the references, compares the
composition of raw and treated Maghnite, revealing notable changes induced by
the acid treatment. The results indicated an enrichment of Silica and a reduction in the
amount of Alumina in the treated substance. Additionally, the levels of iron oxide and
calcite impurities were found to decrease. The structural integrity of Maghnite was fur-
ther confirmed through FTIR and XRD analyses, described below, the efficacy of the
acid treatment process.

[12,20]

2.2. Preparation of starch nanocrystals (SNCs)

Twenty-five grams of corn starch were added to a 500 mL solution of 3.16 mol/L H,SO,
and placed at an ambient temperature of 22 °C. The resulting mixture was stirred for 2
wk.[*!) Subsequently, the suspension underwent centrifugation for 20 min at 8000 rpm
and was washed five times with 500 mL of distilled water until the pH reached 7

2.3. Synthesis of starch grafted polycaprolactone (SNCs-g-PCL)

Ring-opening polymerization was conducted under reflux in bulk to prepare SNCs
grafted polycaprolactone (Fig. 2). The procedure involved placing SNCs and &-caprolac-
tone monomer (CL) in a 1:4 weight ratio (0.4g of SNCs and 1g of monomer) and the
catalyst Maghnite-H" (0.1g) in a two-necked flask equipped with a mechanical stirrer
and a condenser. The mixture was heated in an oil bath at 90°C and stirred for 48 h.
The resulting product (viscous liquid) was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO), pre-
cipitated in cold ethanol, and subjected to multiple washes with dichloromethane to
remove un-grafted polycaprolactone, and filtered.

2.4. Antioxidant properties of the SNCs-g-PCL

2.4.1. DPPH assay
The DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical scavenging activity of the starch
nanocrystals samples was evaluated. Solutions of SNCs and SNCs-g-PCL at
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Figure 2. Preparation of starch nanocrystals graft polycaprolactone.

concentrations of 200 mg/mL were prepared in DMSO. In a 2mL DPPH solution in
DMSO (60 pg/ml), 100 microliters of the SNCs-g-PCL were added. The mixture was
vortexed vigorously and left in the dark at room temperature for 60 min. Using an UV-
Visible spectrophotometer SPECORD 210 PLUS (Analytik Jena co., Germany) the
absorbance of the reaction mixture was determined at 517 nm. The following formula
was used to determine the DPPH radical scavenging activity:'*

A (control)-A (sample)
A (control)

DPPH radical scavenging =

where A (control) is the absorbance of the DPPH solution and A (sample) the absorb-
ance of the SNCs-g-PCL and SNCs.

2.4.2. FRAP assay (ferric reducing antioxidant power)

The reducing power was determined using the Oyaizu method (1986),1**! based on the
reduction of ferric iron (Fe*") from the ferricyanide—Fepr complex to ferrous iron
(Fe*™) in the presence of reducing antioxidants. One milliliter of samples (SNCs, SNCs-
g-PCL) at different concentrations (ranging from 6.25 to 200 mg/mL) was mixed with
2.5mL of a 0.2M phosphate buffer (pH 6.6) and 2.5mL of a 1% potassium ferricyanide
(K5sFe (CN)g) solution. The combination was incubated in a water bath at 50°C for
20 min, followed by the addition of 2.5mL trichloroacetic acid (10%) to stop the reac-
tion. The tubes were then centrifuged at 3000 rpm for 10 min. A portion (2.5mL) of the
supernatant was combined with 2.5 ml distilled water and 0.5mL of a 0.1% FeCl; aque-
ous solution. The absorbance of the reaction medium was read at 700 nm against a
similarly prepared blank. For calibration, distilled water was used, replacing the
samples.
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2.5. Characterization of the starch nanocrystals grafted polycaprolactone

FTIR spectra were recorded in the range of 500-4000cm™" using a 1240 spectrometer

(Shimadzu Corp, Japan). The powdered samples were dispersed in KBr and compressed
into pellets. Nuclear magnetic resonance (NMR) analysis was conducted on an Avance
IIT HD spectrometer (Bruker Corp., Germany), operating at 400 MHz; Chemical shifts
are reported in ppm using tetramethyl silane (TMS) as the reference compound. X-ray
diffraction (XRD) analysis was performed using a Discover D4 instrument (Bruker
Corp., Germany), equipped with a CuKo radiation (K & A=1.5418 A) in the 20 range
3°-60° with a step size of 2°/min. Thermogravimetric analyses (TGA) and differential
scanning calorimetry (DSC) were carried out with SDT 650 discovery equipment (TA
Instrument Co., USA). The measurements were performed using 15-20 mg of samples
placed in a ceramic crucible and heated from 25 to 700°C at a rate of 10 °C/min under
a nitrogen atmosphere with a gas flow rate of 30 mL/min. The powder surface morph-
ology was analyzed by scanning electron microscopy (SEM) using a VEGA (TESCAN
Co., Czech Republic), instrument equipped with an energy dispersive spectrometer
operated in a high vacuum. The absorption of the samples was analyzed using a
Specord 210 plus UV visible spectrometer (Analytik Jena Co., Germany). The particle
size and polydispersity index (PI) were determined at 30 °C by a Nanoparticle Analyzer
Zeta Sizer SZ-100 V Instrument, Horiba Scientific, (Malvern Panalytical Co., Japan),
using a medium refractive index of 1.33 and a viscosity of 0.799 mPa.s at a 173° scatter-
ing angle. To achieve an appropriate concentration, the samples were diluted with dis-
tilled water.

2.6. Determination of the grafting parameters

The material was vacuum-dried to a consistent weight after dichloromethane extraction.
The weights before and after the extraction were used to calculate the grafting parame-

ters using the following formulas.:"**!

_ PCL grafted weight

Graft(%) = 100
raft(%) SNCs weight %
Wif —Wsncs
Graft(%) = —————— x 100
Wsncs
PCL grafted weight
Addition(%) = : grafied weis % 100
total weight copolymer (SNCs—g—PCL)
Wif —Wsncs
= 100
Wif

PCL grafted weight
PCL formed weight
_ Wif—Wsncs

N Whp + (Wif —Wsncs)

Grafting efficiency(%) = 100

x 100

where Wj¢ represents the weight of the copolymer (SNCs-g-PCL), Wy, the weight of
un-grafted polymer and Wsnc, the weight of the corn starch nanocrystals
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3. Results and discussion
3.1. Kinetics of starch nanocrystals grafting PCL

The purpose of the research described in this section was to investigate the kinetics of
grafting the SNCs with PCL using Maghnite-H". This involves systematically altering
various parameters, such as catalyst quantity, reaction time, and temperature.
Additionally, the amount of the SNCs and ¢-CL were kept constant during all the reac-
tions and were 0.2 g and 1g respectively.

3.1.1. The effect of catalyst content

It was observed that an increase in the amount of catalyst (5%, 10%, 25%) tended to
increase the grafting parameters (Table 2). Interestingly, an excess of catalyst appeared
to result in the homopolymerization of &-caprolactone, as evidenced by reduced grafting
parameters observed for the highest catalyst content samples; all reactions were per-
formed at 90°C and for 36 h

3.1.2. The effect of time

The copolymerization was carried out at 100 °C and the amount of Maghnite was 25%.
The results reported in Table 2 indicate that a longer reaction time, exceeding 36h,
resulted in a lower grafting copolymer yield and grafting efficiency. Interestingly, the
extended reaction time up to 36h between the starch nanocrystals and the Maghnite-
H™ content (25%) led to higher SNCs-g-PCL. This can be attributed to the formation
of more active sites on the surface and an increase in available internal grafting sites,
enabling the fixation of additional PCL chains and consequently achieving a higher
grafting efficiency.

3.1.3. The effect of temperature

As demonstrated in Table 2, the grafting parameters reached their peak values at 90°C
and subsequently began to decline. The initial influence of temperature on grafting can
be attributed to the enhanced diffusion of monomer molecules into the starch structure.
This increase in mobility facilitated their collision with starch nanocrystals, contributing
to the observed improvement in grafting efficiency; additionally, the decrease in grafting
parameters at higher temperature may be attributed to the transesterification reactions
and degradation of the copolymer

Table 2. Effects of reaction conditions (raw Maghnite %, time and temperature) on the grafting
parameters (rows 3-5).

Grafting parameters Catalyst percentage (%) Time (h) Temperature (°C)

Experimental conditions 5.0 10.0 25.0 500 12 24 36 48 500 90.0 100.0 120.0
Addition (%) of polycaprolactone  12.0 18.0 32.0 24.5 9 21 36 32 110 280 25.0 18.0
Grafting degree (%) 13.5 17.2 335 281 11 23 38 33 150 340 321 257

Grafting efficiency (%) 18.5 323 51.2 48.1 17 25 52 48 193 50.1 482 413
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Figure 3. Infrared spectra of raw Maghnite and Maghnite H*.

3.2. Characterization of starch nanocrystals grafted polycaprolactone

3.2.1. FTIR analysis

The FTIR spectra of Mag-H" and crude Maghnite (Mag) are displayed in Fig. 3 The
broad band with peaks at 3625 and 3395cm™" represents the octahedral aluminum con-
nected by OH groups. SiO’s valence vibration in the tetrahedral layer is responsible for
the strong band observed at 1032cm™'. Due to the presence of amorphous silica, a
weak band appeared at 795cm™'and can be attributed to the tetravalent silicon. The
montmorillonite clay structure is responsible for a number of Si-O vibrational modes
observed at wavenumbers of 1032, 917, and 615cm™ . The observed absorption bands
in the FTIR spectra demonstrate that the compound’s structure was in good accordance
with the structure based on the literature.”*!

The IR Spectra (Fig. 4) of native starch (curve b) and starch nanocrystals (curve c)
showed a large band between 3250cm™'and 3600cm™' which is attributed to the
stretching vibrations of the hydroxyl groups (OH) present in the anhydroglucose units.
There was also a peak at 1650cm™' due to the bending vibrations of the same
groups.?*?”) The PCL spectrum (a) had an intense peak at 1725cm™' which corre-
sponds to the stretching vibrations of the carbonyl groups C=0 of the polyester. In
addition, the absorption bands at 1029 cm™" 1078 cm™" and 1157cm™" are attributable
to the glucose unit C-O stretching vibrations. In comparison to native corn starch the
peak corresponding to the OH stretching vibrations at 3300cm™" of SNCs-g-PCL (d)
showed a decrease in intensity.[zs] In addition, the stretch vibrations peak of the PCL
ester carbonyl group was present at 1726 cm™', which was a sign of grafting.!*®) Two
additional signals can be seen in the spectrum at 2866 and 2945cm™" respectively,
which represent the asymmetric and symmetric stretching vibrations of the methylene
groups - CH,.
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Figure 5. XRD pattern of raw Maghnite and Maghnite H*.

3.2.2. XRD analysis

Analyzing the XRD patterns (Fig. 5) and applying Bragg’s equation (2dsin0 = ni), it
was observed that the basal spacing (001) increased from 12.5A in raw Maghnite to
15.02 A in Maghnite H'. This increase can be attributed to the replacement of a single
water molecule between the layers of raw Maghnite with two interlamellar water layers

in Maghnite H™*)

In Fig. 6, the XRD pattern of corn starch exhibits strong intensity and relatively large
diffraction peaks around 15.02°, 17.40°, and 23.02°,°**! characteristic of an A-type
structure, indicating its semi-crystalline nature. The only noticeable difference between
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Figure 6. XRD patterns of corn starch, starch nanocrystals, and starch nanocrystals-g-
polycaprolactone.

the XRD patterns of SNCs and native starch was a slight decrease in the relative
strength of the peaks. The amorphous phase was shown by the underlying broad peak
due to the presence of the linear amylose molecules, specifically 1,4-glucopyranose. In
contrast, the crystalline phase is attributed to the larger amylopectin molecules, which
contain both glucopyranose-1,4 and glucopyranose-1,6 units. The well-organized crystal
structure in corn starch was maintained through the intramolecular and intermolecular
hydrogen bonding in the SNCs.****! However, the most intense peaks of starch were
disrupted, leaving only one significant broad peak visible in the starch nanocrystals-g-
PCL diffractogram at 19° and small peaks at 6° and 12° which provides evidence that
the crystalline structure of the SNCs-g-PCL was altered. This outcome aligns with a pri-
[3435] The grafting process involved the use of esters to sub-
stitute for the hydroxyl groups of SNCs, contributing to this observed structural

marily amorphous structure.

transformation.

3.2.3. Thermal analysis

Analysis of the TGA curves (Fig. 7a) revealed a two-stage degradation process. The ini-
tial stage (50-250°C) is linked to moisture loss, while the subsequent stage (250-
700°C) corresponds to the degradation of both the starch nanoparticles and their deriv-
atives. After acid hydrolysis, the SNCs started to lose weight at a temperature slightly
lower than the native starch (Fig. 7a). This was because the SNCs have a large amount
of hydroxyl groups on their surface, which enhances the thermal degradation.**’ The
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Figure 7. (a) TGA and (b) DSC spectra of corn starch, SNCs, polycaprolactone, SNCs-g-PCL.

starch nanocrystals grafted with PCL exhibited lower thermal stability compared to the
unmodified starch nanocrystals (CS).

It was observed that the PCL homopolymer exhibited a small melting temperature
peak at 60 °C. On the other hand, the SNCs and corn starch had a Tm ranging between
295-300°C and 300-310°C respectively. Moreover, only a wide endothermic peak
caused by the gelatinization of starch was discovered by the DSC analysis, which is illus-
trated in Fig. 7b for SNC-PCL.[*”) Besides the T, peak of PCL fusion (60°C) was not
seen in the SNCs-g-PCL; spectra this indicates that only very short PCL molecules were
grafted on the surface of the SNCs.
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Figure 8. "H NMR spectrums of starch nanocrystals (a) and starch nanocrystals graft polycaprolactone

(b). the inset chemical formulas in (@) and (b) depict the structures of SNCs and SNCs-g-PCL,
respectively.

3.24. '"H NMR analysis. Figure 8 illustrates the '"H NMR spectrum of SNCs (a) and
SNCs-g-PCL (b), the analysis of the samples were recorded in deuterated DMSO solu-
tion. In Fig. 8a the chemical shifts of the protons at 4.93 ppm were attributed to H.3,
those at 4.63ppm to H.5, at 3.33ppm to H2 and at 3.08 ppm to H.4; the peaks at
5.01 ppm, 5.42 ppm, 5.51 ppm and 5.09 ppm were assigned to H.1 and OH 2, 3, and 6,
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Figure 9. SEM images of (a) corn starch, (b) SNCs and (c) SNCs-g-PCL. The SNCs-g-PCL samples are
shown at two magnifications in Fig. 9c.

respectively; in comparison to the spectrum of the SNCs-g-PCL (Fig. 8b) new small pro-
tons signals appeared in the range of 1.24-1.55 ppm which are attributed to the methy-
lene protons of PCL.”®! In addition, the peaks (2.51, 3.56, 4.5-5.5ppm) became
sharper, this was probably due to increased solubility of the copolymer at higher tem-
perature (60 °C).

3.2.5. Particle size and morphology

SEM analyses of the starch granules (a), starch nanocrystals (b) and starch nanocrystals
grafted polycaprolactone (c) are represented in Fig. 9. The starch granules seemed to be
smooth and polygonal in the micrographs, their particle sizes ranged from 5pm to
28 um,*! and it is evident that the hydrolysis process influenced the particle size of the
samples in comparison to native starch sample nearing nanometer size; these observa-
tions are in agreement with the DLS spectra (Fig. 10a).**) However, the starch nano-
crystals grafted polycaprolactone (Fig. 9¢) displayed a rough surface!*! the latter were
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Figure 10. DLS spectra of SNCs (a), SNCs-g-PCL (b).

covered with a coating of polycaprolactone which changed the surface of the SNCs.
Besides the SNCs-g-PCL had a marked increase in the average size compared to the
starch nanocrystals which confirmed the grafting of polycaprolactone (Fig. 10b). Similar
results have been reported in the literature.!*"*?!

The average particle size and polydispersity index are represented in Table 3.

Table 3 lists the particle size (size average) and polydispersity index. The SNCs had
finer particle size in the range of 586 nm, indicative of a homogenous surface, while the
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Table 3. Physical characteristics of SNCs, and SNCs-g-PCL.

Formulation Size average (nm) Polydispersity index
Starch nanocrystals (SNCs) (a) 586 0.871
Starch nanocrystals graft polycaprolactone (b) 3618.5 3.119

SNCs-g-PCL displayed a much larger average size, suggesting a rough surface like indi-
cated in the SEM analysis.

3.3. In vitro antioxidant activity

3.3.1. DPPH test

To measure the effectiveness of antioxidants in substances which prevent the generation
of free radicals and stop their increases by donating an electron or a hydrogen atom,
DPPH radical scavenging assays are frequently employed.'*>**! The maximal absorption
wavelength of the stable, commercially accessible radical DPPH is 517 nm. After DPPH
reacts to generate the reduced form of DPPH-H, a hydrogen atom is transferred to the
DPPH radical. The DPPH method is a decolorization assay which measures the relative
antiradical abilities of natural substances to scavenge free radicals, Fig. 11a; due to its
reproducibility and simplicity, it is a widely used technique to evaluate antioxidant
activity. Figure 11b displays the antiradical activities of the SNCs and SNCs -g-PCL, the
SNCs-g-PCL showed a significant scavenging activity in comparison to SNCs; with
increase in SNCs concentration, the inhibition rate increased noticeably from 0.9 to
0.127; however for the SNCs-g-PCL it rose from 0.45 to 0.61. Additionally ascorbic
acid, as a standard, had a maximum rate of DPPH scavenging of 0.88. With increasing
SNCs-g-PCL concentration it is shown that the antioxidant activity rose steadily, peak-
ing at the maximum used, 0.2 g/ml; thus the polycaprolactone exhibited a good antioxi-
dant activity that improved the antioxidant activity of the SNCs with an ECs, of around
100 mg/ml and inhibition rate of 0.556. We note the concentration of antioxidant that
causes a 0.5 decrease in DPPH absorbance is known as the ECsy value, which is fre-
quently used to communicate the results.*>*®) The increase in DPPH activity can be
related to the presence and orientation of the hydroxyl groups in the polymer molecules
which determines the antioxidant activity of the starch derivatives'** and also, accord-
ing to published research substances that are conjugated with ketonic groups and
hydroxyl groups have antioxidant effects.!*”*"]

3.3.2. FRAP test

The ferric reducing antioxidant power (FRAP) mechanism relies on electron transfer
rather than hydrogen atom transfer (Fig. 12a).!*” The results are depicted in histograms
showing the absorbance values measured at A=700nm (Fig. 12b) relative to the con-
centration of the samples. The variation in optical density increased in accordance with
the concentration of the samples. Notably, the SNCs-g-PCL exhibited the highest reduc-
ing activity of our samples, represented by an absorbance of 2.62 at a concentration of
200 mg/ml, surpassing the SNCs value of 2.05. In comparison, PCL, utilized as a bio-
degradable antioxidant, demonstrated significantly greater reducing activity in the



16 N. L. BELKHIR ET AL.

(a)
0,N O,N
_
N—N' NO,———— > N—N—\ / NO,
O,N O,N
DPPH’
SNCgH + DPPH  ——» SNCg' + DPPH-1]
SNCs-g-PCL-H +DPPH' — 3 SNCs-g-PCL'+ 1)
(b)
1 =
0.9 |
8
7 = SNCs
6 -
SNCs-g-pcl

M ascorbic acid

DPPH radical scavenging (%)
O O 0o ©o o 0o o o
N W b~ U

=
1

o
1

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200
Concentration (mg/mL)

Figure 11. (a) Reaction mechanism of DPPH with SNCs and SNCs-g-PCL, (b) antioxidant properties of
SNCs, SNCs-g-PCL and ascorbic acid.

SNCs-g-PCL than that of the SNCs (Fig. 12b). Furthermore, the standard vitamin C
(ascorbic acid) exhibited an absorbance of 4.1 at a concentration of 200 mg/ml. The out-
comes obtained from the FRAP assay demonstrated excellent reproducible results across
all tested concentrations.

4. Conclusions

In this paper a sustainable and ecologically friendly approach was used to synthesis
corn starch based biodegradable nanocrystals. Polycaprolactone was successfully grafted
on the starch nanocrystals using Maghnite H™ under appropriate experimental condi-
tions (reaction temperature of 90 °C, reaction time of 36h, and amount of Maghnite H"
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Figure 12. (a) Reaction mechanism of FRAP with SNCs and SNCs-g-PCL, (b) antioxidants properties of
SNCs, SNCs-g-PCL, and vitamin C using a FRAP test.

25% w/w compared to caprolactone), characterized by SEM, FT-IR, 'H NMR, TGA,
DSC, XRD and DLS (particle size). Moreover, this study provided a green and facile
way to modify SNCs for fabrication of bionanocomposites with improved antioxidant
properties; we suggest the product may have interesting applications in biomedical and
pharmaceutical fields.
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